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ES 2381203 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos anti-interferén gamma humanos y métodos de uso de los mismos
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general a anticuerpos anti-interferén gamma completamente humanos asi como a
métodos para el uso de los mismos.

Antecedentes de la invencion

El interferon gamma humano (IFNy, IFN-gamma) es una linfocina producida por linfocitos-T activados y células
citotoxicas naturales. Manifiesta actividades antiproliferativas, antivirales e inmunomoduladoras y se une al IFNy-R,
un receptor heterodimérico en la mayoria de las células primarias del sistema inmunitario, y desencadena una
cascada de eventos que llevan a la inflamacion. Se sabe que la actividad antiviral e inmunomoduladora del IFNy
tiene efectos beneficiosos en varios estados clinicos. Sin embargo, hay muchos entornos clinicos en los que se sabe
que la actividad del IFNy tiene efectos perjudiciales. Por ejemplo, las enfermedades autoinmunitarias estan
asociadas con niveles altos de IFNy en la sangre y tejido enfermo de pacientes autoinmunes. La actividad del IFNy
también se ha relacionado con estados patoldgicos tales como caquexia y choque septicémico.

El documento W0O2004/035747 da a conocer anticuerpos humanos que inhiben la actividad del IFNy.
Por consiguiente, existe la necesidad de terapias que se dirijan a la actividad del IFNy.
Sumario de la invencion

La presente invenciéon proporciona anticuerpos monoclonales completamente humanos dirigidos especificamente
contra el interferon gamma (IFNy, también denominado en el presente documento IFN-gamma) como se define en
las reivindicaciones. Los anticuerpos monoclonales incluyen NI-0501; AC1.2R3P2_A6 (también denominado en el
presente documento “A6“); AC1.2R3P2_B4 (también denominado en el presente documento “B4“); AD1.4R4P1_B9
(también denominado en el presente documento “B9“); AD1.4R4P2_C9 (también denominado en el presente
documento “C9“); AC1.4R4P2_C10 (también denominado en el presente documento “C10“); AC1.2R3P7_D3
(también denominado en el presente documento “D3“); AD1.2R2P2_D6 (también denominado en el presente
documento “D6*); AC1.2R2P2_D8 (también denominado en el presente documento “D8*); AD1.3R3P6_E1 (también
denominado en el presente documento “E1%); AD1.3R3P5_F8 (también denominado en el presente documento “F8°);
AD1.3R3P6_F9 (también denominado en el presente documento “F9“); AD1.4R4P2_G7 (también denominado en el
presente documento “G7“); AD1.1R3P3_G9 (también denominado en el presente documento “G9%); y
AD1.3R3P6_G10 (también denominado en el presente documento “G10“) descritos en el presente documento.

Un anticuerpo anti-IFNyhu contiene una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NOS: 2, 12, 20, 28, 36, 42, 51, 58, 63, 68, 75, 81, 88, 94 o0 103 y una regioén variable de cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOS: 7, 15, 23, 31, 38, 47, 54, 60, 66, 71, 78, 83, 91, 96 o 105.
Preferiblemente, las tres regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada incluyen una
secuencia de aminoacidos tiene una identidad de al menos el 90%, 92%, 95%, 97% 98%, 99% o superior con una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID
NO:4); DGSSGWYVPHWF DP (SEQ ID NO:5); DHSSGWYVISGMDV (SEQ ID NO:13); DLTVGGPWYYFDY (SEQ
ID NO:21); DGWNALGWLES (SEQ ID NO:29); SNAMS (SEQ ID NO:43); TLTGSGGTAYYADSVEG (SEQ ID
NO:44); GTELVGGGLDN (SEQ ID NO:45); RSFDSGGSFEY (SEQ ID NO:64); VGSWYLEDFDI (SEQ ID NO:69);
GGNYGDYFDYFDY (SEQ ID NO:76); y DFWVITSGNDY (SEQ ID NO:89); y una cadena ligera con tres CDR que
incluyen una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos el 90%, 92%, 95%, 97% 98%, 99% o
superior con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la secuencia de aminoacidos de
TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:8); EDNQRPS (SEQ ID NO:9); QSYDGSNRWM (SEQ ID NO:10);
TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:16); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); QSNDSDNVV (SEQ ID NO:18); DDDQRPS (SEQ
ID NO:25); QSYDSSNVV (SEQ ID NO:26); TRSGGSIGSYYVQ (SEQ ID NO:32); DDKKRPS (SEQ ID NO:33);
QSYDSNNLVV (SEQ ID NO:34); TRSSGTIASNYVQ (SEQ ID NO:39); QSYDNSNHWV (SEQ ID NO:40);
TGSGGSIATNYVQ (SEQ ID NO:48); QSYDSDNHHVV (SEQ ID NO:49); TGSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:55);
QSYDSSNQEVV (SEQ ID NO:56); QSYDSNNFWV (SEQ ID NO:61); TRSSGSIASNYVH (SEQ ID NO:72);
QSSDTTYHGGVV (SEQ ID NO:73); QSYEGF (SEQ ID NO:79); TGRNGNIASNYVQ (SEQ ID NO:84); EDTQRPS
(SEQ ID NO:85); QSSDSNRVL (SEQ ID NO:86); QSFDSTNLVV (SEQ ID NO:92); AGSSGSIASNYVQ (SEQ ID
NO:97); QSYSYNNQVV (SEQ ID NO:98); TRSSGSIVSNYVQ (SEQ ID NO:106); EDNRRPS (SEQ ID NO:107). El
anticuerpo se une al IFNy.

Los anticuerpos anti-IFNyhu incluyen una region CDR1 de V4 que comprende la secuencia de aminoacidos SYAMS
(SEQ ID NO: 3) o SNAMS (SEQ ID NO:43); una regiéon CDR2 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos
AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4) o TLTGSGGTAYYADSVEG (SEQ ID NO:44), y una region CDR3 de Vy
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que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en DGSSGWYVPHWFDP
(SEQ ID NO:5); DHSSGWYVISGMDV (SEQ ID NO:13); DLTVGGPWYYFDY (SEQ ID NO:21); DGWNALGWLES
(SEQ ID NO:29); GTELVGGGLDN (SEQ ID NO:45); RSFDSGGSFEY (SEQ ID NO:64); VGSWYLEDFDI (SEQ ID
NO:69); GGNYGDYFDYFDY (SEQ ID NO:76); y DFWVITSGNDY (SEQ ID NO:89).

Los anticuerpos anti-IFNyhu incluyen una region CDR1 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:8); TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:16);
TRSGGSIGSYYVQ (SEQ ID NO:32); TRSSGTIASNYVQ (SEQ ID NO:39); TGSGGSIATNYVQ (SEQ ID NO:48);
TGSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO: 55); TRSSGSIASNYVH (SEQ ID NO:72); TGRNGNIASNYVQ (SEQ ID NO:84);
AGSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:97) y TRSSGSIVSNYVQ (SEQ ID NO:106); una regiéon CDR2 de V. que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en EDNQRPS (SEQ ID NO:9);
EDNQRPS (SEQ ID NO:17); DDDQRPS (SEQ ID NO:25); DDKKRPS (SEQ ID NO:33); EDTQRPS (SEQ ID NO:85)
y EDNRRPS (SEQ ID NO:107); y una region CDR3 de V_ que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en QSYDGSNRWM (SEQ ID NO: 10); QSNDSDNVV (SEQ ID NO:18);
QSYDSSNVV (SEQ ID NO:26); QSYDSNNLVV (SEQ ID NO:34); QSYDNSNHWV (SEQ ID NO:40);
QSYDSDNHHVV (SEQ ID NO:49); QSYDSSNQEVV (SEQ ID NO:56); QSYDSNNFWV (SEQ ID NO:61);
QSSDTTYHGGVV (SEQ ID NO:73); QSYEGF (SEQ ID NO:79); QSSDSNRVL (SEQ ID NO:86); QSFDSTNLVV
(SEQ ID NO:92); y QSYSYNNQVV (SEQ ID NO:98).

Los anticuerpos anti-IFNyhu incluyen, por ejemplo, una region CDR1 de V4 que comprende la secuencia de
aminoacidos SYAMS (SEQ ID NO:3) o SNAMS (SEQ ID NO:43); una region CDR2 de Vy que comprende la
secuencia de aminoacidos AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4) o TLTGSGGTAYYADSVEG (SEQ ID NO:44);
una region CDR3 de Vy que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
DGSSGWYVPHWFDP (SEQ ID NO:5); DHSSGWYVISGMDV (SEQ ID NO:13); DLTVGGPWYYFDY (SEQ ID
NO:21); DGWNALGWLES (SEQ ID NO:29); GTELVGGGLDN (SEQ ID NO: 45); RSFDSGGSFEY (SEQ ID NO:64);
VGSWYLEDFDI (SEQ ID NO:69); GGNYGDYFDYFDY (SEQ ID NO:76); y DFWVITSGNDY (SEQ ID NO:89); una
region CDR1 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:8); TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:16); TRSGGSIGSYYVQ (SEQ ID NO:32);
TRSSGTIASNYVQ (SEQ ID NO:39); TGSGGSIATNYVQ (SEQ ID NO:48); TGSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO: 55);
TRSSGSIASNYVH (SEQ ID NO:72); TGRNGNIASNYVQ (SEQ ID NO:94); AGSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:97) y
TRSSGSIVSNYVQ (SEQ ID NO:106); una regiéon CDR2 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en EDNQRPS (SEQ ID NO:9); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); DDDQRPS (SEQ
ID NO:25); DDKKRPS (SEQ ID NO:33); EDTQRPS (SEQ ID NO:85) y EDNRRPS (SEQ ID NO:107); y una region
CDR3 de V. que comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en
QSYDGSNRWM (SEQ ID NO:10); QSNDSDNVV (SEQ ID NO:18); QSYDSSNVV (SEQ ID NO:26); QSYDSNNLVV
(SEQ ID NO:34); QSYDNSNHWYV (SEQ ID NO:40); QSYDSDNHHVV (SEQ ID NO:49); QSYDSSNQEVV (SEQ ID
NO:56); QSYDSNNFWV (SEQ ID NO:61); QSSDTTYHGGVV (SEQ ID NO:73); QSYEGF (SEQ ID NO:79);
QSSDSNRVL (SEQ ID NO:86); QSFDSTNLVV (SEQ ID NO:92); y QSYSYNNQVYV (SEQ ID NO:98).

La cadena pesada de un anticuerpo anti-IFNyhu se deriva de un gen V (variable) de linea germinal tal como, por
ejemplo, el gen de linea germinal DP47 (IGHV3-23) (n.° de registro de GenBank M99660) o una secuencia de acido
nucleico homodloga a la secuencia del gen humano de linea germinal DP47. La secuencia de acido nucleico para el
gen de linea germinal DP47 (IGHV 3-23) incluye, por ejemplo, la secuencia de acido nucleico mostrada a
continuacion:

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTAC
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAARGA (SEQ
ID NO:99)

La cadena ligera de un anticuerpo anti-IFNyhu se deriva de un gen de linea germinal de regién variable de cadena
ligera lambda Ig tal como, por ejemplo, el IGLV6-57 o V1-22 (n.° de registro de GenBank Z73673) o una secuencia
de acido nucleico homdloga a la secuencia del gen humano de linea germinal IGLVG-57. La secuencia de acido
nucleico para el gen de linea germinal IGLV6-57 incluye, por ejemplo, la secuencia de acido nucleico mostrada a
continuacién:

AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCEGGAGTCTCCGCGGAAGACGGTAACCATC

TCCTGCACCCGCAGCAGTGCCAGCATTGCCAGCAACTATGTGCAGTGGTACCAGCAGCGC

CCGGGCAGTTCCCCCACCACTGTGATCTATGAGGATARCCARAGACCCTCTGGGGTCCCT

GATCGGTTCTCTGGCTCCATCGACAGCTCCTCCAACTCTGCCTCCCTCACCATCTCTGGA

CTGAAGACTGAGGACGAGGCTGACTACTACTGTCAGTCTTATGATAGCAGCAATCA (SEQ
ID NO: 108)
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En otro aspecto, la invencién proporciona métodos de tratamiento, prevencién o alivio de un sintoma de un trastorno
relacionado con el sistema inmunitario al administrar un anticuerpo anti-IFNyhu a un sujeto. Por ejemplo, los
anticuerpos anti-IFNyhu se usan para tratar, prevenir o aliviar un sintoma asociado con trastornos relacionados con
el sistema inmunitario tales como enfermedad de Crohn, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, sarcoidosis, artritis
reumatoide, vasculitis, dermatitis atopica y esclerosis multiple secundaria progresiva. Opcionalmente, al sujeto se le
administra adicionalmente un segundo agente tal como, pero sin limitarse a, un reactivo anticitocinas o
antiquimiocinas que reconoce citocinas tales como interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-
18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31, y/o quimiocinas tales como MIP1 alfa, MIP1 beta, RANTES, MCP1, IP-
10, ITAC, MIG, SDF y fractalcina.

El sujeto padece o esta predispuesto a desarrollar un trastorno relacionado con el sistema inmunitario, tal como, por
ejemplo, una enfermedad autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada de los anticuerpos anti-IFNyhu NI-0501 y AC1.2R3P2_A6. La figura 1A
representa la secuencia de nucledtidos que codifica para la region variable de la cadena pesada de N1-0501, y la
figura 1B representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura
1A. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) estan subrayadas en la figura 1B. La figura 1C
representa la secuencia de nucledtidos que codifica para la regidon variable de la cadena ligera de N1-0501, y la
figura 1D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura
1C. Las CDR estan subrayadas en la figura 1D. La figura 1E representa la secuencia de nucleétidos que codifica
para la region variable de la cadena pesada de AC1.2R3P2_A6, y la figura 1F representa la secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 1E. Las CDR estan subrayadas en la
figura 1F. La figura 1G representa la secuencia de nucledtidos que codifica para la region variable de la cadena
ligera de AC1.2R3P2_AG6, y la figura 1H representa la secuencia de aminoéacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos mostrada en la figura 1G. Las CDR estan subrayadas en la figura 1H.

La figura 2 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AC1.2R3P2_B4. La figura 2A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la regiéon variable de la cadena pesada, y la figura 2B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 2A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 2B. La figura 2C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la region variable
de la cadena ligera, y la figura 2D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos mostrada en la figura 2C. Las CDR estan subrayadas en la figura 2D.

La figura 3 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.4R4P1_B9. La figura 3A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la regiéon variable de la cadena pesada, y la figura 3B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 3A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 3B. La figura 3C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable
de la cadena ligera, y la figura 3D representa la secuencia de aminodacidos codificada por la secuencia de
nucleétidos mostrada en la figura 3C. Las CDR estan subrayadas en la figura 3D.

La figura 4 es una serie de representaciones de la secuencia de nucledtidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.4R4P2_C9. La figura 4A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable de la cadena pesada, y la figura 4B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 4A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 4B. La figura 4C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable
de la cadena ligera, y la figura 4D representa la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de
nuclestidos mostrada en la figura 4C. Las CDR estan subrayadas en la figura 4D.

La figura 5 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AC1.4R4P2_C10. La figura 5A representa la
secuencia de nucledtidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 5B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 5A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 5B. La figura 5C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la region variable
de la cadena ligera, y la figura 5D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos mostrada en la figura 5C. Las CDR estan subrayadas en la figura 5D.

La figura 6 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AC1.2R3P7_D3. La figura 6A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la regiéon variable de la cadena pesada, y la figura 6B representa la
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secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 6A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 6B. La figura 6C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable
de la cadena ligera, y la figura 6D representa la secuencia de aminodacidos codificada por la secuencia de
nucleétidos mostrada en la figura 6C. Las CDR estan subrayadas en la figura 6D.

La figura 7 es una serie de representaciones de la secuencia de nucledtidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.2R2P2_D6. La figura 7A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable de la cadena pesada, y la figura 7B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 7A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 7B. La figura 7C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable
de la cadena ligera, y la figura 7D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nuclestidos mostrada en la figura 7C. Las CDR estan subrayadas en la figura 7D.

La figura 8 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AC1.2R2P2_D8. La figura 8A representa la
secuencia de nucleotidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 8B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 8A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 8B. La figura 8C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién variable
de la cadena ligera, y la figura 8D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos mostrada en la figura 8C. Las CDR estan subrayadas en la figura 8D.

La figura 9 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.3R3P6_E1. La figura 9A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la regidon variable de la cadena pesada, y la figura 9B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 9A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 9B. La figura 9C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la region variable
de la cadena ligera, y la figura 9D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledtidos mostrada en la figura 9C. Las CDR estan subrayadas en la figura 9D.

La figura 10 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.3R3P5_F8. La figura 10A representa la
secuencia de nucledtidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 10B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 10A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 10B. La figura 10C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regiéon
variable de la cadena ligera, y la figura 10D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucleétidos mostrada en la figura 10C. Las CDR estan subrayadas en la figura 10D.

La figura 11 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.3R3P6_F9. La figura 11A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 11B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 11A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 11B. La figura 11C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regiéon
variable de la cadena ligera, y la figura 11D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucleotidos mostrada en la figura 11C. Las CDR estan subrayadas en la figura 11D.

La figura 12 es una serie de representaciones de la secuencia de nucledétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.4R4P2_G7. La figura 12A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 12B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 12A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 12B. La figura 12C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regidon
variable de la cadena ligera, y la figura 12D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucleotidos mostrada en la figura 12C. Las CDR estan subrayadas en la figura 12D.

La figura 13 es una serie de representaciones de la secuencia de nucledtidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.1R3P3_G9. La figura 13A representa la
secuencia de nucleétidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 13B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 13A. Las CDR estan
subrayadas en la figura 13B. La figura 13C representa la secuencia de nucledtidos que codifica para la regiéon
variable de la cadena ligera, y la figura 13D representa la secuencia de aminoéacidos codificada por la secuencia de
nucleétidos mostrada en la figura 13C. Las CDR estan subrayadas en la figura 13D.

La figura 14 es una serie de representaciones de la secuencia de nucleétidos y secuencias de aminoacidos para las
regiones variable ligera y variable pesada del anticuerpo anti-IFNyhu AD1.3R3P6_G10. La figura 14A representa la
secuencia de nucledtidos que codifica para la region variable de la cadena pesada, y la figura 14B representa la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 14A. Las CDR estan
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subrayadas en la figura 14B. La figura 14C representa la secuencia de nucleétidos que codifica para la regién
variable de la cadena ligera, y la figura 14D representa la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucleotidos mostrada en la figura 14C. Las CDR estan subrayadas en la figura 14D.

La figura 15 es un grafico que representa la inhibicion de la expresion del gen indicador inducida por IFNy usando
extractos de scFv periplasmaticos. Los extractos de scFv cuantificados inhibieron el gen indicador inducido por IFNy
de una manera dependiente de la dosis. Por cada clon de scFv se sometieron a prueba diversas concentraciones
(2,7, 0,68, 0,17, 0,043 y 0,011 nM) tal como se muestra mediante las columnas sobre cada nombre de clon
(concentracion decreciente de izquierda a derecha, véase también la tabla 3 mas adelante).

En la figura 16, los paneles 1-12 son una serie de graficos que representan la inhibicion de la expresién del CMH
clase Il inducida por IFNy en células de melanoma usando extractos de scFv. Los scFv completamente humanos
purificados inhibieron la expresién del CMH clase Il inducida por IFNy en células de melanoma. Se representan los
clones de scFv () y el Acm de ratén anti-IFNy humano 16C3 (---).

En la figura 17, los paneles 1-7 son una serie de graficos que representan la inhibicion de la expresion del CMH
clase Il inducida por IFNy en células de melanoma usando extractos de scFv que se reconstituyeron en una
estructura principal de IgG completamente humana. Los Acm completamente de IgG purificados inhibieron la
expresion del CMH clase Il inducida por IFNy en células de melanoma. Se representan los clones completamente de
IgG (-x-), el Acm de ratén anti-IFNy humano 16C3 (-A-) y el anticuerpo de ratdn anti-IFNy humano MAB285 (-e-) de
R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN).

La figura 18 es un grafico que representa la afinidad del anticuerpo anti-IFNyhu N1-0501 por el IFNy humano.

La figura 19 es un grafico que compara la actividad de los anticuerpos producidos por los clones A6 y N1-0501
(también denominados en el presente documento “A6 retromutado con respecto a la linea germinal” o “A6
retromutado”).

La figura 20 es un grafico que representa la actividad del anticuerpo anti-IFNyhu N1-0501 sobre el IFNy humano
nativo.

Las figuras 21A-21F son una serie de graficos que representan la unién del anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 con IFNy
recombinante de diversas especies.

La figura 22 es un grafico que representa la capacidad del anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 para neutralizar la
regulacion por incremento del CMH clase |l inducida por IFNy de macaco nativo.

La figura 23 es un grafico que representa la capacidad del anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 para bloquear la
produccién de IP-10 inducida por IFNy en sangre completa.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona anticuerpos monoclonales completamente humanos especificos contra el
interferon gamma (IFNy) tal como se define en las reivindicaciones.

Los anticuerpos anti-IFNyhu son, por ejemplo, inhibidores o antagonistas de IFNy que modulan al menos una
actividad bioldgica del IFNy. Las actividades biolégicas del IFNy incluyen, por ejemplo, la unién al receptor de IFNy
(IFNy-R), la modulacién, por ejemplo, reduccion o inhibicion, de la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) clase Il en la superficie de una célula, y la modulacién, por ejemplo, reduccién o
inhibicion, de la proliferacion celular. Por ejemplo, los anticuerpos anti-IFNyhu inhiben completa o parcialmente la
actividad del IFNy bloqueando parcial o completamente las union del IFNy y el receptor de IFNy (IFNy-R). Se
considera que los anticuerpos anti-IFNy inhiben completamente la actividad del IFNy cuando el nivel de actividad del
IFNy en presencia del anticuerpo anti-IFNyhu disminuye al menos un 95%, por ejemplo, un 96%, 97%, 98%, 99% o
100% en comparacion con el nivel de actividad del IFNy en ausencia de union con un anticuerpo anti-IFNyhu descrito
en el presente documento. Se considera que los anticuerpos anti-IFNy inhiben parcialmente la actividad del IFNy
cuando el nivel de actividad del IFNy en presencia del anticuerpo anti-IFNyhu disminuye menos de un 95%, por
ejemplo, un 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% o0 90% en comparacion con el nivel de actividad
del IFNy en ausencia de union con un anticuerpo anti-IFNyhu descrito en el presente documento.

Adicionalmente, los anticuerpos anti-IFNyhu de la invencion inhiben la expresion del CMH clase Il inducida por IFNy
en células (véanse, por ejemplo, los ejemplos 4 y 5). Preferiblemente, los anticuerpos anti-IFNyhu muestran una
inhibicion superior al 50% de la expresion del CMH clase |l inducida por IFNy en la linea celular de melanoma
humano Me67.8 a una concentracion de al menos 0,02 nM. Por ejemplo, los anticuerpos muestran una inhibicion
superior al 50% de la expresion del CMH clase Il inducida por IFNy en la linea celular Me67.8 a una concentracion
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en el intervalo de 0,022 nM a 0,044 nM, por ejemplo, a una concentracion de 0,022 nM, 0,028 nM o 0,044 nM.

Los anticuerpos anti-IFNyhu modulan una respuesta inmunitaria en un sujeto, por ejemplo, en un sujeto humano.
Preferiblemente, los anticuerpos anti-IFNyhu modulan una respuesta inmunitaria adaptativa en un sujeto. Mas
preferiblemente, los anticuerpos anti-IFNyhu modulan la respuesta inmunitaria celular o mediada por células,
también conocida como tipo Th1 o respuesta mediada por Th1.

Por ejemplo, los anticuerpos anti-IFNyhu descritos en el presente documento modulan, por ejemplo, reducen, inhiben
o evitan, una respuesta inmunitaria mediada por Th1 exagerada, tal como una respuesta inmunitaria mediada por
Th1 exagerada asociada con un trastorno autoinmunitario o inflamatorio tal como, por ejemplo, enfermedad de
Crohn, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, sarcoidosis, artritis reumatoide, vasculitis, dermatitis atdpica y
esclerosis multiple secundaria progresiva. Tal como se usa en el presente documento, el término respuesta
inmunitaria mediada por Th1 “exagerada” se refiere a la presencia de un nivel elevado de citocina(s) Th1, tales como
IL-2, IL-3, TNF-alfa (TNFa) e INFy, en un sujeto en comparacion con el nivel de produccion de citocina Th1 en un
sujeto que no padece una enfermedad o trastorno asociado con una respuesta inmunitaria Th1 exagerada. Para
clasificar una respuesta inmunitaria mediada por Th1 como una respuesta exagerada, se evalia el nivel de una
respuesta de produccion de citocina Th1, por ejemplo, midiendo y analizando el nivel de citocinas secretadas
usando una prueba de ELISA u otro ensayo.

Los anticuerpos anti-IFNyhu que se describen en el presente documento modulan, por ejemplo, inhiben, reducen o
evitan, el cambio de clase a un isotipo de IgG, tal como cambio de clase inducido por IFNy. Estos anticuerpos anti-
IFNyhu modulan, por ejemplo, inhiben, evitan o reducen, una respuesta mediada por Th1 y reducen en consecuencia
el cambio inducido por IFNy.

Los anticuerpos anti-IFNyhu de la invencién se produjeron inmunizando un animal con IFNy, tal como, por ejemplo,
IFNy murino o humano (véase, por ejemplo, n.° de registro de GenBank X13274) o una variante, derivado o
fragmento inmunogénico del mismo. Alternativamente, el animal se inmuniza con células transfectadas con un vector
que contiene una molécula de acido nucleico que codifica para IFNy, de modo que el IFNy se expresa y se asocia
con la superficie de las células transfectadas. Alternativamente, los anticuerpos se obtienen examinando una
biblioteca que contiene secuencias de dominio de unién a antigenos o anticuerpos para su union al IFNy. Esta
biblioteca se prepara, por ejemplo, en bacteriéfago como fusiones de péptidos o proteinas a una cubierta proteinica
de bacteriéfago que se expresa en la superficie de particulas de fago ensambladas y las secuencias de ADN
codificantes contenidas dentro de las particulas de fago (por ejemplo, “biblioteca de presentacion en fago”).

Los anticuerpos anti-IFNyhu de la invencién incluyen, por ejemplo, las regiones determinantes de
complementariedad de la cadena pesada (CDR) que se muestran a continuacion en la tabla 1, las CDR de la cadena
ligera mostradas en la tabla 2, y combinaciones de las mismas.

Tabla 1. Secuencias de VH de clones de anticuerpos que se unen a y neutralizan el IFNy

Nombre del clon CDR1 de VH CDR2 de VH CDR3 de VH
NI-0501 SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG;SS%%Sng,Iéa‘;‘VRG DG?@%" ?BVSSY;/)F DP
AC12R3P2_A6 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'Seé%%ﬁEYJSZ?VKG DG(SSSE%YI\E/)P,\'%’YSF)DP
AC1.2R3P2 D8 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS%%SlEY,\T SB?VKG DGs(ggév I\E)Vflgyg’)': DP
AC1.4R4P2_C10 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS?E%%YJS‘B’?VKG DG?@%" ?BVSSY;/)F DP
AC1R3P2_B4 SYAMS (SEQ ID NO:3) A'Seé%%ﬁgﬁéH?VKG DH(SéSE%V\I’g\ﬂ(S)ﬁ*;DV
AD14R4P1_B9 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS%%SIEY,\T éﬂ?VKG pLTvees \,’\l"géﬁg’\( (SEQ
AD13R3P5 F8 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS?E%%YJS‘B’?VKG VESWYLED Feg') (SEQID
AD1.3R3P6_F9 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'Seé%%ﬁEYJSZ?VKG GGNYG%Y,\Flg?;FG')DY (SEQ
AD13R3P6_E1 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS%%SIEY,\T éﬂ?VKG RSFDSGSS:FQ; (SEQID
AD14R4P2_C9 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS?E%%YJS‘B’?VKG DGWNALCY Lz'g‘;’ (SEQ
AD14R4P2_G7 | SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(S,’S?E%SITDYJSESVKG DOWNALSY Lz'g? (SEQ
AD1.1R3P6_G10 | SYAMS (SEQIDNO3) | AISGSGGSTYYADSVKG | DGWNALGWLES (SEQ
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(SEQ ID NO:4) ID NO: 29)
AD1R2P2_D6 SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(SS%%SBY,\T éafVKG DGWN@"%\_’ "2%)5 (SEQ
AD1.1R3P3_G9 SYAMS (SEQ ID NO:3) A'SG(S,’SCE%SITDYJ’O*ESVKG DFWV'T,S\I%’,"QJ) (SEQID
AC1.2R3P7_D3 SNAMS (SEQ ID NO:43) TLT?SSSTSYNBAEE)VEG GTELVGﬁg,'-Es'\; (SEQID

Tabla 2. Secuencias de VL de clones de anticuerpos que se unen a y neutralizan el IFNy

Nombre del clon CDR1 de VL CDR2 de VL CDR3 de VL
NI-0501 ITDRﬁg%?'ASNYV Q (SEQ | EpnaRes (sEQ ID NO:9) QSYDGS,\TS}QV(')\;' (SEQID
AC1.2R3P2_A oty SEA T EDNRRPS (sEQID NO:07) | ASYPESIANTN(GEQATD
AC1.2R3P2_DB TRSSGSIVSNYVA (SEQ | £ongrps (sEQIDNO:t7) | O0YPSINEVY (SEQTD
AC1.4R4P2_C10 Dose e BEA T Epnares (sEa D No:t7) | ASTPNTEIVE (SEQTD
AC1R3P2_B4 Do) Ve BEA ] epnares (sEQ D NO:t7) | ONPSRRVE(SEQD
ADT4RAP1_BO TRSSGSIV SNV G (S50 | pongres (sEQ D Nozs) | O0VPSoNvY (5EAD
AD1.3R3P5_F8 ITDRE(SS%')ASNYVH (SEQ | £pNRRPS (SEQ ID NO:9) QSSDTIgYNHg%;V SEQ

AD1.3R3P6_F9

TRSSGSIASNYV Q (SEQ
ID NO:16)

EDNQRPS (SEQ ID NO:17)

QSYEGF (SEQ ID NO:79)

AD1.3R3P6_E1

TRSSGYIASSYV Q (SEQ

EDDRRPS (SEQ ID NO:25)

QSYDDTTPWYV (SEQ ID

ID NO:8) NO: 26)
AD1 4R4P2_C9 ITDRESE%GSYW Q (SEQ | ppkkRrPs (sEQ ID NO:33) QSYDS’;‘\]%%X)(SEQ ID
Aot arepz o7 | [SRNGNIASNYVA (SEQ | eonomps (sqiDNoss) | OSSDSNRVL (GEQID

AD13R3P6_G10 rnoen o SEA T Epnares (sEQiDNo:7) | ASYSYITEIEH(SEQID
AoTRoPZDE | [CSSOSASNYVA (S0 | conoRps (sEQIDNOH7) | CSVDSSNOEW/ (SEQTD
AD1.1R3P3_G9 Do v BEA T EpNRRPs (sEQIDNOG) | OFPS ITVD (SEQTD

AC1.2R3P7_D3 Drodey VA SEA T Epnares (sQ D No:7) | ASTPSPRAREV (SEQTD

Un anticuerpo monoclonal anti-IFNyhu a modo de ejemplo es el anticuerpo NI-0501 descrito en el presente
documento. El anticuerpo NI-0501 es una version retromutada del anticuerpo AC1.2R3.P2_A6. Tal como se usa en
el presente documento, el término “retromutada” se refiere a mutar un nucleétido o residuo de aminoacido de vuelta
al nucleétido o residuo que se encuentra en la ubicacion correspondiente en la secuencia de linea germinal. El
anticuerpo NI-0501 incluye una region variable de cadena pesada (SEQ ID NO:2) codificada por la secuencia de
acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:1, y una region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:7) codificada por la
secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:6 (figuras 1A-1D).

Los aminoacidos que abarcan las regiones determinantes de complementariedad (CDR) tal como se definié por
Chotlia et al. y E.A. Kabat et al. estan subrayados en las figuras 1B y 1D. (véase Chothia, C, et al., Nature 342:877-
883 (1989); Kabat, EA, et al., Sequences of Protein of immunological interest, quinta edicion, US Department of
Health and Human Services, US Goverment Printing Office (1991)). Las CDR de cadena pesada del anticuerpo A6
tienen las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO#4); y
DGSSGWYVPHWFDP (SEQ ID NO:5). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo A6 tienen las siguientes
secuencias: TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:8); EDNQRPS (SEQ ID NO: 9); y QSYDGSNRWM (SEQ ID NO:10).

Otro anticuerpo monoclonal anti-IFNyhu a modo de ejemplo es el anticuerpo AC1.2R3.P2_A6 (“A6”) descrito en el
presente documento. El anticuerpo A6 incluye una regién variable de cadena pesada (SEQ ID NO:103) codificada
por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:102, y una region variable de cadena ligera (SEQ ID
NO:105) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:104 (figuras 1E-1H). Los
aminoacidos que abarcan las regiones determinantes de complementariedad (CDR) tal como se definen por Chotlia
et al. y E.A. Kabat et al. estan subrayados en las figuras 1F y 1H. (Véase Chothia, C, et al., Nature 342:877-883
(1989); Kabat, EA, et al., Sequences of Protein of immunological interest, quinta edicion, US Department of Health
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and Human Services, US Goverment Printing Office (1991)). Las CDR de cadena pesada del anticuerpo A6 tienen
las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO#4); vy
DGSSGWYVPHWFDP (SEQ ID NO:5). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo A6 tienen las siguientes
secuencias: TRSSGSIVSNYVQ (SEQ ID NO:106); EDNRRPS (SEQ ID NO:107); y QSYDGSNRWM (SEQ ID
NO:10).

El anticuerpo AC1.2R3P2_B4 (también denominado en el presente documento “B4”) incluye una region variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:12) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:11, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 15) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:14 (figuras 2A-2D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 2B y 2D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo B4 tienen las
siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DHSSGWWESGMDV
(SEQ ID NO:13). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo B4 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIASNYVQ
(SEQ ID NO:16); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); y QSNDSDNVV (SEQ ID NO:18).

El anticuerpo AD1.4R4P1_B9 (también denominado en el presente documento “B9”) incluye una region variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:20) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:19, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 23) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:22 (figuras 3A-3D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 3B y 3D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo B9 tienen las
siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DLTVGGPWYYFDY
(SEQ ID NO:21). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo B9 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIVSNYVQ
(SEQ ID NO:8); DDDQRPS (SEQ ID NO:25); y QSYDSSNVV (SEQ ID NO:26).

El anticuerpo AD1.4R4P2_C9 (también denominado en el presente documento “C9”) incluye una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:28) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:27, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:31) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:30 (figuras 4A-4D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 4B y 4D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo C9 tienen las
siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DGWNALGWLES (SEQ
ID NO:29). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo C9 tienen las siguientes secuencias: TRSGGSIGSYYVQ (SEQ
ID NO:32); DDKKRPS (SEQ ID NO:33); y QSYDSNNLW (SEQ ID NO:34).

El anticuerpo AC1.4R4P2_C10 (también denominado en el presente documento “C10”) incluye una region variable
de cadena pesada (SEQ ID NO:36) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:35, y
una region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:38) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la
SEQ ID NO:37 (figuras 5A-5D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989,
E.A. Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 5B y 5D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo C10
tienen las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:#4); y
DGSSGWYVPHWF DP (SEQ ID NO:5). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo C10 tienen las siguientes
secuencias: TRSSGTIASNYVQ (SEQ ID NO:39); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); y QSYDNSNHWYV (SEQ ID NO:40).

El anticuerpo AC1.2R3P7_D3 (también denominado en el presente documento “D3”) incluye una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:42) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:41, y una
regién variable de cadena ligera (SEQ ID NO:47) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:46 (figuras 6A-6D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 6B y 6D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo D3 tienen las
siguientes secuencias: SNAMS (SEQ ID NO:43); TLTGSGGTAYYADSVEG (SEQ ID NO:44); y GTELVGGGLDN
(SEQ ID NO:45). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo D3 tienen las siguientes secuencias: TGSGGSIATNYVQ
(SEQ ID NO:48); EDNQRPS (SEQ ID NO:17) y QSYDSDNHHVV (SEQ ID NO:49).

El anticuerpo AD1.2R2P2_D6 (también denominado en el presente documento “D6”) incluye una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:51) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:50, y una
regién variable de cadena ligera (SEQ ID NO:54) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:53 (figuras 7A-7D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 7B y 7D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo D6 tienen las
siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DGWNALGWLES (SEQ
ID NO:29). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo D6 tienen las siguientes secuencias: TGSSGSIASNYVQ (SEQ
ID NO:55); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); y QSYDSSNQEVV (SEQ ID NO:56).

El anticuerpo AC1.2R2P2_D8 (también denominado en el presente documento “D8”) incluye una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:58) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:57, y una
regién variable de cadena ligera (SEQ ID NO:60) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:59 (figuras 8A-8D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 8B y 8D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo D8 tienen las
siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DGSSGWYVPHWF DP
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(SEQ ID NO:5). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo D8 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIVSNYVQ
(SEQ ID NO:8); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); y QSYDSNNFWYV (SEQ ID NO:61).

El anticuerpo AD1.3R3P6_E1 (también denominado en el presente documento “E1”) incluye una region variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:63) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:62, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 66) codificada por la secuencia de &cido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:65 (figuras 9A-9D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 9B y 9D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo E1 tienen las
siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y RSFDSGGSFEY (SEQ
ID NO:64). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo E1 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIVSNYVQ (SEQ
ID NO:8); DDDQRPS (SEQ ID NO:25); y QSYDSSNVV (SEQ ID NO:26).

El anticuerpo AD1.3R3P5_F8 (también denominado en el presente documento “F8”) incluye una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:68) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:67, y una
regién variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 71) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:70 (figuras 10A-10D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 10B y 10D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo F8 tienen
las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y VGSWYLEDFDI
(SEQ ID NO:69). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo F8 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIASNYVH
(SEQ ID NO:72); EDNRRPS (SEQ ID NO:9); y QSSDTTYHGGVV (SEQ ID NO:73).

El anticuerpo AD1.3R3P6_F9 (también denominado en el presente documento “F9”) incluye una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:75) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:74, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 78) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:77 (figuras 11A-11D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 11B y 11D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo F9 tienen
las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y GGNYGDYFDYFDY
(SEQ ID NO:76). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo F9 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIASNYVQ
(SEQ ID NO:16); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); y QSYEGF (SEQ ID NO:79).

El anticuerpo AD1.4R4P2_G7 (también denominado en el presente documento “G7”) incluye una region variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:81) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:80, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:83) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:82 (figuras 12A-12D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 12B y 12D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo G7 tienen
las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DGWNALGWLES
(SEQ ID NO:29). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo G7 tienen las siguientes secuencias: TGRNGNIASNYVQ
(SEQ ID NO:84); EDTQRPS (SEQ ID NO:85); y QSSDSNRVL (SEQ ID NO:86).

El anticuerpo AD1.1R3P3_G9 (también denominado en el presente documento “G9”) incluye una region variable de
cadena pesada (SEQ ID NO:88) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:87, y una
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:91) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ
ID NO:90 (figuras 13A-13D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989, E.A.
Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 13B y 13D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo G9 tienen
las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y DFWVITSGNDY
(SEQ ID NO:89). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo G9 tienen las siguientes secuencias: TRSSGSIASNYVQ
(SEQ ID NO:16); EDNRRPS (SEQ ID NO:9); y QSFDSTNLVV (SEQ ID NO:92).

El anticuerpo AD1.3R3P6_G10 (también denominado en el presente documento “G10”) incluye una regién variable
de cadena pesada (SEQ ID NO:94) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la SEQ ID NO:93, y
una region variable de cadena ligera (SEQ ID NO:96) codificada por la secuencia de acido nucleico mostrada en la
SEQ ID NO:95 (figuras 14A-14D). Los aminoacidos que abarcan las CDR tal como se definen por Chotlia et al. 1989,
E.A. Kabat et al., 1991 estan subrayados en las figuras 14B y 14D. Las CDR de cadena pesada del anticuerpo G10
tienen las siguientes secuencias: SYAMS (SEQ ID NO:3); AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:4); y
DGWNALGWLES (SEQ ID NO:29). Las CDR de cadena ligera del anticuerpo G10 tienen las siguientes secuencias:
AGSSGSIASNYVQ (SEQ ID NO:97); EDNQRPS (SEQ ID NO:17); y QSYSYNNQW (SEQ ID NO:98).

Los anticuerpos anti-IFNyhu de la invencidon también incluyen anticuerpos que incluyen una secuencia de
aminoacidos variable de cadena pesada que tiene una identidad de al menos el 90%, 92%, 95%, 97% 98%, 99% o
superior con la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 12, 20, 28, 36, 42, 51, 58, 63, 68, 75, 81, 88, 94 6
103 (figuras 1-14) y/o un aminoacido variable de cadena ligera que tiene una identidad de al menos el 90%, 92%,
95%, 97% 98%, 99% o superior con la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 7, 15, 23, 31, 38, 47, 54, 60,
66, 71, 78, 83, 91, 96 6 105 (figuras 1-14).

Alternativamente, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo que se une al mismo epitopo que NI-0501, A6, B4, B9,
C9, C10, D3, D6, D8, E1, F8, F9, G7, G9 o0 G10.
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A menos que se definan de otra manera, los términos cientificos y técnicos usados en relaciéon con la presente
invencioén tendran los significados que se entienden cominmente por los expertos habituales en la técnica. Ademas,
a menos que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran pluralidades y los términos plurales
incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relaciéon con, y las técnicas de, cultivo celular y
tisular, biologia molecular e hibridacién y quimica de oligo- o polinucleétidos y proteinas descritas en el presente
documento son aquéllas bien conocidas y usadas comunmente en la técnica. Se usan técnicas convencionales para
ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, y cultivo y transformacion tisular (por ejemplo, electroporacion,
lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se realizan segun las especificaciones del
fabricante o como se llevan a cabo cominmente en la técnica o como se describe en el presente documento. Las
técnicas y procedimientos anteriores se realizan generalmente segun los métodos convencionales bien conocidos en
la técnica y como se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y se comentan a lo
largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989)). Las nomenclaturas
utilizadas en relacidon con, y los procedimientos de laboratorio y técnicas de, quimica analitica, quimica organica
sintética, y quimica médica y farmacéutica descritas en el presente documento son aquéllas bien conocidas y
usadas comunmente en la técnica. Se usan técnicas convencionales para sintesis quimica, analisis quimico,
preparacion farmacéutica, formulacion y administracion, y tratamiento de pacientes.

Tal como se utilizan segun la presente descripcidon, se entendera que los siguientes términos, a menos que se
indique lo contrario, tienen los siguientes significados:

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina y
partes inmunoldgicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que contienen un sitio
de unién a antigenos que se une especificamente (reacciona de manera inmunitaria con) un antigeno. Tales
anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fa,, Fay Yy Fap)2 , de cadena simple, policlonales,
monoclonales, quiméricos, y una biblioteca de expresién de Fa,. Con “unirse especificamente” o “reacciona de
manera inmunitaria con” quiere decirse que el anticuerpo reacciona con uno o mas determinantes antigénicos del
antigeno deseado y no reacciona (es decir, se une) con otros polipéptidos o se une con una afinidad mucho menor
(Kg> 10'6) con otros polipéptidos.

Se conoce que la unidad estructural basica de anticuerpo comprende un tetramero. Cada tetrdmero se compone de
dos pares idénticos de cadenas de polipéptido, teniendo cada par una cadena “ligera” (aproximadamente 25 kDa) y
una “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). La parte aminoterminal de cada cadena incluye una region variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables principalmente del reconocimiento de antigenos. La
parte carboxiterminal de cada cadena define una regidén constante responsable principalmente de la funcion
efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican como cadenas ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas
se clasifican como mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgA e IgE,
respectivamente. Dentro de las cadenas ligera y pesada, las regiones variable y constante estan unidas por una
regiéon “J” de aproximadamente 12 o mas aminoécidos, incluyendo la cadena pesada también una region “D” de
aproximadamente 10 o mas aminoacidos. Vease en general, Fundamental Immunology Cap. 7 (Paul, W., ea., 22 ed.
Raven Press, N. Y. (1989)). Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada forman el sitio de unién a
anticuerpos.

El término “anticuerpo monoclonal” (Acm) o “composicion de anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen sélo una especie molecular de
molécula de anticuerpo que consiste en un producto génico de cadena ligera unico y un producto génico de cadena
pesada unico. En particular, las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal
son idénticas en todas las moléculas de la poblacion. Los Acm contienen un sitio de unién a antigenos que puede
reaccionar de manera inmunitaria con un epitopo particular del antigeno caracterizado por una afinidad de union
unica por el mismo.

En general, las moléculas de anticuerpo obtenidas de seres humanos se relacionan con cualquiera de las clases
IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que difieren entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Ciertas
clases tienen también subclases, tales como 1gG+, IgG, y otros. Ademas, en seres humanos, la cadena ligera puede
ser una cadena kappa o una cadena lambda.

El término “sitio de unién a antigenos” o “parte de union” se refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que
participa en la union al antigeno. El sitio de unidén a antigenos esta formado por residuos de aminoacido de las
regiones variables (“V”) N-terminales de las cadenas pesada (“H”) y ligera (“L”). Tres tramos altamente divergentes
dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera, denominadas “regiones hipervariables”, se interponen entre
tramos flanqueantes mas conservados conocidos como “regiones de entramado”, o “FR”. Por tanto, el término “FR”
se refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran de manera natural entre, y adyacentes a, regiones
hipervariables en inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena
ligera y las tres regiones hipervariables de una cadena pesada estan dispuestas de manera relativa entre si en el
espacio tridimensional para formar una superficie de unién a antigenos. La superficie de unién a antigenos es
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complementaria a la superficie tridimensional de un antigeno unido, y las tres regiones hipervariables de cada una
de las regiones pesada y ligera se denominan “regiones determinantes de complementariedad”, o “CDR”. La
asignacion de los aminoacidos a cada dominio es segun las definiciones de Kabat Sequences of Protein of
Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)), o Chothia y Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987), Chothia et al. Nature 342:878-883 (1989).

Tal como se usa en el presente documento, el término “epitopo” incluye cualquier determinante proteico que puede
unirse de manera especifica a una inmunoglobulina, un scFv o un receptor de células T. El término “epitopo” incluye
cualquier determinante proteico que puede unirse de manera especifica a una inmunoglobulina o un receptor de
células T. Los determinantes epitdpicos consisten habitualmente en agrupamientos de superficie quimicamente
activos de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar y tienen habitualmente caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Se dice que un anticuerpo
se une especificamente a un antigeno cuando la constante de disociacion es< 1 uM; preferiblemente < 100 nM y lo
mas preferiblemente < 10 nM.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “union inmunoldgica” y “propiedades de unidn
inmunolégica” se refieren a las interacciones no covalentes del tipo que se producen entre una molécula de
inmunoglobulina y un antigeno para el que la inmunoglobulina es especifica. La fuerza, o afinidad de las
interacciones de unién inmunoldgicas puede expresarse en términos de la constante de disociacion (Kq) de la
interaccion, representando una menor Kyq una mayor afinidad. Las propiedades de uniéon inmunolégica de
polipéptidos seleccionados se cuantifican usando métodos muy conocidos en la técnica. Un método de este tipo
implica medir las tasas de formacién y disociacion del complejo sitio de unién a antigeno/antigeno, dependiendo
esas tasas de las concentraciones de los componentes del complejo, la afinidad de la interaccion y los parametros
geométricos que influyen por igual en la tasa en ambos sentidos. Por tanto, tanto la “constante de tasa de union”
(Kon) como la “constante de tasa de separacion” (Ko) pueden determinarse mediante el calculo de las
concentraciones y las tasas reales de asociacion y disociacion. (Véase Nature 361:186-87 (1993)). La razén de
Kori/Kon permite la cancelacion de todos los parametros no relacionados con la afinidad, y es igual a la constante de
disociacion Ky. (Véase, en general, Davies et al. (1990) Annual Rev Biochem 59:439-473). Se dice que un anticuerpo
de la presente invencion se une especificamente a un epitopo de IFNy cuando la constante de unidn de equilibrio
(Kq) es < 1 uM, preferiblemente < 100 nM, mas preferiblemente < 10 nM, y lo mas preferiblemente < de 100 pM a
aproximadamente a 1 pM, medida mediante ensayos tales como ensayos de unién a radioligandos o ensayos
similares conocidos por los expertos en la técnica.

Los expertos en la técnica reconoceran que es posible determinar, sin excesiva experimentacion, si un anticuerpo
monoclonal humano tiene la misma especificidad que un anticuerpo monoclonal humano de la invencién (por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal NI-0501, A6, B4, B9, C9, C10, D3, D6, D8, E1, F8, F9, G7, G9 o G10)
estableciendo si el primero impide al ultimo unirse a un polipéptido antigénico de IFNy. Si el anticuerpo monoclonal
humano que esta sometiéndose a prueba compite con un anticuerpo monoclonal humano de la invencion, tal como
se muestra mediante una disminucién en la unién por el anticuerpo monoclonal humano de la invencion, entonces
los dos anticuerpos monoclonales se unen al mismo epitopo, 0 a uno estrechamente relacionado. Otra manera de
determinar si el anticuerpo monoclonal humano tiene la especificidad de un anticuerpo monoclonal humano de la
invencién es preincubar el anticuerpo monoclonal humano de la invencién con el polipéptido antigénico de IFNy con
el que es normalmente reactivo, y luego afiadir el anticuerpo monoclonal humano que esta sometiéndose a prueba
para determinar si se inhibe la capacidad del anticuerpo monoclonal humano que esta sometiéndose a prueba para
unirse al polipéptido antigénico de IFNy. Si el anticuerpo monoclonal humano que esta sometiéndose a prueba se
inhibe entonces, con toda probabilidad, tiene la misma especificidad epitdpica, o una funcionalmente equivalente,
que el anticuerpo monoclonal de la invencion.

Se usan diversos procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra una proteina tales como una proteina IFNy, o contra derivados, fragmentos, analogos, homdlogos u
ortélogos de la misma. (Véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E, y Lane D, 1988, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., incorporado en el presente documento como referencia).
Anticuerpos completamente humanos son moléculas de anticuerpo en las que la secuencia entera tanto de la
cadena ligera y como de la cadena pesada, incluyendo las CDR, proceden de genes humanos. Tales anticuerpos se
denominan “anticuerpos humanos” o “anticuerpos completamente humanos” en el presente documento. Los
anticuerpos monoclonales humanos se preparan, por ejemplo, usando los procedimientos descritos en los ejemplos
proporcionados anteriormente. Los anticuerpos monoclonales humanos también pueden prepararse usando una
técnica de trioma; la técnica de hibridoma de células B humanas (véase Kozbor, et al., 1983 Immunol Today 4: 72); y
la técnica de hibridoma EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (véase Cole, et al., 1985 En:
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Less, Inc., pags. 77-96). Los anticuerpos
monoclonales humanos pueden utilizarse y pueden producirse usando hibridomas humanos (véase Cote, et al.,
1983. Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030) o transformando células B humanas con el virus de Epstein Barr in
vitro (véase Cole, et al., 1985 En: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pags.
77-96).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2381203 T3

Los anticuerpos se purifican mediante técnicas muy conocidas, tales como cromatografia de afinidad usando una
proteina A o una proteina G, que proporcionan principalmente la fraccién de IgG del suero inmunitario. Posterior, o
alternativamente, el antigeno especifico que es la diana de la inmunoglobulina buscada, o un epitopo del mismo,
puede inmovilizarse en una columna para purificar el anticuerpo especifico inmunitario mediante cromatografia de
inmunoafinidad. La purificacion de inmunoglobulinas se comenta, por ejemplo, por D. Wilkinson (The Scientist,
publicado por The Scientist, Inc., Filadelfia PA, vol. 14, n.° 8 (17 de abril de 2000), pags. 25-28).

Es deseable modificar el anticuerpo de la invencion con respecto a la funcion efectora para mejorar, por ejemplo, la
eficacia del anticuerpo para tratar enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario. Por ejemplo, puede(n)
introducirse residuo(s) de cisteina en la region Fc, permitiendo asi la formacion del enlance disulfuro intercatenarios
en esta region. El anticuerpo homodimérico asi generado, puede tener capacidad de internalizacién mejorada y/o
muerte celular mediada por complemento aumentada y citotoxicidad celular dependiendo de antigeno (ADCC).
(Véase Caron et al, J. Exp Med., 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992)).
Alternativamente, un anticuerpo puede modificarse mediante ingenieria para que tenga regiones Fc duales y pueda
asi tener lisis de complementos mejorada y capacidades de ADCC. (Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug
Design, 3: 219-230 (1989)).

La invencion también incluye fragmentos de IFNyhu Fy, Fab, Fap Y F(any2, anticuerpos anti-IFNyhu de cadena sencilla,
anticuerpos anti-IFNyhu biespecificos y anticuerpos anti-IFNyhu heretoconjugados.

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos antigenos
diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de union es para IFNy. La segunda diana de unién es
cualquier otro antigeno, y ventajosamente es una proteina de superficie celular o receptor o subunidad de receptor.

En la técnica se conocen métodos para preparar anticuerpos biespecificos. Tradicionalmente, la produccion
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresiéon de dos pares de cadena pesada/cadena ligera
de inmunoglobulina, teniendo las dos cadenas pesadas diferentes especificidades (Milstein y Cuello, Nature,
305:537-539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de inmunoglobulinas de cadenas pesada y ligera, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de las que soélo
una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se logra habitualmente mediante
etapas de cromatografia de afinidad. Procedimientos similares se dan a conocer en el documento WO 93/08829,
publicado el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991).

Los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de union deseadas (sitios de combinacién anticuerpo-
antigeno) pueden fusionarse a secuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La fusién es preferiblemente
con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones
bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener presente la primera regién constante de cadena pesada (CH1) que contiene
el sitio necesario para la unién a la cadena ligera en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican para las
fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmuglobulina, se insertan en
vectores de expresion separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Para detalles adicionales
de generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121:210
(1986).

Segun otro enfoque descrito en el documento WO 96/27011, la superficie de contacto entre un par de moléculas de
anticuerpo puede modificarse mediante ingenieria para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan
del cultivo celular recombinante. La superficie de contacto preferida comprende al menos una parte de la regién CH3
de un dominio constante de anticuerpo. En este método, una o mas cadenas laterales de aminoacidos pequefias de
la superficie de contacto de la primera molécula de anticuerpo se reemplazan por cadenas laterales mas grandes
(por ejemplo, tirosina o triptéfano). Las “cavidades” de compensacion de tamaiio idéntico o similar a la(s) cadena(s)
lateral(es) grande(s) se crean en la superficie de contacto de la segunda molécula de anticuerpo reemplazando
cadenas laterales de aminoacidos grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero con respecto a otros productos finales no
deseados tales como homodimeros.

Pueden prepararse anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab’)z). Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de
fragmentos de anticuerpo se han descrito en la bibliografia. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos
biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al., Science 229:81 (1985) describen un procedimiento en el que
anticuerpos intactos se escinden proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos se reducen en
presencia del agente de complejacién de ditiol arsenito de sodio para estabilizar ditioles vecinos e impedir la
formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fab’ generados se convierten entonces en derivados de
tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados Fab’-TNB se convierte después en Fab’-tiol mediante la reduccion con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado Fab’-TNB para formar el anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden usarse como agentes para la inmovilizacion selectiva
de enzimas.
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Adicionalmente, los fragmentos Fab’ pueden recuperarse directamente de E. coli y acoplarse quimicamente para
formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217-225 (1992) describen la produccién de una
molécula F(ab’), de anticuerpo biespecifico completamente humanizado. Cada fragmento Fab’ se secreté por
separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico directo in vitro para formar el anticuerpo biespecifico. El
anticuerpo biespecifico asi formado podia unirse a células que sobreexpresan el receptor ErbB2 y células T
humanas normales, asi como desencadenar la actividad litica de linfocitos humanos citotéxicos contra dianas de
tumor de mama humanas.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente a partir de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos
usando cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de
leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron a las partes Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante fusion
génica. Los homodimeros del anticuerpo se redujeron a la region bisagra para formar monémeros y luego volvieron
a oxidarse para formar los heterodimeros del anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccién
de homodimeros del anticuerpo. La tecnologia del “diacuerpo” descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecifico. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vu) conectado a un dominio
variable de cadena ligera (Vi) mediante un ligador que es demasiado corto para permitir el apareamiento entre los
dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente, los dominios V4 y Vi de un fragmento se ven obligados a
aparearse con los dominios complementarios V. y V4 de otro fragmento, formando asi dos sitios de unién a
antigenos. También se ha notificado otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos mediante
el uso de dimeros Fv de cadena sencilla (sFv). Véase, Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos triespecificos.
Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

Anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo pueden unirse a dos epitopos diferentes, al menos uno de los cuales
se origina en la proteina IFNy. Alternativamente, una rama anti-antigénica de una molécula de inmunoglobulina
puede combinarse con una rama que se une a una molécula desencadenante en un leucocito tal como una molécula
de receptor de células T (por ejemplo, CD2, IFNy, CD28 o B7), o receptores Fc para IgG (FcyR), tales como FcyyRI
(CD64), FcyRIl (IFNy2) y FeyRIIl (CD16) para centrar los mecanismos de defensa celular en la célula que expresa el
antigeno particular. También pueden usarse anticuerpos biespecificos para dirigir agentes citotdxicos a células que
expresan un antigeno particular. Estos anticuerpos tienen una rama de unién a antigenos y una rama que se une a
un agente citotoxico o un quelante radiondclido, tales como EOTUBE, DPTA, DOTA o TETA. Otro anticuerpo
biespecifico de interés se une el antigeno proteico descrito en el presente documento y adicionalmente se une a un
factor tisular (TF).

Anticuerpos heteroconjugados también estan dentro del alcance de la presente invencion. Los anticuerpos
heteroconjugados estan compuestos de dos anticuerpos unidos covalentemente. Tales anticuerpos se han
propuesto, por ejemplo, para dirigirse a de células del sistema inmunitario a células no deseadas (patente
estadounidense n.° 4.676.980), y para el tratamiento de una infecciéon por VIH (documentos WO 91/00360; WO
92/200373; EP 03089). Se contempla que los anticuerpos puedan prepararse in vitro usando métodos conocidos en
quimica de proteinas sintéticas, incluyendo aquéllos que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo,
pueden construirse inmunotoxinas usando una reaccion de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter.
Ejemplos de reactivos adecuados para este propédsito incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los
dados a conocer, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 4.676.980.

La descripcion también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado a un agente
citotdxico tal como una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal
o animal, o fragmentos de la misma) o un isétopo radiactivo (por ejemplo, un radioconjugado).

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse incluyen cadena A de difteria,
fragmentos activos no de unién de la toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena
A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los
tricotecenos. Una variedad de radionuclidos estan disponibles para la produccion de anticuerpos radioconjugados.
Los ejemplos incluyen 212Bi, 131I, 131In, %y y ¥Re.

Se preparan conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico usando una variedad de agentes de acoplamiento de
proteinas bifuncionales tales como propionato de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo HCL), ésteres activos (tales como suberato de
disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis(p-
azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina),
diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno) y compuestos de bis-flior activo (tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al.,
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Science 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobenzil-3-metildietilenotriaminopentaacético marcado con carbono
14 (MX-DTPA) es un agente quelante a modo de ejemplo para la conjugacién de un radionucleétido al anticuerpo.
(Véase el documento W0O94/11026).

Los expertos habituales en la técnica reconoceran que una gran variedad de posibles restos pueden acoplarse a los
anticuerpos resultantes o a otras moléculas de la invencion. (Véase, por ejemplo, “Conjugate Vaccines”,
Contributions to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse y R. E. Lewes, Jr (eds), Carger Press, Nueva York,
(1989).

El acoplamiento se logra mediante cualquier reaccién quimica que una las dos moléculas siempre que el anticuerpo
y el otro resto conserven sus respectivas actividades. Esta unién puede incluir muchos mecanismos quimicos, por
ejemplo, unién covalente, unién de afinidad, intercalacion, unién coordinada y complejacion. La unién preferida es,
sin embargo, la unién covalente. La unién covalente se logra ya sea por condensacién directa de cadenas laterales
existentes o por la incorporacion de moléculas de puente externas. Muchos agentes de unidén bivalentes o
polivalentes son utiles en el acoplamiento de moléculas proteicas, tales como los anticuerpos de la presente
invencioén, a otras moléculas. Por ejemplo, los agentes de acoplamiento representativos pueden incluir compuestos
organicos tales como tioésteres, carbodiimidas, ésteres de succinimida, diisocianatos, glutaraldehidos,
diazobencenos y hexametilendiaminas. Esta lista no pretende ser exhaustiva de las diversas clases de agentes de
acoplamiento conocidos en la técnica sino que, mas bien, es a modo de ejemplo de los agentes de acoplamiento
mas comunes. (Véase Killen y Lindstrom, Jour. Immun. 133:1335-2549 (1984); Jansen et al., Immunological
Reviews 62:185-216 (1982); y Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). Ligadores preferidos se describen en la
bibliografia. (Véase, por ejemplo, Ramakreshnan, S. et al., Cancer Res. 44:201-208 (1984) que describe el uso de
MBS (éster de M-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida). Véase también la patente estadounidense n.° 5.030.719,
que describe el uso del derivado de acetilhidrazida halogenada acoplado a un anticuerpo por medio de un ligador de
oligopéptido. Los ligadores particularmente preferidos incluyen: (i) EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilamino-
propil)carbodiimida); (i) SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-piridil-ditio)-tolueno (Pierce Chem. Co., cat.
(21558G)); (iii) SPDP ([3-(2-piridilditio)propionamido]hexanoato de 6-succinimidilo (Pierce Chem. Co., n.° de cat.
21651G)); (iv) Sulfo-LC-SPDP ([3-(2-piridilditio)-propianamido]hexanoato de 6-sulfosuccinimidilo (Pierce Chem. Co.
n.° de Cat. 2165- G)); y (v) sulfo-NHS (N-hidroxistilfosuccinimida: Pierce Chem. Co., n.° de cat. 24510) conjugada
con EDC.

Los ligadores descritos anteriormente contienen componentes que tienen diferentes atributos, conduciendo asi a
conjugados con propiedades fisicoquimicas que difieren. Por ejemplo, los ésteres de sulfo-NHS de carboxilatos de
alquilo son mas estables que los ésteres de sulfo-NHS de carboxilatos aromaticos. Los ésteres de NHS que
contienen ligadores son menos solubles que los ésteres de sulfo-NHS. Ademas, el ligador SMPT contiene un enlace
disulfuro impedido estéricamente y puede formar conjugados con estabilidad aumentada. Los enlaces disulfuro, son
en general menos estables que otros enlaces porque el enlace disulfuro se escinde in vitro, dando como resultado
menos conjugado disponible. Las sulfo-NHS, en particular, pueden mejorar la estabilidad de los acoplamientos de
carbodiimida. Los acoplamientos de carbodiimida (tal como EDC) cuando se usan junto con sulfo-NHS, forman
ésteres que son mas resistentes a la hidrdlisis que la reaccién de acoplamiento de carbodiimida sola.

El término “polinucledtido aislado” tal como se usa en el presente documento significara un polinucleétido de origen
gendémico, de ADNc o sintético o alguna combinacién de los mismos, en virtud de cuyo origen el “polinucleétido
aislado” (1) no esta asociado con toda o una parte de un polinucleétido en el que el “polinucleétido aislado” se
encuentra en la naturaleza, (2) esta unido operativamente a un polinucleétido al que no esta unido en la naturaleza,
0 (3) no se produce en la naturaleza como parte de una secuencia mas grande.

El término “proteina aislada” al que se hace referencia en el presente documento significa una proteina de ADNCc,
ARN recombinante o de origen sintético o alguna combinacién de los mismos, en virtud de cuyo origen, o fuente de
derivacion, la “proteina aislada” (1) no esta asociada con proteinas que se encuentran en la naturaleza, (2) esta libre
de otras proteinas de la misma fuente, por ejemplo, libre de proteinas marinas, (3) se expresa por una célula de una
especie diferente, o (4) no se produce en la naturaleza.

El término “polipéptido” se usa en el presente documento como un término genérico para referirse a proteinas
nativas, fragmentos o andlogos de una secuencia de polipéptido. Por tanto, los fragmentos de proteina nativa, y
analogos son especies del género polipéptido. Los polipéptidos preferidos segun la invencion comprenden las
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada humana representadas mediante las figuras 1B, 2B, 3B y 4B y las
moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera humana representadas mediante las figuras 1D, 2D, 3D y 4D, asi
como moléculas de anticuerpo formadas por combinaciones que comprenden las moléculas de inmunoglobulina de
cadena pesada con moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera, tales como moléculas de inmunoglobulina de
cadena ligera kappa, y viceversa, asi como fragmentos y analogos de los mismos.

La expresioén “que se produce de manera natural” tal como se usa en el presente documento aplicada a un objeto se
refiere al hecho de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o
polinucledtido que estd presente en un organismo (incluyendo virus) que puede aislarse de una fuente en la
naturaleza y que no se ha modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra manera es de
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origen natural.

La expresion “unido operativamente” tal como se usa en el presente documento se refiere a que las posiciones de
componentes asi descritos estan en una relacién que les permite funcionar de su manera pretendida. Una secuencia
de control “unida operativamente” a una secuencia codificante esta ligada de tal modo que una expresion de la
secuencia codificante se logra en condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término “secuencia de control” tal como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de
polinucledtidos que son necesarias para efectuar la expresion y el procesamiento de secuencias codificantes con las
que estan ligadas. La naturaleza de tales secuencias de control difiere dependiendo del organismo huésped en
procariotas, tales secuencias de control incluyen generalmente un promotor, sitios de unién ribosémicos y una
secuencia de terminacién de la transcripcion en eucariotas, generalmente, tales secuencias de control incluyen
promotores y secuencias de terminacion de la transcripcion. El término “secuencias de control” pretende incluir,
como minimo, todos los componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y también
puede incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de
componente de fusion. El término “polinucledtido” tal como se hace referencia en el presente documento significa un
boro polimérico de nucledtidos que tienen al menos 10 bases de longitud, ya sean ribonucledtidos o
desoxinucledtidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El término incluye formas de ADN
monocatenario y bicatenario.

El término oligonucledtidos al que se hace referencia en el presente documento incluye nucleétidos que se producen
de manera natural y modificados unidos mediante uniones de oligonucleétidos que se producen de manera natural y
que no se producen de manera natural. Los oligonucledtidos son un subconjunto de polinucleétidos que comprende
generalmente una longitud de 200 bases o menos. Preferiblemente los oligonucledtidos tienen de 10 a 60 bases de
longitud y lo mas preferiblemente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o de 20 a 40 bases de longitud. Los oligonucledtidos
son habitualmente monocatenarios, por ejemplo, para sondas, aunque los oligonucleétidos pueden ser bicatenarios,
por ejemplo, para su uso en la construccion de un mutante génico. Los oligonucleétidos de la invencién son
oligonucledtidos o bien sentido o bien antisentido.

La expresién “nucledtidos que se producen de manera natural” a la que se hace referencia en el presente
documento incluye desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos. El término “nucleétidos modificados” al que se hace
referencia en el presente documento incluye nucleétidos con grupos de azucar modificados o sustituidos y similares.
El término “uniones de oligonucledtidos” al que se hace referencia en el presente documento incluye uniones de
oligonucledtidos tales como fosforotiato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato,
fosforaniladato, fosforoimidato, y similares. Véase por ejemplo, LaPlanche et al. Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986);
Stec et al. J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein et al. Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988), Zon et al. Anti Cancer
Drug Design 6:539 (1991); Zon et al. Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pags. 87-108 (F.
Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford, Inglaterra (1991)); Stec et al. patente estadounidense n.° 5.151.510;
Uhimann and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Un oligonucleétido puede incluir un marcador para su
deteccion, si se desea.

La expresion “hibridar selectivamente” a la que se hace referencia en el presente documento significa unirse de
manera detectable y especifica. Los polinucledtidos, oligonucledtidos y fragmentos de los mismos segun la invencion
se hibridan selectivamente a cadenas de acido nucleico en condiciones de hibridacion y lavado que minimizan las
cantidades apreciables de uniones detectables a acidos nucleicos no especificos. Pueden usarse condiciones de
alta rigurosidad para lograr condiciones de hibridacion selectiva tal como se conocen en la técnica y se comentan en
el presente documento. Generalmente, la homologia de la secuencia de acido nucleico entre los polinucleétidos,
oligonucledtidos y fragmentos de la invencion y una secuencia de acido nucleico de interés sera de al menos el 80%,
y méas normalmente con homologias preferiblemente crecientes de al menos el 85%, 90%, 95%, 99% y 100%. Dos
secuencias de aminoacidos son homologas si hay una identidad parcial o completa entre sus secuencias. Por
ejemplo, una homologia del 85% significa que el 85% de los aminoacidos son idénticos cuando se alinean las dos
secuencias para un apareamiento maximo. Se prefieren huecos (en cualquiera de las dos secuencias que estan
apareandose) que permiten maximizar longitudes de apareamiento de huecos de 5 0 menos, prefiriéndose mas 2 o
menos. Alternativa y preferiblemente, dos secuencias de proteina (o secuencias de polipéptido derivadas de las
mismas que tienen al menos 30 aminoacidos de longitud) son homdlogas, tal como se usa este término en el
presente documento, si tienen una puntuacion de alineacion de mas de 5 (en unidades de desviacion estandar)
usando el programa ALIGN con la matriz de datos de mutacion y una penalizacion de hueco de 6 o méas. Véase
Dayhoff, M.O., en Atlas of Protein Sequence and Structure, pags. 101-110 (volumen 5, National Biomedical
Research Foundation (1972)) y suplemento 2 a este volumen, pags. 1-10. Las dos secuencias o partes de las
mismas son mas preferiblemente homologas si sus aminoacidos tienen una identidad mayor que o igual al 50%
idénticos cuando se alinean optimamente usando el programa ALIGN. El término “corresponde a” se usa en el
presente documento para decir que una secuencia de polinucleétidos es homodloga (es decir, es idéntica, no
estrictamente relacionada de manera evolutiva) a toda o una parte de una secuencia de polinucledtidos de
referencia, o que una secuencia de polipéptido es idéntica a una secuencia de polipéptido de referencia. Por el
contrario, el término “complementario a” se usa en el presente documento para explicar que la secuencia
complementaria es homologa a toda o una parte de una secuencia de polinucleétido de referencia. Como ilustracion,
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la secuencia de nucleétidos “TATAC” corresponde a una secuencia de referencia “TATAC” y es complementaria a
una secuencia de referencia “GTATA”.

Los siguientes términos se usan para describir las relaciones de secuencia entre dos 0 mas secuencias de
polinucledtido o aminoacidos: “secuencia de referencia”, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”,
“porcentaje de identidad de secuencia” e “identidad sustancial”. Una “secuencia de referencia” es una secuencia
definida usada como base para una comparacion de secuencias; una secuencia de referencia puede ser un
subgrupo de una secuencia mas grande, por ejemplo, como un segmento de una secuencia génica o de ADNc de
longitud completa proporcionada en una lista de secuencias o puede comprender una secuencia génica o de ADNc
completa. Generalmente, una secuencia de referencia tiene una longitud de al menos 18 nucledtidos o 6
aminoacidos, frecuentemente una longitud de al menos 24 nucleétidos u 8 aminoacidos, y a menudo una longitud de
al menos 48 nucledtidos o 16 aminoacidos. Puesto que dos polinucleétidos o secuencias de aminoacidos pueden
cada uno (1) comprender una secuencia (por ejemplo, una parte de la secuencia completa de polinucleétido o
aminoacidos) que es similar entre las dos moléculas, y (2) puede comprender adicionalmente una secuencia que es
divergente entre las dos secuencias de polinucledtidos o aminoacidos, normalmente se realizan comparaciones de
secuencias entre dos (0 mas) moléculas comparando secuencias de las dos moléculas a lo largo de una “ventana de
comparaciéon” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencias. Una “ventana de
comparacioén”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento conceptual de al menos 18
posiciones de nucledtidos contiguas o 6 aminoacidos en la que puede compararse una secuencia de polinucleétido o
secuencia de aminoacidos con una secuencia de referencia de al menos 18 nucledétidos contiguos o secuencias de 6
aminodcidos y en la que la parte de la secuencia de polinucleétido en la ventana de comparacién puede comprender
adiciones, deleciones, sustituciones, y similares (por ejemplo, huecos) del 20% o menos en comparacién con la
secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para la alineacion o6ptima de las dos
secuencias. La alineacion 6ptima de las secuencias para alinear una ventana de comparacion puede llevarse a cabo
mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo
de alineacion de homologia de Needleman y Wunsch J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el método de busqueda
de similitud de Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 (1988), mediante implementaciones
computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin
Genetics version 7.0, (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wes.), paquetes de software
MacVector o Geneworks), o mediante inspeccion, y se selecciona la mejor alineacion (es decir, dando como
resultado el mayor porcentaje de homologia a lo largo de la ventana de comparacién) generada por los diversos
métodos.

El término “identidad de secuencia” significa que dos secuencias de polinucleétido o aminoacidos son idénticas (es
decir, nucledtido por nucleétido o residuo por residuo) a lo largo de la ventana de comparacion. El término
“porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima a lo largo
de la ventana de comparacién, determinando el numero de posiciones en las que aparece un residuo o base de
acido nucleico idéntico (por ejemplo, A, T, C, G, U o |) en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el numero total de posiciones en la ventana de
comparacion (es decir, el tamafio de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de
identidad de secuencia. Los términos “identidad sustancial” tal como se usa en el presente documento indica una
caracteristica de una secuencia de polinucleétido o aminoacidos, en la que el polinucleétido o aminoacido
comprende una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos el 85%, preferiblemente una identidad
de secuencia de al menos el 90 al 95%, mas habitualmente una identidad de secuencia de al menos el 99% en
comparacion con una secuencia de referencia a lo largo de una ventana de comparacion de al menos 18 posiciones
de nucledtido (6 de aminoacido), frecuentemente a lo largo de una ventana de al menos 24-48 posiciones de
nucleétido (de 8 a 16 de aminoacido), en el que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la
secuencia de referencia con la secuencia que puede incluir deleciones o adiciones que ascienden al 20% o menos
de la secuencia de referencia a lo largo de la ventana de comparacién. La secuencia de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia mas grande.

Tal como se usa en el presente documento, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaciones siguen el
uso convencional. Véase Immunology - A Synthesis (2da Edicion, E.S. Golub y D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates,
Sunderland Mass. (1991)). Los esteroisémeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos
convencionales, aminoacidos no naturales tales como aminoacidos a,a-disustituidos, N-alquil-aminoacidos, acido
lactico y otros aminoacidos no convencionales pueden ser también componentes adecuados para los polipéptidos
de la presente invencidon. Los ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, v-
carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetil-lisina, e-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-
metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-
hidroxiprolina). En la notacion de polipéptidos usada en el presente documento, el sentido hacia la izquierda es el
sentido amino-terminal y el sentido hacia la derecha es el sentido carboxi-terminal, segun el uso y la convencion
habituales.

De forma similar, a menos que se especifique lo contrario, el extremo hacia la izquierda de secuencias de
polinucledtidos monocatenarios es el extremo 5, el sentido hacia la izquierda de secuencias de polinucleétidos
bicatenarios se denomina el sentido 5. El sentido de adicion de 5° a 3‘ de transcriptos de ARN nacientes se
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denominan regiones de secuencia de direccion de transcripcion en la cadena de ADN que tiene la misma secuencia
que el ARN y que estan en 5’ con respecto al extremo 5’ del trancripto de ARN se denominan “secuencias en sentido
de 5, las regiones de secuencia en la cadena del ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que estan en 3’

con respecto al extremo 3’ del trancripto de ARN se denominan “secuencias en el sentido de 3.

Tal como se aplico a los polipéptidos, el término “identidad sustancial” significa que dos secuencias peptidicas,
cuando se alinean de forma 6ptima, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT que usan pesos de huecos
por defecto, comparten una identidad de secuencia de al menos el 80%, preferiblemente una identidad de secuencia
de al menos el 90%, mas preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 95%, y lo mas preferiblemente
una identidad de secuencia de al menos el 99%.

Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son idénticas difieren en sustituciones conservativas de
aminoacidos.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen cadenas
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifaticas es serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que
tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustituciones conservativas de
aminoacidos preferidas son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamico-
aspartico y asparagina-glutamina.

Tal como se describio en el presente documento, se contempla que las variaciones menores en las secuencias de
aminoacidos de anticuerpos o moléculas de inmunoglobulinas estan abarcadas en la presente invencion, siempre
que las variaciones en la secuencia de aminoacidos se mantengan al menos al 75%, mas preferiblemente al menos
al 80%, 90%, 95%, y lo mas preferiblemente al 99%. En particular, los reemplazos conservativos de aminoacidos se
contemplan. Los reemplazos conservativos son aquéllos que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que
estan relacionados en sus cadenas laterales. Los aminoacidos codificados genéticamente se dividen generalmente
en familias: (1) aminoacidos acidos son aspartato, glutamato; (2) aminoacidos basicos son lisina, arginina, histidina;
(3) aminoacidos apolares son alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano, y (4)
aminoacidos polares no cargados son glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. Los
aminoacidos hidrdéfilos incluyen arginina, asparagina, aspartato, glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y
treonina. Los aminoacidos hidréfobos incluyen alanina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina,
triptéfano, tirosina y valina. Otras familias de aminoacidos incluyen (i) serina y treonina, que es la familia de hidroxilo
alifatico; (i) asparagina y glutamina, que es la familia que contiene amida; (iii) alanina, valina, leucina e isoleucina,
que es la familia alifatica; y (iv) fenilalanina, triptéfano, y tirosina, que es la familia aromatica. Por ejemplo, es
razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina por una isoleucina o valina, un aspartato por un
glutamato, una treonina por una serina, o un reemplazo similar de un aminoacido por un aminoacido
estructuralmente relacionado no tendra un efecto importante sobre la unién o propiedades de la molécula resultante,
especialmente si el reemplazo no implica un aminoacido dentro de un sitio de entramado. Si un aminoacido cambia
los resultados en un péptido funcional puede determinarse facilmente sometiendo a ensayo la actividad especifica
del derivativo de polipéptido. Los ensayos se describen en detalle en el presente documento. Pueden prepararse
facilmente fragmentos o analogos de anticuerpos o moléculas de inmunoglobulinas por los expertos habituales en la
técnica. Los extremos amino- y carboxi-terminal preferidos de fragmentos o analogos aparecen cerca de los limites
de dominios funcionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden identificarse mediante comparacion de los
datos de secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos con bases de datos de secuencias publicas o privadas.
Preferiblemente, se usan métodos de comparaciéon computerizados para identificar motivos de secuencia o dominios
de conformacion de proteinas predichos que aparecen en otras proteinas de estructura y/o funcién conocidas. Se
conocen métodos para identificar secuencias de proteinas que se pliegan en una estructura tridimensional conocida.
Bowie et al. Science 253:164 (1991). Por tanto, los ejemplos anteriores demuestran que los expertos en la técnica
pueden reconocer motivos de secuencias y conformaciones estructurales que pueden usarse para definir dominios
estructurales y funcionales segun la presente invencion.

Sustituciones de aminoacidos preferidas son aquéllas que: (1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducen
la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos proteicos, (4) alteran las
afinidades de unidn, y (5) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de tales analogos.
Los analogos pueden incluir diversas muteinas de una secuencia distinta a la secuencia peptidica que se produce
de manera natural. Por ejemplo, pueden realizarse sustituciones de un solo aminoacido o de multiples aminoacidos
(preferiblemente sustituciones conservativas de aminoacidos) en la secuencia que se produce de manera natural
(preferiblemente en la parte del polipéptido fuera del/de los dominio(s) que forma(n) contactos intermoleculares. Una
sustitucion conservativa de aminoacido no debe cambiar sustancialmente las caracteristicas estructurales de la
secuencia original (por ejemplo, un aminoacido de reemplazo no debe tender a romper una hélice que aparece en la
secuencia original, ni perturbar otros tipos de estructuras secundarias que caracterizan la secuencia original). Se
describen ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidas en la técnica en Proteins,
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Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, Nueva York (1984)); Introduction
to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Garland Publishing, Nueva York, N.Y. (1991)); y Thornton et al.
Nature 354:105 (1991).

El término “fragmento de polipéptido” tal como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido que tiene
una delecion aminoterminal y/o carboxiterminal, pero en el que la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a
las posiciones correspondientes en la secuencia que se produce de manera natural deducida, por ejemplo, a partir
de una secuencia de ADNc de longitud completa. Los fragmentos tienen normalmente una longitud de al menos 5, 6,
8 6 10 aminoacidos, preferiblemente una longitud de al menos 14 aminoacidos, mas preferiblemente una longitud de
al menos 20 aminoacidos, habitualmente una longitud de al menos 50 aminoacidos, y aun mas preferiblemente una
longitud de al menos 70 aminoacidos. El término “andlogo” tal como se usa en el presente documento se refiere a
polipéptidos que comprenden un segmento de al menos 25 aminoacidos que tienen identidad sustancial a una parte
de una secuencia de aminoacidos deducida y que tiene al menos una de las siguientes propiedades: (1) unién
especifica a IFNy, en condiciones de unién adecuadas, (2) capacidad para bloquear la unién a IFNy apropiada, o (3)
capacidad para inhibir el crecimiento de células que expresan IFNy in vitro o in vivo. Normalmente, los analogos de
polipéptido comprenden una sustitucién (o adicion o delecién) conservativa de aminoacido con respecto a la
secuencia que se produce de manera natural. Los analogos tienen normalmente una longitud de al menos 20
aminoacidos, preferiblemente una longitud de al menos 50 aminoacidos o mas, y a menudo pueden ser tan largos
como un polipéptido que se produce de manera natural de longitud total.

Se usan comunmente analogos peptidicos en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con
propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuestos no peptidicos se denominan “miméticos
de péptidos” o “peptidomiméticos”. Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986), Veber y Freidinger TINS pag. 392
(1955); y Evans et al. J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Tales compuestos se desarrollan a menudo con la ayuda de
modelado molecular computerizado. Los miméticos de péptidos que son similares estructuralmente a péptidos
terapéuticamente utiles pueden usarse para producir un efecto terapéutico o profilactico equivalente. Generalmente,
los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido paradigma (es decir, un polipéptido que tiene
una propiedad bioquimica o actividad farmacolégica), tal como un anticuerpo humano, pero tienen una o mas
uniones peptidicas reemplazadas opcionalmente por una unioén seleccionada del grupo que consiste en: --CHoNH--, -
-CH3S-, --CH,-CHz--, --CH=CH-- (cis y trans), --COCHz--, CH(OH)CH,-- y -CH»SO--, mediante métodos bien
conocidos en la técnica. La sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia consenso por un D-
aminoacido del mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina) puede usarse para generar péptidos mas
estables. Ademas, pueden generarse polipéptidos impedidos que comprenden una secuencia consenso o una
variacion de secuencia consenso sustancialmente idéntica mediante métodos conocidos en la técnica (Rizo y
Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992)); por ejemplo, afadiendo residuos de cisteina internos que pueden
formar puentes disulfuro intramoleculares que ciclan el péptido.

El término “agente” se usa en el presente documento para indicar un compuesto quimico, una mezcla de
compuestos quimicos, una macromolécula biolégica, o un extracto preparado a partir de materiales bioldgicos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “marca” o “marcado” se refiere a la incorporaciéon de un
marcador detectable, por ejemplo, mediante la incorporacion de un aminoacido radiomarcado o unién a un
polipéptido de restos de biotinilo que pueden detectarse mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que
contiene un marcador fluorescente o actividad enzimatica que puede detectarse mediante métodos Opticos o
calorimétricos). En ciertas situaciones, la marca o marcador puede ser también terapéutico. Se conocen en la
técnica diversos métodos de marcaje de polipéptidos y glicoproteinas y pueden usarse. Los ejemplos de marcadores
E)Sara golip?gptidoE 1incIlJ13£gn,1}:3>1ero no se limitan a, lo siguiente: radioi.sétopos o] radionuclidps (pqr ejemplo, °H, 14C BN,

S, 7Y, T In, I, 1), marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fosforos de lantanidos),
marcadores enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, p-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina),
grupos biotinilo, quimioluminiscentes, epitopos de polipéptidos predeterminados reconocidos por un indicador
secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cremalleras de leucina, sitios de unidn para anticuerpos
secundarios, dominios de unién a metales, marcadores de epitopos). En algunas realizaciones, los marcadores se
unen mediante brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. El
término “farmaco o agente farmacéutico” tal como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto
quimico o composicidon que puede inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra apropiadamente a un
paciente.

Otros términos quimicos en el presente documento se usan segun el uso convencional en la técnica, tal como se
ejemplifican en The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

El término “agente antineoplasico” se usa en el presente documento para referirse a agentes que tienen la propiedad
funcional de inhibir un desarrollo o progresidon de una neoplasia en un ser humano, particularmente una lesién
maligna (cancerosa), tal como un carcinoma, sarcoma, linfoma o leucemia. La inhibicion de metastasis es
frecuentemente una propiedad de los agentes antineoplasicos.

Tal como se usa en el presente documento, “sustancialmente puro” significa que una especie objeto es la especie
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predominante presente (es decir, en una base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en la
composicion), y preferiblemente una fraccion sustancialmente purificada es una composicion en la que la especie
objeto comprende al menos aproximadamente el 50% (en una base molar) de todas las especies macromoleculares
presentes.

Generalmente, una composicion sustancialmente pura comprenderd mas de aproximadamente el 80% de todas las
especies macromoléculas presentes en la composicion, més preferiblemente més de aproximadamente el 85%,
90%, 95% vy el 99%. Mas preferiblemente, la especie objeto se purifica hasta homogeneidad esencial (las especies
contaminantes no pueden ser detectadas en la composicion mediante métodos de deteccion convencionales) en la
que la composicidn consiste esencialmente en una especie macromolecular individual.

El término paciente incluye sujetos humanos y veterinarios. El término sujeto incluye seres humanos y otros
mamiferos.

Anticuerpos humanos y humanizacion de anticuerpos

Se genera un anticuerpo anti-IFNyhu, por ejemplo, usando los procedimientos descritos en los ejemplos
proporcionados a continuacidon. Se genera un anticuerpo 1gG IFNyhu, por ejemplo, convirtiendo un clon de scFv en
un formato de IgG (véase, por ejemplo, el ejemplo 6). Alternativamente, tal anticuerpo anti-IFNyhu se desarrolla, por
ejemplo, usando métodos de presentacién en fase usando anticuerpos que contienen solo secuencias humanas.
Tales enfoques se conocen bien en la técnica, por ejemplo, en el documento W092/01047 y la patente
estadounidense n.° 6.521.404, que se incorpora por el presente documento como referencia. En este enfoque, se
examina una biblioteca combinatoria de fagos que llevan pares aleatorios de cadenas ligeras y pesadas usando una
fuente natural o recombinante de IFNy o fragmentos del mismo.

Se produce un anticuerpo anti-IFNyhu mediante un procedimiento en el que al menos una etapa del procedimiento
incluye inmunizar un animal transgénico, no humano con proteina IFNy humana. Algunos de los loci de cadenas
enddgenas pesadas y/o ligeras kappa de este animal xenogénico no humano han sido deshabilitadas y no pueden
producir la redisposicidon requerida para generar genes que codifican para inmunoglobulinas en respuesta a un
antigeno. Ademas, al menos un locus de cadena pesada humana y al menos un locus de cadena ligera humana se
han transfectado de manera estable en el animal. Por tanto, en respuesta a un antigeno administrado, los loci
humanos se redisponen para proporcionar genes que codifican para regiones variables humanas inmunoespecificas
para el antigeno. Tras la inmunizacion, por tanto, el raton xenogénico produce células B que secretan
inmunoglobulinas completamente humanas.

Se conoce bien en la técnica una variedad de técnicas para producir animales xenogénicos no humanos. Por
ejemplo, véanse las patentes estadounidenses n.° 6.075.181 y n.° 6.150.584. Mediante una estrategia, los genes de
inmunoglobulinas de cadenas pesadas y ligeras xenogénicos (humanos) se introducen en la linea germinal del
huésped (por ejemplo, esperma u ovocitos) y, en etapas separadas, los genes correspondientes del huésped se
vuelven no funcionales mediante inactivacion usando recombinacién homdloga. Los genes de inmunoglobulinas de
cadenas pesadas y ligeras humanas se reconstruyen en un microorganismo eucariota o procariota apropiado, y los
fragmentos resultantes de ADN se introducen en el huésped apropiado, por ejemplo, los pronucleos de ovocitos de
raton fertilizados o células madre embrionarias. La inactivacion de los loci de inmunoglobulinas del huésped
enddgenos se logra mediante perturbacion dirigida de los loci apropiados mediante recombinacion homoéloga en las
células del huésped, particularmente células madre embrionarias o pronucleos de ovocitos de ratéon fertilizados. La
perturbacion dirigida puede involucrar la introduccién de una lesién o delecién en el locus diana, o la delecién dentro
del locus diana acomparfiada por la insercion en el locus, por ejemplo, la insercidon de un marcador seleccionable. En
el caso de células madre embrionarias, se generan animales quiméricos que se derivan en parte de las células
madre embrionarias modificadas y pueden transmitir las modificaciones genéticas a través de la linea germinal. El
apareamiento de huéspedes con loci de inmunoglobulinas humanas introducidos en cepas con loci endégenos
inactivados producira animales cuya produccion de anticuerpos es puramente xenogénica, por ejemplo, humana.

En una estrategia alternativa, se usan al menos partes de los loci de inmunoglobulinas humanas de cadenas
pesadas y ligeras para reemplazar directamente los loci de inmunoglobulina endégenos correspondientes mediante
recombinacion homodloga en células madre embrionarias. Esto da como resultado la inactivacion simultédnea y el
reemplazo de la inmunoglobulina enddgena. Esto esta seguido por la generacién de animales quiméricos en los que
las células derivadas de células madre embrionarias pueden contribuir a las lineas germinales.

Por ejemplo, se retira un clon de células B que expresa anticuerpo anti-IFNy humano del animal xenogénico no
humano y se inmortaliza segun diversos métodos conocidos en la técnica. Tales células B pueden derivarse
directamente de la sangre del animal o de tejidos linfoides, incluyendo pero sin limitarse al bazo, amigdalas, ganglios
linfaticos y médula 6sea. Las células B inmortalizadas resultantes pueden expandirse y cultivarse in vitro para
producir grandes cantidades aplicables clinicamente del anticuerpo anti-IFNyhu. Alternativamente, los genes que
codifican para las inmunoglobulinas con una o mas regiones variables humanas pueden recuperarse y expresarse
en un tipo de célula diferente, incluyendo pero sin limitarse a un sistema de cultivo de células de mamifero, con el fin
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de obtener los anticuerpos directamente o cadenas individuales de los mismos, que se componen de moléculas F,
de cadena sencilla.

Ademas, puede examinarse todo el conjunto de anticuerpos anti-IFNy completamente humanos generados por el
animal no humano xenogénico para identificar un clon de este tipo con las caracteristicas o6ptimas. Tales
caracteristicas incluyen, por ejemplo, afinidad de unién a la proteina IFNy humana, estabilidad de la interaccion asi
como el isotipo del anticuerpo anti-IFNy completamente humano. Los clones de todo el conjunto que tienen las
caracteristicas deseadas se usan entonces como una fuente de secuencias de nucleétidos que codifican para las
regiones variables deseadas, para manipulacién adicional para generar anticuerpos con estas caracteristicas, en
sistemas celulares alternativos, usando técnicas transgénicas o recombinantes convencionales.

Esta estrategia general se demostré en relacion con la generacién de las primeras cepas de XenoMouse™ tal como
se publicaron en 1994. Véase Green et al. Nature Genetics 7:13-21 (1994). Este enfoque se comenta y delinea
adicionalmente en las solicitudes de patente estadounidense con n.°® de serie 07/466.008, presentada el 12 de
enero de 1990, 07/610.515, presentada el 8 de noviembre de 1990, 07/919.297, presentada el 24 de julio de 1992,
07/922.649, presentada el 30 de julio de 1992, presentada 08/031.801, presentada el 15 de marzo de 1993,
08/112.848, presentada el 27 de agosto de 1993, 08/234.145, presentada el 28 de abril de 1994, 08/376.279,
presentada el 20 de enero de 1995, 08/430. 938, el 27 de abril de 1995, 08/464.584, presentada el 5 de junio de
1995, 08/464.582, presentada el 5 de junio de 1995, 08/463.191, presentada el 5 de junio de 1995, 08/462.837,
presentada el 5 de junio de 1995, 08/486.853, presentada el 5 de junio de 1995, 08/486.857, presentada el 5 de
junio de 1995, 08/486.859, presentada el 5 de junio de 1995, 08/462.513, presentada el 5 de junio de 1995,
08/724.752, presentada el 2 de octubre de 1996 y 08/759.620, presentada el 3 de diciembre de 1996 y las patentes
estadounidenses n.”® 6.162.963, 6.150.584, 6.114.598, 6.075.181 y 5.939.598 y las patentes japonesas n.”* 3 068
180 B2, 3 068 506 B2 y 3 068 507 B2. Véanse también Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997) y Green y
Jakobovits J. Exp. Med.: 188:483-495 (1998). Véanse también la patente europea n.°, EP 0 463 151 B1, concesion
publicada el 12 de junio de 1996, la solicitud de patente internacional n.°, WO 94/02602, publicada el 3 de febrero de
1994, la solicitud de patente internacional n.°, WO 96/34096, publicada el 31 de octubre de 1996, documento WO
98/24893, publicado el 11 de junio de 1998, documento WO 00/76310, publicado el 21 de diciembre de 2000.

En un enfoque alternativo, otros han utilizado un enfoque de “minilocus”. En el enfoque de minilocus, se imita un
locus Ig exdégeno a través de la inclusion de fragmentos (genes individuales) del locus de Ig. Por tanto, uno o mas
genes Vy, uno 0 mas genes Dy, uno o mas genes Ju, una region constante mu, y una segunda region constante
(preferiblemente una regién constante gamma) se forman en un constructo para la insercion en un animal. Este
enfoque se describe en la patente estadounidense n.° 5.545.807 concedida a Surani et al. y las patentes
estadounidenses n.*® 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.661.016, 5.770.429, 5.789.650, 5.814.318,
5.877.397, 5.874.299 y 6.255.458 concedidas cada una a Lonberg y Kay, la patente estadounidense n.° 5.591.669 y
6.023.010 concedidas a Krimpenfort y Berns, las patentes estadounidenses n.”® 5.612.205, 5.721.367 y 5.789.215
concedidas a Berns et al.. y la patente estadounidense n.° 5.643.763 concedida a Choi y Dunn, y las solicitudes de
patente estadounidense internacional de GenPharm con n.”® de serie 07/574.748, presentada el 29 de agosto de
1990, 07/575.962, presentada el 31 de agosto de 1990, 07/810.279, presentada el 17 de diciembre de 1991,
07/853.408, presentada el 18 de marzo de 1992, 07/904.068, presentada el 23 de junio de 1992, 07/990.860,
presentada el 16 de diciembre de 1992, 08/053.131, presentada el 26 de abril de 1993, 08/096.762, presentada el 22
de julio de 1993, 08/155.301, presentada el 18 de noviembre de 1993, 081161.739, presentada el 3 de diciembre de
1993, 08/165.699, presentada el 10 de diciembre de 1993, 08/209.741, presentada el 9 de marzo de 1994. Véanse
también la patente europea n.° 0 546 073 B1, las solicitudes de patente internacional n.°®> WO 92/03918, WO
92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852
y WO 98/24884 y la patente estadounidense n.° 5.981.175. Véanse ademas Taylor et al., 1992, Chen et al., 1993,
Tuaillon et al., 1993, Choi et al., 1993, Lonberg et al., (1994), Taylor et al., (1994), y Tuaillon et al., (1995), Fishwild et
al., (1996).

Una ventaja del enfoque de minilocus es la rapidez con la cual pueden generarse constructos que incluyen partes
del locus de Ig e introducirse en animales. De manera acorde, sin embargo, una desventaja significativa del enfoque
de minilocus es que, en teoria, se introduce una diversidad insuficiente a través de la inclusion de pequefios
numeros de genes V, D y J. En efecto, el trabajo publicado aparece para apoyar este asunto. El desarrollo de células
B y la produccion de anticuerpos de animales producidos a través del uso del enfoque de minilocus parecen ser
limitados. Por tanto, la investigacion que rodea la presente invencion se ha dirigido sistematicamente hacia la
introduccion de grandes partes del locus de Ig con el fin de lograr una mayor diversidad y en un esfuerzo por
reconstituir el repertorio inmunitario de los animales.

También se ha demostrado la generacion de anticuerpos humanos de ratones en los que, a través de fusion
microcelular, se han introducido grandes fragmentos de cromosomas, o cromosomas enteros. Véanse las solicitudes
de patente europea n.°° 773 288 y 843 961.

Las respuestas de anticuerpos humanos anti-ratén (HAMA) han llevado a la industria a preparar anticuerpos
quiméricos o de humanizados otra forma. Aunque los anticuerpos quiméricos tienen una regién constante humana y
una region variable inmunitaria, se espera que se observaran ciertas respuestas de anticuerpos anti-quiméricos
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humanos (HACA), particularmente en utilizaciones crénicas o de mudltiple dosis del anticuerpo. Por tanto, seria
deseable proporcionar anticuerpos completamente humanos contra IFNy con el fin de invalidar los problemas y/o
efectos de la respuesta de HAMA o HACA.

La produccion de anticuerpos con inmunogenicidad reducida también se logra a través de técnicas de humanizacion
y presentacion usando bibliotecas apropiadas. Se apreciara que pueden humanizarse o primatizarse anticuerpos
murinos o anticuerpos de otras especies usando técnicas bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Winter y
Harris Immunol Today 14:43 46 (1993) y Wright et al. Crit, Reviews in Immunol. 12125-168 (1992). El anticuerpo de
interés puede modificarse mediante ingenieria mediante técnicas de ADN recombinante para sustituir los dominios
CH1, CH2, CHS3, bisagra y/o el dominio de entramado por la secuencia humana correspondiente (véanse el
documento WO 92102190 y las patentes estadounidenses n.”® 5.530.101, 5.585.089, 5.693.761, 5.693.792,
5.714.350 y 5.777.085). Ademas, se conoce en la técnica el uso de un ADNc de Ig para la construccion de genes de
inmunoglobulina quiméricos (Liu et al. P.N.A.S. 84:3439 (1987) y J. Immunol. 139:3521 (1987)). Se aisla ARNm de
un hibridoma u otra célula que produzca el anticuerpo y se usa para producir ADNc. EI ADNc de interés puede
amplificarse mediante la reaccion en cadena de la polimerasa usando cebadores especificos (patentes
estadounidenses n.%® 4.683.195 y 4.683.202). Alternativamente, se prepara una biblioteca y se examina para aislar la
secuencia de interés. La secuencia de ADN que codifica para la regidn variable del anticuerpo se fusiona entonces
con secuencias de regiones constantes humanas. Las secuencias de genes de regiones constantes humanas
pueden encontrarse en Kabat ef al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, publicacion N.I.H. n.°
91-3242. Los genes de region C humanos estan facilmente disponibles a partir de clones conocidos. La eleccion del
isotipo estara guiada por las funciones efectoras deseadas, tales como fijacion de complemento, o actividad en
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo. Isotipos preferidos son IgG1, IgG3 e IgG4. Puede usarse cualquiera
de las regiones constantes de cadena ligera humanas, kappa o lambda. El anticuerpo quimérico, humanizado se
expresa entonces mediante métodos convencionales.

Pueden prepararse fragmentos de anticuerpo, tales como Fv, F(ab’), y Fab mediante escisidon de la proteina intacta,
por ejemplo, mediante escision de proteasas o quimica. Alternativamente, se disefia un gen truncado. Por ejemplo,
un gen quimérico que codifica para una parte del fragmento F(ab’), incluiria secuencias de ADN que codifican para
el dominio CH1 y la regién bisagra de la cadena H, seguido por un codén de terminaciéon de la traduccion para
producir la molécula truncada.

Pueden usarse secuencias consenso de las regiones H y LJ para disefiar oligonucleétidos para su uso como
cebadores para introducir sitios de restriccién utiles en la region J para la unién posterior de los segmentos de region
V a segmentos de region C humanos. El ADNc de region C puede modificarse mediante mutagénesis dirigida al sitio
para colocar un sitio de restriccion a la posicion analoga en la secuencia humana.

Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus, YAC, episomas derivados de VEB, y similares. Un vector
conveniente es uno que codifica para una secuencia de inmunoglobulina CH o CL completamente humana
funcionalmente, con sitios de restriccion apropiados modificados mediante ingenieria de modo que cualquier
secuencia Vy 0 V-31 pueda insertarse y expresarse facilmente. En tales vectores, el corte y empalme se produce
habitualmente entre el sitio donador de corte y empalme en la regiéon J insertada y el sitio aceptor de corte y
empalme que precede a la regidon C humana, y también en las regiones de corte y empalme que se producen dentro
de los exones CH humanos. La poliadenilacion y la terminacion de transcripcion se producen en sitios cromosomicos
nativos en el sentido de 3’ de las regiones codificantes. El anticuerpo quimérico resultante puede unirse a cualquier
promotor fuerte, incluyendo LTR retrovirales, por ejemplo, promotor temprano de SV-40, (Okayama et al. Mol. Cell.
Bio. 3:280 (1983)), LTR de virus de sarcoma de Rous (Gorman et al. P.N.A.S. 79:6777 (1982)), y LTR de virus de
leucemia murina de Moloney (Grosschedl et al. Cell 41:885 (1985)). También, tal como se apreciara, pueden usarse
promotores nativos de Ig y similares.

Ademas, pueden generarse anticuerpos humanos o anticuerpos de otras especies a través de tecnologias del tipo
de presentacion, incluyendo, sin limitacion, presentacion en fago, presentacion retroviral, presentacion ribosémica, y
otras técnicas, usando técnicas bien conocidas en la técnica y las moléculas resultantes pueden someterse a
maduracion adicional, tal como maduracion de afinidad, ya que tales técnicas se conocen bien en la técnica. Wright
y Harris, citado anteriormente, Hanes y Plucthau PEAS USA 94:4937-4942 (1997) (presentacion ribosémica),
Parmley y Smith Gene 73:305-318 (1988) (presentacion en fago), Scott TIB5 17:241-245 (1992), Cwirla et al. PNAS
USA 87:6378-6382 (1990), Russel et al. Nucl. Acids Research 21:1081-1085 (1993), Hoganboom et al. Immunol.
Reviews 130:43-68 (1992), Chiswell y McCafferty TIBTECH; 10:80-8A (1992), y la patente estadounidense n.°
5.733.743. Si las tecnologias de presentacion se utilizan para producir anticuerpos que no son humanos, tales
anticuerpos pueden humanizarse tal como se describié anteriormente.

Usando estas técnicas, pueden generarse anticuerpos en células que expresan IFNy, el propio IFNy, formas de IFNy,
epitopos o péptidos del mismo, y bibliotecas de expresion para los mismos (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 5.703.057) que pueden después de eso examinarse tal como se describié anteriormente para las
actividades descritas anteriormente.

Diseno y generacion de otros agentes terapéuticos
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Segun la presente descripcion y basados en la actividad de los anticuerpos que se producen y caracterizan en el
presente documento con respecto a IFNy, se facilita el disefio de otras modalidades terapéuticas mas alla de restos
de anticuerpos. Tales modalidades incluyen, sin limitacion, agentes terapéuticos de anticuerpos avanzados, tales
como anticuerpos biespecificos, inmunotoxinas y agentes terapéuticos radiomarcados, generacion de agentes
terapéuticos peptidicos, terapias génicas, particularmente intracuerpos, agentes terapéuticos antisentido, vy
moléculas pequenas.

Por ejemplo, en relacion con los anticuerpos biespecificos, pueden generarse anticuerpos biespecificos que
comprenden (i) dos anticuerpos uno con una especificidad para IFNy y otro para una segunda molécula que se
conjugan juntas, (ii) un anticuerpo sencillo que tiene una cadena especifica para IFNy y una segunda cadena
especifica para una segunda molécula, o (iii) un anticuerpo de cadena sencilla que tiene especificidad para IFNy y la
otra molécula. Tales anticuerpos biespecificos se generan usando técnicas que se conocen bien, por ejemplo, en
relacion con (i) y (ii). Véase, por ejemplo, Fanger et al. Immunol Methods 4:72-81 (1994) y Wright y Harris, citado
anteriormente, y en relacion con (iii). Véase, por ejemplo, Traunecker et al. Int. J. Cancer (Supl.) 7:51-52 (1992).

En relaciéon con las inmunotoxinas, pueden modificarse anticuerpos para actuar como inmunotoxinas utilizando
técnicas que se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Vitetta Immunol Today 14:252 (1993). Véase
también la patente estadounidense n.° 5.194.594. En relacién con la preparaciéon de anticuerpos radiomarcados,
tales anticuerpos modificados pueden también prepararse facilmente utilizando técnicas que se conocen bien en la
técnica. Véase, por ejemplo, Junghans et al. en Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (22 edicion, Chafner
y Longo, eds., Lippincott Raven (1996)). Véanse también las patentes estadounidenses n.®® 4.681.581, 4.735.210,
5.101.827, 5.102.990 (RE 35.500), 5.648.471 y 5.697.902. Resultaria probable que cada una de las inmunotoxinas y
moléculas radiomarcadas destruyera las células que expresan IFNy, y particularmente aquellas células en las que
los anticuerpos de la invencién son eficaces.

En relacion con la generacion de péptidos terapéuticos, a través de la utilizacion de informacion estructural
relacionada con IFNy y anticuerpos contra el mismo, tales como los anticuerpos de la invencion o el examen de
bibliotecas de péptidos, pueden generarse péptidos terapéuticos que estan dirigidos contra IFNy. El disefio y examen
de agentes terapéuticos peptidicos se comenta en relacion con Houghten et al. Biotechniques 13:412-421 (1992),
Houghten PNAS USA 82:5131-5135 (1985), Pinalla et al. Biotechniques 13:901-905 (1992), Blake y Litzi-Daves
BioConjugate Chem. 3:510-513 (1992). También pueden prepararse inmutoxinas y moléculas radiomarcadas, y de
manera similar, en relacién con restos peptidicos tal como se describidé anteriormente en relacion con los
anticuerpos. Suponiendo que la molécula de IFNy (o una forma, tal como una variante de corte y empalme o forma
alternativa) es funcionalmente activa en un proceso patolégico, también sera posible disefiar agentes terapéuticos
génicos y antisentido para el mismo a través de técnicas convencionales. Tales modalidades pueden utilizarse para
modular la funcion del IFNy. En relaciéon con lo mismo, los anticuerpos de la presente invencién facilitan el disefio y
uso de ensayos funcionales relacionados con los mismos. Un disefio y una estrategia para agentes terapéuticos
antisentido se comenta en detalle en la solicitud de patente internacional n.° WO 94/29444. El disefio y las
estrategias para terapia génica se conocen bien. Sin embargo, en particular, el uso de técnicas terapéuticas génicas
que implican intracuerpos podria demostrar ser particularmente ventajoso. Véase, por ejemplo, Chen et al. Human
Gene Therapy 5:595-601 (1994) y Marasco Gene Therapy 4:11-15 (1997). El disefio general de y consideraciones
relacionadas con agentes terapéuticos génicos también se comentan en la solicitud de patente internacional n.° WO
97/38137.

El conocimiento obtenido de la estructura de la molécula de IFNy y su interaccién con otras moléculas segun la
presente invencion, tales como los anticuerpos de la invencion, y otros pueden utilizarse para disefiar racionalmente
modalidades terapéuticas adicionales. A este respecto, las técnicas de disefio de farmacos racionales tales como
cristalografia de rayos X, modelado molecular con la ayuda de (o asistido por) ordenador (CAMM), relacion
estructura-actividad cuantitativa o cualitativa (QSAR), y tecnologias similares pueden utilizarse para centrar los
esfuerzos de descubrimiento de farmacos. El disefio racional permite la prediccion de estructuras sintéticas de o
proteinas que pueden interaccionar con la molécula o formas especificas de la misma que pueden usarse para
modificar o modular la actividad del IFNy. Tales estructuras pueden sintetizarse quimicamente o expresarse en
sistemas bioldgicos. Este enfoque ha sido revisado en Capsey et al. Genetically Engineered Human Therapeutic
Drugs (Imprenta Stockton, Nueva York (1988)). Ademas, pueden disefiarse bibliotecas combinatorias y sintetizarse y
usarse en programas de examen, tales como esfuerzos de examen de alto rendimiento.

Formulaciones y administracion terapéuticas

Se apreciara que la administracion de entidades terapéuticas segun la invencién se administrara con vehiculos,
excipientes, y otros agentes adecuados que se incorporan en formulaciones para proporcionar transferencia,
aplicacion, tolerancia mejoradas, y similares. Una multitud de formulaciones apropiadas pueden encontrarse en el
formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington’s Pharmaceutical Sciences (15th ed, Mack
Publishing Company, Easton, PA (1975)), particularmente el capitulo 87 de Blaug, Seymour, en el mismo. Estas
formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, pomadas, gelatinas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que
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contienen lipidos (catidnicos o anidnicos) (tales como Lipofectin™), conjugados de ADN, pastas de absorcion
anhidras, emulsiones aceite en agua y de agua en aceite, emulsiones de Carbowax (polietilenglicoles de diversos
pesos moleculares), geles semisdlidos, y mezclas semisolidas que contienen Carbowax. Cualquiera de las mezclas
anteriores puede ser apropiada en tratamientos y terapias segun la presente invencion, siempre que el principio
activo en la formulacién no se inactive por la formulacion y la formulacién sea fisioldgicamente compatible y tolerable
con la via de administracion. Véanse también Baldrick P. “Pharmaceutical excipient development: the need for
preclinical guidance.” Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000), Wang W. “Lyophilization and development of
solid protein pharmaceuticals.” Int. J. Phrama. 203(1-2):1-60 (2000), Charman WN *“Lipids, lipophilic drugs, and oral
drug delivery-some emerging concepts.” J Pharm Sci. 89(8):967-78 (2000), Powell et al. “Compendium of excipients
for parenteral formulations” PDA J Pharm Sci Technol.52:238-311 (1998) y las citas en los mismos para informacién
adicional relacionada con formulaciones, excipientes y vehiculos bien conocidos por los quimicos farmacéuticos.

Las formulaciones terapéuticas de la invencion, que incluyen un anticuerpo anti-IFNyhu de la invencion, se usan para
tratar o aliviar un sintoma asociado con un trastorno relacionado con el sistema inmunitario, tal como, por ejemplo,
una enfermedad autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio.

Por ejemplo, la administracion de un anticuerpo anti-IFNyhu a un sujeto que padece la enfermedad de Crohn (EC)
puede actuar directamente sobre las células inmunitarias que causan la enfermedad, proporcionando de ese modo
una intervencion rapida con supresion minima del sistema inmunitario. La administracion de un anticuerpo anti-
IFNyhu a un sujeto que padece lupus eritematoso sistémico es otra indicacién médica que proporciona una
oportunidad para modificar las células inmunitarias responsables de la enfermedad. La administracion de un
anticuerpo anti-IFNyhu, una proteina completamente humana, a un sujeto que padece psoriasis evita la necesidad
de tratar pacientes con medicamentos mas agresivos (por ejemplo, metotrexato) que tienen efectos secundarios no
deseados bien documentados (por ejemplo, dafio hepatico). La administracién de un anticuerpo anti-IFNyhu a un
sujeto que padece artritis reumatoide es otra indicacion médica que proporciona la oportunidad de modular la
generacion posterior y la funcion de la respuesta mediada por Th1 que induce la enfermedad.

Las enfermedades autoinmunitarias incluyen, por ejemplo, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA, que
es una enfermedad viral con una componente autoinmunitaria), alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome
antifosfolipido, enfermedad de Addison de tipo autoinmunitario, anemia hemolitica autoinmunitaria, hepatitis
autoinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria del oido interno (EAOQI), sindrome linfoproliferativo autoinmunitario
(SLPA), purpura trombocitopénica autoinmunitaria (PTA), enfermedad de Behcet, cardiomiopatia, dermatitis
hepetiforme en la enfermedad celiaca, sindrome de fatiga cronica y disfuncién inmunitaria (SFCDI), polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (PDIC), penfigoide cicatricial, enfermedad por crioaglutininas, sindrome de
CREST, enfermedad de Crohn, enfermedad de Degos, dermatomiositis juvenil, lupus discoide, crioglobulinemia
mixta esencial, fibromialgia-fibromiositis, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto,
fibrosis pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), nefropatia por IgA, diabetes mellitus
insulinodependiente, artritis cronica juvenil (enfermedad de Still), artritis reumatoide juvenil, enfermedad de Méniére,
enfermedad mixta del tejido conjuntivo, esclerosis multiple, miaestenia grave, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa,
policondritis, sindromes poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis, agammaglobulinemia
primaria, cirrosis biliar primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fendomenos de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre
reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia (esclerosis sistémica progresiva (ESP), también conocida
como esclerosis sistémica (ES)), sindrome de Sjogren, sindrome de Stiffman, lupus eritematoso sistémico, arteritis
de Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vitiligo y granulomatosis de
Wegener.

Los trastornos inflamatorios incluyen, por ejemplo, trastornos inflamatorios crénicos y agudos. Los ejemplos de
trastornos inflamatorios incluyen la enfermedad de Alzheimer, asma, alergia atopica, alergia, aterosclerosis, asma
bronquial, eccema, gromeluronefritis, enfermedad de injerto contra huésped, anemias hemoliticas, osteoartritis,
septicemia, accidente cerebrovascular, trasplante de tejido y érganos, vasculitis, retinopatia diabética y lesion
pulmonar inducida por ventilacion.

Los anticuerpos anti-IFNyhu modulan una respuesta inmunitaria en un sujeto, por ejemplo, en un sujeto humano. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-IFNyhu descritos en el presente documento modulan, por ejemplo, reducen, inhiben o
previenen una respuesta inmunitaria mediada por Th1 exagerada, tal como una respuesta inmunitaria mediada por
Th1 exagerada asociada con un trastorno autoinmunitario o inflamatorio tal como, por ejemplo, enfermedad de
Crohn, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, sarcoidosis, artritis reumatoide, vasculitis, dermatitis atdpica y
esclerosis multiple secundaria progresiva. En una respuesta inmunitaria mediada por Th1 exagerada, la(s)
citocina(s) Th1, tales como IL-2, IL-3, TNF-alfa (TNFa) e IFNy, se presentan en un sujeto a un nivel que es superior
al nivel de produccion de citocinas Th1 en un sujeto que no padece una enfermedad o trastorno asociado con una
respuesta inmunitaria Th1 exagerada. Para clasificar una respuesta inmunitaria mediada por Th1 exagerada como
una respuesta exagerada, se evalua el nivel de una respuesta de produccion de citocinas Th1, por ejemplo,
midiendo y analizando el nivel de citocinas secretadas usando un ELISA u otro ensayo.

Los anticuerpos anti-IFNyhu descritos en este documuento también se usan para modular, por ejemplo, inhibir,
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reducir o prevenir, el cambio de clase a un isotipo IgG, tal como un cambio de clase inducido por IFNy. Estos
anticuerpos anti-IFNyhu modulan, por ejemplo, inhiben, previenen o reducen una respuesta mediada por Th1 y
disminuyen en consecuencia el cambio inducido por IFNy.

En una realizacion, las composiciones de anticuerpo anti-IFNyhu usadas para tratar un trastorno relacionado con el
sistema inmunitario se administran en combinacion con cualquiera de una variedad de agentes anti-citocinas o
agentes anti-quimiocinas. Los reactivos anti-citocinas o anti-quimiocinas adecuados reconocen, por ejemplo,
citocinas como interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e
IL-31, y/o quimiocinas tales como MIP1 alfa, MIP1 beta, RANTES, MCP1, IP-10, ITAC, MIG, SDF vy fractalcina.

La presente invencidn proporciona también métodos de tratamiento o alivio de un sintoma asociado con un trastorno
relacionado con el sistema inmunitario. Por ejemplo, las composiciones de la invencién se usan para tratar o aliviar
un sintoma de cualquiera de las enfermedades autoinmunitarias y trastornos inflamatorios descritos en el presente
documento. Los sintomas asociados con trastornos relacionados con el sistema inmunitario incluyen, por ejemplo,
inflamacion, fiebre, pérdida de apetito, pérdida de peso, sintomas abdominales tales como, por ejemplo, dolor
abdominal, diarrea o estrefiimiento, dolor o molestias articulares (artralgia), fatiga, erupciones, anemia, sensibilidad
extrema al frio (fendmeno de Raynaud), debilidad muscular, fatiga muscular, cambios en el tono de la piel o tejidos,
dificultad para respirar u otros patrones de respiracién anémalos, dolor toracico o constriccion de los musculos
toracicos, frecuencia cardiaca anémala (por ejemplo, elevada o reducida), sensibilidad a la luz, vision borrosa o
andémala de otro modo, y disfuncién orgénica.

Las formulaciones terapéuticas de anticuerpo anti-IFNyhu se administran a un sujeto que padece un trastorno
relacionado con el sistema inmunitario, tal como una enfermedad autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio. Un
sujeto que padece una enfermedad autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio se identifica mediante métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, los sujetos que padecen una enfermedad autoinmunitaria tal como la
enfermedad de Crohn, lupus o psoriasis, se identifican usando cualquiera de una variedad de pruebas clinicas y/o de
laboratorio tales como, exploracién fisica, examen radiolégico y analisis de sangre, orina y heces para evaluar el
estado inmunitario. Por ejemplo, los pacientes que padecen lupus se identifican, por ejemplo, usando la prueba de
anticuerpos antinucleares (ANA) para determinar si estan presentes autoanticuerpos contra los nucleos celulares en
la sangre. Los pacientes que padecen la enfermedad de Crohn se identifican, por ejemplo, usando un transito
gastrointestinal superior (Gl) y/o una colonoscopia para evaluar los intestinos delgado y grueso, respectivamente.
Los pacientes que padecen psoriasis se identifican, por ejemplo, usando un examen microscopico de tejido que se
toma de la placa de piel afectada, mientras que los pacientes que padecen artritis reumatoide se identifican usando,
por ejemplo, analisis de sangre y/o radiografias u otra evaluacién mediante formacién de imagenes.

La administracion de un anticuerpo anti-IFNyhu a un paciente que padece un trastorno relacionado con el sistema
inmunitario tal como una enfermedad autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio, si se logra cualquiera de una
variedad de resultados de laboratorio o clinicos. Por ejemplo, la administracién de un anticuerpo anti-IFNyhu a un
paciente que padece un trastorno relacionado con el sistema inmunitario tal como una enfermedad autoinmunitaria o
un trastorno inflamatorio se considera satisfactoria si uno o mas de los sintomas asociados con el trastorno se
alivian, reducen, inhiben o no progresan a un estado adicional, es decir, peor. La administracion de un anticuerpo
anti-IFNyhu a un paciente que padece un trastorno relacionado con el sistema inmunitario tal como una enfermedad
autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio se considera satisfactoria si el trastorno, por ejemplo, un trastorno
autoinmunitario, entra en remision o no progresa a un estado adicional es decir, peor.

Formulaciones profilacticas y de diagndstico

Los Acm anti-IFNy completamente humanos se usan en formulaciones profilacticas_y de diagnéstico. En una
realizacién, un Acm anti-IFNyhu de la invencion se administra a pacientes que corren el riesgo de desarrollar una de
las enfermedades autoinmunitarias mencionadas anteriormente. Puede determinarse una predisposicion del
paciente a una o mas de las enfermedades autoinmunitarias mencionadas anteriormente usando marcadores
genotipicos, seroldgicos o bioquimicos.

En otra realizaciéon de la invencion, se administra un anticuerpo anti-IFNyhu a individuos humanos diagnosticados
con una o mas de las enfermedades autoinmunitarias mencionadas anteriormente. Tras el diagndstico, se administra
un anticuerpo anti-IFNyhu para paliar o revertir los efectos de la autoinmunidad.

Los anticuerpos de la invencion también son utiles en la deteccidon de IFNy en muestras de pacientes y por
consiguiente son utiles como agentes de diagnéstico. Por ejemplo, los anticuerpos anti-IFNyhu de la invencion se
usan en ensayos in vitro, por ejemplo, ELISA para detectar los niveles de IFNy en una muestra de paciente.

En una realizacién, se inmoviliza un anticuerpo anti-IFNyhu sobre un soporte sélido (por ejemplo, el/los pocillo(s) de
una placa de microtitulacion). El anticuerpo inmovilizado sirve como anticuerpo de captura para cualquier IFNy que
pueda estar presente en una muestra de prueba. Antes de poner en contacto el anticuerpo inmovilizado con una
muestra de paciente, se enjuaga el soporte sélido y se trata con un agente de bloqueo tal como proteina de visén o
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albumina para prevenir la adsorcion no especifica del analito.

Posteriormente, se tratan los pocillos con una muestra de prueba que se sospecha que contiene el antigeno, o con
una disolucion que contiene una cantidad patrén del antigeno. Tal muestra es, por ejemplo, una muestra de suero de
un sujeto que se sospecha que tiene niveles de antigeno circulante que se consideran que son diagndstico de una
patologia. Después de enjuagar la muestra de prueba o patrén, el soporte sélido se trata con un segundo anticuerpo
que se marca de manera detectable. El segundo anticuerpo marcado sirve como un anticuerpo de deteccién. Se
mide el nivel de marcador detectable, y se determina la concentracion del antigeno de IFNy en la muestra de prueba
mediante comparacion con una curva patron desarrollada a partir de las muestras patrén.

Se apreciara que basandose en los resultados obtenidos usando los anticuerpos anti-IFNyhu de la invencién en un
ensayo de diagndstico in vitro, es posible estadificar una enfermedad (por ejemplo, un trastorno autoinmunitario o
inflamatorio) en un sujeto basandose en los niveles de expresion del antigeno de IFNy. Para una enfermedad dada,
se toman muestras de sangre de sujetos diagnosticados como que estan en varios estadios en el progreso de la
enfermedad, y/o en diversos puntos en el tratamiento terapéutico de la enfermedad. Usando una poblacién de
muestras que proporcione resultados estadisticamente significativos para cada estadio de progresién o terapia, se
disefia un intervalo de concentraciones del antigeno que puede considerarse caracteristico de cada estadio.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos, incluyendo los experimentos llevados a cabo y los resultados obtenidos, se proporcionan
solo para fines ilustrativos y no se interpretaran como limitativos en la presente invencion.

EJEMPLO 1: Clonacion, expresion y purificacion de interferon gamma humano
Clonacion.

Se amplifico la secuencia correspondiente a la secuencia madura de interferéon gamma humano (IFNyh, IFNyhu) a
partir de ADNc humano mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando oligonucleétidos
especificos. Se purifico en gel la produccion de amplificacion y se clon6 en el vector de expresion pET41c¢ (Novagen,
San Diego CA). Se modificé el vector adicionalmente para introducir Avitag™ (Avidez, Denver CO) y una cola de
octa-histidina en el extremo C-terminal de IFNyh permitiendo la biotinilacion in vivo de la proteina y la purificaciéon por
IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography, cromatografia de afinidad con ion metalico inmovilizado).

Expresion.

Se cotransformaron células BL21 de E. coli con pET41c-hIFNy y un vector pACYC184-BirA, que codifica para la
enzima BirA requerida para la biotinilacion in vivo de la secuencia Avitag™. Se seleccionaron las colonias
individuales resistentes a kanamicina (50 ug/ml) y cloranfenicol (10 pug/ml) y se usaron para inocular un cultivo
iniciador en LB (Kan 50 ug/ml/Cm 10 ug/ml) y se hizo crecer durante la noche a 37°C.

Al dia siguiente, se utilizé el cultivo para inocular (diluciéon 1:100) un cultivo de 400 ml de LB (Kan 50 pg/ml/Cm 10
ug/ml) complementado con biotina50 uM. Se hizo crecer el cultivo a 37°C con agitacion (240 rpm) hasta que se
acanzé una DOggo de 0,6. En ese punto, se afiadié isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion
final de 1 mM, y se incubd el cultivo adicionalmente durante 3 h en las mismas condiciones. Se centrifugaron las
células a 4000 rpm durante 20 minutos, y se congel6 el sedimento a -20°C. En estas condiciones esencialmente
todos el IFNyh era insoluble y se encontré en cuerpos de inclusion.

Purificacion.

Se descongelaron los sedimentos bacterianos y se resuspendieron en 8 ml de reactivo Bugbuster que contenia 8 pl
de Benzonaze (Novagen) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se centrifugd la disolucién durante 30 minutos a 15.000 g a 4°C. Se resuspendié el sedimento que contenia los
cuerpos de inclusion en 7 ml de tampén de solubilizacion (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM,
B-mercaptoetanol 5 mM, guanidina-HCI 6 M). Se centrifugd el material resuspendido a 4°C durante 30 minutos a
15.000 g.

Se conectaron entre si dos columnas quelantes Hi Trap de 5 ml (Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra), cargadas
con NiSO4 y equilibradas con tampén de solubilizacién, segun las instrucciones del fabricante. Se filtré el
sobrenadante después de la etapa de centrifugacion en una membrana de 0,45 um y se cargo6 en la columna con la
ayuda de una bomba peristaltica a 1 ml/min. Luego se pusieron las columnas en un sistema de cromatografia
principal AKTA para el replegamiento y la elucion de la proteina en la columna. Se lavé la proteina inmovilizada con
35 ml de tampoén de solubilizacion a 1 ml/min. Se aplicé un gradiente lineal de tampdn de solubilizaciéon con
concentracion creciente de tampdn de replegamiento (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mM) a 1 ml/min. durante 1

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2381203 T3

hora hasta que se alcanzo el 100% del tampon de replegamiento. Entonces se lavo la columna adicionalmente con
25 ml de tampon de replegamiento. Luego se eluyd la proteina replegada de la columna con tampdn de elucion
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 400 mM). Se reunieron las fracciones que contenian proteina y se
desalaron en columnas PD10 (Amersham) equilibradas con PBS. Se tomaron alicuotas de la proteina desalada y se
almacenaron a -80°C.

EJEMPLO 2: Células que expresan interferon gamma en la superficie celular

Se transfectaron de manera estable células de ovario de hamster chino (CHO) (disponibles de la ATCC) con ADNc
del IFNy humano marcado con c-myc. Se subclonaron los ADNc en plasmidos pCADN 3.1 (Invitrogen, Carlsbad CA)
que contenian genes de resistencia a la neomicina. Se seleccionaron los transfectantes usando este antibidtico, y se
logré una separacion celular sucesiva mediante citometria de flujo usando un anticuerpo anti-6xHis (Sigma). Se
confirmd la expresion en la superficie del IFNy humano a través de citometria de flujo usando un Acm anti-IFNy (clon
B27, Becton Dickinson, Franklin Lakes NJ).

EJEMPLO 3: Examen de bibliotecas de scFv humanas

Se describen procedimientos generales para la construccion y el manejo de bibliotecas de scFv humanas en
Vaughan et al., (Nat. Biotech. 1996, 14:309-314), incorporado como referencia por el presente documento en su
totalidad. Se examinaron las bibliotecas de scFv humanas frente a IFNyh segun el siguiente procedimiento.

Selecciones en fase liquida.

Se bloquearon alicuotas de bibliotecas de fagos de scFv (1012 ufp) obtenidas de Cambridge Antibody Technology
(Cambridge, R.U.) con PBS que contenia leche desnatada al 3% (p/v) durante una hora a temperatura ambiente en
un mezclador giratorio. Luego se deseleccionaron los fagos bloqueados, sobre perlas magnéticas de estreptavidina
(Dynal M-280) durante una hora a temperatura ambiente en un mezclador giratorio. Luego se incubaron los fagos
deseleccionados, con IFNyh biotinilado in vivo (100 nM) durante dos horas a temperatura ambiente en un mezclador
giratorio. Se capturaron las perlas usando un soporte magnético seguido por cuatro lavados con PBS/0,1% de
Tween 20 y 3 lavados con PBS. Se afadieron directamente las perlas a 10 ml de células TG1 con crecimiento
exponencial y se incubaron durante una hora a 37°C con agitacion lenta (100 rpm). Se diluyé en serie una alicuota
de las TG1 infectadas para titular la produccion de seleccion. Se centrifugaron las TG1 infectadas restantes a 3000
rpm durante 15 minutos y se resuspendieron en 0,5 ml de 2xTY-AG (medios 2xTY que contenian ampicilina 100
pug/ml y glucosa al 2%) y se extendieron sobre placas de bioensayo de agar 2xTYAG. Después de una incubacion
durante la noche a 30°C, se afiadieron 10 ml de 2xTYAG a las placas y se rasparon las células de la superficie y se
transfirieron a un tubo de polipropileno de 50 ml. Se afiadié 2xTYAG que contenia glicerol al 50% a la suspension
celular para obtener una concentracion final de glicerol al 17%. Se mantuvieron alicuotas de la tanda de seleccion a
-80°C.

Selecciones en superficie celular.

Se bloquearon alicuotas de bibliotecas de fagos de scFv (10" ufp) obtenidas de Cambridge Antibody Technology
(Cambridge, R.U.) con PBS que contenia leche desnatada al 3% (p/v) durante una hora a temperatura ambiente en
un mezclador giratorio. Luego se deseleccionaron los fagos bloqueados durante una hora a 37°C/5% de CO. en
células CHO transfectadas con un vector pDisplay vacio (en un matraz T75 con 80% de confluencia) y que se
habian bloqueado previamente con PBS que contenia leche desnatada al 2% (p/v). Luego se incubaron los fagos
deseleccionados en células CHO-pDisplay-hIFNy durante una hora a temperatura ambiente con agitacion suave.
Luego se lavaron las células diez veces con PBS. Se eluyo el fago ligado afiadiendo directamente 10 ml de TG1 con
crecimiento exponencial al matraz T75 e incubando durante una hora a 37°C con agitacién lenta. Se diluyo en serie
una alicuota de las TG1 infectadas para titular la produccion de seleccion. Se centrifugaron las TG1 infectadas a
3000 rpm durante 15 minutos y se resuspendieron en 0,5 ml de 2xTY-AG (medios 2xTY que contenian ampicilina
100 pg/ml y glucosa al 2%) y se extendieron sobre placas de bioensayo de agar 2xTYAG. Después de una
incubacién durante la noche a 30°C, se afadieron 10 ml de 2xTYAG a las placas y las células se rasparon de la
superficie y se transfirieron a un tubo de polipropileno de 50 ml. Se afadié 2xTYAG que contenia glicerol al 50% a la
suspension celular para obtener una concentracion final de glicerol al 17%. Se mantuvieron alicuotas de la tanda de
seleccién a -80°C.

Rescate del fago.

Se afadieron 100 pul de la suspensién celular obtenida de tandas de seleccién previas a 20 ml de 2xTYAG y se
hicieron crecer a 37°C con agitaciéon (240 rpm) hasta que se alcanzé una DOgg de 0,3 a 0,5. Luego se sometio el
cultivo a sobreinfeccion con 3,3 x 10'° de fago auxiliar MK13K07 y se incub6 durante una hora a 37°C (150 rpm).
Luego se cambié el medio centrifugando las células a 2000 rpm durante 10 minutos, eliminando el medio y
resuspendiendo el sedimento en 20 ml de 2xTY-AK (ampicilina 100 pg/ml; kanamicina 50 pg/ml). Luego se hizo
crecer el cultivo durante la noche a 30°C (240 rpm).
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Rescate de fago monoclonal para ELISA.

Se escogieron clones individuales en una placa de microtitulacion que contenia 150 pul de medios 2xTYAG (glucosa
al 2%) por pocillo y se hicieron crecer a 37°C (100-120 rpm) durante 5-6 h. Se afiadié el fago auxiliar M13KO7 a
cada pocillo para obtener una mutiplicidad de infeccion (MOI) de 10 (es decir, 10 fagos por cada célula en el cultivo)
y se incubo a 37°C (100 rpm) durante 1 h. Tras el crecimiento, se centrifugaron las placas a 3.200 rpm durante 10
min. Se retir6 cuidadosamente el sobrenadante, se resuspendieron las células en 150 pl de un medio 2xTYAK y se
hicieron crecer durante la noche a 30°C (120 rpm). Para el ELISA, se bloquearon los fagos afiadiendo 150 pul de PBS
de concentracién 2x que contenia leche desnatada en polvo al 5% seguido por una incubacién de una hora a
temperatura ambiente. Luego se centrifugaron las placas durante 10 minutos a 3000 rpm y se usaron los fagos que
contenian el sobrenadante para el ELISA.

ELISA de fago.

Se recubrieron placas para ELISA (Maxisorb, NUNC) durante la noche con 2 ug/ml de IFNyh en PBS. Se recubrieron
placas control con BSA 2 pug/ml. Luego se bloquearon Las placas con leche desnatada al 3%/PBS a temperatura
ambiente durante 1 h. Se lavaron las placas 3 veces con PBS-0,05% de Tween 20 antes de la transferencia de los
sobrenadantes de fago bloqueados previamente y la incubacion durante una hora a temperatura ambiente. Luego se
lavaron las placas 3 veces con PBS-0,05% de Tween 20. 50 ul de leche desnatada al 3%/PBS que contenia el
anticuerpo anti-M13 conjugado (HRP) (Amersham, diluido 1:10.000) a cada pocillo. Tras incubacion a temperatura
ambiente durante 1 h, se lavaron las placas 5 veces con PBS-0,05% de Tween 20. Entonces se revel6 el ELISA
afadiendo 50 pl de TMB (Sigma) y 50 ul de H.SO4 2 N para detener la reaccion. Se ley6 la intensidad de absorcion
a 450nm.

Secuenciacion de clones de fago

Se pusieron clones individuales en una placa de microtitulacién que contenia 150 pl de medios 2xTYAG (glucosa al
2%) por pocillo y se hicieron crecer a 30°C (120 rpm) durante la noche. Al dia siguiente, se transfirieron 5 pl de
cultivo a otra placa que contenia 45 ul de dH,O y se mezcld. Luego se congelaron las placas a -20°C. Después de
descongelarse, se usé 1 pl de esta suspension para amplificacion por PCR usando protocolos de PCR
convencionales con un cebador especifico para pPCANTABG: mycseq, 5-CTCTTCTGAGATGAGTTTTTG- 3 (SEQ ID
NO:100) y gene3leader, 5-TTATTATTCGCAATTCCTTTAGTTGTTCCT-3’ (SEQ ID NO: 101).

Se purificaron las reacciones PCR en formato de 96 pocillos usando el sistema Montage PCRu96 (Millipore). Se
secuenciaron 5 pul del ADN eluido usando los cebadores mycseq y gene3leader.

Preparacion periplasmica de scFv para pruebas funcionales.

Se inocularon clones individuales en una placa de microtitulaciéon de pocillos profundos que contenia 0,9 ml de
medios 2xTYAG (glucosa al 0,1%) por pocillo y se hicieron crecer a 37°C durante 5-6 h (250 rpm). Luego se
afadieron 100 pl por pocillo de IPTG 0,2 mM en medio 2xTY para dar una concentracion final de IPTG 0,02 mM.
Luego se incubaron las placas durante la noche a 30°C con agitacién a 250 rpm. Se centrifugaron las placas de
pocillos profundos a 2.500 rpm durante 10 min. y se retiré6 cuidadosamente el sobrenadante. Se resuspendieron los
sedimentos en 150 ul de tampon TES (Tris/HCI 50 mM (pH 8), EDTA 1 mM (pH 8), sacarosa al 20%,
complementado con inhibidor de proteasa completo, Roche). Se produjo un choque hipoténico mediante la adicion
de 150 ul de tampoén TES diluido (dilucion 1:5 de TES:agua) e incubacion en hielo durante 30 min. Luego se
centrifugaron las placas a 4000 rpm durante 10 minutos para retirar células y residuos. Se transfirieron
cuidadosamente los sobrenadantes a otra placa de microtitulacion y se mantuvieron en hielo para las pruebas
inmediatas en ensayos funcionales o ELISA.

Purificacion de scFv a gran escala

Se inoculd un cultivo iniciador de 1 ml de 2xTYAG con una colonia individual de una placa de agar 2xTYAG recién
sembrada en estrias y se incubo con agitacion (240 rpm) a 37°C durante 5 horas. Se usaron 0,9 ml de este cultivo
para inocular un cultivo de 400 ml de los mismos medios y se hizo crecer durante la noche a 30°C con agitacion
vigorosa (300 rpm).

Al dia siguiente, se indujo el cultivo afiadiendo 400 ul de IPTG 1 M y se continu6 con la incubacién durante 3 horas
adicionales. Se recogieron las células mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se
resuspendieron las células sedimentadas en 10 ml de tampdén TES enfriado con hielo complementado con
inhibidores de proteasa tal como se describié anteriormente. Se logré el choque osmético mediante la adicion de 15
ml de tampon TES diluido 1:5 e incubaciéon durante 1 hora en hielo. Se centrifugaron las células a 10.000 rpm
durante 20 minutos a 4°C para sedimentar los residuos celulares. Se transfirio cuidadosamente el sobrenadante a un
tubo nuevo. Se anadié imidazol al sobrenadante a una concentracion final de 10 mM. Se afiadié 1 ml de resina Ni-
NTA (Qiagen), equilibrada en PBS, a cada tubo y se incubd en un mezclador giratorio a 4°C (20 rpm) durante 1 hora.
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Se centrifugaron los tubos a 2.000 rpm durante 5 minutos y se retird6 cuidadosamente el sobrenadante. Se
resuspendio la resina sedimentada en 10 ml de tampon de lavado 1 frio (4°C) (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM,
imidazol 10 mM, pH hasta 8,0). Se afiadié la suspensién a una columna Polyprep (Biorad). Se usaron 8 ml de de
tampon de lavado 2 frio (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, pH hasta 8,0) para lavar la columna por
flujo de gravedad. Se eluyeron los scFv de la columna con 2 ml de tampédn de eluciéon (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300
mM, imidazol 250 mM, pH hasta 8,0). Se analizaron las fracciones mediante la absorcién a 280 nm y se reunieron
las fracciones que contenian proteina antes del cambio de tampdn en una columna de desalacién PD10 (Amersham)
equilibrada con PBS. Se analizaron los scFv en PBS mediante SDS-PAGE y se cuantificaron mediante la absorcion
a 280 nm. Se tomaron alicuotas de los scFv purificados y se almacenaron a -20°C y a 4°C.

EJEMPLO 4: Inhibicién del extracto scfv de la expresién del gen Indicador gamma-inducido del interferén

Se produjeron extractos de scFv periplasmaticos de diversos anticuerpos anti-IFNyhu tal como se describio
anteriormente. Se us6 un ensayo basado en células de examen de alto rendimiento para la identificacion de
bloqueantes de fragmento variable de cadena sencilla (scFv) de la actividad de IFNy. Se transfecté un gen indicador
(luciferasa de luciérnaga), dirigido por el promotor GBP1 inducible por IFNy, en la linea celular de melanoma
humano, Me67.8. Se afadieron tanto scFv como IFNy al cultivo celular de manera concomitante. Tras un tiempo de
incubacién de 6 horas, se realiz6 el ensayo de indicador de luciferasa. Se retuvo el scFv que se encontré que inhibia
la induccién de luciferasa de luciérnaga, para validacion adicional.

Varios extractos de scFv inhibieron el gen indicador inducido por IFNy de un modo dependiente de la dosis (figura
15). Por cada clon de scFv mostrado en la figura 15, se sometieron a prueba diversas concentraciones (2,7, 0,68,
0,17, 0,043 y 0,011 nM) tal como se muestra mediante las columnas sobre cada nombre de clon (concentracion
descendiente de izquierda a derecha). La inhibicion en porcentaje mostrada por cada extracto de scFv a estas
diversas concentraciones se muestra a continuacion en la tabla 3.

Tabla 3: Porcentaje de inhibicion de la expresion del gen indicador inducido por IFNy por extractos de scFV
periplasmaticos

[s::;lv] A6 |H8 | A8 (D8 |C10 | B4 |B9 |F9 A4 |[E1 |C9 |G7 |G10| D6 |G6 | G9 | D3 | F8
2,7 182 |80 |8 |60 |63 |63 |62 |68 |36 |43 |56 |75 |47 |82 |73 |52 |69 | 64
068 |92 |75 |86 |60 | 50 | 49 | 63 | 32 68 |67 |73 |44 |73 |66 |12 | 55 | 64
0,17 |100 | 65 | 87 |40 |53 |21 |5 | 3 38 |58 |24 | 0 |31 |25 | 0 |36 |48
0,043 |87 |26 |65 |10 |34 | 5 0 0 10 |33 |38 | 0 | 11 0 0 [28 | 0
0011] 0 0 |13 ] 0 |19 ] 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 |20 | O

o|o|o|—~

EJEMPLO 5: Inhibicion de scFv de la expresion de CMH clase Il inducida por interferén gamma

Se implementé un ensayo de citometria de flujo para identificar anticuerpos IgG completamente humanos, o
fragmentos de los mismos, que puedan bloquear la expresiéon de moléculas de CMH clase Il inducida por IFNy. Tras
el cultivo en placas de células Me67.8, se afadié IFNy humano recombinante 5 ng/ml a los cultivos en presencia de
diversas concentraciones de anticuerpos monoclonales anti-IFNy completamente humanos candidatos. Tras 48 h en
cultivo, se tifieron las células con el anticuerpo anti-CMH clase Il humano (HLA-DR) marcado de manera
fluorescente y se analizaron usando un aparato FACSCalibur®. Por tanto, se mide la Clso (en la que se inhibe el 50%
de la expresion de CMH clase Il inducida por IFNy, es decir, la concentracion inhibidora del 50%), para cada
anticuerpo candidato.

Se produjeron scFv completamente humanos purificados tal como se describié anteriormente en el ejemplo 1. Se
evalud el efecto del scFv sobre la expresion de CMH clase Il inducida por IFNy en células de melanoma usando el
ensayo basado en células de citometria de flujo descrito anteriormente. Estos scFv inhibieron la expresion de CMH 1l
inducida por IFNy en células de melanoma. (figura 16, paneles 1 a 12). Se comparo la capacidad de estos clones de
scFv para inhibir la expresién de CMH Il inducida por IFNy en células de melanoma con un Acm de ratén anti-IFNy
humano denominado en el presente documento 16C3. Los clones de scFv (-) y el Acm de ratén anti-IFNy humano
16C3 (---) se representan en la figura 16.

EJEMPLO 6: Reconstitucion de scFv en un formato de IgG

Se produjeron scFv completamente humanos purificados tal como se describié anteriormente en el ejemplo 1. Se
amplificaron las secuencias de Vy y Vi de scFv seleccionados con oligonucleétidos especificos introduciendo una
secuencia lider y un sitio de restriccion Hindlll en el extremo 5. Se introdujo un sitio Apal o Avrll en el extremo 3’ de
la secuencia de cadena pesada y ligera, respectivamente. Se digirieron con Hindlll/Apal las secuencias de Vu
amplificadas y se clonaron en el vector de expresion pCon_gamma1 (LONZA, Basilea, Suiza). Se digirieron con
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Hindlll/Avrll las secuencias de V. amplificadas y se clonaron en el vector de expresion pCon_lambda2 (LONZA). Se
verificaron las construcciones mediante secuenciacion antes de la transfeccion a células de mamifero.

Se transfectaron las secuencias de ADNc de V4 y Vi en sus vectores de expresion apropiados en células de
mamifero usando el reactivo de transfeccion Fugene 6 (Roche, Basilea, Suiza). Brevemente, se cultivaron células
Peak en placas de 6 pocillos a una concentracién de 6 x 10° células por pocillo en 2 ml de medios de cultivo que
contenian suero bovino fetal. Se cotransfectaron los vectores de expresion, que codificaban para las secuencias de
Vu y VL candidatas, en las células usando el reactivo de transfeccion Fugene 6 segun las instrucciones del
fabricante. Al dia siguiente de la transfeccion, se aspiraron los medios de cultivo, y se afiadieron 3 ml de medios
nuevos libres de suero a las células y se cultivaron durante tres dias a 37°C. Tras un periodo de cultivo de tres dias,
se recogid el sobrenadante para purificarse la IgG en columnas de proteina G.

Se purificd IgG completamente reconstituida de sobrenadantes libres de suero de células transfectadas usando
columnas de flujo rapido de proteina G-Sepharose 4B (Sigma, St. Louis, MO) segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se incubaron los sobrenadantes de las células transfectadas durante la noche a 4°C con tampén de
unién de IgG ImmunoPure (G) (Pierce, Rockford IL). Luego se hicieron pasar muestras por columnas de flujo rapido
de proteina G-Sepharose 4B y la IgG se purificd en consecuencia usando tampoén de elucion. Luego se dializo la
fraccion de IgG eluida frente a PBS y se cuantifico el contenido de IgG mediante la absorcién a 280 nm. La pureza y
la integridad de IgG se verificaron mediante SDS-PAGE.

EJEMPLO 7: Inhibicién de la expresion de CMH clase 1l inducida por interferon gamma mediante scFv reconstituido

Se reconstituyeron scFv en un formato de IgG tal como se describi6 anteriormente. Se evalué el efecto de los clones
de IgG sobre la expresion de CMH clase 1l inducida por IFNy en células de melanoma usando el ensayo basado en
células de citometria de flujo descrito anteriormente en el ejemplo 2. Tal como se muestra en la figura 17, paneles 1
a 7, estos clones de IgG inhibieron la expresién de CMH Il inducida por IFNy en células de melanoma. Se compard
la capacidad de estos clones de IgG para inhibir la expresion de CMH 1l inducida por IFNy en células de melanoma
con el Acm de ratén anti-IFNy humano 16C3 y el anticuerpo de ratén anti-IFNy humano de R&D Systems MAB285.
Se representan los clones completamente de IgG (-x-), el Acm de ratéon anti-IFNy humano 16C3 (-A-), y el
anticuerpo de raton anti-IFNy humano de R&D Systems (Minneapolis, MN) MAB285 (-e-).

Los valores de Clsg para estos clones de IgG se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Anadlisis de Clsy de anticuerpos monoclonales anti-IFNy completamente humanos.

B
16C3 100 pM
MAB285 400 pM
AC1.2R3P2_A6 41 pM
AD14R4P1_B9 322 pM
AC1.4R4P2_C10 203 pM
AC1.2R3P2_D8 708 pM
AD1.3R3P5_F8 1525 pM
AD1.3R3P6_F9 185 pM
AD14R4P2_G7 233 pM

EJEMPLO 8: Retromutacion del clon del anticuerpo IFNyhu con respecto a la secuencia de linea germinal

En los estudios descritos en el presente documento, se mutaron los nucleétidos y residuos de aminoacidos en la
secuencia de acido nucleico y aminoacidos del clon A6 para corresponder al nucleétido o residuo de aminoacido que
se encuentra en la secuencia de la linea germinal. Este proceso se denomina en el presente documento
“retromutacion”.

Cadena pesada de A6: El gen variable de cadena pesada de inmunoglobulina del anticuerpo A6 tenia una
homologia del 100% con la linea germinal humana DP-47 o IGHV3-23 (numero de registro Genbank M99660). Se
comparo la region de union pesada de inmunoglobulina (IGHJ) de A6 con las seis regiones IGHJ funcionales
humanas. La region IGHJ de A6 se identificé como IGHJ2 (tabla 5A a continuacién), pero tenia una mejor homologia
total con IGHJ5-02 (tabla 5B a continuacion). Por tanto, se muté la region IGHJ original de A6 para corresponder a la
secuencia de IGHJ5-02, pero solo para la secuencia fuera de la CDR3. Los nucledétidos y residuos de aminoacidos
mutados se muestran en recuadros en las tablas 5A y 5B, y estan subrayadas las regiones CDR.
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Tabla 5A: Comparacion entre A6 y genes IGHJ2 funcionales humanos

TeeAdAdeTGGEECCEFEECACCCTGETCACAGTCTAGAGT] A6 (sEQ 1D NO:109)

EE F D W G R G T L V T V 8 S (sEg ID N0O:110)
CTACTGGTACTTCGATCTCTGGGECCGTGECACCCTGGTCACTGTCTCCTCA IGHI2 (SEQ ID NO:111)
Y W ¥ F D L W G R G T L V T V S S (SEQ ID NO:112)

CDR 3

Tabla 5B: Comparacion entre A6 y el gen IGHJ5-02 funcional humano

[cAgACTGETTCGACCCCTGGEECAGEGHJACCCTGETCACCGTCTAGAGT A6 (SEQ ID NO:113)
W F D P W G G T L V T V 8 S (SEQ ID NO:114)
ACAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA 1GHI5-02 (SEQ ID NO:115)
N W F D P W G Q G T LL V T V S S (SEQ ID N0O:116)
.CDR 3

Cadena ligera de A6: El gen variable de cadena lambda de inmunoglobulina (VL) del anticuerpo A6 pertenece al
subgrupo IGLV6-57 o V1-22 (nimero de registro Genbank Z73673). A6-VL tiene 7 mutaciones en comparacion con
IGLV6-57, tres en las CDR y cuatro en las regiones de entramado (tabla 6 a continuacién). Los nucleétidos mutados
y residuos de aminoacidos se muestran en recuadros en la tabla 6, y estan subrayadas las regiones CDR.

Las cuatro mutaciones en las regiones de entramado son: Ser a Ala en la regién de entramado 2 en la posicion de
Kabat 43; Ser a Thr en la region de entramado 3 en la posicion de Kabat 72; Lys a Glu y Thr a Ala en la region de
entramado 3 en las posiciones de Kabat 79 y 80, respectivamente. Las cuatro mutaciones en las regiones de
entramado se cambiaron primero individualmente, luego todas juntas de vuelta al residuo correspondiente de la linea
germinal humana. Las mutaciones de estos cuatro residuos de vuelta al aminoacido correspondiente de la linea
germinal humana, no alteré6 en modo alguno la afinidad de unién del anticuerpo NI-0501, también denominado en el
presente documento “A6 retromutado”, con respecto a su antigeno diana en comparacién con el anticuerpo A6. Se
llevaron a cabo las mutaciones de la secuencia VL de A6 con respecto al residuo correspondiente de la linea
germinal en CDR1 (Ala a Val) y CDR2 (GIn a Arg) y demostraron que no modificaban la afinidad global por IFNyhu
del anticuerpo NI-0501 (A6retromutado) en comparacion con el anticuerpo A6.

Tabla 6: Comparacion entre A6 y el gen IGHV6-57 funcional humano

COR 1 [&3) COR 2
IGLVE-57 humane NPMLTQPHSVSESPGKTVTISCIRSSESIRSHYVOWYQCRPGEEPTTVIYEDHORPEGVE 60
AE-V. HFMLTQPHS‘JSEEmmTIsmEsgagﬂsmgwymgmsﬁmwi'rga: BRFEGYDR &0

B L L L T e T T

E F2.8q COR 3

IGLVE-57 humane DRFSGSIDSSSHERSLTISGLETEDEADYYCRSYEfEEH - - - -~ - - - - - - - - - 8 [SEQ ID HD:117)
AG-VL DRFSGSIDSSSMTASLTI SaLEAEDEADYY COaYDIHaNEMPOGETHLTVLG 112 (SEQ ID
HO:118)

Ak EE A A A AR bl . kTR E Eh

Las secuencias completas de las cadenas pesadas y ligeras de NI-0501 se exponen en las figuras 1A a 1D. Los
nucleodtidos y residuos de aminoacidos que se retromutaron para producir el anticuerpo NI-0501 (es decir, aquellos
nucleodtidos y residuos que se cambiaron de la secuencia de A6 original) estan subrayados y en cursiva en las
figuras 1Ay 1C.

EJEMPLO 9: Afinidad y cinética de union del anticuerpo anti-IFNyhu

Se caracterizaron la afinidad y cinética de unién del anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 en un instrumento Biacore 2000
(Biacore AB, Uppsala, Suecia). Se inmovilizaron 200 UR de NI-0501 por quimica de EDC/NHS en un chip Biacore
C1. Se midi6 la union haciendo pasar IFNyh (R&D Systems) en tampdn HBS-EP a concentraciones de entre 200 nM
y 1 nM. La velocidad de flujo era de 100 pl/minuto y la temperatura se fijo a 25°C. Los datos se ajustaron segun el
modelo de Langmuir 1:1 y se determinaron los valores de Kon, Koff Y Kp (figura 18).

EJEMPLO 10: Actividad del anticuerpo anti-IFNyhu

Se comparo la actividad del anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 con la actividad del anticuerpo producido por el clon A6
(es decir, el anticuerpo anti-IFNyhu A6). En este estudio, se evalué la capacidad de cada anticuerpo anti-IFNyhu para
inhibir la regulacion por incremento de CMH clase Il inducida por IFNy humano recombinante (IFNyhur) en la linea
celular de melanoma humano, Me67.8. Brevemente, se incubaron células de melanoma Me67.8 con IFNyhur, en

31



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2381203 T3

presencia de NI-0501 o el anticuerpo anti-IFNyhu A6 durante 48-72 h. Se midio la regulacion por incremento de CMH
clase Il tal como se describié anteriormente en el ejemplo 5. Los dos anticuerpos presentaron una actividad similar,
lo que demuestra que las retromutaciones en el anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 no modificaron la actividad del
anticuerpo (figura 19).

Luego se sometié a prueba la actividad del anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 con IFNy nativo. En este estudio, se
activaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas con 1 ug/ml del mitégeno PHA durante 48 h,
y se sometieron a prueba los sobrenadantes a través de ELISA para determinar la presencia de IFNy nativo. Este
sobrenadante se utilizd luego para estimular la regulacién por incremento de CMH clase Il en células Me67.8. NI-
0501 pudo neutralizar la regulacion por incremento de CMH clase 1l inducida por IFNy humano nativo (figura 20).

EJEMPLO 11: Reactividad cruzada del anticuerpo anti-IFNyhu

Ensayo de unién: Se sometié a prueba NI-0501 para determinar su capacidad para unirse a IFNy usando un ensayo
de formato ELISA tipo sandwich. Brevemente, se capturd el IFNy de la especie mencionada en el titulo de cada
grafico mostrados en la figura 21 con NI-0501 recubierto previamente (-A-)o Acm anti-IFNy de especie de control
(-m-). Se detecto el IFNy de cada especie usando un anticuerpo policlonal especifico para el IFNy en ese ensayo. Tal
como se observa en la figura 21, NI-0501 que une a IFNy de rata es similar al anticuerpo de control, pero no para las
otras especies, excluyendo el macaco.

Neutralizacion de la actividad de IFNy. Se sometié a prueba el anticuerpo NI-0501 para determinar su capacidad
para neutralizar o inhibir proteinas de IFNy recombinantes de varias especies diferentes. Brevemente, se puso en
cultivo IFNy recombinante de las diversas especies sometidas a prueba, con células Me67.8 en presencia o
ausencia de NI-0501 durante 48-72 h. Se midio la regulacién por incremento de CMH clase Il tal como se describio
anteriormente en el ejemplo 5. Se demostro la reactividad cruzada con, y la neutralizacion de, IFNy de macaco
mediante la inhibicion de la regulaciéon por incremento de CMH clase Il en la linea celular de melanoma humano,
Me67.8 (figura 21). NI-0501 pudo inhibir IFNy de macaco pero no pudo neutralizar IFNy de las otras especies
sometidas a prueba, demostrando que no hay reactividad cruzada del anticuerpo con estas especies (tabla 7).

Tabla 7: Reactividad Cruzada del NI-0501

NI-0501 IFNyhun | IFNyhur IFNymn IFNymr | IFNypr | IFNygr | IFNyrr | IFNyrar
Union + + + + - - - -
Neutralizacion + + + + * * * *

hun = IFNy humano nativo

hur = IFNy humano recombinante
mn = IFNy de macaco nativo

mr = IFNy de macaco recombinante
pr = IFNy de perro recombinante
gr = IFNy de gato recombinante
rr = IFNy de rata recombinante
rar = IFNy de ratén recombinante
+ = reactividad cruzada

- = no hay reactividad cruzada

* = no sometido a prueba

Ademas, se activaron PBMC de macaco con 1 pg/ml del mitégeno PHA durante 48 h, y se sometieron a prueba los
sobrenadantes a través de ELISA para determinar la presencia de IFNy nativo. Este sobrenadante se utilizé luego
para estimular la regulacion por incremento de CMH clase Il con Me67.8. NI-0501 pudo neutralizar la regulacion por
incremento de CMH clase Il inducida por IFNy de macaco (figura 22).

EJEMPLO 12: Actividad bioldgica del anticuerpo anti-IFNyhu

Los estudios descritos en el presente documento se disefiaron para someter a prueba la actividad biologica del
anticuerpo anti-IFNyhu NI-0501 con su administracion a macacos. Se eligié NI-0501 para los estudios de seguridad y
farmacocinética (PK) descritos en el presente documento porque se encontrd que este anticuerpo anti-IFNyhu puede
dar reactividad cruzada con el IFNy de macacos, tal como se describié anteriormente. Para evaluar los efectos
clinicos adversos después de multiples infusiones intravenosas, se les infundié a los monos las dosis siguientes: 30
mg/kg, 100 mg/kg y 200 mg/kg.
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En ratones con un gen de IFNy perturbado, se observaron niveles disminuidos de IgG2a y niveles aumentados de
IgG1 en respuesta a la inmunizacion con KLH, demostrando la correlacién entre IFNy y la respuesta de IgG. Durante
el estudio toxicoldgico principal de 13 semanas, se inmunizaron los monos con KLH en adyuvante incompleto de
Freund (IFA). Una respuesta inmunitaria tipica frente a KLH/IFA en monos, tratados conjuntamente con placebo,
provoca una respuesta de IgM e IgG especifica para KLH detectable en el suero. Estos estudios se disefiaron para
evaluar si la neutralizaciéon de IFNy en monos tratados con NI-0501 que se inmuniza con KLH en IFA, altera el titulo
de IgG especifico de KLH.

EJEMPLO 13: Modulacién de la actividad de IFNy usando anticuerpos anti-IFNyhu

La produccion de la quimiocina IP-10 esta regulada por incremento por IFNy en varias lineas celulares diferentes.
Basandose en esta observacion, se desarrollé6 un ensayo en sangre completa. En este ensayo en sangre completa,
se mezclaron muestras de sangre completa de varios donantes con una concentracion fija de IFNy y diferentes
concentraciones de NI-0501. Después de la incubacién, se midieron los niveles de IP-10 mediante ELISA como
medio para evaluar la eficacia del anticuerpo anti-IFNy para bloquear la produccién de IP-10 (figura 23).

Otras realizaciones

Aunque se ha descrito la invencion junto con la descripcion detallada de la misma, la descripcion anterior pretende
ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que esta definido por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Anticuerpo anti-IFNy monoclonal completamente humano aislado o fragmento del mismo, comprendiendo
dicho anticuerpo:

(a) una region CDR1 de V4 que comprende la secuencia de aminoacidos SYAMS (SEQ ID NO:3);

(b) una regiéon CDR2 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:4), y

(c) una region CDR3 de Vy que comprende la secuencia de aminoacidos DGSSGWYVPHWFDP (SEQ ID
NO:5);

(d) una region CDR1 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos TRSSGSIASNYVQ (SEQ ID
NO:8);

(e) una region CDR2 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos EDNQRPS (SEQ ID NO:9); y

(f) una region CDR3 de V. que comprende la secuencia de aminoacidos QSYDGSNRWM (SEQ ID NO:10);
y uniéndose dicho anticuerpo al IFNy humano.

Anticuerpo segun la reivindicacién 1, siendo dicho anticuerpo un isotipo de IgG.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, comprendiendo dicho anticuerpo una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una region variable de cadena

ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3 y un vehiculo.

Uso de un anticuerpo anti-IFNy en la fabricacion de un medicamento para aliviar un sintoma de una
enfermedad autoinmunitaria o un trastorno inflamatorio en un sujeto que necesita el mismo, en el que dicho
anticuerpo es un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y en el que dicho
anticuerpo esta presente en dicho medicamento en una cantidad suficiente para aliviar el sintoma de la
enfermedad autoinmunitaria o del trastorno inflamatorio en el sujeto.

Uso segun la reivindicacion 5, en el que dicho sujeto es un ser humano.

Uso segun la reivindicacion 5, en el que dicha enfermedad autoinmunitaria o dicho trastorno inflamatorio se
selecciona del grupo que consiste en enfermedad de Crohn, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, artritis
reumatoide, vasculitis, dermatitis atopica y esclerosis multiple secundaria progresiva.

Uso segun la reivindicacion 5, en el que dicho medicamento se formula para administracion intravenosa.

Uso segun la reivindicacion 5, en el que dicho anticuerpo se administra conjuntamente con un segundo
agente seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una anticitocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31;

(b) un reactivo antiquimiocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31; y

(c) una quimiocina seleccionada de MIP1 alfa, MIP1 beta, RANTES, MCP1, IP-10, ITAC, MIG, SDF y
fractalcina.

Uso de un anticuerpo anti-IFNy en la fabricacion de un medicamento para reducir la expresion del CMH
clase Il en una célula, en el que dicho anticuerpo anti-IFNy es un anticuerpo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho medicamento se formula para entrar en contacto con una célula, y en
el que dicho anticuerpo anti-IFNy esta presente en dicho medicamento en una cantidad suficiente para
reducir la expresion del CMH clase |l en dicha célula.

Uso segun la reivindicacién 10, en el que dicha célula es una célula de melanoma humano.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

ES 2381203 T3

Uso segun la reivindicacion 10, en el que dicha célula se pone en contacto con un segundo agente
seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una anticitocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31;

(b) un reactivo antiquimiocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31; y

(c) una quimiocina seleccionada de MIP1 alfa, MIP1 beta, RANTES, MCP1, IP-10, ITAC, MIG, SDF y
fractalcina.

Anticuerpo anti-IFNy para su uso en un método para aliviar un sintoma de una enfermedad autoinmunitaria
o un trastorno inflamatorio en un sujeto que necesita el mismo, siendo dicho anticuerpo un anticuerpo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

Anticuerpo segun la reivindicacion 13 para su uso en el método segun la reivindicacion 13, en el que dicho
sujeto es un ser humano.

Anticuerpo segun la reivindicacion 13 para su uso en el método segun la reivindicacion 13, en el que dicha
enfermedad autoinmunitaria o dicho trastorno inflamatorio se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Crohn, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, artritis reumatoide, vasculitis, dermatitis
atopica y esclerosis multiple secundaria progresiva.

Anticuerpo segun la reivindicaciéon 13 para su uso en el método segun la reivindicacion 13, administrandose
dicho anticuerpo por via intravenosa.

Anticuerpo segun la reivindicaciéon 13 para su uso en el método segun la reivindicacion 13, administrandose
conjuntamente dicho anticuerpo con un segundo agente seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una anticitocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31;

(b) un reactivo antiquimiocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31; y

(c) una quimiocina seleccionada de MIP1 alfa, MIP1 beta, RANTES, MCP1, IP-10, ITAC, MIG, SDF y
fractalcina.

Anticuerpo anti-IFNy para su uso en un método para reducir la expresion del CMH clase Il en una célula,
siendo dicho anticuerpo anti-IFNy un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
formulandose dicho anticuerpo anti-IFNy para entrar en contacto con una célula en una cantidad suficiente
para reducir la expresién del CMH clase Il en dicha célula.

Anticuerpo anti-IFNy segun la reivindicacion 18 para su uso en el método segun la reivindicacién 18, en el
que dicha célula es una célula de melanoma humano.

Anticuerpo anti-IFNy segun la reivindicacion 18 para su uso en el método segun la reivindicacién 18, en el
que dicha célula se pone en contacto con un segundo agente seleccionado del grupo que consiste en:

(a) una anticitocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31;

(b) un reactivo antiquimiocina que reconoce una o mas citocinas seleccionadas de IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27 e IL-31; y

(c) una quimiocina seleccionada de MIP1 alfa, MIP1 beta, RANTES, MCP1, IP-10, ITAC, MIG, SDF y
fractalcina.
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTIGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1e s ggg 1 vdg Pgg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTIAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca as g f t £f s s ya m s w VvV r g a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
p g k gl e w v s a i1 s g 8 gg s t y vy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
a d 8 v kg r £f t i & r d n s k nt 1y
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATGGT
l1 gm n s 1l r a e d t av yyc akdg
301 AGCAGTGGCT GGTACGTACC ACACTGGTTC GACCCCTGGG GCCAGGGCAC CCTGGTCACC
s s g wy v p hwf 4apw g gg t 1 v t
361 GTCTCCTCA (SEQ ID NO:1)
v s s (SEQ ID NO:2)

Fig. 1A

. SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKDG SSGWYVPHWF DPWGQGTLVT
121 VSS (SEQ ID NO:2) (SEQ ID NO:5)

Fig. 1B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL
1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGCGARGAC GGTAACCATC
n £fm 1 t g phs v s e s pgk t v t i
61 TCCTGCACTC GCAGCAGTGG CAGCATTGCC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAACAGCGC
s ¢t r &8 8 g s i a s any Vv gdgw Yy agTr«r
121 CCGGGCAGTT CCCCCACCAC TGTCATCTAT GAGGATAACC AGAGACCCTC TGGGGTCCCT
P gs spt tviy edn gzrp s gvVvDp
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAATTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGG
d r £f 8 g s i d s s s n s a s 1l t i s g
241 CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATGGCAG CAATCGTTGG
lktedeadyycqsydgsnrw
301 ATGTTCGGCG GAGGGACCAA GCTGACCGTC CTA (SEQ ID NO:6)
m f g g gt kX 1 t v 1 (SEQ ID NO:7)

Fig. 1C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:8) (SEQ ID NO:9)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIA SNYVOWYQQR PGSSPTTVIY EDNQORPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQSYDGSNRW MFGGGTKLTV L (SEQ ID'NO:7)
(SEQ ID NO:10)

Fig. 1D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1e s ggg 1l vg pgg s 1 1l
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca a s g £ t £ s8 s y a meg w Vv r gq a
121 CCAGGGARAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
P 9k gle wvsa isg s gg s tyy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
a ds v kg r £f £t i s r d n s k nt 1 vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATGGT
1l gm n sl raed t av v v ¢ ak dg
301 AGCAGTGGCT GETACGTACC ACACTGGTTC GACCCCTGGG GCCGGGGCAC CCTGGTCACC
s s g wyv p hwi{f d4dpw gr g t 1l v t
361 GTCTCGAGT (SEQ ID NO:102)
v s s (SEQ ID NO:103)

Fig. 1E

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH

(S8EQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)

1 EVOLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA TSGSGGSTYY

61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKDG SSGWYVPHWF DPWGRGTLVT
121 VvSS (SEQ ID NO:103) (SEQ ID NO:5)

Fig. 1F

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTAACCATC
n fm 1 t g p h s v 8 e s p g k t v t i
61 TCCTGCACTC GCAGCAGTGG CAGCATTGTC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAACAGCGC
s ¢t r s 8 g 8 i v 88 ny VvV gqWw Y qdgq <
121 CCGGGCAGTG CCCCCACCAC TGTCATCTAT GAGGATAACC GGAGACCCTC TGGGGTCCCT
P g s apt t v iy edn rrp s g Vv oD
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAATACTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGG
d r f s gs i d s s s nt as 1l t i s g
241 CTGGAGGCTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATGGCAG CAATCGTITGG
l e 2a e de ady vy ¢ g8 v dg 8 n r w
301 ATGTTCGGCE GAGGGACCAA GCTGACCGTC CTAGGT (SEQ ID NO:104)
m £f g g gt k 1 t v 1 g (SEQ ID NO:105)

Fig. 1G

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL
(SEQ ID NO:106) (SEQ ID NO:107)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIV SNYVOWYQOR PGSAPTIVIY EDNRRPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNTASLTISG LEAEDEADYY - COSYDGSNRW MFGGCTKLTV LG (SEQ ID NO:105)
(SEQ ID NO:10)

Fig. TH
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1l 1le s ggg 1 v g pgg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ a a s g f t £ s s y a m s w Vv r q a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
P 9k gl e wvsa i1 s g s gg s t vy Yy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
a dse v kg r f t i g8 r d ns k nt 1 vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATCAT
l gm n s 1l r aed tav y vy c¢c a k dohbh
301 AGCAGTGGCT GGTACGTAAT CTCCGGTATG GACGTCTGGG GCCGAGGGAC AATGGTCACC
s s g wyv i s gm dv w g r g t m v t
361 GTCTCGAGT (SEQ ID NO:11)
v s 8 (SEQ ID NO:12)

Fig. 2A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKDH SSGWYVISGM DVWGRGTMVT
121 VSS (SEQ ID NO:12) (SEQ ID NO:13)

Fig. 2B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTAACCATC
n £f m 1 tgqg phs v s e s p gk t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CAGCATTGCC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t r s s gsia s ny Vv.gw Yy qgag r
121 CCGGGCAGTT CCCCCACCAC TGTGATCTCT GAGGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
P g s s pt tvis e dn qgqrp s g Vv op
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCGT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATTTCTGGA
d r f 8 g s v ds s s n s as 1l t i s g
241 CTGAGGACTG AGGACGAGGC TGACTATTAC TGTCAGTCTA ATGATTCCGA CAATGTGGTT
1 rt e de adyy ¢ gs8 nds dnv v
301 TTCGGCGGAG GGACCAAGCT GACCGTCCTA GGT (SEQ ID NO:14)
f g g gt k 1 t v 1 g (SEQ ID NO:15)

Fig. 2C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:16) (SEQ ID NO:17)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIA SNYVOWYQOR PGSSPTTVIS EDNQRPSGVP
61 DRFSGSVDSS SNSASLTISG LRTEDEADYY COSNDSDNVV FGGGTKLTVL G (SEQ ID NO:15)
(SEQ ID NO:18)

Fig. 2D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGITGGAGTC TGGGGGARGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1 e s ggg 1 vg pgg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca a s g £t £ s s ya msw Vv r ga
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
P g k gl e wv s a 1 s g s g gdg s t y vy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATCCCAAGAA CACGCTGTAT
ads vkg rf t i s r d np k nt 1 vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAAGGACCTA
l gm n s 1l r a e d t av yv v c a k d 1l
301 ACAGTGGGTG GTCCCTGGTA CTACTTTGAC TACTGGGGCC AAGGAACCCT GGTCACCGTC
t vg gpw vy £ d v wg ggt 1 v it v
361 TCGAGT (SEQ ID NO:19)
s s (SEQ ID NO:20)

Fig. 3A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNPKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCAKDL TVGGPWYYFD YWGQGTLVTV
121 SS (SEQ ID NO:20) (SEQ ID NO:21)

Fig. 3B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTIC CGGGGAAGAC GGTAACCATC
n f m 1 t g p h s v 8 e s pg k t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CAGCATTGTC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t r s s gs i v s ny vdaw yvy qgagercr
121 CCGGGCAGTG CCCCCACCAC TGTGATCTTT GACGATGACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
p 9 & ap¢t t v i f ddd grp s g v p
181 GGTCGGTTCT CTGGCTCCCT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGG
gr £ s gs 1 d s s s ns as 1l t i s g
241 CTGCAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATAGCAG CAATGTGGTA
l gt e de adyy ¢ gs yds s nv v
301 TTCGGCGEGGG GGACCAAGGT CACCGTCCTA GGT (SEQ ID NO:22)
f g g gt k v t v 1 g (SEQID NO:23)

Fig. 3C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL
(SEQ ID NO:8) (SEQ ID NO:25)
1 NFMLTQPHSV SESPGKIVTI SCTRSSGSIV SNYVQWYQQR PGSAPTTVIF DDDORPSGVP
61 CRFSGSLDSS SNSASLTISG LQTEDEADYY CQSYDSSNVV FGGGTKVIVL G (SEQ ID NO:23)
. (SEQ ID NO:26)

Fig. 3D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC
e v.g 1 1 e
TCCTGTGCAG CCTCTGGATT
s ¢c a a s g
CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG
P 9 k g 1 e
GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
a d s v k g
CTGCAAATGA ACAGCCTGAG
l gm n s 1
TGGAACGCGC TGGGATGGCT
w na 1 g w

CGTCTCGAGT (SEQ ID NO:

TGGGGGAGEC TTGGETACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
s g g 1 vg pgg s 1 r 1
CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
f t £fs s y a msw Vv r g a
GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
w Vv 8 a i s g 8 g g s t vy v
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
r £ t 1 s r d n s k nt 1 vy
AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAAAGATGGA
r a e d t a v y yc ak dg
TGAATCCTGG GGCCGGGGCA CCCTGGTCAC

l e s w gr g t 1w

27)

t v s s (SEQ ID NO:28)

Fig. 4A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH

(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCAKDG WNALGWLESW GRGTLVTVSS (SEQ

ID NO:28) (SEQ ID NO:29)
Fig. 4B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAGGAC GATAACCATC
n fm 1 t g p hs v 8 e s pgzr t i t i
TCCTGCACCC GCAGTGGTGG CAGCATTGGC AGCTACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t r s g gs i g s y vy VvV aw Yy qgqgqTr
CCGGGCACTG CCCCCACCAC TGTGATCTAT GACGATAAAA AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
p gt apt tv iy d4 %k k r p B8 g Vv p
GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
d r f s gs i ds s s ns as l t i s g
CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAT TGTCAGTCTT ATGATAGCAA CAATCTTGTG
l k t e de ady y ¢ gs yds nnl v
GTTTTCGGCG GAGGGACCAA GGTCACCGTC CTAGGT (SEQ ID NO:30)
v £ g g gt k v t v 1 g (SEQ ID NO:31)

Fig. 4C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL
(SEQ ID NO:32) (SEQ ID NO:33)
1 NFMLTQPHSV SESPGRTITI SCTRSGGSIG SYYVOWYQOR PGTAPTTVIY DDKKRPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADVY CQSYDSNNLV VFGGGTKVIV LG (SEQ ID NO:31)
(SEQ ID NO:34)

Fig. 4D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGEGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1e s ggg 1l v g pgg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ a a s g f t £ s 88 y a ms w vIr g a
121 CCAGGGRAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGETGGTAG CACATACTAC
p g k gl e wveea 18 g 8 gg9g st vy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
a d s v kg r f t i s r d n s k nt 1 vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATGGT
l gm n s 1 raed t awv vy c ak dg
301 AGCAGTGGCT GGTACGTACC ACACTGGTTC GACCCCTGGG GCAGGGGGAC AATGGTCACC
s s g wy v phwif 4dpw grg t mv t
361 GTCTCGAGT (SEQ ID NO:35)
v s s (SEQ ID NO:36)

Fig. 5A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCAKDG SSGWYVPHWF DPWGRGTMVT
121 VSS (SEQ ID NO:36) (SEQ ID NO:5)

Fig. 5B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL
1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTAACCATC
n fm 1 t g p h s v s e s p gk t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CACCATTGCC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t rs s gt ia s ny vdgw Y gdgr
121 CCGGGCAGTT CCCCCACCAC TGTGATCTAT GAGGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
P gs s pt tviy edn qzrp s g v p
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
d r £f 8 gs i d s &8 s ns a s 1l t i s g
241 CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATAACAG CAATCATTGG
l kKt e de adyy ¢ gs ydn s nh w
301 GTGTTCGGCG GAGGGACCAA GGTCACCGTC CTAGGT (SEQ ID NO:37)
v £f g g gt kX v t v 1 g (SEQ ID NO:38)

Fig. 5C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL
(SEQ ID NO:39) (SEQ ID NO:17)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGTIA SNYVQWYQQOR PGSSPTTVIY EDNQRPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQSYDNSNHW VFGGGTKVIV LG (SEQ ID NO:38)
(SEQ ID NO:40)

Fig. 5D

41



ES 2381203 T3

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CAGGGGGGTC CCTGAARACTC
e vg 1l 1 e s ggg 1l vag p gg s 1 k 1
61 TCCIGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCAATGCCA TGAGTTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca asg f t f s s na ms w v Ir ga
121 CCAGGGRAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAACT CTTACTGGTA GTGGTGETAC CGCATACTAC
p 9 k gl e wvis t 1t g s gg t ayy
181 GCAGACTCCG TGGAGGGCCG GTTCAGCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACACTGTAT
a d s ve g r £f s i s r d n s k nt 1l vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GARAGGGCACG
l gm n s 1 r aed t awv y y c ak gt
301 GAACTCGTGG GAGGAGGACT TGACAACTGG GGCCAAGGCA CCCTGGTCAC
e 1l v 9gg 1 dnw ggg t 1 v
351 CGTCTCGAGT (SEQ ID NO:41)
t v s s (SEQ ID NO:42)

Fig. 6A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:43) (SEQ ID NO:44)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLKL SCAASGFTFS SNAMSWVRQA PGKGLEWVST LTGSGGTAYY
61 ADSVEGRFSI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKGT ELVGGGLDNW GQGTLVTVSS (SEQ
ID NO:42) (SEQ ID NO:45)

Fig. 6B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTCTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTGACGATC
n f m 1 £t g p h s 1 & e s pg k t v t i
61 TCCTGCACCG GCAGCGGAGG CAGCATTGCC ACCAACTATG TGCAGTGGTA TCAGCAGCGC

s ¢t g s g g s ia tny Vv gw y qgagT_«r
121 CCGGGCAGTG CCCCCACCAC TGTGATCCAT GAGGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT

P g 8 ap¢t t v ih edn qr p 8 g Vv p
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACGGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA

d r £ 5 g s i d g s s n s a s 1 t i 8 g
241 CTGCAGCCTG AGGACGAGGC TGATTACTAC TGTCAGTCTT ATGATAGTGA CAATCATCAT

l1 gp e de adyy cgses yds d4dnhh
301 GTGGTATTCG GCGGAGGGAC CAAGCTGACC GTCCTAGGT (SEQ ID NO:46)

vv £ ggg t k 1 t v 1 g (SEQ ID NO:47)

Fig. 6C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:48) (SEQ ID NO:17)
1 NFMLTQPHSL SESPGKTVTI SCTGSGGSIA TNYVOWYQQR PGSAPTTVIH EDNQRPSGVP
61 DRFSGSIDGS SNSASLTISG LQPEDEADYY CQSYDSDNHH VVFGGGTKLT VLG (SEQ ID NO:47)
(SEQ ID NO:49)

Fig. 6D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC
e v.g 1 1 e
TCCTGTGCAG CCTCTGGATT
s ¢ a a s ¢
CCAGGGARGG GGCTGGAGTG
p g k gl e
GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
a d s v k g
CTGCAAATGA ACAGCCTGAG
l1 gm n s 1
TGGAACGCGC TGGGATGGCT
w na 1 g w
CGTCTCGAGT (SEQ ID NO
t v s & (SEQ ID NO

TGGGGGAGGEC TTGGTACAGC CTGEGGGGTC CCTGAGACTC
E g g g 1 vg p 9 g s 1 r 1
CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
f t £f 8 8 y a m s w v r g a
GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
w v s a 1 s g s g g s t vy vy
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
r £ t i s rd mn s k nt 1l vy
AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAAAGATGGA
r a e d t av vy yc ak dg
TGAATCCTGG GGCAAGGGGA CAATGGTCAC

l e s w g k g t m v

:50)

:51)

Fig. 7A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH

(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKDG WNALGWLESW GKGTMVIVSS (SEQ

ID NO:

61

121

181

241

301

51)

(SEQ ID NO:29)

Fig. 7B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

AATTTTATGC TGACTCAGCC
n f m 1 t g
TCCTGCACCG GCAGCAGTGG
s ¢ t g 8 8
CCGGGCAGTG CCCCCACCAC
P g s apt
GATCGGTTCT CTGGCTCCAT
d r £ s g s
CTGARGACTG AGGACGAGGC
1 k £t e d e
GTGGTATTCG GCGGAGGGAC

vviEi ggg

CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTAACCATC

p h s w s e s p g k E v t i
CAGCATTGCC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
g s i a s ny v.gqw Yy qgg<r
TGTGATCTAT GAGGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
t viy edn g r p 8 g Vv p
CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
ids s 8 ns a sl t i s g
TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATAGCAG CAATCAAGAG
ady vy ¢ gs y 4 s E n q e

CAAGCTGACC GTCCTAGGT (SEQ ID NO:53)
t ¥k 1 t v 1 g (SEQ ID NO:54)

Fig. 7C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:55) (SEQ ID NO:17)

1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTGSSGSIA SNYVOWYQOR PGSAPTTVIY EDNQRPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQOSYDSSNQE VVFGGGTKLT VLG (SEQ ID

NO:54)

(SEQ ID NO:56)

Fig. 7D

43



ES 2381203 T3

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGETACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1 e s g g g l vg p g g s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca as g £t f s s y a ms w v r g a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
p g9 k gl e w v s a i s g s g g s t y Y
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
ads v kg rrfti s rd ns k nt1ly
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGATGGT
l gm n s 1l raed t av yyc akdg
301 AGCAGTGGCT GGTACGTACC ACACTGGTTC GACCCCTGGG GCCAGGGAAC CCTGGTCACC
s s g wy Vv p h w £ d p w g d g t 1 v t
361 GTCTCGAGT (SEQ ID NO:57)
v 8 & (SEQ ID NO:58)

Fig. 8A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCAKDG SSGWYVPHWF DPWGQGTLVT
121 VSS (SEQ ID NO:58) (SEQ ID NO:5)

Fig. 8B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTTACCATC
n £f m 1 t g p h s v s e s P g k t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CAGCATTGTC AGCAACTATG TACAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t r 8 s g 8 i v s ny Vv dw Y qgdTr
121 CCGGGCAGTT CCCCCACCAC TGTGATCTAT GAGGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
p g s s pt tviy edn qIrp 8 g Vv Dp
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
d r £f s gs 1 ds s s ns a s 1l t i s g
241 CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATAGCAA CAATTTTTGG
l k£t e de adyy ¢ gs yds nnf w
301 GTGTTCGGCG GAGGCGACCAA GCTGACCGTC CTAGGT (SEQ ID NO:59)
v £ g g gt kX 1 t v 1 g (SEQ ID NO:60)

Fig. 8C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL
(SEQ ID NO:8) (SEQ ID NO:17)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIV SNYVOWYQQOR PGSSPTTVIY EDNQRPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQSYDSNNFW VFGGGTKLTV LG (SEQ ID
NO:60)

(SEQ ID NO:61)

Fig. 8D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1 e 8 99g9g 1 vg pgg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca as g £ t £ s sy a msw Vv r g a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
P 9 k gl e w v s a 1 s g s gg 8 t v vy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGARA CACGCTGTAT
ads v kg rr £ t i s r d n s k nt 1l vy
241 CTGCARATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGT GAARAAGGTCC
l gm n s 1 r a e d t av yyoc v k r s
301 TTTGATAGTG GTGGGTCCIT TGAGTACTGG GGCCAGGGGA CAATGGTCAC
f ds ggs f e yw ggg t myv
351 CGTCTCGAGT (SEQ ID NO:62)
t v s s (SEQ ID NO:63)

Fig. 9A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCVKRS FDSGGSFEYW GQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:63) (SEQ ID NO:64)
Fig. 9B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL
1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTCACCATC

n £f m 1 t q p h s v s e s p g k t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CTACATTGCC AGCTCCTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC

s ¢t r s s gy i a 8 sy VvV gw Y g T
121 CCGGGCAGTT CCCCCACCAC TGTAATCTTT GAGGATGACC GGAGACCCTC TGGGGTCCCT

p g s s pt t v i f e dd rr p s g Vv p
181 GATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACGGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA

d r f s gs i dg s s ns as 1l t i s g
241 CTGAGGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGATGACAC CACTCCCTGG

l r t e de adyy ¢ gs yv dada t t pw
301 GTGTTCGGCG GAGGGACCAA GCTGACCGETC CTAGGT (SEQ ID NO:65)

v £ g k 1 t v 1 g (SEQ ID NO:66)

Fig.9C -

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:8) (SEQ ID NO:25)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGYIA SSYVOWYQQOR PGSSPTTVIF EDDRRPSGVP
61 DRFSGSIDGS SNSASLTISG LRTEDEADYY CQSYDDTTPW VFGGGTKLTV LG (SEQ ID NO:66)
(SEQ ID NO:26)

Fig.9D

g gt
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61

121

181

241

301

351

GAGGTGCAGC
e v g
TCCTGTGCRG
s ¢ a
CCAGGGAAGG
P 9 k
GCAGACTCCG
a d s
CTGCAAATGA
1 gm
AGCTGGTACC

8 W
CGTCTCGAGT
t v 8 s

ES 2381203 T3

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

TGTTGGAGTC
1 1 e
CCTCTGGATT
a s g
GGCTGGAGTG
g 1l e
TGAAGGGCCG
v k g
ACAGCCTGAG
n s 1
TGGARGATTT
l e d
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
s g g9 1lvg pgg s 1rl
CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
f t £f s s y a m s w Vv r q a
GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
w v s a 1 s g s gg s t y Y
GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
r £t i s r d n s k n t 1 vy
AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAGAGTCGGC
r a e d t a v y y c ar v g
TGATATCTGG GGCCGGGGGA CAATGGTCAC

f d i w gr g t m v

67)

68)

Fig. 10A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH

(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCARVG SWYLEDFDIW GRGTMVTVSS (SEQ
ID NO:68)

61

121

181

241

301

AATTTTATGC
n f m
TCCTGCACCC
s ¢ t
CCGGGCAGTT
Pp g s
GCTCGGTITCT
a r £t
CTGGAGACTG
l e t
GGTGTGGTAT
a v v

(SEQ ID NO:69)

Fig. 10B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

TGACTCAGCC
1 t g
GCAGCAGTGG
r s s
CACCCACCAC
s p ¢t
CTGGCTCCAT
5 g s
ACGACGAGGC
d d e
TCGGCGGAGG

f g g

CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTTACCATC

p h s v s e s p gk t v £ i
CAGCATTGCC AGCAACTATG TTCACTGGTA TCAGCAGCGC
g s i a s ny v h w yv g T
TGTGATCTAT GAGGATAACC GAAGACCCTC TGGGGTCCCT
t viy edmn rrp 8 g Vv p
CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
id s s s ns as 1 t i s ¢

TGACTACTAC TGTCAGTCTT CTGATACCAC CTATCATGGA
adyy ¢ gs s d¢t t y h g
GACCAAGCTG ACCGTCCTAG GT (SEQ ID NO:70)
g t k1 t v 1 g (SEQ ID NO:71)

Fig. 10C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:72)

(SEQ ID NO:9)

1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIA SNYVHWYQOR PGSSPTTVIY EDNRRPSGVP
61 ARFSGSIDSS SNSASLTISG LETDDEADYY CQSSDTTYHG GVVFGGGTKL TVLG (SEQ ID NO:71)

{SEQ ID NO:73)

Fig. 10D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1 e s 99g9g 1 vg pgg s 1 rl
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca as g f t £ s sy a ms w v r gq a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
P 9 k gl e wv s a 18 g s gg 8 t ¥y Y
181 GCAGACTCCG TGRAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
ads vkg r f t i g8 r d ns k nt 1l vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAAAGGCGGT
l gm n s 1 r a e d t av yv vy c¢c ak g g
301 AACTACGGTG ATTACTTCGA CTACTTTGAC TACTGGGGCA GAGGGACAAT GGTCACCGTC
nyg dy £f dy £ 48 ywg r gt mv t v
361 TCGAGT (SEQ ID NO:74)
Fig. 11A

s s (SEQ ID NO:75)
SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKGG NYGDYFDYFD YWGRGTMVTV
121 SS (SEQ ID NO:75) (SEQ ID NO:76)

Fig. 118B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTAACCATC
n £f m 1 t g p h s v s e s p gk t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CAGCATTGCC AGCAATTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t r & 8 g s i a s ny VvV dw ¥ ggTr
121 CCGGGCAGTG CCCCCACCAT TGTGATCTAT GAAGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
P g s ap¢t i v iy edn grp s g Vv oD
1B1 CATCGGTTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
h r £f 8 g s i d s 8 s n s a s 1 t i s g
241 CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT ATGAGGGGTT CGGCGGAGGG
1 kt e de adyy cgqgqs v e g f gagg
301 ACCAAGCTGA CCGTCCTAGG T (SEQ ID NO:77)
t k 1 t v 1 g (SEQ ID NO:78)

Fig. 11C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:16) (SEQ ID NO:17)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIA SNYVOWYQQR PGSAPTIVIY EDNQRPSGVP
61 HRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQSYEGFGGG TKLTVLG (SEQ ID NO:78)
(SEQ ID NO:79)

Fig. 11D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 1 1 e s ggg 1l vg pgg s 1 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ a asg f t £f s s y a ms w Vv r g a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTE GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
P 9k gl e wvisa is g s gg s t vy Yy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACTATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
a ds v kg r £ t i s r d ns k nt 1 vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTIGT ATTACTGTGC GARAAGATGGA
1 gm n s 1 r ae d t av vy c¢c akdg
301 TGGAACGCGC TGGGATGGCT TGAATCCTGG GGCCAGGGGA CAATGGTCAC
w na 1 gw 1 e s w ggqgg t m v
351 CGTCTCGAGT (SEQ ID NO:80)
t v s s (SEQ ID NO:81)

Fig. 12A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH

(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)
1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKDG WNALGWLESW GQGTMVTVSS (SEQ
ID NO:81) (SEQ ID NO:29)

Fig. 12B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACGCTIGTG TCGGAGTCTC CGGGGARAGAC GGTGACCATT
n f m 1 t g p hawv s e s pg k t v t i
61 TCCTGCACCG GCAGAAATGG CAACATTGCC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t gr n gmnia s ny Vv ddw ¥ qggT«T
121 CCGGACAGTG CCCCCACCCT TATAATCTTT GAAGATACCC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
p ds apt 1 i i £ e d¢t qgr p s g v p
181 ACTCGGCTCT CAGGCTCCAT CGACACCTCC TCCAATTCTG CCTCCCTCAT CATCTCTTCA
t rl1l 8 gs i d¢t s s ns a s 1 i i s s
241 TTGRAGGACTG AGGACGAGGC TGATTACTAC TGTCAATCTT CTGATTCCAA CAGGGTGCTG
l1 rt e de adyy ¢ gs 8 d s nr v 1
301 TTCGGCGGAG GGACCAAGGT CACCGTCCTA GGT (SEQ ID NO:82)
f g g gt k v t v 1 g (SEQ ID N0O:83)

Fig. 12C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:84) (SEQ ID NO:85)
1 NFMLTQPHAV SESPGKTVTI SCTGRNGNIA SNYVOWYQOR PDSAPTLIIF EDTQRPSGVP
61 TRLSGSIDTS SNSASLIISS LRTEDEADYY CQSSDSNRVL FGGCTKVTVL G (SEQ ID NO:83)
(SEQ ID NO:86)

Fig. 12D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGETC CCTGAGACTC
e vg 1 1l e s ggg 1l vag p9gg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca a s g £ t f£f s sy a ms w v r gqa
121 CCAGGGARGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
p 9 k gl e w v s a i s8s g B8 9g g s t vy vy
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
ads v kg r £t i s r d ns k nt 1l vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAAAGATTIT
l gm n s 1 r a e d t a v y vy c a k d f
301 TGGGTTATTA CCAGTGGGARA TGCGACTACTGG GEGGCGGGGGA CCACGGTCAC
w v i t s g ndyw gprg t t v
351 CGTCTCGAGT (SEQ ID NO:87)
t v s s (SEQ ID NO:88)

Fig. 13A

SECUENCIA DE PROTEINA DE VH

(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY

61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAKDF WVITSGNDYW GRGTTVTIVSS
(SEQ ID NO:88) (SEQ ID NO:89)

Fig. 13B

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTGACCATC
n fm 1 t q p h s v s e s pgk t v t i
61 TCCTGCACCC GCAGCAGTGG CAGCATTGCT AGCAATTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGC
s ¢t r s s g s ia s ny Vv.gqw Yy g ¢
121 CCGGGCAGTT CCCCCACCAC TGTGATCTTT GAAGATAACC GAAGACCCTC TGGGGTCCCT
P g9 s s pt t vif e dn rr p s g v p
181 GATCGGTTTT CTGGCTCCAT CGACACCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
d r f s gs i d¢t s s ns as 1l t i s g
241 CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAGTCTT TTGATAGCAC CAATCTTGTG
l k t e de adyy cgs £ ds t nl v
301 GTGTTCGGCG GAGGGACCAA GCTGACCGTC CTAGGT (SEQ ID NO:90)
v £ g ggt k 1 t v 1 g (SEQ ID N0O:91)

Fig. 13C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:16) (SEQ ID NO:9)
1 NFMLTQPHSV SESPGKTVTI SCTRSSGSIA SNYVOWYQQR PGSSPTTVIF EDNRRPSGVP
61 DRFSGSIDTS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQSFDSTNLV VFGGGTKLTV LG (SEQ ID NO:91)
(SEQ ID NO:92)

Fig. 13D
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE VH

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGAGACTC
e vg 11l e s 999 1 vg pgg s 1 r 1
61 TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTAGC AGCTATGCCA TGAGCTGGGT CCGCCAGGCT
s ¢ca as g £t £ s s vy a msw Vv Ir g a
121 CCAGGGAAGG GGCTGGAGTG GGTCTCAGCT ATTAGTGGTA GTGGTGGTAG CACATACTAC
p 9 k gl e wv s a i s g s g g s t yv v
181 GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCAGAGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT
ads v kg r f ti s rd ns k nt 1l vy
241 CTGCAAATGA ACAGCCTGAG AGCCGAGGAC ACGGCCGTGT ATTACTGTGC GAAAGATGGA
l gm n s 1 r aed t av yyc a k dag
301 TGGAACGCGC TGGGATGGCT TGAATCCTGG GGGAAGGGGA CCACGGTCAC
wnwa 1 gw 1 e s'w g kg t t v
351 CGTCTCGAGT (SEQ ID NO:93)
t v s s (SEQ ID NO:94)
Fig. 14A
SECUENCIA DE PROTEINA DE VH
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:4)

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVROA PGKGLEWVSA ISGSGGSTYY
61 ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCAKDG WNALGWLESW GKGTTVIVSS (SEQ
ID NO:94) (SEQ ID NO:29)

Fig. 14B

SECUENCIA DE NUCLEOQTIDOS DE VL

1 AATTTTATGC TGACTCAGCC CCACTCTGTG TCGGAGTCTC CGGGGAAGAC GGTAACCATC
n f m 1 t g p h s v 8 e s p gk t v t i
TCCTGCGCCG GCAGCAGTGG CAGCATTGCC AGCAACTATG TGCAGTGGTA CCAGCAGCGEC
s ¢ a g 8 8 g s i a 8 ny VvVagw Y g qr
CCGGGCAGTG CCCCCACCGC TGTGATCTAT GAGGATAACC AAAGACCCTC TGGGGTCCCT
p gs apt aviy edn gqrp s g Vv p
GATCGATTCT CTGGCTCCAT CGACAGCTCC TCCAACTCTG CCTCCCTCAC CATCTCTGGA
d r £f 8 g s i ds s B8 ns as 1l t i s g
CTGAAGACTG AGGACGAGGC TGACTACTAC TGTCAATCTT ACTCTTACAA CAATCAGGTC
1 k t e d e adyy ¢ qgqs8 Y s yY nnag Vv
GTGTTCGGCG GAGGGACCAA GGTCACCGTC CTAGGT (SEQ ID NO:S5)
v £ g 9 gt k v t v 1 g (SEQ ID NO:96)

Fig. 14C

SECUENCIA DE PROTEINA DE VL

(SEQ ID NO:97) (SEQ ID NO:17)
1 NFMLTQPHSV SESPGKIVTI SCAGSSGSIA SNYVOWYQQOR PGSAPTAVIY EDNQRPSGVP
61 DRFSGSIDSS SNSASLTISG LKTEDEADYY CQSYSYNNQV VFGGGTKVTV LG (SEQ ID NO:96)
(SEQ ID NO:98)

Fig. 14D
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DIF. DE RESP.

% DE INHIBICION DE LA EXPRESION
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