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DESCRIPCION
Métodos relacionados con LDCAM y CRTAM.
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES ANTERIORES

Esta solicitud reivindica el beneficio segun el articulo 119 del titulo 35 del Cddigo de los Estados Unidos de la
solicitud provisional de EE.UU. n° de serie 60/490.027, presentada el 25 de julio de 2003.

ANTECEDENTES
1. Campo de lainvencion

Las realizaciones de la invencién se refieren en general a métodos in vitro de antagonizacion de la uniéon de LDCAM
y CRTAM y de agonizacion de los efectos bioldgicos de la unién de LDCAM a CRTAM, asi como a métodos de
cribado de antagonistas y agonistas de LDCAM.

2. Descripcién de la técnica relacionada

La LDCAM es una molécula de adhesién celular homofila que se ha mostrado que modula la funcién de linfocitos T
interaccionando con una o mas moléculas de superficie de linfocitos T, causando asi la alteracion de la sefalizacion
celular. Se ha mostrado que la LDCAM se autoasocia formando un homodimero y se une a B7L-1. Se ha mostrado
también que la LDCAM genera aumentos en las poblaciones de linfocitos citoliticos naturales. La solicitud de patente
de EE.UU. n° de serie 09/778.187, presentada el 6 de febrero de 2001, describe la LDCAM.

La LDCAM se designa también en la materia como Igsf4, TSLC1, SynCAM vy de tipo nectina 2 y se ha caracterizado
como un miembro de la familia de tipo nectina de receptores de superficie celular de tipo inmunoglobulina y por tener
tres dominios C2 de tipo Ig. La cola citoplasmatica de los receptores de tipo nectina tiene un sitio de unién de
proteina banda 4.1 y un sitio de unién de proteina PDZ. La LDCAM se ha identificado como un gen supresor tumoral
eliminado en carcinoma pulmonar no microcitico y por tener homologia con NCAM (Gomyo et al. Genomics 62: 139-
146 (1999) y Kuramochi et al. Nat. Genet. 27(4): 427-30 (2001); Masuda et al. J. Biol. Chem. 277(34): 31014-9
(2002)).

Como se describe en la presente memoria, se ha descubierto que la LDCAM se une a CRTAM. La CRTAM se ha
descrito como un miembro de la familia de marcadores de superficie celular designado inicialmente como una
molécula asociada a linfocitos T limitados a la clase | (CRTAM) como resultado de su patron de expresion limitado
en linfocitos T (patente de EE.UU. n° 5.686.257). Las técnicas de sustraccion de colecciones de ADNc mostraron
que los transcritos de ARNm se expresaban por linfocitos T af TCR+ CD4- CD8- (dobles negativos) de ratén
activados, un subconjunto de linfocitos T citoliticos naturales (NKT). La CRTAM humana se ha identificado también y
comparte el mismo patron de expresion que la molécula de ratén. LPTN y CRTAM exhiben el mismo patréon de
expresion en linfocitos T, sugiriendo la existencia de un programa de expresién génica comun a los linfocitos T
limitados a MHC de clase | (Kennedy, et al., J. Leuk. Bio. 67, 725 (2000)).

SUMARIO DE LA INVENCION
La invencion es como se expone en las reivindicaciones
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el fenotipado de un nuevo subconjunto de células dendriticas humanas que son la contrapartida
humana de las células dendriticas CD8a" de ratén, que son células presentadoras de antigeno inmunomoduladoras
criticas para la presentacion cruzada y la tolerancia cruzada.

La Figura 2 es una tabla de los genes compartidos entre las células dendriticas CD8a" de ratén y las células
dendriticas BDCA3+ humanas.

La Figura 3 es una grafica que muestra que las células dendriticas BDCA3+ humanas son potentes aloestimulantes.

La Figura 4 es una serie de exploraciones por FACS que muestran que el fago 1F12 que expresa scfv se une
especificamente a células dendriticas BDCA3+ humanas.

La Figura 5 es una exploraciéon por FACS que ilustra que la proteina de fusion scfv-Fc de 1F12 (“maxicuerpo”)
retenia especificidad global por LDCAM después de la conversion desde un fago de scfv hasta una proteina de
fusién scfv-Fc.

La Figura 6 es la secuencia aminoacidica de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de scfv de 1F12
(scfv anti-LDCAM).
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La Figura 7 es una imagen de un gel de inmunoprecipitacion que muestra que la scfv-Fc de 1F12 imunoprecipitaba
una glucoproteina de 100 kDa en células dendriticas de raton derivadas de médula ésea, que se mostro
posteriormente que era LDCAM mediante espectrometria de masas.

La Figura 8 es una inmunotransferencia puntual que muestra que el anticuerpo scfv-Fc de 1F12 se une
especificamente a LDCAM-Fc recombinante pero no a RANK-Fc no relacionada. Estos resultados muestran que la
proteina de fusién scfv-Fc de 1F12 se une especificamente a LDCAM.

La Figura 9 muestra que los linfocitos T CD4+ se anergizaron por LDCAM frente a la activacion por mAb anti-CD3 y
conA (Figuras 9A y 9C, respectivamente). Las Figuras 9B, 9D, 9F y 9H muestran que los linfocitos T CD8+ se
anergizaron por LDCAM frente a la activacion por mAb anti-CD3, conA, PHA y conA + IL-2, respectivamente. Estos
estudios muestran que la LDCAM interacciona con una molécula expresada sobre la superficie de linfocitos T
activados de manera dependiente del contacto que evita o reprime la activacion de linfocitos T por una variedad de
estimulos. Estos estudios muestran que la LDCAM es un agente regulador en rutas inflamatorias.

La Figura 10 es una serie de exploraciones por FACS que muestran que LDCAM-Fc se une a linfocitos T CD8+ y en
menor medida a linfocitos T CD4+ (Figuras 10D y 10C, respectivamente), mientras que el anticuerpo scfv-Fc de
1F12 (concretamente, el anticuerpo anti-LDCAM) no lo hace (Las Figuras 10A y 10B son controles isotipicos). Estos
estudios muestran que la LDCAM interacciona con una molécula expresada sobre la superficie de linfocitos T
activados de manera dependiente del contacto que evita o reprime la activacion de linfocitos T por una variedad de
estimulos. Estos estudios muestran que la LDCAM es un agente regulador en rutas inflamatorias.

La Figura 11 es una serie de exploraciones por FACS que muestran que los linfocitos T CD8+ activados por
anticuerpos anti-CD3 se unen a LDCAM-Fc a altos niveles (Figura 11A) y solo con unién marginal al anticuerpo scfv-
Fc de 1F12 (Figura 11B). En contraposicion, la LDCAM-Fc mostré una uniéon marginal de LDCAM-Fc (Figura C) y
una alta unién de la proteina de fusidon scfv-Fc de 1F12 (Figura 11D). Las células esplénicas CD8+ de ratones
tratados con ligando FIt3 mostraron una unién heterogénea tanto de LDCAM-Fc como de scfv-Fc de 1F12 (Figuras
11E y 11F, respectivamente).

La Figura 12 es una serie de exploraciones por FACS que muestran que la expresion en superficie celular de la
contrapartida estructural de LDCAM (CRTAM) se expresa temporalmente sobre la superficie celular de linfocitos T
CD4+ y CD8+ activados. Los analisis por FACS mostraron que la expresion en superficie celular de la unién de
LDCAM-Fc a su asociado en linfocitos T CD4+ se reducia después de aproximadamente 24 horas (Figuras 12C, 12F
y 12I). De forma interesante, los linfocitos T CD8+ mostraban un fuerte aumento de la expresion en superficie celular
de CRTAM 24 horas después de la activacion (Figura 12D) y una disminucion progresiva de la expresion en
superficie celular a las 48 y 72 horas después de la activacion (Figuras 12G y 12J, respectivamente). La expresion
de LDCAM sobre la superficie celular de linfocitos T CD4+ y CD8+ activados era minima y no cambiaba con el
tiempo (Figuras 12B, 12E, 12H y 12K).

Las Figuras 13A y 13B son un gel de una inmunoprecipitacion. La Figura 13A es la banda inmunoprecipitada por
LDCAM-Fc a partir de CTL activados. La Figura 13B es la banda inmunoprecipitada por scfv-Fc de 1F12 a partir de
DC derivadas de médula 6sea. Se obtuvieron resultados similares con DC CD8+ esplénicas. Se cort6 la banda de la
Figura 13A y se analiz6 por espectrometria de masas, que confirma que la CRTAM es el asociado de la LDCAM.

La Figura 14 es una grafica que muestra los datos de ELISA que prueban que la LDCAM se une especificamente a
la CRTAM.

La Figura 15 representa un ensayo de FACS que ilustra células EL4 que se transdujeron con un vector lentivirico
para expresar LDCAM (Figura 15A) o Necl1 (Figura 15B) sobre su superficie celular. Se expusieron las células
transducidas a CRTAM-Fc humana recombinante soluble. La Figura 15A muestra que la CRTAM-Fc se une a las
células transducidas que expresan LDCAM (linea gruesa), pero no a las células transducidas para expresar Necl1
(Figura 15B).

La Figura 16 demuestra que la reticulacion de CRTAM con LDCAM-Fc regula negativamente la secrecion de citocina
(IFNy) mediante linfocitos T CD8+ de ratén activados in vitro.

La Figura 17 son datos de expresion diferencial que muestran que la CRTAM se expresa en mayor medida en
macrofagos, DC BDCA3+, mastocitos, lesiones de materia blanca por esclerosis multiple activas, linfocitos NK
activados, leucocitos mixtos y linfocitos T.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
1. Definiciones
LDCAM se define y describe en la seccion siguiente.

CRTAM se define y describe en la patente de EE.UU. n°® 5.686.257.
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Un “coparticipe de union de LDCAM” o “asociado de LDCAM” es un asociado de LDCAM que incluye, pero sin
limitacion, LDCAM (mediante agregaciéon o asociaciéon homotipica- cis y/o trans), CRTAM, B7L-1 (Necl-1) y B7L-4
(nectina 3).

El término “biolégicamente activo”, en lo referente a LDCAM, significa que la LDCAM es capaz de una o mas de las
siguientes actividades: union de LDCAM a LDCAM (tal como mediante asociacién homotipica -cis y/o trans); unién a
CRTAM; unién a B7L-1; unién a B7L-4 (nectina 3); modulacién de la actividad de linfocitos T, tal como evitando la
activacion y proliferacion; reduccion de la liberacion de citocinas proinflamatorias, tal como, pero sin limitacion,
interferon gamma e IL-2; modulacion de las respuestas de linfocitos T frente a estimulos de activacion; modulacion
de las respuestas de linfocitos T frente a la estimulacidn/activacion por CD3; modulacién de las respuestas de
linfocitos T frente a la estimulacion/activaciéon de mitégenos; modulaciéon de la actividad de linfocitos NK-T;
modulacién de la actividad de linfocitos NK; modulacién de la actividad de linfocitos B; modulacién de la expresion
de citocina por células inmunitarias tales como, pero sin limitacion, IL-2, INF-gamma y ofras citocinas
proinflamatorias; modulacién de la actividad entre células presentadoras de antigeno y linfocitos T; modulacion de la
actividad entre células dendriticas y linfocitos T; modulacion de la actividad entre células dendriticas BDCA3+ y
linfocitos T; modulacion de la actividad entre células presentadoras de antigeno y linfocitos NK-T; modulacion de la
actividad entre células dendriticas y linfocitos NK-T; modulacién de la actividad entre células dendriticas BDCA3+ y
linfocitos NK-T; modulacion de la actividad entre células presentadoras de antigeno y linfocitos NK; modulacion de la
actividad entre células dendriticas y linfocitos NK; modulacion de la actividad entre células dendriticas BDCA3+ y
linfocitos NK; modulacién de la actividad entre neuronas y linfocitos T; modulacién de la actividad entre neuronas y
linfocitos NK-T y modulacion de la actividad entre neuronas y linfocitos NK.

La activacién de un receptor se define en la presente memoria como la activacién de una o mas rutas de
sefalizacion intracelular y la transduccion de la sefializacion intracelular (concretamente, la transduccion de sefial)
en respuesta a una unién de molécula a un receptor unido a membrana tal como, pero sin limitacién, una interaccién
receptor:ligando.

“Transduccion de sefal”, como se usa en la presente memoria, es la transmision de una sefial mediante la
conversion de una forma fisica o quimica en otra. En biologia celular, el proceso mediante el cual una célula
convierte una senal extracelular en una respuesta.

Un “pepticuerpo”, en general, designa moléculas que comprenden al menos parte de un dominio Fc de
inmunoglobulina y al menos un péptido. Dichos pepticuerpos pueden ser multimeros o dimeros o fragmentos de los
mismos, y pueden estar derivatizados. Los pepticuerpos son conocidos en la materia y se describen con mayor
detalle en los documentos WO 99/25044 y WO 00/24782. El péptido puede ser de la secuencia aminoacidica de
LDCAM, B7L-1 o CRTAM.

Un “péptido”, como se usa en la presente memoria, designa moléculas de 1 a 100 aminoacidos. Las realizaciones
alternativas comprenden moléculas de 5 a 20 aminoacidos. Los péptidos ejemplares pueden comprender porciones
del dominio extracelular de moléculas de origen natural o comprenden secuencias aleatorias de LDCAM, B7L-1 o
CRTAM.

El término “aleatorio”, como se usa para designar las secuencias peptidicas, designa secuencias totalmente
aleatorias (por ejemplo, seleccionadas mediante métodos de exposicién en fago o cribado de ARN-péptido) y
secuencias en que se reemplazan uno o mas residuos de una molécula de origen natural por un residuo
aminoacidico que no aparece en esa posicion en la molécula de origen natural. Los métodos ejemplares para
identificar secuencias peptidicas incluyen exposicion en fago, exposicion en E. coli, exposicién en ribosoma, cribado
de ARN-péptido, cribado quimico y similares.

El término “dominio Fc” comprende Fc nativo y moléculas variantes de Fc y secuencias como se definen a
continuacién. Como con las variantes de Fc y Fc nativas, el término “dominio Fc” incluye moléculas en forma
monomeérica o multimérica, tanto digeridas a partir del anticuerpo entero como producidas por otros medios.

El término “Fc nativo” designa una molécula o secuencia que comprende la secuencia de un fragmento sin unién a
antigeno resultante de la digestion del anticuerpo entero, tanto en forma monomérica como multimérica. La fuente
de inmunoglobulina original de Fc nativo es preferiblemente de origen humano y puede ser cualquiera de las
inmunoglobulinas, aunque se prefieren IgG1 e 1gG2. Los Fc nativos estan compuestos por polipéptidos
monomeéricos que pueden ligarse en formas diméricas o multiméricas mediante asociacién covalente
(concretamente, enlaces disulfuro) y no covalente. EI nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre las
subunidades monoméricas de las moléculas de Fc nativo esta en el intervalo de 1 a 4, dependiendo de la clase (por
ejemplo, IgG, IgA, IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgA1, IgGA2). Es un ejemplo de un Fc nativo un
dimero unido por disulfuro resultante de la digestiéon con papaina de una IgG (véase Ellison et al. (1982), Nucleic
Acids Res. 10: 4071-9). El término “Fc nativo” como se usa en la presente memoria es genérico de las formas
monomeérica, dimérica y multimérica.

El término “variante de Fc” designa una molécula o secuencia que esta modificada a partir de un Fc nativo, pero que
sigue comprendiendo un sitio de union para el receptor silvestre, FcRn. Las solicitudes internacionales WO 97/34631



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2383328 T3

(publicada el 25 de septiembre de 1997) y WO 96/32478 describen variantes de Fc ejemplares, asi como la
interaccion con el receptor silvestre.

Por tanto, el término “variante de Fc” comprende una molécula o secuencia que esta humanizada a partir de un Fc
nativo no humano. Ademas, un Fc nativo comprende sitios que pueden eliminarse porque proporcionan rasgos
estructurales o una actividad bioldégica que no son necesarios para las moléculas de fusion de la presente invencion.
Por tanto, el término “variante de Fc¢” comprende una molécula o secuencia que carece de uno o mas sitios o
residuos de Fc nativo que afectan a o estan implicados en (1) la formacion de enlace disulfuro, (2) la
incompatibilidad con una célula hospedadora seleccionada, (3) la heterogeneidad N-terminal tras expresiéon en una
célula hospedadora seleccionada, (4) la glucosilacion, (5) la interaccion con el complemento, (6) la unién a un
receptor de Fc distinto del receptor silvestre o (7) la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA). Las
variantes de Fc se describen con mas detalle mas adelante en la presente memoria.

Un “peptidomimético” es un analogo peptidico que ostenta propiedades farmacolégicas mas favorables que sus
péptidos nativos prototipicos tales como a) estabilidad metabdlica, b) buena biodisponibilidad, c) alta afinidad de
receptor y selectividad de receptor y d) minimos efectos secundarios. Son conocidos en la materia el disefio de
peptidomiméticos y los métodos de produccién de los mismos (véanse, por ejemplo, los documentos U.S.P.N.
6.407.059 y 6.420.118). Los peptidomiméticos pueden derivarse del sitio de uniéon del dominio extracelular de
LDCAM, B7L-1 o CRTAM. Un peptidomimético puede comprender compuestos no peptidicos que tienen la misma
estructura tridimensional que los péptidos derivados de LDCAM, B7L-1 o CRTAM, o compuestos en que parte de un
péptido de las moléculas enumeradas anteriormente se reemplaza por un resto no peptidico que tiene la misma
estructura tridimensional.

Un “mimotopo” se define en la presente memoria como secuencias peptidicas que imitan sitios de unién en
proteinas (véase Partidos, CD, et al., “Combinatorial Chem & High Throughput Screening”, 2002 5: 15-27). Un
mimotopo puede tener la capacidad de imitar un sitio de unién dependiente de la conformacion de una proteina. Las
secuencias de estos mimotopos no identifican una secuencia nativa lineal continua ni aparecen necesariamente en
una proteina de origen natural. Los mimotopos y sus métodos de produccion se ensefian en los documentos
U.S.P.N. 5.877.155 y U.S.P.N. 5.998.577.

El término “residuo acido” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos acidos. Los residuos acidos ejemplares incluyen D y E.

El término “residuo amidico” designa aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que comprenden
derivados amidicos de grupos acidos. Los residuos ejemplares incluyen N y Q.

El término “residuo aromatico” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos aromaticos. Los residuos aromaticos ejemplares incluyen F, Y y W.

El término “residuo basico” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos basicos. Los residuos basicos ejemplares incluyen H, Ky R.

El término “residuo hidrofilo” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos polares. Los residuos hidrofilos ejemplares incluyen C, S, T, Ny Q.

El término “residuo no funcional” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
carecen de grupos acidos, basicos o aromaticos. Los residuos aminoacidicos no funcionales ejemplares incluyen M,
G, A, V, |, Lynorleucina (Nle).

El término “residuo hidréfobo neutro” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales
que carecen de grupos basicos, acidos o polares. Los residuos aminoacidicos hidréfobos neutros ejemplares
incluyen A, V, L, I,P, W,MyF.

El término “residuo hidréfobo polar” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales
que comprenden grupos polares. Los residuos aminoacidicos hidréfobos polares ejemplares incluyen T, G, S, Y, C,
QyN.

El término “residuo hidréfobo” designa residuos aminoacidicos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
carecen de grupos basicos o acidos. Los residuos aminoacidicos hidréfobos ejemplares incluyen A, V, L, |, P, W, M,
F,T,G,S,Y,C,QyN.

El término “sujeto”, como se usa en la presente memoria, designa mamiferos. Por ejemplo, los mamiferos
contemplados por la presente invencion incluyen seres humanos; primates; mascotas de todo tipo tales como
perros, gatos, etc.; animales domesticados tales como ovejas, vacas, cabras, cerdos, caballos y similares; animales
de laboratorio comunes tales como ratones, ratas, conejos, conejillos de indias, etc.; asi como animales en
cautividad tales como en un zooldgico o animales salvajes libres. A lo largo de la memoria descriptiva, el término
hospedador se usa intercambiablemente con sujeto.
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“Aislado” significa que la LDCAM, antagonista de LDCAM o agonista de LDCAM esta exento de asociacion con otras
proteinas o polipéptidos, por ejemplo, como un producto de purificacién de un cultivo de células hospedadoras
recombinantes o como un extracto purificado.

Como se usa en la presente memoria, las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen las referencias plurales a
menos que el contexto establezca claramente otra cosa. Por tanto, por ejemplo, la referencia a “una inmunizacién”
incluye una pluralidad de dichas inmunizaciones y la referencia a “la célula” incluye la referencia a una o mas células
y equivalentes de las mismas conocidas por el especialista en la materia, y asi. Todos los términos técnicos y
cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un
especialista en la materia a la que pertenece esta invencidon a menos que se indique claramente otra cosa.

Por claridad, se proporcionan otras definiciones a lo largo de la memoria descriptiva para mantener el término en el
contexto apropiado de la descripcion.

Se entiende que las diversas realizaciones de esta invenciéon no estan limitadas a la metodologia, protocolos,
estirpes celulares, especies o géneros animales, constructos y reactivos particulares descritos, ya que estos pueden
variar. Se entiende también que la terminologia usada en la presente memoria es solo con el fin de describir
realizaciones particulares y no se pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estara limitado solo por
las reivindicaciones adjuntas.

2. Antagonistas y agonistas de LDCAM

Un “antagonista”, como se define en la presente memoria, es una molécula que bloquea parcial o completamente la
union de dos asociados, inhibiendo asi los efectos biolégicos posteriores de la interaccion de los asociados. Por
ejemplo, un antagonista puede bloquear la unién de un ligando a su receptor, que a su vez reduce y/o evita la
sefalizacion intracelular mediante la activacion de ese receptor, que a su vez reduce o evita los efectos bioldgicos
posteriores de la activacién de ese receptor tales como, pero sin limitacion, activacién, proliferacién o diferenciacion
celulares, liberacion de citocinas, regulacidon positiva de genes, expresion de proteinas en superficie celular y
similares. Por supuesto, un antagonista puede bloquear la interaccion de otras formas de asociados, tales como
moléculas de adhesion.

Por lo tanto, un “antagonista de LDCAM” es una molécula que antagoniza una o mas de las actividades bioldgicas
de LDCAM. Un antagonista de LDCAM incluye, pero sin limitacién: anticuerpos especificos de LDCAM, pepticuerpos
especificos de LDCAM o polipéptidos solubles que se unen a LDCAM (tales como polipéptidos de LDCAM, CRTAM,
B7L-4 y B7L-1) que bloquean parcial o completamente la union de LDCAM a uno o mas coparticipes de unién de
LDCAM (tales como, pero sin limitacion, LDCAM, CRTAM, B7L-4 y/o B7L-1). Un antagonista de LDCAM que
bloquea la unién entre LDCAM y CRTAM no activa la CRTAM, tal como mediante union a CRTAM vy reticulacion del
receptor de CRTAM. Los ejemplos adicionales incluyen: anticuerpos especificos de CRTAM, pepticuerpos
especificos de CRTAM o polipéptidos solubles de CRTAM que se unen a LDCAM vy bloquean parcial o
completamente la uniéon entre LDCAM y CRTAM; anticuerpos especificos de B7L-1, pepticuerpos especificos de
B7L-1 o polipéptidos solubles de B7L-1 que se unen a LDCAM vy bloquean parcial o completamente la unién entre
LDCAM y B7L-1 u otros coparticipes de uniéon de LDCAM tales como CRTAM; anticuerpos especificos de B7L-4,
pepticuerpos especificos de B7L-4 o polipéptidos solubles de B7L-4 que se unen a LDCAM y bloquean parcial o
completamente la unién entre LDCAM y B7L-4 u otros coparticipes de union de LDCAM tales como CRTAM. Los
antagonistas presentados en la presente memoria comprenden polipéptidos solubles, anticuerpos, proteinas de
fusion y pepticuerpos aislados dirigidos contra una o més de las siguientes: LDCAM, B7L-1, B7L-4 o CRTAM. Los
antagonistas presentados en la presente memoria comprenden adicionalmente moléculas pequenas, tales como
peptidomiméticos y mimotopos y similares, que antagonizan la interacciéon entre LDCAM, B7L-1, B7L-4 o CRTAM.
Los antagonistas adicionales comprenden oligonucleétidos anticodificantes que se orientan especificamente a e
hibridan con el ARNm de LDCAM, B7L-1, B7L-4 o CRTAM, evitando asi la traducciéon génica de sus proteinas
respectivas. Realizaciones adicionales comprenden silenciamiento génico por moléculas de ARN interferente
adaptadas para silenciar la expresion de LDCAM, B7L-1, B7L-4 o CRTAM. Se proporcionan en las secciones
siguientes definiciones y ejemplos mas especificos de antagonistas particulares.

Un “agonista”, como se define en la presente memoria, es una molécula que activa los efectos bioldgicos posteriores
a la interaccién de los asociados. Por ejemplo, un agonista puede imitar la unién de un ligando a su receptor, lo que
causa la sefalizacién intracelular mediante la activacion de ese receptor, lo que a su vez afecta a los efectos
biolégicos posteriores de la activacion de ese receptor tales como, pero sin limitacion, activacion, proliferacion o,
diferenciacion celulares, liberacion de citocinas, regulacion positiva de genes, expresion de proteinas en superficie
celular y similares. Como alternativa, el agonista puede unirse a un sitio que esté adyacente a cualquiera de los
sitios de unién respectivos del asociado e inducir un cambio conformacional en esa proteina celular, potenciando asi
su actividad biolégica. Por ejemplo, un agonista puede unirse a la LDCAM, pero no bloquear la unién entre
LDCAM/LDCAM o LDCAM/CRTAM o LDCAM/B7L-1, y causar un cambio conformacional en la LDCAM tal que se
potencie la union entre LDCAM/LDCAM o LDCAM/CRTAM o LDCAM/B7L-1, tal como mediante una afinidad o
avidez aumentada entre los pares de unién.
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Por lo tanto, un “agonista de LDCAM” es una molécula que antagoniza una o mas de las actividades bioldgicas de
LDCAM. Un agonista de LDCAM incluye, pero sin limitacion: anticuerpos especificos de LDCAM, pepticuerpos
especificos de LDCAM o polipéptidos solubles que se unen a LDCAM que afectan a los efectos bioldgicos
posteriores de la unién de LDCAM a sus uno o mas coparticipes de uniéon de LDCAM (tales como, pero sin
limitacion, LDCAM, CRTAM, B7L-4 y/o B7L-1). Los ejemplos adicionales incluyen: anticuerpos especificos de
CRTAM, anticuerpos especificos de CRTAM que son capaces de reticular CRTAM sobre la superficie de células y
de activar el receptor; pepticuerpos especificos de CRTAM o polipéptidos solubles que se unen a CRTAM (tales
como LDCAM) que afectan a los efectos bioldgicos posteriores de la union de CRTAM a uno o mas de los
coparticipes de unién de CRTAM, tales como LDCAM. Realizaciones adicionales de agonistas de LDCAM incluyen
proteinas de fusién de LDCAM solubles tales como, pero sin limitacion, el dominio extracelular de LDCAM ligado con
un dominio Fc (como se describe a continuacion). Realizaciones adicionales incluyen aquellos agonistas de LDCAM
que tienen la capacidad de unirse a CRTAM vy reticular el receptor de CRTAM sobre la superficie de células y de
activar el receptor. Dichos agonistas de LDCAM incluyen anticuerpos y pepticuerpos especificos de CRTAM y
proteinas de fusion de LDCAM-Fc capaces de reticular y activar el receptor de CRTAM. Realizaciones adicionales
incluyen polipéptidos multiméricos de LDCAM que se unen a CRTAM y tienen la capacidad de reticular y activar los
receptores de CRTAM sobre la superficie de células. Los agonistas presentados en la presente memoria
comprenden polipéptidos solubles, anticuerpos, proteinas de fusion y pepticuerpos aislados dirigidos contra una o
mas de las siguientes: LDCAM, B7L-1 o CRTAM. Los agonistas presentados en la presente memoria comprenden
adicionalmente moléculas pequefias, tales como peptidomiméticos y mimotopos y similares, que agonizan la
interaccion entre LDCAM, B7L-1 o CRTAM. Agonistas adicionales comprenden oligonucleétidos anticodificantes que
se orientan a e hibridan especificamente con el ARNm de LDCAM, B7L-1 o CRTAM, evitando asi la traduccion
génica de sus proteinas respectivas. Realizaciones adicionales comprenden silenciamiento génico mediante
moléculas de ARN interferente adaptadas para silenciar la expresion de LDCAM, B7L-1 o CRTAM. Se proporcionan
en las secciones siguientes definiciones y ejemplos especificos de agonistas particulares.

Como tal, puede usarse un antagonista o agonista de LDCAM para antagonizar o agonizar uno o mas de los
siguientes: union de LDCAM a LDCAM (tal como mediante agregacion homotipica); union de LDCAM a CRTAM;
union de LDCAM a B7L-1; actividad de linfocitos T tal como activacion y proliferacion; respuestas de linfocitos T
frente a estimulos de activacion; respuestas de linfocitos T frente a la estimulacién/activacion de CD3; respuestas de
linfocitos T frente a la estimulacion/activacion de mitégeno; actividad de linfocitos NK-T; actividad de linfocitos NK;
actividad de linfocitos B; expresion de citocinas por células inmunitarias tales como, pero sin limitacion, IL-2, INF-
gamma y otras citocinas proinflamatorias; actividad entre células presentadoras de antigeno y linfocitos T; actividad
entre células dendriticas y linfocitos T; actividad entre células dendriticas BDCA3+ y linfocitos T; actividad entre
células presentadoras de antigeno y linfocitos NK-T; actividad entre células dendriticas y linfocitos NK-T; actividad
entre células dendriticas BDCA3+ y linfocitos NK-T; actividad entre células presentadoras de antigeno y linfocitos
NK; actividad entre células dendriticas y linfocitos NK; actividad entre células dendriticas BDCA3+ vy linfocitos NK;
actividad entre neuronas vy linfocitos T; actividad entre neuronas y linfocitos NK-T y actividad entre neuronas y
linfocitos NK.

2.1 Anticuerpos de LDCAM, CRTAM o B7L-1

Pueden usarse anticuerpos que son inmunorreactivos con LDCAM, CRTAM o B7L-1 como antagonistas o agonistas
de LDCAM. Una realizacién particular comprende un anticuerpo de scfv especifico de LDCAM, designado como
1F12. La secuencia de scfv de 1F12 se presenta en la Figura 6. Es una realizacion alternativa la proteina de fusion
scfv-Fc de 1F12 (a veces designada como el maxicuerpo 1F12). El anticuerpo scfv de 1F12 se uso para aislar un
nuevo subconjunto de células dendriticas en seres humanos que son la contrapartida humana de las células
dendriticas CD8a" de ratén. Este subconjunto de células dendriticas se designa como células dendriticas BDCA3+.

Las células dendriticas (DC) constituyen una poblacion heterogénea de células presentadoras de antigeno
profesionales que controlan la sensibilizacion y tolerancia de linfocitos T. En ratones, las DC pueden subdividirse en
al menos tres subconjuntos funcionales distintos segun la expresién en superficie de antigenos CD4 y CD8a. Al
contrario que otros subconjuntos de DC de ratén, las DC CD8a" exhiben la capacidad unica de englobar cuerpos
apoptéticos y se cree por tanto que desempefian un papel critico en la presentacién cruzada de antigeno. Se
describe en la presente memoria un enfoque de seleccion celular/exposicion en fago para orientarse a e identificar
antigenos de superficie novedosos expresados especificamente en subconjuntos de DC de sangre humana. Se
muestra que un anticuerpo (1F12) se orienta a un antigeno de superficie presente tanto en DC de sangre humana
BDCA3" como en células HLA-DR* CD13" en la zona de linfocitos T del bazo y los nédulos linfaticos. Estas células
pueden ser representaciones espacialmente distintas de la misma subpoblacién de DC humanas. En ratén, 1F12
marca especificamente un raro subconjunto de leucocitos sanguineos, asi como DC CD8a" esplénicas. El 1F12
inmunoprecipita una proteina de superficie de 100 kDa, que se reconocid por espectrometria de masas como
LDCAM. Las DC LDCAM+ tanto de ratén como humanas expresan CD11c pero no CD11b. Expresan también
unicamente un panel comun de diez genes especificos, reforzando por tanto la nocidn de que representan
poblaciones equivalentes de células. Finalmente, al contrario que cualquier otro subconjunto de DC humanas, las
DC LDCAM® humanas pueden internalizar eficazmente cuerpos apoptéticos. Se concluye que la expresién de
LDCAM define una poblacién uUnica de DC en ratén y ser humano que comparte caracteristicas fenotipicas,
histolégicas y funcionales.
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El subconjunto de DC aisladas y fenotipadas (véase la Figura 1) tiene papeles inmunoldgicos significativos,
incluyendo ser la fuente principal de produccién de IL-12 en respuesta a patdgenos in vivo; ser responsable de la
presentacion cruzada in vivo de antigenos frente a linfocitos T CD8+; ser capaz de fagocitar cuerpos apoptéticos in
vivo y ser responsable de la induccién de tolerancia en condiciones de estado estacionario (tales como en ausencia
de inflamacion).

Los anticuerpos de DC BDCA3+ pueden usarse en una variedad de entornos de investigacion, clinicos vy
terapéuticos incluyendo, pero sin limitacion, modular la funcion de DC BDCA3+ para influir en el resultado de las
respuestas inmunitarias, tales como orientar las DC BDCA3+ con el anticuerpo 1F12 ligado a un antigeno vy
suministrar especificamente por tanto el antigeno a la poblacién de DC BDCA3+. Este proceso puede conferir
inmunotolerancia al sujeto frente a ese antigeno. Como alternativa, en presencia de sefales inflamatorias, el
antigeno diana elevaria las respuestas inmunitarias especificas de antigeno frente a ese antigeno. El anticuerpo
1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse con fines de pronostico, tales como la cuantificacion
comparativa o relativa de DC BDCA3+ en tejidos normales y patoldgicos. El anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos
anti-LDCAM pueden usarse para purificar o aislar DC BDCA3+ de diversos fluidos corporales, érganos y tejidos. Las
DC BDCA3+ pueden usarse entonces en diversas inmunoterapias basadas en células mediante la manipulacién de
las células ex vivo y la reinfusién de las células manipuladas de vuelta al sujeto. El anticuerpo 1F12 y otros
anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse para agotar las DC BDCA3+ in vivo o interferir con su funcion inmunoldgica
tal como, pero sin limitacién, sensibilizacion de linfocitos T, migracién de DC, presentacion cruzada de antigenos
frente a linfocitos T, especialmente linfocitos T CD8+. Debido a que a la presentacion cruzada de antigenos y la
tolerancia cruzada de antigenos son mecanismos celulares basicos para muchas enfermedades autoinmunitarias,
transplantes y cancer, el anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse para tratar estos
trastornos mediante la modulacién de las respuestas inmunitarias a través de DC BDCA3+.

Ademas, el anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse en terapia celular ex vivo. Las DC
BDCA3+ pueden aislarse con el anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM, manipularse ex vivo y
reintroducirse en el paciente para tratar la enfermedad. Solo con fines ejemplares, podria anularse la
inmunotolerancia al cancer exponiendo las DC BDCA3+ aisladas frente a antigenos del cancer (tales como, pero sin
limitacion, aquellos presentados en la Tabla 2 siguiente) e infundiendo las DC BDCA3+/antigeno del cancer
procesado de vuelta al paciente. El antigeno del cancer puede derivar del paciente y puede estar en forma de
células cancerosas. Se ha mostrado que las DC BDCA3+ son capaces de fagocitar células apoptoticas y
probablemente presentaran dicho antigeno exdgeno frente a linfocitos T CD8+ para generar CTL efectores
especificos del cancer.

Tabla 2

Categoria de Algunos ejemplos especificos de antigenos representativos
antigeno

Virus rotavirus; glosopeda; gripe, incluyendo gripe A y B; paragripe; especies de herpes (Herpes
simplex, virus de Epstein-Barr, viruela aviar, seudorrabia, citomegalovirus); rabia;
poliomielitis; hepatitis A; hepatitis B; hepatitis C; hepatitis E; sarampién; moquillo;
encefalomielitis equina venezolana; virus de leucemia felina; reovirus; virus respiratorio
sincitial; virus respiratorio sincitial bovino; virus de la fiebre de Lassa; poliomavirus tumoral;
parvovirus; parvovirus caninos; papilomavirus; encefalitis transmitida por garrapatas; peste
bovina; especies de rinovirus humanas; especies de enterovirus; virus de Mengo;
paramixovirus; virus de la bronquitis infecciosa aviar; HTLV 1; VIH-1; VIH-2; LCMV (virus de
coriomeningitis linfocitica); adenovirus; togavirus (rubéola, fiebre amarilla, fiebre del
dengue); coronavirus

Bacterias Bordetella pertussis; Brucella abortis; Escherichia coli; especies de Salmonella incluyendo
Salmonella typhi; estreptococos; especies de Vibrio (V. cholera, V. parahaemolyticus);
especies de Shigella; especies de Pseudomonas; especies de Brucella; especies de
Mycobacteria (tuberculosis, avium, BCG, lepra); neumococos; estafilococos; especies de
Enterobacter; Rochalimaia henselae; especies de Pasteurella (P. haemolytica, P.
multocida); especies de Chlamydia (C. trachomatis, C. psittaci, Lymphogranuloma
venereum); sifilis (Treponema pallidum); especies de Haemophilus; especies de
Mycoplasma; enfermedad de Lyme (Borrelia burgdorferi); enfermedad del legionario;
botulismo (Clostridium botulinum); Corynebacterium diphtheriae; Yersinia entercolitica

Infecciones por rickettsiosis exantematica americana; tifus; especies de Ehrlichia
Rickettsia

Parasitos y malaria (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae); esquistosomas; tripanosomas;
protozoos especies de Leishmania; nematodos filariales; triquomoniasis; sarcoesporidiasis; especies
de Taenia (T. saginata, T. solium); Toxoplasma gondii; triquinelosis (Trichinella spiralis);
coccidiosis (especies de Eimeria)
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Hongos Cryptococcus neoformans; Candida albicans; Apergillus fumigatus; coccidioidomicosis

Proteinas Herpes simplex; virus de Epstein-Barr; hepatitis B; seudorrabia; flavivirus (dengue, fiebre

recombinantes amarilla); Neisseria gonorrhoeae; malaria: proteina del circumesporozoito, proteina del
merozoito; proteina de antigeno de superficie de tripanosoma; tos ferina; alfavirus;
adenovirus

Proteinas toxoide de difteria; toxoide de tétanos; proteina de membrana externa meningocdcica

(PME); proteina M espectrocécica; hepatitis B; hemaglutinina de gripe; antigeno del cancer;
antigenos tumorales; toxinas; exotoxinas; neurotoxinas; citocinas y receptores de citocinas;
monocinas y receptores de monocinas

Péptidos malaria; gripe; glosopeda; hepatitis B; hepatitis C

sintéticos

Polisacéridos polisacarido neumocdcico; polirribosilribitolfosfato (PRP) de Haemophilus influenzae;
Neisseria meningitides; Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumoniae

Oligosacaridos neumocaocicos

Alergenos polenes de planta; caspa animal; &caros del polvo, antigenos de especies de Blatella (Blag
1, 2 0 5), antigenos de especies de Periplaneta (Per a 1)

Ag del cancer antigenos limitados a la clase | reconocidos por linfocitos CD8+: antigenos de diferenciacion

humanos de melanoma-melanocito (MART-1/melano A; gp100/pmel-17; tirosinasa; proteina

relacionada con tirosinasa 1; proteina relacionada con tirosinasa 2; receptor de hormona
estimulante de melanocitos); antigenos de cancer de testiculo (MAGE-1; MAGE-2; MAGE-
3; MAGE-12, BAGE; CAGE, NYESO-1); antigenos mutados (3-catenina; MUM-1; CDK-4;
caspasa-8; KIA 0205; HLA-A2-R1701) y antigenos compartidos no mutados
sobreexpresados en canceres (a-fetoproteina; proteina catalitica de telomerasa; G-250;
MUC-1; antigeno carcinoembriénico; p53; Her-2/neu). Antigenos limitados a la clase |l
reconocidos por linfocitos CD4+: epitopos de proteinas no mutadas (gp100; MAGE-1;
MAGE-3; tirosinasa; NY-ESO-1) y epitopos de proteinas mutadas (triosafosfato isomerasa;
CDC-27; LDLR-FUT)

Agentes bacterias: Helicobacter pylori (cancer gastrico y linfoma)
'”feCC'OSf)S COMO | vijrus: papilomavirus humano (canceres cervicouterino y anal); virus de la hepatitis B 'y C
Ag del cancer (cancer de higado); VIH (sarcoma de Kaposi, linfoma no hodgkiniano); herpesvirus humano

de tipo B (sarcoma de Kaposi); virus de Epstein-Barr (linfomas); virus linfotropico de
linfocitos T humanos (leucemia de linfocitos T en adultos)

parasitos: esquistosomas (cancer de vejiga); trematodos hepaticos (colangiocarcinoma)

El anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse para suministrar farmacos o toxinas a DC
BDCAS3+, que a su vez influirian en las respuestas inmunitarias posteriores.

Realizaciones alternativas incluyen anticuerpos que son agonistas o antagonistas que se unen a polipéptidos de
LDCAM, fragmentos de polipéptidos de LDCAM, variantes de polipéptidos de LDCAM, etc. y modulan las actividades
bioldgicas descritas en la definicion de actividad bioldgica. Realizaciones alternativas de antagonistas y agonistas de
LDCAM incluyen anticuerpos que se unen a polipéptidos de CRTAM, fragmentos de polipéptidos de CRTAM,
variantes de polipéptidos de CRTAM, etc. y modulan las actividades bioldgicas descritas en la definicion de actividad
bioldgica. Dichos anticuerpos se unen especificamente a los polipéptidos mediante los sitios de unién a antigeno del
anticuerpo (en contraposicion con la unién no especifica). Por ejemplo, son anticuerpos especificos de LDCAM
aquellos que reconoceran especificamente y se uniran a polipéptidos, homoélogos y variantes de LDCAM, pero no a
otras moléculas. En una realizacion preferida, los anticuerpos son especificos de los polipéptidos de la presente
invencién y no reaccionan de forma cruzada con otros polipéptidos. De esta manera, los polipéptidos, fragmentos,
variantes, polipéptidos de fusion, etc. de LDCAM como se exponen anteriormente pueden emplearse como
‘inmundgenos” en la produccidn de anticuerpos inmunorreactivos con los mismos.

Mas especificamente, los polipéptidos, fragmentos, variantes, polipéptidos de fusién, etc. contienen determinantes
antigénicos o epitopos que desencadenan la formacion de anticuerpos. Estos determinantes antigénicos o epitopos
pueden ser lineales o conformacionales (discontinuos). Los epitopos lineales estan compuestos por una sola seccion
de aminoacidos del polipéptido, mientras que los epitopos conformacionales o discontinuos estan compuestos por
secciones de aminoacidos de diferentes regiones de la cadena polipeptidica que se ponen en estrecha proximidad
tras el plegamiento de polipéptido (Janeway y Travers, “lmmuno Biology” 3: 9 (Garland Publishing Inc., 22 ed. 1996)).
Debido a que los polipéptidos plegados tienen superficies complejas, el nimero de epitopos disponibles es bastante
numeroso; sin embargo, debido a la conformacion del polipéptido y a los impedimentos estéricos, el niumero de
anticuerpos que se une realmente a los epitopos es menor que el nimero de los epitopos disponibles (Janeway y
Travers, “Immuno Biology” 2: 14 (Garland Publishing Inc., 22 ed. 1996)). Los epitopos pueden identificarse mediante
cualquiera de los métodos conocidos en la materia.
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Dichos epitopos son utiles para generar anticuerpos, en particular anticuerpos monoclonales, como se describe
como mas detalle a continuacién. Adicionalmente, pueden usarse epitopos de los polipéptidos de la invencién como
reactivos de investigacion, en ensayos y para purificar anticuerpos de unién especifica de sustancias tales como
sueros policlonales o sobrenadantes de hibridomas cultivados. Dichos epitopos o variantes de los mismos pueden
producirse usando técnicas bien conocidas en la materia tales como sintesis en fase sdlida, escisiéon quimica o
enzimatica de un polipéptido o usando tecnologia de ADN recombinante.

En cuanto a los anticuerpos que pueden desencadenarse por los epitopos de los polipéptidos de la invencion, tanto
si los epitopos se han aislado como si permanecen como parte de los polipéptidos, pueden prepararse tanto
anticuerpos policlonales como monoclonales mediante técnicas convencionales. Véanse, por ejemplo, “Monoclonal
Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses", Kennet et al. (eds.), Plenum Press, Nueva York
(1980) y “Antibodies: A Laboratory Manual”’, Harlow and Land (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, (1988); Kohler y Milstein, (patente de EE.UU. n° 4.376.110); la técnica de hibridoma de linfocitos
B humanos (Kozbor et al., 1984, J. Immunol. 133: 3001-3005; Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 2026-
2030) y la técnica de hibridoma de EBV (Cole et al., 1985, “Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy”, Alan R.
Liss, Inc., pag. 77-96). Las estirpes celulares de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales especificos de
los polipéptidos de la invencion estan también contempladas en la presente memoria. Dichos hibridomas pueden
producirse e identificarse mediante técnicas convencionales. El hibridoma productor del mAb de esta invencion
puede cultivarse in vitro o in vivo. La produccion de altos valores de mAb in vivo hace a éste el método actualmente
preferido de produccién. Un método para producir dicha estirpe celular de hibridoma comprende inmunizar un animal
con un polipéptido, recoger las células de bazo del animal inmunizado, fusionar dichas células de bazo con una
estirpe celular de mieloma, generando asi células de hibridoma, e identificar una estirpe celular de hibridoma que
produzca un anticuerpo monoclonal que se une al polipéptido. Para la produccion de anticuerpos, pueden
inmunizarse diversos animales hospedadores mediante inyeccién con uno o mas de los siguientes: un polipéptido de
LDCAM, un fragmento de un polipéptido de LDCAM, un equivalente funcional de un polipéptido de LDCAM, una
forma variante de LDCAM o una forma mutante de un polipéptido de LDCAM; un polipéptido de CRTAM, un
fragmento de un polipéptido de CRTAM, un equivalente funcional de un polipéptido de CRTAM o una forma mutante
de un polipéptido de CRTAM. Dichos animales hospedadores pueden incluir, pero sin limitacion, conejos, conejillos
de indias, ratones y ratas. Pueden usarse diversos coadyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica,
dependiendo de la especie de hospedador, incluyendo pero sin limitacion coadyuvante de Freund (completo e
incompleto), geles minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina,
polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa bocallave, dinitrofenol y
coadyuvantes humanos potencialmente utiles tales como BCG (bacilo de Calmette-Guerin) y Corynebacterium
parvum. Los anticuerpos monoclonales pueden recuperarse mediante técnicas convencionales. Dichos anticuerpos
monoclonales pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier
subclase de las mismas.

Ademas, pueden usarse técnicas desarrolladas para la produccién de “anticuerpos quiméricos” de LDCAM o
CRTAM (Takeda et al., 1985, Nature, 314: 452-454; Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855;
Boulianne et al.,, 1984, Nature 312: 643-646; Neuberger et al., 1985, Nature 314: 268-270) mediante corte y
empalme de genes de una molécula de anticuerpo de ratén de una especificidad de antigeno apropiada junto con
genes de una molécula de anticuerpo humano de una actividad bioldgica apropiada. Un anticuerpo quimérico es una
molécula en que diferentes porciones derivan de diferentes especies animales, tales como aquellos que tienen una
region variable derivada de un mAb porcino y una region constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos
monoclonales de la presente invencioén incluyen también versiones humanizadas de anticuerpos monoclonales de
murido. Dichos anticuerpos humanizados pueden prepararse mediante técnicas conocidas y ofrecen la ventaja de
una inmunogenicidad reducida cuando los anticuerpos se administran a seres humanos. Un anticuerpo monoclonal
humanizado puede comprender la regién variable de un anticuerpo de murido (o solo el sitio de unién a antigeno del
mismo) y una region constante derivada de un anticuerpo humano. Como alternativa, un fragmento de anticuerpo
humanizado puede comprender el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo monoclonal de murido y un fragmento
de regién variable (que carece del sitio de unién a antigeno) derivado de un anticuerpo humano. Los procedimientos
para la produccion de anticuerpos monoclonales quiméricos y otros genomanipulados incluyen aquellos descritos en
Riechmann et al. (Nature 332: 323, 1988), Liu et al. (PNAS 84: 3439, 1987), Larrick et al. (Bio/Technology 7: 934,
1989) y Winter y Harris (TIPS 14: 139, Can, 1993). Se discuten también técnicas utiles para humanizar anticuerpos
en la patente de EE.UU. n° 6.054.297. Pueden encontrarse procedimientos para generar transgénicamente
anticuerpos en el documento GB 2.272.440, las patentes de EE.UU. n° 5.569.825 y 5.545.806 y patentes
relacionadas. Preferiblemente, para uso en seres humanos, los anticuerpos son humanos o humanizados; son
también bien conocidas las técnicas para crear dichos anticuerpos humanos o humanizados y estan comercialmente
disponibles, por ejemplo, en Medarex Inc. (Princeton, NJ) y Abgenix Inc. (Fremont, CA).

Pueden producirse anticuerpos totalmente humanos para uso en seres humanos mediante cribado de una coleccion
de dominios variables de anticuerpo humano usando métodos de exposicion en fago (Vaughan et al., 1998, Nat.
Biotechnol. 16(6): 535-539 y patente de EE.UU. n° 5.969.108), métodos de exposicidon en ribosoma (Schaffitzel et al.,
1999, J. Immunol. Methods 231(1-2): 119-135) o métodos de exposicion en ARNm (Wilson et al., 2001, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 98(7): 3750-3755). Se describe en el ejemplo 18 un ejemplo de un anticuerpo de scfv anti-LDCAM
producido mediante métodos de exposicion en fago.
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Los fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno que reconocen epitopos especificos pueden generarse mediante
técnicas conocidas. Por ejemplo, dichos fragmentos incluyen, pero sin limitacion: los fragmentos F(ab')2 que pueden
producirse mediante digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo y fragmentos Fab que pueden generarse
reduciendo los puentes disulfuro de los fragmentos (ab')2. Como alternativa, pueden construirse colecciones de
expresion de Fab (Huse et al., 1989, Science, 246:1275-1281) para permitir una identificacion rapida y sencilla de
fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada. Las técnicas descritas para la produccion de
anticuerpos monocatenarios (patente de EE.UU. n°® 4.946.778; Bird, 1988, Science 242: 423-426; Huston et al.,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883 y Ward et al.,, 1989, Nature 334: 544-546) pueden adaptarse
también para producir anticuerpos monocatenarios contra productos génicos de LDCAM. Los anticuerpos
monocatenarios se forman ligando los fragmentos de cadena pesada y ligera de la regiéon Fv a través de un puente
aminoacidico, dando como resultado un polipéptido monocatenario. Dichos anticuerpos monocatenarios pueden ser
también utiles intracelularmente (concretamente, como “intracuerpos”), por ejemplo como se describe por Marasco
et al. (J. Immunol. Methods 231: 223-238, 1999) para terapia genética en infecciéon por VIH. Ademas, los anticuerpos
del polipéptido de LDCAM pueden utilizarse, a su vez, para generar anticuerpos antiidiotipicos que “imiten” al
polipéptido de LDCAM y que puedan unirse a los coparticipes de union del polipéptido de LDCAM usando técnicas
bien conocidas por los especialistas en la materia (véanse, por ejemplo, Greenspan & Bona, 1993, FASEB J. 7(5):
437-444 y Nissinoff, 1991, J. Immunol. 147(8): 2429-2438).

Los anticuerpos que son inmunorreactivos con los polipéptidos descritos anteriormente incluyen anticuerpos
biespecificos (concretamente, anticuerpos que son inmunorreactivos con los polipéptidos a través de un primer
dominio de unién a antigeno y que son también inmunorreactivos con un polipéptido diferente a través de un
segundo dominio de unién a antigeno). Se han preparado una variedad de anticuerpos biespecificos y se han
encontrado Utiles tanto in vitro como in vivo (véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.807.706 y Cao y
Suresh, 1998, Bioconjugate Chem. 9: 635-644). Son conocidos en la materia numerosos métodos de preparacion de
anticuerpos biespecificos, incluyendo el uso de hibridomas hibridos tales como cuadromas, que se forman
fusionando dos hibridomas diferentes, y triomas, que se forman hibridando un hibridoma con un linfocito (Milstein y
Cuello, 1983, Nature 305: 537-540; patente de EE.UU. n°® 4.474.893 y patente de EE.UU. n° 6.106.833). La patente
de EE.UU. n° 6.060.285 da a conocer un proceso para la produccion de anticuerpos biespecificos en que se
transfectan al menos los genes de la cadena ligera y la porcion variable de la cadena pesada de un anticuerpo que
tiene una primera especificidad en una célula de hibridoma que secreta un anticuerpo que tiene una segunda
especificidad. Se ha usado también el acoplamiento quimico de fragmentos de anticuerpo para preparar moléculas
de unién a antigeno que tienen especificidad por dos antigenos diferentes (Brennan et al., 1985, Science 229: 81-83;
Glennie et al., J. Immunol., 1987, 139: 2367-2375 y la patente de EE.UU. n° 6.010.902). Los anticuerpos
biespecificos pueden producirse también por medios recombinantes, por ejemplo, usando los restos de cremallera
de leucina de las proteinas Fos y Jun (que forman preferiblemente heterodimeros) como se describe por Kostelny et
al. (J. Immunol. 148: 1547-4553; 1992). La patente de EE.UU. n° 5.582.996 da a conocer el uso de dominios
interactivos complementarios (tales como restos de cremallera de leucina u otras estructuras de dominio interactivo
de cerradura y llave) para facilitar la formacion de heterodimeros en la produccién de anticuerpos biespecificos.
Pueden prepararse moléculas biespecificas tetravalentes mediante la fusion de ADN que codifica la cadena pesada
de un fragmento F(ab')2 de un anticuerpo con ADN que codifica la cadena pesada de una segunda molécula de
F(ab')2 (en que el dominio CH1 esta reemplazado por un dominio CH3), o con ADN que codifica un fragmento Fv
monocatenario de un anticuerpo, como se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.959.083. La expresion de los genes
de fusion resultantes en células de mamifero, junto con los genes de las correspondientes cadenas ligeras,
proporciona moléculas biespecificas tetravalentes que tienen especificidad por antigenos seleccionados. Los
anticuerpos biespecificos pueden producirse también como se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.807.706.
Generalmente, el método implica introducir una protuberancia (construida reemplazando cadenas laterales
aminoacidicas pequefias por cadenas laterales mayores) en la interfase de un primer polipéptido y la
correspondiente cavidad (preparada reemplazando las cadenas laterales aminoacidicas grandes por pequefias) en
la interfase de un segundo polipéptido. Ademas, se han preparado fragmentos variables monocatenarios (scfv)
uniendo covalentemente dos dominios variables; los fragmentos de anticuerpo resultantes pueden foramr dimeros o
trimeros, dependiendo de la longitud del ligador flexible entre los dos dominios variables (Kortt et al., 1997, Protein
Engineering 10: 423-433).

Son bien conocidos los procedimientos de cribado mediante los que pueden identificarse dichos anticuerpos, y
pueden implicar cromatografia por inmunoafinidad, por ejemplo. Pueden cribarse en los anticuerpos las propiedades
agonistas (concretamente, imitadoras de ligando). Dichos anticuerpos, tras la unién a porciones de la superficie
celular de polipéptidos de LDCAM, inducen efectos biolégicos (por ejemplo, la transducciéon de sefiales bioldgicas)
similares a los efectos bioldgicos inducidos cuando el coparticipe de union de LDCAM se une a polipéptidos de
LDCAM. Los anticuerpos agonistas pueden usarse para inducir las rutas estimulatorias celulares mediadas por
LDCAM o la comunicacion intercelular. Los anticuerpos biespecificos pueden identificarse cribando con dos ensayos
separados, o con un ensayo en el que el anticuerpo biespecifico sirve como puente entre el primer antigeno y el
segundo antigeno (el segundo esta acoplado con un resto detectable). Los anticuerpos biespecificos que se unen a
polipéptidos de LDCAM de la invencién a través de un primer dominio de uniéon a antigeno seran utiles en
aplicaciones de diagndstico y en el tratamiento de autoinmunidad, inflamacién y cancer, como se describe con mas
detalle a continuacion.
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Aquellos anticuerpos que pueden bloquear la unién de polipéptidos de LDCAM a coparticipes de union de LDCAM
tales como, pero sin limitacion, LDCAM (agregacion homotipica), B7L-1 y CRTAM, pueden usarse para inhibir la
union celular mediada por LDCAM, B7L-1 y/o CRTAM, la comunicacion intercelular o la estimulaciéon celular
resultante de dicha unién. Dichos anticuerpos de bloqueo pueden identificarse usando cualquier procedimiento de
ensayo adecuado, tal como ensayando en anticuerpos su capacidad de inhibir la unién de LDCAM a ciertos
coparticipes de unién tales como, pero sin limitacién, LDCAM (agregacion homotipica), B7L-1 y CRTAM. Puede
ensayarse en los anticuerpos la capacidad de inhibir las rutas estimulatorias celulares mediadas por el coparticipe
de unién de LDCAM, tales como las descritas en los ejemplos. Dicho anticuerpo puede emplearse en un
procedimiento in vitro o administrarse in vivo para inhibir la actividad biolégica mediada por la entidad que genero el
anticuerpo. Pueden tratarse por tanto los trastornos causados o exacerbados (directa o indirectamente) por la
interaccion de LDCAM con un coparticipe de unién de superficie celular tal como, pero sin limitacion, LDCAM
(agregacion homotipica), B7L-1 y CRTAM. Un procedimiento terapéutico implica la administracion in vivo de un
anticuerpo bloqueante a un mamifero en una cantidad eficaz para inhibir la actividad biolégica mediada por el
coparticipe de union de LDCAM. Se prefieren generalmente anticuerpos monoclonales para uso en dichos metodos
terapéuticos. Puede emplearse un fragmento de anticuerpo de unién a antigeno tal como el anticuerpo de scfv-Fc
descrito en los ejemplos. Se proporcionan en la presente memoria composiciones que comprenden un anticuerpo
que esta dirigido contra LDCAM y un diluyente, excipiente o portador fisioldgicamente aceptable. Los componentes
adecuados de dichas composiciones son como se describe a continuacion para composiciones que contienen
polipéptidos de LDCAM.

Se proporcionan también en la presente memoria conjugados que comprenden un agente detectable (por ejemplo,
de diagndstico) o terapéutico enlazado con el anticuerpo especifico de LDCAM. Se presentan anteriormente
ejemplos de dichos agentes. Los conjugados encuentran uso en procedimientos in vitro o in vivo. Los anticuerpos
descritos anteriormente pueden usarse también en ensayos para detectar la presencia de los polipéptidos o
fragmentos como se describen en la presente memoria, tanto in vitro como in vivo. Los anticuerpos pueden
emplearse también para purificar polipéptidos o fragmentos de la invencion mediante cromatografia por
inmunoafinidad.

2.2 Pepticuerpos de LDCAM, CRTAM, B7L-4 0 B7L-1

Un antagonista o agonista de LDCAM puede estar en forma de un pepticuerpo dirigido contra LDCAM, CRTAM,
B7L-4 o B7L-1. Realizaciones de agonista de LDCAM adicionales incluyen pepticuerpos dirigidos a CRTAM que
tienen la capacidad de unirse a y activar CRTAM sobre la superficie de células tal como, pero sin limitacion,
reticulando CRTAM sobre la superficie de células. Los pepticuerpos son conocidos en la materia. Se definen y
describen con mayor detalle pepticuerpos con fines ejemplares en los documentos WO 99/25044 y WO 00/24782. El
péptido usado para crear el pepticuerpo puede ser de la secuencia aminoacidica de LDCAM, B7L-1 o CRTAM. Las
secuencias de scfv de LDCAM anti-humano proporcionadas en las SEQ ID NO:12 y 13 pueden incorporarse a un
pepticuerpo.

2.3 Disefio racional de compuestos que interaccionan con polipéptidos de LDCAM y CRTAM

El objetivo del disefio racional de farmacos es producir analogos estructurales de polipéptidos de interés
biolégicamente activos o de moléculas pequefias con las que interaccionan, por ejemplo, inhibidores, agonistas,
antagonistas, etc. Cualquiera de estos ejemplos puede usase para crear farmacos que sean formas mas activas o
estables del polipéptido o que potencien o interfieran la funciéon de un polipéptido in vivo (Hodgson J. (1991)
Biotechnology 9: 19-21). En un enfoque, se determina la estructura tridimensional de un polipéptido de interés, o de
un complejo polipéptido-inhibidor, mediante cristalografia de rayos X, mediante resonancia magnética nuclear o
mediante modelizacion homéloga informatica o, lo mas tipicamente, mediante una combinacién de estos enfoques.
Deben valorarse tanto la forma como las cargas del polipéptido para elucidar la estructura y determinar el sitio o
sitios activos de la molécula. Menos a menudo, puede obtenerse informacion Util respecto a la estructura de un
polipéptido modelizando basandose en la estructura de polipéptidos homdlogos. En ambos casos, se usa
informacién estructural relevante para disefiar moléculas analogas de polipéptidos de LDCAM y CRTAM, para
identificar inhibidores eficaces o para identificar moléculas pequefias que se unen a polipéptidos de LDCAM o
CRTAM. Los ejemplos Uutiles de disefio racional de farmacos incluyen moléculas que tienen una actividad o
estabilidad mejoradas como se muestra por Braxton S. y Wells JA (1992 Biochemistry 31: 7796-7801) o que actuan
como inhibidores, agonistas o antagonistas de péptidos nativos como se muestra por Athauda SB et al. (1993, J.
Biochem. 113: 742-746). El uso de informacion estructural de polipéptidos de LDCAM y CRTAM en sistemas de
software de modelizacién molecular para ayudar al disefio de inhibidores y para estudiar la interaccion inhibidor-
polipéptido de LDCAM o CRTAM esta también comprendido por la invenciéon. Se describe también en la presente
memoria un método para analizar en la estructura tridimensional de polipéptidos de LDCAM y CRTAM los sitios de
union probables de sustratos, sintetizar una nueva molécula que incorpore un sitio de unién predictivo y ensayar la
nueva molécula como se describe mas adelante en la presente memoria.

También es posible aislar un anticuerpo especifico de diana, seleccionado mediante ensayo funcional como se
describe mas adelante en la presente memoria, y resolver entonces su estructura cristalina. Este enfoque
proporciona en principio un nucleo farmacolégico sobre el que puede basarse el disefio de farmaco posterior. Es
posible evitar totalmente la cristalografia del polipéptido generando anticuerpos antiidiotipicos (anti-id) de un
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anticuerpo farmacoldgicamente activo funcional. Como imagen especular de una imagen especular, se esperaria
que el sitio de unién de los anti-id fuera un analogo del antigeno original. El anti-id podria usarse entonces para
identificar y aislar péptidos de bancos de péptidos producidos quimica o biolégicamente. Los péptidos aislados
actuarian entonces como nucleo farmacoldgico.

2.4 Antagonistas y agonistas de LDCAM basados en acidos nucleicos

Puede disefarse una inmunoterapia basada en acidos nucleicos para reducir el nivel de expresién génica de
LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 enddgenas, por ejemplo, usando enfoques anticodificantes o de ribozima para inhibir o
evitar la traduccion de transcritos de ARNm de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1; enfoques de triple hélice para inhibir la
transcripcion de genes de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 o recombinacion homdloga orientada para inactivar o
“desactivar génicamente” los genes LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 o su promotor endégeno.

Las moléculas de ARN y ADN anticodificantes actian bloqueando directamente la traduccion de ARNm mediante
hibridacion con el ARNm orientado y evitando la traduccion del polipéptido. Los enfoques anticodificantes implican el
disefio de oligonucledtidos (de ADN o ARN) que sean complementarios de un ARNm que tenga una secuencia
polinucleotidica de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1. La complementariedad absoluta, aunque preferida, no es necesaria.
Una secuencia “complementaria” de una porcidon de ARN, como se designa en la presente memoria, significa una
secuencia que tiene suficiente complementariedad para poder hibridar con el ARN, formando por tanto un duplex
estable. Los oligonucleétidos que son complementarios del extremo 5’ de mensaje, por ejemplo la secuencia 5’ no
traducida hasta e incluyendo el codon de inicio AUG, deberian funcionar mas eficazmente inhibiendo la traduccion.
Sin embargo, podrian usarse oligonucleétidos complementarios de regiones 5’ o 3’ no codificantes no traducidas del
transcrito génico de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 en un enfoque anticodificante para inhibir la traduccién de LDCAM,
CRTAM y/o B7L-1 enddgenas. Los oligonucleétidos complementarios de la regién 5 no traducida del ARNm
deberian incluir el complemento del codén de inicio AUG. Los acidos nucleicos anticodificantes deberian ser de al
menos 6 nucleétidos de longitud, y son preferiblemente oligonucleétidos en el intervalo de 6 a aproximadamente 50
nucledtidos de longitud. Los oligonucleétidos pueden ser de ADN o ARN o mezclas quiméricas o derivados o
versiones modificadas de los mismos, monocatenarias o bicatenarias. El oligonucleétido puede modificarse en el
resto de base, el resto de azucar o la cadena principal de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la
molécula, la hibridacion y similares. El oligonucleétido puede incluir otros grupos afiadidos tales como péptidos (por
ejemplo, para orientar a los receptores de células hospedadoras in vivo), o agentes que faciliten el transporte a
través de la membrana celular (véanse, por ejemplo, Letsinger et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-
6556; Lemaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 648-652; publicacion PCT n° W088/09810, publicada el 15 de
diciembre de 1988), o agentes de escisién desencadenada por la hibridacidon o agentes intercalantes (véase, por
ejemplo, Zon, 1988, Pharm. Res. 5: 539-549).

Pueden administrarse por via sistémica moléculas anticodificantes que se suministran a células que expresan un
transcrito que tiene una secuencia polinucleotidica de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 in vivo, por ejemplo, mediante
inyeccion directa en el tejido o sitio de derivacion celular, o mediante el uso de moléculas anticodificantes
modificadas, disefiadas para orientarse a las células deseadas (por ejemplo, anticodificantes ligadas con péptidos o
anticuerpos que se unen especificamente a receptores o antigenos expresados sobre la superficie de la célula
diana). Otro enfoque utiliza un constructo de ADN recombinante en que el oligonucledtido anticodificante esta puesto
bajo el control de un promotor pol Ill o pol Il fuerte. El uso de dicho constructo para transfectar células diana en el
sujeto dara como resultado la transcripcién de cantidades suficientes de ARN monocatenarios, que formaran pares
de bases complementarias con los transcritos de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 enddgenas y evitaran por tanto la
traduccion de ARNm de IL-17. Por ejemplo, puede introducirse un vector in vivo de tal modo que se capte por una
célula y dirija la transcripcion de un ARN anticodificante. Dicho vector puede permanecer episémico o integrarse en
un cromosoma, a condicion de que pueda transcribirse produciendo el ARN anticodificante deseado. Los vectores
pueden ser plasmidicos, viricos u otros conocidos en la materia usados para replicacion y expresion en células de
mamifero.

Las moléculas de ribozima disefadas para la escision catalitica de transcritos de ARNm que tienen una secuencia
polinucleotidica de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 evitan la traduccién de ARN de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 (véase,
por ejemplo, la publicacién internacional PCT WO90/11364, publicada el 4 de octubre de 1990; patente de EE.UU. n°
5.824.519). Las ribozimas son moléculas de ARN que poseen la capacidad de escindir especificamente otros ARN
monocatenarios de manera analoga a las endonucleasas de restriccion de ADN. Una ventaja importante de este
enfoque es que, debido a que son especificas de secuencia, se inactivan solo los ARNm con secuencias
particulares. Hay dos tipos basicos de ribozimas, a saber, de tipo Tetrahymena (Hasselhoff, Nature, 334: 585-591,
1988) y de tipo “cabeza de martillo”. Las ribozimas de tipo Tetrahymena reconocen secuencias que son de cuatro
bases de longitud, mientras que las ribozimas de tipo cabeza de martillo reconocen secuencias de 11-18 bases de
longitud. Cuanto mas larga es la secuencia de reconocimiento, mayor es la probabilidad de que la secuencia
aparezca exclusivamente en la especie de ARNm diana. Por consiguiente, las ribozimas de tipo cabeza de martillo
son preferibles a las ribozimas de tipo Tetrahymena.

Como en el enfoque anticodificante, las ribozimas pueden estar compuestas por oligonucleétidos modificados (por
ejemplo, para una estabilidad, orientacién y similares mejoradas). Un método tipico de suministro implica usar un
constructo de ADN que “codifique” la ribozima bajo el control de un promotor pol Il o pol Il constitutivo fuerte, de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383328 T3

modo que las células transfectadas produzcan suficientes cantidades de ribozima para destruir el mensaje de
LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 enddgenas e inhibir la traduccion. Debido a que las ribozimas, al contrario que las
moléculas anticodificantes, son cataliticas, se requiere una menor concentracién intracelular para su eficacia.

Como alternativa, la expresion de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 enddgenas puede reducirse orientando secuencias
desoxirribonucleotidicas complementarias a la regién reguladora del gen diana (concretamente, el promotor y/o
potenciadores de gen diana) para formar estructuras de triple hélice que evitan la transcripcién de los genes de
LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 diana (véanse, en general, Helene, 1991, Anticancer Drug Des., 6(6), 569-584; Helene,
etal, 1992, Ann. N.Y. Acad. Sci., 660, 27-36 y Maher, 1992, Bioassays 14(12), 807-815).

Las moléculas de ARN y ADN anticodificantes, de ribozima y de triple hélice de la invencién pueden prepararse
mediante cualquier método conocido en la materia para la sintesis de moléculas de ADN y ARN, e incluyen técnicas
para la sintesis quimica de oligodesoxirribonucleétidos y oligorribonucleétidos tales como, por ejemplo, la sintesis
quimica con fosforamidita en fase sélida, por ejemplo mediante el uso de un sintetizador de ADN automatizado (tal
como los comercialmente disponibles en Biosearch, Applied Biosystems y similares). Como ejemplos, pueden
sintetizarse oligonucledtidos de fosforotioato mediante el método de Stein et al., 1988, Nucl. Acids Res. 16: 3209.
Los oligonucledtidos de fosfonato de metilo pueden prepararse mediante el uso de soportes poliméricos de vidrio de
poro controlado (Sarin et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 7448-7451). Como alternativa, pueden
generarse moléculas de ARN mediante la transcripcion in vitro e in vivo de secuencias de ADN que codifican la
molécula de ARN anticodificante. Dichas secuencias de ADN pueden incorporarse a una amplia variedad de
vectores que incorporan promotores de ARN polimerasa adecuados tales como los promotores de polimerasa T7 o
SP6. Como alternativa, pueden introducirse establemente en estirpes celulares constructos de ADNc anticodificantes
que sintetizan ARN anticodificante constitutiva o indeciblemente, dependiendo del promotor usado.

Puede bloquearse la expresion de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 mediante silenciamiento génico postraduccional, tal
como mediante silenciamiento génico inducido por ARN bicatenario, también conocido como interferencia de ARN
(IARN). Las secuencias de ARN de LDCAM, CRTAM y/o B7L-1 pueden modificarse proporcionando secuencias
bicatenarias 0 ARN de horquilla cortos para uso terapéutico.

3. LDCAM

Los antagonistas y agonistas de LDCAM comprenden todas las formas adecuadas de LDCAM descritas en la
presente memoria que exhiben actividad bioldgica. La LDCAM es una proteina de superficie celular que tiene una
homologia limitada con las moléculas de adhesion que se expresan en una variedad de células incluyendo, pero sin
limitacion, células dendriticas y en particular células dendriticas derivadas de linfoides. La secuencia nucleotidica
que codifica la LDCAM humana, aislada como se describe en el ejemplo 3, se presenta en la SEQ ID NO:1, y la
secuencia aminoacidica asi codificada se presenta en la SEQ ID NO:2. La secuencia aminoacidica de LDCAM
humana codificada descrita en la SEQ ID NO:2 tiene un dominio extracelular predicho de 374 aminoacidos,
incluyendo una secuencia lider de 38 aminoacidos 1-38 (por tanto, el dominio extracelular que carece de una
secuencia lider se extiende por los aminoacidos 39-374); un dominio transmembrana de 21 aminoacidos (375-395) y
un dominio citoplasmatico de 47 aminoacidos (396-442). Se forma naturalmente una forma soluble de LDCAM
mediante corte y empalme alternativos. Se proporcionan ejemplos adicionales de LDCAM en la siguiente seccion
que incluye, pero sin limitaciéon, variantes, fragmentos biolégicamente activos, fragmentos, fragmentos
biolégicamente activos y fragmentos de variantes, proteinas de fusién, pepticuerpos, mimotopos, derivados y
similares.

La B7L-1, que tiene similitud de secuencia con B7-1, es un coparticipe de uniéon de LDCAM, como se describe en a
solicitud de patente de EE.UU. n° de serie 09/778.187, presentada el 6 de febrero de 2001. Debido a que la B7L-1 es
una proteina de unién a LDCAM y debido a que B7L-1 y LDCAM exhiben homologia en su dominio intracelular que
incluye sitios de union potenciales para miembros de la famila Band 4.1 y PDZ, y a que se encuentran en muchos de
los mismos tipos celulares, sus formas unidas a célula pueden suministrar sefales similares cuando se ocupan. Por
tanto, se denominan correceptores o contrapartidas estructurales. La secuencia nucleotidica que codifica formas
extracelulares largas y cortas de B7L-1 humana se presenta en las SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:9, respectivamente.
Las secuencias aminoacidicas codificadas por las secuencias nucleotidicas de SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:9 se dan
a conocer en las SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO: 10, respectivamente.

Para identificar las estirpes celulares a las que se une B7L-1 y aislar posteriormente una proteina a la que se une
B7L-1, se preparo una proteina de fusion B7L-1/Fc como se describe en el ejemplo 1 y se llevaron a cabo estudios
de union como se describe en el ejemplo 2. El ejemplo 3 describe el cribado de una coleccion de ADNc preparada a
partir de WI-26, una estirpe celular a la que se une B7L-1, y la identificacion de un clon humano de LDCAM
completa. La secuencia nucleotidica que codifica LDCAM humana, aislada como se describe en el ejemplo 3, se
presenta en la SEQ ID NO:1, y la secuencia aminoacidica asi codificada se presenta en la SEQ ID NO:2. La
secuencia aminoacidica de LDCAM humana codificada descrita en la SEQ ID NO:2 tiene un dominio extracelular
predicho de 374 aminoacidos, incluyendo una secuencia lider de 38 aminoacidos, 1-38, un dominio transmembrana
de 21 aminoacidos (375-395) y un dominio citoplasmatico de 47 aminoacidos (396-442).
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Los ejemplos 5 y 6 describen la preparacion y uso de una LDCAM/Fc humana en estudios de unién para identificar
las estirpes celulares a las que se une la LDCAM humana. Entre las estirpes celulares identificadas positivamente
estaban las células S49.1 y las células dendriticas linfoides de bazos y nédulos linfaticos de ratones tratados con
FIt3-L. El ejemplo 7 describe el cribado de conjuntos de una coleccion de expresion para identificar clones de
LDCAM de murido. La secuencia de ADN de LDCAM de murido aislada se da a conocer en la SEQ ID NO:3. La
secuencia aminoacidica codificada por la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO:3 se da a conocer en la SEQ ID
NO:4. La secuencia aminoacidica de LDCAM de murido codificada (SEQ ID NO:4) tiene un dominio extracelular
predicho de 356 aminoacidos (residuos 1-356), un dominio transmembrana de 21 aminoacidos (357-377) y un
dominio citoplasmatico que incluye los residuos aminoacidicos 378-423. La SEQ ID NO:3 y la SEQ ID NO:4
describen las secuencias de LDCAM de murido maduras completas. En comparacion con la secuencia de LDCAM
humana, la secuencia sefal no se describe completamente.

Las moléculas de LDCAM de mamifero descritas en la presente memoria son proteinas transmembrana de tipo | que
tienen una homologia global limitada con B7-1 y otras moléculas de adhesion celular. La LDCAM tiene una alta
homologia con la regién citoplasmatica de B7L-1. Como se describe a continuacién en el ejemplo 6, las proteinas
LDCAM demuestran una expresion extendida. En particular, se encuentra ARNm de LDCAM humana en mama,
retina, higado-bazo fetal, corazén fetal, pulmén, musculo, placenta, tiroides y carcinoma pulmonar. Las estirpes
celulares que tienen mensaje de LDCAM incluyen Wi-26. EI ARNm de LDCAM de ratén se encuentra en embrién
entero, testiculos, células negativas triples de murido esplénicas y de nédulos linfaticos CD8", S49.1 y células
dendriticas.

El descubrimiento de las secuencias de ADN dadas a conocer en las SEQ ID NO:1 y 3 posibilita la construccion de
vectores de expresion que comprenden ADN que codifica proteinas LDCAM humanas y de ratén; células
hospedadoras transfectadas o transformadas con los vectores de expresiéon; LDCAM biolégicamente activas como
proteinas homogéneas y anticuerpos inmunorreactivos con LDCAM.

Como la B7L-1, la LDCAM tiene una homologia limitada con el receptor de poliovirus, la proteina de union opioide
delta y moléculas de adhesion. Ademas, como se describe en el ejemplo 13, la LDCAM bloquea la proliferacion de
linfocitos T causada por ConA y PHA, sugiriendo que la LDCAM es util para modular la respuesta inmunitaria
mediada por linfocitos T. La LDCAM no inhibe la proliferacion de linfocitos T inducida por mAb de TCR, sugiriendo
que los efectos inhibidores de LDCAM sobre la proliferacion de linfocitos T inducida por mitdgeno son debidos a la
inhibicion de la secrecion de citocina, por ejemplo IL-2, o debidos a la regulacién de las respuestas posteriores de
los linfocitos T después de la activacion y a los aumentos de expresion del coparticipe de unién a LDCAM. Aun sin
limitarse a ellos, se describen a continuacién usos particulares de las moléculas de LDCAM.

Como se usa en la presente memoria, el término LDCAM comprende polipéptidos que tienen la secuencia
aminoacidica 1-442 de SEQ ID NO:2 y la secuencia aminoacidica 1-423 de SEQ ID NO:4. Ademas, la LDCAM
comprende polipéptidos que tienen un alto grado de similitud o un alto grado de identidad con la secuencia
aminoacidica de SEQ ID NO:2 y la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO:4 y dichos polipéptidos son
biolégicamente activos.

El término “LDCAM” designa un género de polipéptidos descritos en la presente memoria que, al menos en parte, se
unen y complejan consigo mismos, se unen a B7L-1 y CRTAM y alteran las sefiales de activacion de linfocitos T en
respuesta a antigenos y mitégenos.

El término “LDCAM de murido” designa productos génicos biolégicamente activos del ADN de SEQ ID NO:3 y el
término “LDCAM humana” designa productos génicos biolégicamente activos del ADN de SEQ ID NO:1. Estan
adicionalmente comprendidas por el término “LDCAM” las proteinas solubles o truncadas que comprenden
principalmente la porcion de unién conjunta a B7L-1 de la proteina, retienen actividad biolégica y pueden secretarse.
Los ejemplos especificos de dichas proteinas solubles son aquellas que comprenden la secuencia de aminoacidos
1-374 de SEQ ID NO:2 y aquellas que comprenden la secuencia de aminoacidos 1-356 de SEQ ID NO:4. Como
alternativa, dichas proteinas solubles pueden excluir una secuencia lider y comprenden por tanto los aminoacidos
39-374 de SEQ ID NO:2.

El ejemplo 9 describe la construccién de una novedosa proteina de fusion de LDCAM/Fc que puede utilizarse en
estudios de unién de LDCAM, ensayos de cribado de antagonistas y/o agonistas de LDCAM vy estudios dirigidos a
examinar las caracteristicas funcionales de la molécula. Otras regiones Fc del anticuerpo pueden sustituirse por la
region Fc de IgG1 humana descrita en el ejemplo. Son otras regiones Fc adecuadas aquellas que pueden unirse con
alta afinidad a proteina A o proteina G, o aquellas que incluyen fragmentos de la region Fc de IgG1 humana o de
murido, por ejemplo, fragmentos que comprenden al menos la region de bisagra, de modo que se formen enlaces
disulfuro intercatenarios. La proteina de fusion de LDCAM ofrece la ventaja de purificarse facilmente. Ademas, se
forman enlaces disulfuro entre las regiones Fc de dos cadenas de proteina de fusion separadas, creando dimeros.

Como se describe anteriormente, es un aspecto de la invencién polipéptidos de LDCAM solubles. Los polipéptidos
de LDCAM solubles comprenden todo o parte del dominio extracelular de una LDCAM nativa, pero carecen de la
sefial que causaria la retencion del polipéptido en una membrana celular. Los polipéptidos de LDCAM solubles
comprenden ventajosamente el péptido sefal nativo (o uno heterdlogo) cuando se sintetizan inicialmente para
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promover la secrecion, pero el péptido sefial se escinde tras la secrecion de LDCAM desde la célula. Los
polipéptidos de LDCAM solubles descritos en la presente memoria retienen la capacidad de unirse a B7L-1, o la
capacidad de unirse a si mismos. Como alternativa, los polipéptidos de LDCAM solubles de la presente invencién
retienen la capacidad de alterar las respuestas de linfocitos T. La LDCAM soluble puede incluir parte de la sefial o
parte del dominio citoplasmatico u otras secuencias, a condicién de que la proteina LDCAM soluble pueda
secretarse.

La LDCAM soluble puede identificarse (y distinguirse de sus contrapartidas unidas a membrana no solubles)
separando las células intactas que expresan la proteina deseada del medio de cultivo, por ejemplo mediante
centrifugacion, y ensayando en el medio o sobrenadante la presencia de la proteina deseada. La presencia de
LDCAM en el medio indica que la proteina se secretd desde las células y es por tanto una forma soluble de la
proteina deseada.

Las formas solubles de LDCAM poseen muchas ventajas frente a la proteina LDCAM unida nativa. La purificacion de
proteinas a partir de células hospedadoras recombinantes es factible, puesto que las proteinas solubles se secretan
desde las células. Adicionalmente, las proteinas solubles son generalmente mas adecuadas para administracion
intravenosa.

Los ejemplos de polipéptidos de LDCAM solubles incluyen aquellos que comprenden una porcién sustancial del
dominio extracelular de una proteina LDCAM nativa. Por ejemplo, una proteina LDCAM humana soluble comprende
los aminoacidos 38-374 o0 1-374 de SEQ ID NO:2 y una LDCAM de murido soluble incluye los aminoacidos 1-356 de
SEQ ID NO:4. Ademas, pueden usarse en la invencion las proteinas LDCAM solubles truncadas que comprenden
menos que el dominio extracelular entero. Cuando se expresa inicialmente en una célula hospedadora, la LDCAM
soluble puede incluir uno de los péptidos sefial heterélogos descritos a continuacién que sea funcional en las células
hospedadoras empleadas. Como alternativa, la proteina puede comprender el péptido sefial nativo.

La LDCAM soluble puede expresarse como una proteina de fusion que comprende (de extremo N a C) el péptido
sefal de factor a de levadura, un péptido FLAG® descrito a continuacion y en la patente de EE.UU. n°® 5.011.912 vy la
LDCAM soluble constituida por los aminoacidos 39-374 de SEQ ID NO:2 o 21-356 de SEQ ID NO:4. Esta proteina
de fusién recombinante se expresa en y se secreta desde células de levadura. El péptido FLAG® facilita la
purificaciéon de la proteina, y posteriormente puede escindirse de la LDCAM soluble usando enterocinasa mucosa
bovina. Pueden usarse en la invencion las secuencias de ADN aisladas que codifican proteinas LDCAM solubles.

La LDCAM truncada, incluyendo sus polipéptidos solubles, puede prepararse mediante cualquiera de una serie de
técnicas convencionales. Puede sintetizarse quimicamente una secuencia de ADN deseada usando técnicas
conocidas per se. Pueden producirse también fragmentos de ADN mediante digestion con endonucleasa de
restriccion de una secuencia de ADN clonada completa, y aislarse mediante electroforesis en geles de agarosa.
Pueden emplearse ligadores que contienen un sitio o sitios de escisidon por endonucleasa de restriccion para insertar
el fragmento de ADN deseado en un vector de expresion, o el fragmento puede digerirse en los sitios de escision
naturalmente presentes en el mismo. El bien conocido procedimiento de reaccién en cadena de la polimerasa puede
emplearse también para amplificar una secuencia de ADN que codifica un fragmento de proteina deseado. Como
alternativa adicional, pueden emplearse técnicas de mutagénesis conocidas para insertar un codén de terminacién
en un punto deseado, por ejemplo, inmediatamente en direcciéon 3’ del codén del ultimo aminoacido del dominio de
union a receptor.

Como se afirma anteriormente, pueden usarse en la invenciéon polipéptidos de LDCAM aislados u homogéneos,
tanto recombinantes como no recombinantes. Estan adicionalmente dentro del alcance de la presente invencion las
variantes y derivados de proteinas LDCAM nativas que retienen la actividad biolégica deseada. Dicha actividad
incluye la capacidad de la LDCAM de unirse a si misma, o la capacidad de unirse a B7L-1, o la capacidad de alterar
la sefalizacion de linfocitos T. Las variantes y derivados de LDCAM pueden obtenerse mediante mutaciones de
secuencias nucleotidicas que codifican polipéptidos de LDCAM nativos. Pueden lograrse alteraciones de la
secuencia aminoacidica nativa mediante cualquiera de una serie de métodos convencionales. Pueden introducirse
mutaciones en loci particulares sintetizando oligonucleétidos que contienen una secuencia mutante, flanqueados por
sitios de restriccion que posibilitan el ligamiento con fragmentos de la secuencia nativa. Después del ligamiento, la
secuencia reconstruida resultante codifica un analogo que tiene la insercion, sustitucion o delecion aminoacidica
deseada.

Como alternativa, pueden emplearse procedimientos de mutagénesis especifica de sitio dirigida a oligonucleétido
para proporcionar un gen alterado en el que codones predeterminados pueden alterarse por sustitucion, delecién o
insercion. Se dan a conocer métodos ejemplares de preparacion de las alteraciones expuestas anteriormente por
Walder et al. (Gene 42: 133, 1986); Bauer et al. (Gene 37: 73, 1985); Craik (BioTechniques, enero de 1985, 12-19);
Smith et al. (“Genetic Engineering: Principles and Methods”, Plenum Press, 1981); Kunkel (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 488, 1985); Kunkel et al. (Methods in Enzymol. 154: 367, 1987) y las patentes de EE.UU. n°® 4.518.584 y
4.737.462.

Las variantes de LDCAM pueden usarse como antagonistas o agonistas o usarse para desarrollar antagonistas o
agonistas de LDCAM tales como anticuerpos, pepticuerpos y mimotopos. Una “variante de LDCAM” como se
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designa en la presente memoria significa un polipéptido sustancialmente homoélogo de LDCAM nativa, pero que tiene
una secuencia aminoacidica diferente de la de LDCAM nativa (humana, de murido o de otra especie de mamifero)
debido a una o mas deleciones, inserciones o sustituciones. Sustancialmente homdlogo significa una variante de
secuencia aminoacidica que es al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos
un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98% o al menos un 99% idéntica a las secuencias
aminoacidicas nativas, como se dan a conocer anteriormente. La identidad porcentual de dos secuencias
aminoacidicas o de acido nucleico puede determinarse mediante inspeccion visual y calculo matematico, o mas
preferiblemente, la comparacion se realiza comparando la informacion de secuencia usando un programa
informatico. ES un programa informatico preferido ejemplar el programa del paquete Genetics Computer Group
(GCG; Madison, WI) Wisconsin, version 10.0, “GAP” (Devereux et al., 1984, Nucl. Acids Res. 12: 387). Los
parametros por defecto preferidos para el programa “GAP” incluyen: (1) la aplicacion por GCG de una matriz de
comparacion unitaria (que contiene un valor de 1 para identidades y de 0 para no identidades) de nucledtidos y la
matriz de comparacién aminoacidica ponderada de Gribskov y Burgess, Nucl. Acids Res. 14: 6745, 1986, como se
describe por Schwartz y Dayhoff, eds., “Atlas of Polypeptide Sequence and Structure”, National Biomedical Research
Foundation, pag. 353-358, 1979; u otras matrices de comparacién comparables; (2) una penalizaciéon de 30 por cada
hueco y una penalizaciéon adicional de 1 por cada simbolo en cada hueco de secuencias aminoacidicas, o una
penalizacién de 50 por cada hueco y una penalizacién adicional de 3 por cada simbolo en cada hueco para
secuencias nucleotidicas; (3) sin penalizacién por huecos terminales y (4) sin penalizacidon maxima por huecos
largos. Pueden usarse también otros programas usados por los especialistas en la materia de comparaciéon de
secuencias tales como, por ejemplo, el programa BLASTN version 2.0.9, disponible para uso en la pagina web de la
National Library of Medicine www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/wblast2.cgi, o el algoritmo UW-BLAST 2.0. Se describen los
ajustes de parametros por defecto estandares de UW-BLAST 2.0 en la siguiente pagina de Internet:
sapiens.wustl.edu/blast/blast/#Features. Ademas, el algoritmo BLAST usa la matriz de puntuacién aminoacidica
BLOSUM®G62 y los pardmetros opcionales que pueden usarse son los siguientes: (A) inclusion de un filtro para
enmascarar segmentos de la secuencia de busqueda que tengan una baja complejidad composicional (determinada
por el programa SEG de Wootton y Federhen (Computers and Chemistry, 1993); véase también Wootton y
Federhen, 1996, “Analysis of compositionally biased regions in sequence databases”, Methods Enzymol. 266: 554-
71) o segmentos constituidos por repeticiones internas de baja periodicidad (determinados por el programa XNU de
Claverie y States (Computers and Chemistry, 1993)), y (B) un umbral de significacion estadistica para notificar
coincidencias frente a secuencias de base de datos o puntuacidon de E (la probabilidad esperada de encontrar
coincidencias simplemente por casualidad, segun el modelo estocastico de Karlin y Altschul (1990); si la significacion
estadistica atribuida a una coincidencia es mayor que este umbral de puntuacion de E, no se notificara la
coincidencia); los valores de umbral de puntuacion de E preferidos son 0,5, o en orden de (Preferencia creciente:
0,25, 0,1, 0,05, 0,01, 0,001, 0,0001, 10°, 107°, 107, 10%°, 10, 10°*, 10, 10, 107° 0 10™°

Dichas variantes incluyen polipéptidos que son sustancialmente homologos de secuencias de LDCAM nativas, pero
que tienen una secuencia aminoacidica diferente de la de un receptor de IL-17 nativo debido a una o mas
deleciones, inserciones o sustituciones. Los polipéptidos de LDCAM pueden comprender al menos una sustitucion
aminoacidica conservativa. Los polipéptidos de LDCAM pueden comprender de una a diez deleciones, inserciones o
sustituciones de residuos aminoacidicos, en comparacion con una secuencia nativa. Los polinucleétidos que
codifican LDCAM para uso en la presente invencion incluyen variantes que difieren de una secuencia
polinucleotidica de LDCAM debido a una o mas deleciones, inserciones o sustituciones, pero que codifican un
polipéptido biolégicamente activo. Se incluyen como variantes de polipéptidos de LDCAM aquellas variantes de
origen natural, tales como formas alélicas y formas de corte y empalme alternativos, asi como variantes que se han
construido modificando la secuencia aminoacidica de un polipéptido de LDCAM o la secuencia nucleotidica de un
acido nucleico que codifica un polipéptido de LDCAM.

Como se menciona anteriormente, las variantes de LDCAM pueden comprender una secuencia que tiene al menos
un aminoacido sustituido conservativamente, lo que significa que un residuo aminoacidico dado se reemplaza por un
residuo que tiene caracteristicas fisicoquimicas similares. Realizaciones alternativas comprenden variantes de
LDCAM que comprenden entre 1-10, 1-20 o 1-30 secuencias sustituidas conservativamente. En general, las
sustituciones por uno o mas aminoacidos presentes en el polipéptido nativo deberian ser conservativas. Los
ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la sustitucion de aminoacidos fuera del dominio o dominios activos
y la sustitucién de aminoacidos que no alteren la estructura secundaria y/o terciaria de la LDCAM. Los ejemplos de
sustituciones conservativas incluyen la sustitucién de un residuo alifatico por otro, tales como lle, Val, Leu o Ala por
otro, o sustituciones de un residuo polar por otro, tales como entre Lys y Arg; Glu y Asp; o GIn y Asn. Son bien
conocidas otras sustituciones conservativas, por ejemplo, sustituciones de regiones enteras que tienen
caracteristicas de hidrofobia similares. Las variantes de origen natural pueden usarse en la invencion. Son ejemplos
de dichas variantes proteinas que resultan de eventos de corte y empalme de ARNm alternativos o de la escisién
proteolitica de la proteina nativa, en los que se retiene la propiedad bioldgica nativa.

Por ejemplo, una “sustituciéon aminoacidica conservativa” puede implicar la sustitucion de un residuo aminoacidico
nativo por un residuo no nativo de modo que haya poco o ningun efecto sobre la polaridad o carga del residuo
aminoacidico en esa posicion. Ademas, puede sustituirse también cualquier residuo nativo en el polipéptido por
alanina, como se ha descrito anteriormente para “mutagénesis por barrido de alanina” (véanse, por ejemplo,

17



10

15

20

25

ES 2383328 T3

MacLennan et al., 1998, Acta Physio. Scand. Suppl. 643: 55-67; Sasaki et al., 1998, Adv. Biophys. 35:1-24, que
discute la mutagénesis por barrido de alanina).

Las sustituciones aminoacidicas deseadas (tanto conservativas como no conservativas) pueden determinarse por
los especialistas en la materia en el momento en que se deseen dichas sustituciones. Por ejemplo, pueden usarse
sustituciones aminoacidicas para identificar residuos importantes de la secuencia peptidica, o para aumentar o
reducir la afinidad de moléculas de péptido o vehiculo-péptido (véanse las formulas precedentes) descritas en la
presente memoria. Se exponen las sustituciones aminoacidicas ejemplares en la Tabla 1.

Tabla 1-Sustituciones aminoacidicas

Residuos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas
Ala (A) Val, Leu, lle Val
Arg (R) Lys, GIn, Asn Lys
Asn (N) Gin Gin
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
GIn (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg Arg

lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe, norleucina Leu
Leu (L) norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys (K) Arg, acido 1,4-diaminobutirico, GIn, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, lle Leu
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro (P) Ala Gly
Ser (S) Thr, Ala, Cys Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) lle, Met, Leu, Phe, Ala, norleucina Leu

Las sustituciones aminoacidicas conservativas pueden comprender también residuos aminoacidicos de origen no
natural que se incorporan tipicamente mediante sintesis peptidica quimica en lugar de mediante sintesis en sistemas
bioldgicos.

Como se observa anteriormente, los residuos de origen natural pueden dividirse en clases basadas en las
propiedades de la cadena lateral comun que pueden ser Utiles para modificaciones de secuencia. Por ejemplo, las
sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases por un
miembro de otra clase. Dichos residuos sustituidos pueden introducirse en regiones del péptido que son homdlogas
de ortélogos no humanos, o en regiones no homodlogas de la molécula. Ademas, pueden hacerse también
modificaciones usando P o G con el fin de influir en la orientacién de la cadena.

Al realizar dichas modificaciones, puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. Se ha asignado a
cada aminoacido un indice hidropatico basandose en su hidrofobia y caracteristicas de carga, estos son: isoleucina
(+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina
(-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1.6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5);
glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9) y arginina (-4,5).

Se entiende en la materia la importancia del indice aminoacidico hidropatico para conferir una funcién biologica
interactiva a una proteina (Kyte, et al., J. Mol. Biol., 157: 105-131 (1982)). Es conocido que ciertos aminoacidos
pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacién hidropatico similar y siguen reteniendo
una actividad biolégica similar. Al realizar cambios basandose en el indice hidropatico, se prefiere la sustitucién de
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aminoacidos cuyos indices estan a +2, se prefieren particularmente aquellos que estan a £1 y se prefieren ain mas
particularmente aquellos a +0,5.

Se entiende también en la materia que puede realizarse eficazmente la sustitucion de aminoacidos similares
basandose en la hidrofilia. La mayor hidrofilia media local de una proteina, regida por la hidrofilia de sus aminoacidos
adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y antigenicidad, concretamente, con una propiedad biol6gica
de la proteina.

Se han asignado los siguientes valores de hidrofilidad a los residuos aminoacidicos: arginina (+3,0); lisina (+3,0);
aspartato (+3,0 = 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-
0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Al realizar cambios basados en valores de
hidrofilia similares, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia estén a +2, se prefiere
particularmente aquellos que estén a +1 y se prefieren ain mas particularmente aquellos que estén a +0,5. Pueden
identificarse también epitopos de secuencias aminoacidicas primarias basandose en la hidrofilia. Estas regiones se
designan también com “regiones centrales epitépicas”.

Un especialista en la materia podria determinar las variantes adecuadas de los polipéptidos como se exponen en las
secuencias anteriores usando técnicas bien conocidas. Para identificar las zonas adecuadas de la molécula que
pueden cambiarse sin destruir la actividad, un especialista en la materia puede orientarse a zonas que no se cree
que sean importantes para la actividad. Por ejemplo, cuando son conocidos polipéptidos similares con actividades
similares de la misma especie o de otra especie, un especialista en la materia puede comparar la secuencia
aminoacidica de un péptido con péptidos similares. Con dicha comparacion, pueden identificarse residuos y
porciones de las moléculas que estén conservados entre polipéptidos similares. Se apreciara que los cambios en las
zonas de un péptido que no estan conservadas respecto a dichos péptidos similares afectaran adversamente con
menos probabilidad la actividad bioldgica y/o estructura del péptido. Un especialista en la materia sabria también
que, incluso en regiones relativamente conservadas, pueden sustituirse aminoacidos quimicamente similares por
residuos de origen natural mientras se retenga la actividad (sustituciones conservativas de residuos aminoacidicos).
Por lo tanto, incluso las zonas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la estructura pueden
someterse a sustituciones aminoacidicas conservativas sin destruir la actividad bioldgica o sin afectar adversamente
a la estructura peptidica.

Adicionalmente, un especialista en la materia puede revisar los estudios de estructura-funcién identificando los
residuos en péptidos similares que son importantes para la actividad o estructura. A la vista de dicha comparacion,
puede predecirse la importancia de los residuos aminoacidicos en un péptido que corresponden a los residuos
aminoacidicos que son importantes para la actividad o estructura en péptidos similares. Un especialista en la materia
puede optar por sustituciones aminoacidicas quimicamente similares para dichos residuos aminoacidicos predichos
como importantes de los péptidos.

Un especialista en la materia puede analizar también la estructura tridimensional y la secuencia aminoacidica con
relacion a la estructura en polipéptidos similares. A la vista de esa informacion, un especialista en la materia puede
predecir el alineamiento de los residuos aminoacidicos de un péptido con respecto a su estructur tridimensional. Un
especialista en la materia puede elegir no realizar cambios radicales a los residuos aminoacidicos que se predice
que estan en la superficie de la proteina, puesto que dichos residuos pueden estar implicados en interacciones
importantes con otras moléculas. Ademas, un especialista en la materia puede generar variantes de ensayo que
contengan una sola sustitucion aminoacidica en cada residuo aminoacidico deseado. Las variantes pueden cribarse
entonces usando ensayos de actividad conocidos por los especialistas en la materia. Dichos datos podrian usarse
para recopilar informaciéon sobre las variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubriera que un cambio en un
residuo aminoacidico particular daba como resultado una actividad anulada, indeseablemente reducida o
inadecuada, se evitarian las variantes con dicho cambio. En otras palabras, basandose en la informacién recopilada
a partir de dichos experimentos rutinarios, un especialista en la materia puede determinar facilmente los
aminoacidos en que deberian evitarse sustituciones adicionales solas o en combinacion con otras mutaciones.

Una serie de publicaciones cientificas se han dedicado a la prediccion de la estructura secundaria. Véanse Moult J.,
Curr. Op. in Biotech., 7(4): 422-427 (1996), Chou et al., Biochemistry, 13(2): 222-245 (1974); Chou et al,,
Biochemistry, 113(2): 211-222 (1974); Chou et al., Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47: 45-148 (1978); Chou et
al., Ann. Rev. Biochem., 47: 251-276 y Chou et al., Biophys. J., 26: 367-384 (1979). Ademas, estan actualmente
disponibles programas informaticos para ayudar a predecir la estructura secundaria. Un método de prediccion de la
estructura secundaria esta basado en la modelizacién por homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas que
tienen una identidad de secuencia mayor de un 30%, o una similitud mayor de un 40%, a menudo tienen topologias
estructurales similares. El reciente crecimiento de la base de datos de estructuras de proteinas (PDB) ha
proporcionado una predicibilidad aumentada de la estructura secundaria, incluyendo el numero potencial de
plegamientos en la estructura de un polipéptido o proteina. Véase Holm, et al., Nucl. Acid. Res., 27(1): 244-247
(1999). Se ha sugerido (Brenner et al., Curr. Op. Struct. Biol., 7(3): 369-376 (1997)) que hay un numero limitado de
plegamientos en un polipéptido o proteina dado, y que una vez se ha resuelto un nimero critico de estructuras, la
prediccion estructural ganara drasticamente exactitud.
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Los métodos adicionales de prediccién de la estructura secundaria incluyen “reconocimiento del plegamiento”
(Jones, D., Curr. Opin. Struct. Biol., 7(3): 377-87 (1997); Sippl, et al., Structure, 4(1): 15-9 (1996)), “analisis del perfil”
(Bowie, et al., Science, 253: 164-170 (1991); Gribskov, et al., Meth. Enzym., 183: 146-159 (1990); Gribskov, et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci., 84(13): 4355-8 (1987)) y “conexion evolutiva” (véanse Holm, anteriormente, y Brenner,
anteriormente).

Pueden realizarse modificaciones adicionales en las secuencias polipeptidica de LDCAM o polinucleotidica de
LDCAM por los especialistas en la materia usando técnicas conocidas. Las modificaciones de interés de las
secuencias polipeptidicas pueden incluir la alteracion, sustitucion, reemplazo, insercién o deleciéon de un aminoacido
seleccionado. Por ejemplo, pueden eliminarse o reemplazarse por otro aminoacido uno o mas residuos de cisteina
para alterar la conformacién de la molécula, una alteracion que puede implicar evitar la formacién de puentes
disulfuro intramoleculares incorrectos tras el plegamiento o renaturalizacion. Las técnicas para dicha alteracion,
sustitucion, reemplazo, insercién o delecidon son bien conocidas por los especialistas en la materia (véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 4.518.584). Como otro ejemplo, los sitios de N-glucosilacion en el dominio
extracelular de LDCAM pueden modificarse para impedir la glucosilacion, permitiendo la expresiéon de un analogo de
carbohidrato reducido en sistemas de expresién de mamiferos y levadura. Los sitios de N-glucosilacion en
polipéptidos eucaritticos se caracterizan por un triplete aminoacidico Asn-X-Y, en el que X es cualquier aminoacido
excepto Pro e Y es Ser o Thr. El polipéptido de LDCAM humano de SEQ ID NO:2 incluye seis de dichos tripletes, en
los aminoacidos 67-69, 101-103, 113-115, 165-167, 304-306 y 308-310. De forma similar, el polipéptido de LDCAM
de murido de SEQ ID NO:4 incluye seis de dichos tripletes a 49-51, 83-85, 95-97, 147-149, 286-288 y 290-292. Las
sustituciones, adiciones o deleciones apropiadas en la secuencia nucleotidica que codifica estos tripletes daran
como resultado evitar el enlace de residuos de carbohidrato en la cadena lateral de Asn. La alteracion de un solo
nucleétido, elegido de modo que la Asn se reemplace por un aminoacido diferente, por ejemplo, es suficiente para
inactivar un sitio de N-glucosilacién. Los procedimientos conocidos para inactivar sitios de N-glucosilacién en
proteinas incluyen aquellos descritos en la patente de EE.UU. n°® 5.071.972 y el documento EP 276.846.

Variantes adicionales incluyen polipéptidos de LDCAM que pueden modificarse para crear derivados de los mismos
formando conjugados covalentes o agregados con otros restos quimicos, tales como grupos glucosilo, lipidos,
fosfato, grupos acetilo y similares. Los derivados covalentes pueden prepararse ligando los restos quimicos con
grupos funcionales en cadenas laterales aminoacidicas o en el extremo N o el extremo C de un polipéptido.
Preferiblemente, dicha alteracion, sustitucion, reemplazo, insercion o delecién no reduce la actividad bioldgica de
LDCAM. Es un ejemplo una variante que se une esencialmente con la misma afinidad de unién que la forma nativa.
La afinidad de unién puede medirse mediante procedimientos convencionales, por ejemplo, como se describe en la
patente de EE.UU. n°® 5.512.457 y se expone en la presente memoria. Ademas, las moléculas de LDCAM pueden
modificarse mediante la adicion de uno o mas polimeros solubles en agua tales como, pero sin limitacion,
polietilenglicol, para aumentar la biodisponibilidad y/o la semivida farmacocinética.

Estan actualmente disponibles diversos medios para enlazar restos quimicos Uutiles para aumentar la
biodisponibilidad y/o la semivida farmacocinética; véase, por ejemplo, la publicacién internacional del Tratado de
Cooperacion en Materia de Patentes (“PCT”) n® WO 96/11953, titulada "N-Terminally Chemically Modified Protein
Compositions and Methods".

Esta publicacion PCT da a conocer, entre otras cosas, el enlace selectivo de polimeros solubles en agua con el
extremo N de proteinas.

Es un vehiculo polimérico alternativo el polietilenglicol (PEG). El grupo PEG puede ser de cualquier peso molecular
conveniente y puede ser lineal o ramificado. El peso molecular medio del PEG oscilara preferiblemente de
aproximadamente 2 kilodalton (“kDa”) a aproximadamente 100 kDa, mas preferiblemente de aproximadamente 5
kDa a aproximadamente 50 kDa, lo mas preferiblemente de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 10 kDa.
Los grupos PEG se enlazaran generalmente con los compuestos de la invencién mediante acilacién o alquilacion
reductora a través de un grupo reactivo en el resto PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, tiol o éster) con un
grupo reactivo en el compuesto de la invencién (por ejemplo, un grupo aldehido, amino o éster).

Una estrategia util para la pegilacion de péptidos sintéticos consiste en la combinacion, mediante la formacion de un
ligamiento conjugado en disolucion, de un péptido y un resto de PEG, portando cada uno una funcionalidad especial
que es mutuamente reactiva con la otra. Los péptidos pueden prepararse facilmente con sintesis en fase soélida
convencional. Los péptidos se “preactivan” con un grupo funcional apropiado en un sitio especifico. Se purifican los
precursores y se caracterizan completamente antes de hacer reaccionar con el resto de PEG. El ligamiento del
péptido con PEG tiene lugar habitualmente en fase acuosa y puede monitorizarse facilmente mediante HPLC
analitica en fase inversa. Los péptidos pegilados pueden purificarse facilmente mediante HPLC preparativa y
caracterizarse por HPLC analitica, analisis aminoacidico y espectrometria de masas por desorcion laser.

Los polimeros polisacaridos son otro tipo de polimero soluble en agua que puede usarse para la modificacion de
proteinas. Los dextranos son polimeros polisacaridos que comprenden subunidades individuales de glucosa ligadas
predominantemente por ligamientos a1-6. El dextrano mismo esta disponible en muchos intervalos de peso
molecular, y esta facilmente disponible en pesos moleculares de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 70
kDa. El dextrano es un polimero soluble en agua adecuado para uso en la presente invenciéon como vehiculo por si
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mismo o en combinacién con otro vehiculo (por ejemplo, Fc). Véanse, por ejemplo, los documentos WO 96/11953 y
WO 96/05309. Se ha notificado el uso de dextrano conjugado con inmunoglobulinas terapéuticas o de diagndstico;
véase, por ejemplo, la publicacién de patente europea n°® 0.315.456. Se prefiere el dextrano de aproximadamente 1
kDa a aproximadamente 20 kDa cuando se usa dextrano como vehiculo segun la presente invencion.

Los derivados de LDCAM adicionales incluyen conjugados covalentes o agregados de los polipéptidos con otros
polipéptidos o polipéptidos, tales como mediante sintesis en cultivo recombinante, en forma de fusiones N-terminales
o C-terminales. Los ejemplos de polipéptidos de fusién se discuten a continuaciéon con relacion a los oligomeros.
Adicionalmente, los polipéptidos de fusion pueden comprender péptidos afadidos para facilitar la purificacion e
identificacion. Dichos péptidos incluyen, por ejemplo, poli-His o los péptidos de identificacion antigénica descritos en
la patente de EE.UU. n° 5.011.912 y en Hopp et al., Bio/Technology 6: 1204, 1988. Uno de dichos péptidos es el
octapéptido FLAG® (SEQ ID NO:31), que es altamente antigénico y proporciona un epitopo unido reversiblemente
por un anticuerpo monoclonal especifico, lo que posibilita un ensayo rapido y una purificacion sencilla del polipéptido
recombinante expresado Un hibridoma de murido designado 4E11 produce un anticuerpo monoclonal que se une al
péptido FLAG® en presencia de ciertos cationes metalicos divalentes, como se describe en la patente de EE.UU. n°
5.011.912. La estirpe celular de hibridoma 4E11 se ha depositado en la American Type Culture Collection con el
numero de acceso HB 9259. Los anticuerpos monoclonales que se unen al péptido FLAG® estan disponibles en
Eastman Kodak Co., Scientific Imaging Systems Division, New Haven, Connecticut.

Las LDCAM que pueden usarse en los métodos descritos en la presente memoria incluyen oligémeros o polipéptidos
de fusion que contienen polipéptidos de LDCAM, uno o mas fragmentos de LDCAM o cualquiera de las formas
derivadas o variantes de LDCAM como se dan a conocer en la presente memoria, asi como en las patentes de
EE.UU. enumeradas anteriormente. Los oligdmeros pueden comprender polipéptidos de LDCAM solubles. Los
oligbmeros pueden estar en forma de multimeros ligados covalentemente o ligados no covalentemente, incluyendo
dimeros, trimeros u oligémeros superiores. Los oligdmeros de LDCAM pueden comprender multiples polipéptidos de
LDCAM unidos mediante interacciones covalentes o no covalentes entre restos peptidicos fusionados con los
polipéptidos, teniendo dichos péptidos la propiedad de promover la oligomerizacion. Las cremalleras de leucina y
ciertos polipéptidos derivados de anticuerpos estan entre los péptidos que pueden promover la oligomerizacion de
los polipéptidos enlazados con los mismos, como se describe con detalle a continuacion.

La LDCAM puede modificarse para crear derivados de LDCAM formando conjugados covalentes o agregados con
otros restos quimicos, tales como grupos glucosilo, lipidos, grupos fosfato, acetilo y similares. Pueden prepararse
derivados covalentes de LDCAM ligando los restos quimicos con grupos funcionales en las cadenas laterales
aminoacidicas de LDCAM o en el extremo N o el extremo C de un polipéptido de LDCAM o el dominio extracelular
del mismo. Otros derivados de LDCAM incluyen conjugados covalentes o agregados de LDCAM o sus fragmentos
con otras proteinas o polipéptidos, tales como mediante sintesis en cultivo recombinante en forma de fusiones N-
terminales o C-terminales. Por ejemplo, el conjugado puede comprender una secuencia polipeptidica sefial o lider
(por ejemplo, la lider de factor a de Saccharomyces) en el extremo N de un polipéptido de LDCAM. El péptido sefial
o lider dirige cotraduccionalmente o postraduccionalmente la transferencia del conjugado desde su sitio de sintesis
hasta un sitio dentro o fuera de la membrana celular o la pared celular.

Las fusiones de polipéptidos de LDCAM pueden comprender péptidos afiadidos para facilitar la purificacién e
identificacion de LDCAM. Dichos péptidos incluyen, por ejemplo, poli-His o los péptidos de identificacion antigénica
descritos en la patente de EE.UU. n® 5.011.912 y en Hopp et al., Bio/Technology 6: 1204, 1988.

Se describen para uso en la invencién los constructos de ADN equivalentes que codifican diversas adiciones o
sustituciones de residuos o secuencias aminoacidicos, o deleciones de residuos o secuencias terminales o internos
no necesarios para la actividad biolégica o la unién. Por ejemplo, los sitios de N-glucosilacion del dominio
extracelular de LDCAM pueden modificarse para impedir la glucosilacién y permitir la expresion de un analogo de
carbohidrato reducido en sistemas de expresion de mamifero y levadura. Los sitios de N-glucosilacion en
polipéptidos eucarioticos se caracterizan por un triplete aminoacidico Asn-X-Y, en el que X es cualquier aminoacido
excepto Pro e Y es Ser o Thr. El polipéptido de LDCAM humano de SEQ ID NO:2 incluye seis de dichos tripletes en
los aminoacidos 67-69, 101-103, 113-115, 165-167, 304-306 y 308-310. De forma similar, el polipéptido de LDCAM
de murido de SEQ ID NO:4 incluye seis de dichos tripletes en 49-51, 83-85, 95-97, 147-149, 286-288 y 290-292. Las
sustituciones, adiciones o deleciones apropiadas de la secuencia nucleotidica que codifica estos tripletes daran
como resultado evitar el enlace de residuos de carbohidrato con la cadena lateral de Asn. La alteracion de un solo
nucleodtido, elegida de modo que la Asn se reemplace por un aminoacido diferente, por ejemplo, es suficiente para
inactivar un sitio de N-glucosilacién. Los procedimientos conocidos para inactivar sitios de N-glucosilacién en
proteinas incluyen aquellos descritos en la patente de EE.UU. n° 5.071.972 y en el documento EP 276.846.

En otro ejemplo, las secuencias que codifican residuos de Cys que no son esenciales para la actividad bioldgica
pueden alterarse causando que los residuos de Cys se eliminen o reemplacen por otros aminoacidos, evitando la
formacion de puentes disulfuro intramoleculares incorrectos tras la renaturalizacion. Se preparan otros equivalentes
mediante la modificacion de residuos aminoacidos dibasicos adyacentes para potenciar la expresion en sistemas de
levadura en que esta presente la actividad proteasa KEX2. El documento EP 212.914 da a conocer el uso de
mutagénesis especifica de sitio para inactivar sitios de procesamiento de proteasa KEX2 en una proteina. Los sitios
de procesamiento de proteasa KEX2 se inactivan eliminando, anadiendo o sustituyendo residuos para alterar los
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pares Arg-Arg, Arg-Lys y Lys-Arg, eliminando la aparicidon de estos residuos basicos adyacentes. Los apareamientos
Lys-Lys son considerablemente menos susceptibles de escision por KEX2, y la conversion de Arg-Lys o Lys-Arg en
Lys-Lys representa un enfoque conservador y preferido para inactivar los sitios de KEX2.

Las secuencias de acido nucleico incluyen secuencias de ADN y ARN aisladas que hibridan con las secuencias
nucleotidicas de LDCAM dadas a conocer en la presente memoria en condiciones de rigor moderado o alto, y que
codifican LDCAM biolégicamente activa. Las condiciones de rigor moderado, como se definen en Sambrook et al.
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2 ed. vol. 1, pag. 101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989),
incluyen el uso de una disolucién de prelavado de 5 X SSC, 0,5% de SDS, EDTA 1,0 mM (pH 8,0) y condiciones de
hibridacion de aproximadamente 55°C, 5 X SSC, durante una noche. Las condiciones de rigor alto incluyen mayores
temperaturas de hibridacion y lavado. El especialista en la materia reconocera que la temperatura y la concentracion
salina de la disolucién de lavado pueden ajustarse segun sea necesario segun factores tales como la longitud de la
molécula de acido nucleico.

Debido a la degeneracion conocida del cédigo genético, en la que mas de un codén puede codificar el mismo
aminoacido, una secuencia de ADN puede variar de la mostrada en las SEQ ID NO:1 y 3 y seguir codificando una
proteina LDCAM que tiene la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4, respectivamente. Dichas
secuencias de ADN variantes pueden ser el resultado de mutaciones silenciosas (por ejemplo, que aparecen
durante amplificacién por PCR), o pueden ser el producto de la mutagénesis deliberada de una secuencia nativa.

Pueden usarse en los métodos de la invencion secuencias de ADN aisladas equivalentes que codifican LDCAM
biolégicamente activa seleccionadas de: (a) ADNc que comprende la secuencia nucleotidica presentada en las SEQ
ID NO:1 y SEQ ID NO:3; (b) ADN capaz de hibridacion con un ADN de (a) en condiciones moderadamente rigurosas
y que codifica LDCAM biolégicamente activa y (c) ADN que esta degenerado como resultado del codigo genético
hasta un ADN definido en (a) o (b) y que codifica LDCAM biolégicamente activa. Pueden usarse también proteinas
LDCAM codificadas por dichas secuencias equivalentes de ADN.

Los ADN que son equivalentes a la secuencia de ADN de SEQ ID NO: y SEQ ID NO:3 hibridaradn en condiciones
moderada y altamente rigurosas con secuencias de ADN que codifican polipéptidos que comprenden las SEQ ID
NO:2 y SEQ ID NO:4. Los ejemplos de proteinas LDCAM codificadas por dichos ADN incluyen, pero sin limitacion,
fragmentos de LDCAM (incluyendo fragmentos solubles) y proteinas LDCAM que comprenden un sitio o sitios de N-
glucosilacién inactivados, un sitio o sitios de procesamiento de proteasa KEX2 inactivados o una sustituciéon o
sustituciones aminoacidicas conservativas como se describen anteriormente. Pueden usarse también en la presente
invencién proteinas LDCAM codificadas por ADN derivado de otras especies de mamiferos, en las que el ADN
hibridara con el ADNc de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3.

Las variantes que poseen la capacidad de unirse a B7L-1 pueden identificarse mediante cualquier ensayo adecuado.
La actividad biolégica de la LDCAM puede determinarse, por ejemplo, mediante competicion por la unién al dominio
de union de B7L-1 (concretamente, ensayos de unidon competitiva).

Un tipo de ensayo de unién competitiva para un polipéptido de LDCAM usa una LDCAM soluble radiomercada y
células intactas que expresan B7L-1. En lugar de células intactas, podria sustituirse la region Fc de la proteina de
fusion por proteinas de fusién de B7L-1/Fc, tales como B7L-1/Fc unida a una fase sélida mediante interaccion de
proteina A, proteina G o un anticuerpo de las porciones B7L-1 o Fc de la molécula. Otro tipo de ensayo de union
competitiva utiliza un receptor de LDCAM soluble radiomarcado y células intactas que expresan LDCAM.

Los ensayos de unién competitiva pueden efectuarse siguiendo una metodologia convencional. Por ejemplo, la
LDCAM radiomarcada puede usarse para competir con un presunto homoélogo de LDCAM en el ensayo de actividad
de union frente a B7L-1 o un receptor de LDCAM unido a superficie. Pueden obtenerse resultados cualitativos
mediante ensayos de union en placa autorradiografica competitiva o pueden utilizarse graficas de Scatchard para
generar resultados cuantitativos.

Como alternativa, pueden unirse proteinas de union a LDCAM, tales como B7L-1 y anticuerpos anti-LDCAM, a una
fase solida tal como una matriz de cromatografia en columna o sustrato similar adecuado para identificar, separar o
purificar células que expresan LDCAM en su superficie. La uniéon de una proteina de unién a LDCAM a una
superficie en contacto con la fase sélida puede lograrse mediante cualquier medio, por ejemplo, construyendo una
proteina de fusion de B7L-1/Fc y uniendo ésta a la fase solida mediante la interaccién de proteina A o proteina G.
Son bien conocidos en la materia diversos otros medios de fijacion de proteinas a una fase sélida y son adecuados
para uso en la presente invencion. Por ejemplo, pueden recubrirse microesferas magnéticas con B7L-1 y
mantenerse en el recipiente de incubacién bajo un campo magnético. Se ponen en contacto suspensiones de
mezclas celulares que contienen células que expresan LDCAM con la fase sdlida que tiene polipéptidos de B7L-1
sobre la misma. Las células que tienen LDCAM sobre su superficie se unen a la B7L-1 fijada y se eliminan entonces
por lavado las células no unidas. Este método de unién por afinidad es util para purificar, cribar o separar dichas
células que expresan LDCAM de la disolucion. Son conocidos en la materia métodos de liberacién de la fase sélida
de células seleccionadas positivamente y comprenden, por ejemplo, el uso de enzimas. Dichas enzimas son
preferiblemente no téxicas y no dafiinas para las células y estan preferiblemente dirigidas a escindir el coparticipe de
unién de la superficie celular. En el caso de interacciones B7L-1:LDCAM, la enzima libera preferiblemente la
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suspension celular resultante del material de LDCAM. La poblacion celular purificada, especialmente si se obtiene a
partir de un tejido fetal, puede usarse entonces para repoblar tejidos maduros (adultos).

Como alternativa, pueden incubarse en primer lugar mezclas de células sospechosas de contener células LDCAM®
con B7L-1 biotinilada. Los periodos de incubacion son tipicamente de al menos una hora de duracién para asegurar
una union suficiente a LDCAM. Se pasa entonces la mezcla resultante a través de una columna empaquetada con
perlas recubiertas de avidina, con lo que la alta afinidad de la biotina por la avidina proporciona la unién de la célula
a las perlas. El uso de perlas recubiertas con avidina es conocido en la materia. Véase Berenson, et al. J. Cell.
Biochem., 10D:239 (1986). Se efectua el lavado de material no unido y la liberacion de las células unidas usando
métodos convencionales.

Como se describe anteriormente, puede usarse B7L-1 para separar células que expresan LDCAM. En un método
alternativo, puede conjugarse LDCAM o un dominio extracelular o fragmento de la misma con un resto detectable tal
como ' para detectar las células que expresan B7L-1. El radiomarcaje con 123) puede efectuarse mediante
cualquiera de varias metodologias estandares que proporcionan una molécula de 25|_LDCAM funcional marcada
con actividad de alta especificidad. O bien podria usarse un anticuerpo yodado o biotinilado frente a la regién B7L-1
o la region Fc de la molécula. Puede usarse otro resto detectable tal como una enzima que catalice una reaccion
colorimétrica o fluorométrica, biotina o avidina. Las células en que ensayar la expresion de B7L-1 pueden ponerse
en contacto con LDCAM marcada. Después de la incubacion, se elimina la LDCAM no unida y se mide la union
usando el resto detectable.

Las caracteristicas de unién de la LDCAM (incluyendo variantes) puede determinarse también usando la LDCAM/Fc
conjugada soluble (por ejemplo, 125I-LDCAM/FC) en ensayos competitivos similares a los descritos anteriormente. En
este caso, sin embargo, se usan células intactas que expresan LDCAM/Fc unida a un sustrato sélido para medir la
medida en que una muestra que contiene una presunat variante de LDCAM compite por la unién con un coparticipe
de union soluble conjugado de LDCAM.

Otros medios de ensayo de LDCAM incluyen el uso de anticuerpos anti-LDCAM, estirpes celulares que proliferan en
respuesta a LDCAM o estirpes celulares recombinantes que proliferan en presencia de LDCAM

Las proteinas LDCAM dadas a conocer en la presente memoria pueden emplearse también para medir la actividad
biolégica de B7L-1 u otras proteinas de unién a LDCAM en términos de su afinidad de union por LDCAM. Como
ejemplo, puede usarse LDCAM para determinar si se retiene la actividad biolégica después de la modificacién de
B7L-1 (por ejemplo, modificacion quimica, truncamiento, mutacion, etc.). La actividad bioloégica de una proteina B7L-
1 puede valorarse por tanto antes de usarse en un estudio de investigacion, o posiblemente en clinica, por ejemplo,

Las proteinas LDCAM encuentran uso como reactivos que pueden emplearse por los que realizan estudios de
“control de calidad”, por ejemplo, para monitorizar la vida de almacenamiento y la estabilidad de B7L-1 u otra
proteina de unién a LDCAM en diferentes condiciones. Para ilustrar, la LDCAM puede emplearse en un estudio de
afinidad de union para medir la actividad biolégica de una proteina B7L-1 que se ha almacenado a diferentes
temperaturas, o producido en diferentes tipos celulares. La afinidad de unién de la proteina B7L-1 modificada por
LDCAM se compara con la de una proteina B7L-1 no modificada para detectar cualquier impacto adverso de las
modificaciones sobre la actividad biolégica de B7L-1. Igualmente, puede valorarse la actividad biolégica de una
proteina LDCAM usando B7L-1.

Los polipéptidos de LDCAM encuentran también uso como portadores para suministrar agentes enlazados a los
mismos a linfocitos T u otras células portadoras de B7L-1, LDCAM y/o CRTAM. Las proteinas LDCAM pueden
usarse para suministrar agentes de diagndstico o terapéuticos a estas células en procedimientos in vitro o in vivo.
Como se describe en el ejemplo 5, la LDCAM se encuentra en la estirpe celular PAE81BM, que es una estirpe
celular transformada de EBV. Por tanto, un ejemplo de dicho uso de portador es exponer esta estirpe celular a un
agente terapéutico/conjugado de LDCAM para valorar si el agente exhibe citotoxicidad hacia cualquier cancer de
EBV. Adicionalmente, puesto que la LDCAM se expresa en células dendriticas y linfocitos B activados por CD40L
que son importantes en la presentacion antigénica, la LDCAM es un portador util para orientar a, identificar y
purificar estas células. También pueden emplearse conjugados de LDCAM/agente de diagndstico para detectar la
presencia de células dendriticas y linfocitos B in vitro o in vivo. El ejemplo 6 demuestra que se encuentran transcritos
de ARNm de LDCAM humana en mama, retina, higado fetal, bazo, corazén fetal, pulmdn, placenta, tiroides y
carcinoma pulmonar humanos. Estudios similares de la expresion de ARNm de LDCAM de ratén mostraron que se
encuentra ARNm de LDCAM de raton en embridon entero, testiculos, células dendriticas derivadas de linfoides y
células negativas triples. Puesto que la LDCAM se une a si misma, puede usarse LDCAM para estudiar su papel
funcional en estos tejidos.

Como alternativa, la LDCAM puede orientarse a otros coparticipes de unién a LDCAM tales como, pero sin
limitacion. B7L-1, CRTAM y LDCAM, sobre células diana adicionales. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion,
linfocitos T CD4+ activados, linfocitos T CD8+, linfocitos NK-T y/o linfocitos NK mediante CRTAM; células
presentadoras de antigeno tales como células dendriticas, que incluyen células dendriticas humanas BDCA3+ vy
CD8a" mediante LDCAM.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2383328 T3

Pueden usarse en conjugados una serie de diferentes agentes terapéuticos u otros marcadores funcionales
enlazados con LDCAM, asi como anticuerpos anti-LDCAM o CRTAM, pepticuerpos y similares, en un ensayo para
detectar y comparar los efectos citotoxicos de los agentes sobre las células o estudiar el papel de la LDCAM en
tejidos y células. Los agentes de diagndstico y terapéuticos que pueden enlazarse con un polipéptido de LDCAM
incluyen, pero sin limitacion, farmacos, toxinas, radionucleidos, croméforos, enzimas que catalizan una reaccion
colorimétrica o fluorométrica y similares, eligiéndose el agente particular segun la aplicacion pretendida. Los
ejemplos de farmacos incluyen aquellos usados en el tratamiento de diversas formas de cancer, por ejemplo,
mostazas nitrogenadas tales como mostaza nitrogenada de L-fenilalanina o ciclofosfamida, agentes intercalantes
tales como cis-diaminodicloroplatino, antimetabolitos tales como 5-fluorouracilo, alcaloides del cornezuelo tales
como vincristina y antibiéticos tales como bleomicina, doxorubicina, daunorubicina y derivados de los mismos. Estan
entre las toxinas ricina, abrina, toxina de la difteria, exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa A, proteinas de
inactivacion ribosémica, micotoxinas tales como tricotecenos y derivados y fragmentos (por ejemplo
monocatenarios) de las mismas. Los radionucleidos adecuados para uso de diagndstico incluyen, pero sin limitacion,
123, 181 , 99mTc, "n y Br. Los radionucleidos adecuados para uso terapéutico incluyen, pero sin limitacion, 131I,
211At, 77Br, 186Re, 188Re, 212Pb, 21ZBi, 109Pd, 64Cu y 67CU.

Dichos agentes pueden enlazarse con la LDCAM, asi como con anticuerpos anti-LDCAM o CRTAM, pepticuerpos y
similares, mediante cualquier procedimiento convencional adecuado. La LDCAM, al ser una proteina, comprende
grupos funcionales en las cadenas laterales aminoacidicas que pueden hacerse reaccionar con grupos funcionales
en un agente deseado, formando enlaces covalentes, por ejemplo. Como alternativa, la proteina o agente puede
derivatizarse para generar o enlazarse con un grupo funcional reactivo deseado. La derivatizacion puede implicar el
enlace de uno de los reactivos de acoplamiento bifuncionales disponibles para enlazar diversas moléculas con
proteinas (Pierce Chemical Company, Rockford, lllinois). Son conocidas una serie de técnicas para radiomarcar
proteinas. Los metales radionucleidos pueden enlazarse con LDCAM usando un agente quelante bifuncional
adecuado, por ejemplo.

Se preparan por tanto conjugados que comprenden LDCAM, asi como anticuerpos anti-LDCAM o CRTAM,
pepticuerpos y similares y un agente de diagnostico o terapéutico adecuado ( preferiblemente ligado
covalentemente). Se administran los conjugados o se emplean de otro modo en una cantidad apropiada para la
aplicacion particular.

Como se menciona anteriormente, la LDCAM bloquea la proliferacion de linfocitos T causada por ConA y PHA y no
inhibe la proliferaciéon de linfocitos T inducida por mAb de TCR, pudiendo ser debidos los efectos inhibidores de
LDCAM sobre la proliferacién de linfocitos T inducida por mitégenos a la inhibiciéon de la secrecion de citocina, por
ejemplo IL-2. En consecuencia, es otro uso de la LDCAM de la presente invencion como herramienta de
investigacion para estudiar el papel que desempefia la LDCAM en la produccion de IL-2 en linfocitos T. Los
polipéptidos de LDCAM descritos anteriormente pueden emplearse también en ensayos in vitro para la deteccion de
B7L-1 o de las interacciones de la misma.

Se describen métodos de tratamiento de trastornos asociados con un sistema inmunitario disfuncional. Mas
particularmente, puesto que es conocido que la LDCAM bloquea los linfocitos T estimulados por ConA y los linfocitos
T estimulados por PHA, la LDCAM puede ser Util para tratar inflamacioén y trastornos autoinmunitarios mediados por
respuestas de linfocitos T. Puede administrarse una composicion que incluyen una proteina LDCAM, preferiblemente
un polipéptido soluble y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable, a un mamifero para tratar dicha
inflamacion o trastorno autoinmunitario. Los ratones SCID inyectados con LDCAM soluble en forma de LDCAM/Fc
experimentan un aumento de la celularidad esplénica. Parte de este aumento es debido a un aumento de los
linfocitos DX-5", también conocidos como linfocitos citoliticos naturales (linfocitos NK). Cuando se inyectan con
LDCAM/Fc e IL-15, un factor de crecimiento de linfocitos NK, los ratones SCID demuestran un aumento de los
linfocitos NK que es aditivo. Esto prueba adicionalmente la capacidad de LDCAM, fragmentos de LDCAM, LDCAM
soluble asi como agonistas de LDCAM de generar linfocitos NK. A la vista de este descubrimiento, se dan a conocer
métodos para aumentar el nimero de linfocitos NK en un individuo mediante la administracion a ese individuo de
composiciones farmacéuticas descritas anteriormente que contienen LDCAM, LDCAM soluble, fragmentos de
LDCAM asi como agonistas de LDCAM. Los linfocitos NK pueden aumentarse ex vivo poniendo en contacto los
linfocitos NK con LDCAM o formas solubles de LDCAM asi como agonistas de LDCAM, y dejando multiplicarse los
linfocitos NK. De forma similar, los linfocitos NK pueden generarse in vivo o ex vivo, como se acaba de describir,
mediante la administracion de LDCAM o formas solubles de LDCAM, asi como agonistas de LDCAM, con respecto a
citocinas o factores de crecimiento adicionales. Por tanto, los métodos para generar linfocitos NK in vivo o ex vivo
pueden incluir adicionalmente el uso de una cantidad eficaz de una citocina en combinacién secuencial o
concurrenteanea con LDCAM. Dichas citocinas incluyen, pero sin limitacion, interleucinas ("IL") IL-15, IL-3 e IL-4, un
factor estimulante de colonias ("CSF") seleccionado del grupo consistente en factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos ("GM-CSF") o fusiones GM-CSF/IL-3, u otras citocinas tales como TNF-a, proteinas de
union a CD40 (por ejemplo, CD40-L), antagonistas de 4-1BB (por ejemplo, anticuerpos inmunorreactivos con 4-1BB
y 4-1BB-L) o ligando c-kit.

Los linfocitos NK son linfocitos granulares grandes que son distintos de los linfocitos T o B en morfologia y funcion.

Los linfocitos NK median la destruccién de ciertas células tumorales y células infectadas viricamente de maneras no
limitadas a MHC. Adicionalmente, los linfocitos NK estan implicados en el rechazo de células donantes por
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receptores de transplante de médula 6sea. Puesto que la LDCAM aumenta el nimero de linfocitos NK, la LDCAM,
LDCAM soluble, fragmentos de LDCAM asi como agonistas de LDCAM son utiles para combatir células infectadas
viricamente y enfermedades infecciosas. De forma similar, la LDCAM, LDCAM soluble y fragmentos de LDCAM son
utiles para destruir células tumorales. Se describen métodos para tratar enfermedades infecciosas y métodos para
tratar individuos aquejados de tumores. Dichos métodos terapéuticos implican la administracion de LDCAM, formas
solubles de LDCAM o fragmentos de LDCAM a un individuo necesitado de aumentar su nimero de linfocitos NK
para destruir células tumorales o potenciar su capacidad de combatir enfermedades infecciosas. De forma similar,
los métodos terapéuticos pueden llevarse a cabo administrando LDCAM, LDCAM soluble, por ejemplo, proteina de
fusion de LDCAM, o fragmentos de LDCAM secuencial o concurrentemente en combinacién con citocinas. Dichas
citocinas incluyen, pero sin limitacion, interleucinas ("IL") IL-15, IL-3 e IL-4, un factor estimulante de colonias ("CSF")
seleccionado del grupo consistente en factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos ("GM-CSF") o
fusiones GM-CSF/IL-3, u otras citocinas tales como TNF-a, proteinas de unién a CD40 (por ejemplo, CD40-L),
antagonistas de 4-1BB (por ejemplo, anticuerpos inmunorreactivos con 4-1BB y 4-1BB-L) o ligando c-kit. Se
describen métodos para prevenir o reducir el efecto del rechazo de transplante de 6rganos y médula 6sea por
receptores del transplante. Dichos métodos implican tratar los receptores con una composicién que incluye un
antagonista de LDCAM, inhibiendo por tanto los aumentos en las poblaciones de linfocitos NK y reduciendo la
capacidad de los linfocitos NK de rechazar transplantes. El tratamiento de células endoteliales humanas (adrticas y
de corddn umbilical) con una forma soluble de LDCAM humana da como resultado flujos de calcio en las células.
Los flujos de calcio en células endoteliales son importantes en la modulacién de la permeabilidad vascular,
migracién de células endoteliales y angiogénesis, y en la adhesion y transmigracion de leucocitos. Los polipéptidos
de LDCAM e inhibidores de LDCAM pueden usarse por lo tanto para mejorar el suministro de farmaco a través de la
barrera hematoencefalica, para aumentar la respuesta inmunitaria frente a un tumor o patdgeno, para reducir un
sindrome autoinmunitario o inflamatorio, para reducir la adhesién de leucocitos y la formacién de placas
ateroscleroticas, para bloquear la angiogénesis y en el tratamiento de fuga vascular patogénica. Los polipéptidos de
LDCAM, asi como los antagonistas y agonistas de LDCAM, pueden existir en forma de oligémeros, tales como
dimeros o trimeros ligados covalentemente o ligados no covalentemente. Los oligdmeros pueden estar ligados por
puentes disulfuro formados entre residuos de cisteina en diferentes polipéptidos de LDCAM. Puede crearse un
dimero de LDCAM fusionando LDCAM con la region Fc de un anticuerpo (por ejemplo, IgG1) de manera que no
interfiera con la unién de LDCAM a los linfocitos T, B7L-1 o a si misma. El polipéptido Fc se fusiona preferiblemente
con el extremo C de una LDCAM soluble (que comprende solo la unién a receptor). Se ha descrito la preparacion
general de proteinas de fusion que comprenden polipéptidos heterdlogos fusionados con diversas porciones de
polipéptidos derivados de anticuerpo (incluyendo el dominio Fc), por ejemplo, por Ashkenazi et al. (PNAS USA 88:
10535, 1991) y Byrn et al. (Nature 344: 677, 1990). Se inserta un gen de fusiéon que codifica la proteina de fusién
LDCAM:Fc en un vector de expresion apropiado. Las proteinas de fusién LDCAM:Fc se dejan ensamblar
parecidamente a moléculas de anticuerpo, tras de lo cual se forman enlaces disulfuro intercatenarios entre los
polipéptidos de Fc, proporcionando LDCAM divalente. Si las proteinas de fusion se preparan con cadenas pesadas y
ligeras de un anticuerpo, es posible formar un oligdmero de LDCAM con tantas como cuatro regiones extracelulares
de LDCAM. Como alternativa, pueden ligarse dos dominios de LDCAM soluble con un ligador peptidico.

Antagonistas y agonistas como oligdmeros basados en inmunoglobulina. Las formas adecuadas de antagonistas y
agonistas de LDCAM incluyen proteinas quiméricas que incluyen un segundo polipéptido que puede promover la
formacion espontanea por la proteina quimérica de un dimero, trimero o multimero de orden superior que es capaz
de unirse a sus respectivos asociados e inhibir o reducir asi los efectos de la inflamacion y los sintomas de
enfermedades cardiovasculares. Las proteinas quiméricas usadas como antagonistas o agonistas pueden ser
proteinas que contienen porciones de una molécula de anticuerpo y un polipéptido soluble de LDCAM, B7L-1 o
CRTAM. Las proteinas de fusién adecuadas incluyen un polipéptido de LDCAM, B7L-1 o CRTAM, por ejemplo, el
dominio extracelular, o un fragmento del dominio extracelular, ligado a una regién Fc de inmunoglobulina. Pueden
usarse también fragmentos de una region Fc, asi como muteinas de Fc que exhiban una afinidad reducida por
receptores de Fc. Pueden fusionarse LDCAM soluble, B7L-1 o CRTAM, asi como fragmentos de los mismos,
directamente o mediante secuencias ligadoras con la porcién Fc de una inmunoglobulina.

U antagonista y agonista de LDCAM puede dirigirse a un dimero que comprende dos polipéptidos de fusion creados
fusionando un polipéptido de LDCAM, B7L-1 o CRTAM con un polipéptido de Fc derivado de un anticuerpo. Se
inserta una fusién génica que codifica dicho polipéptido de fusién en un vector de expresion apropiado. Se expresan
los polipéptidos de fusién de LDCAM, B7L-1 o CRTAM-Fc en células hospedadoras transformadas con el vector de
expresion recombinante, y se dejan ensamblar parecidamente a moléculas de anticuerpo, tras de lo cual se forman
puentes disulfuro intercatenarios entre los restos de Fc, proporcionando moléculas divalentes. Es un polipéptido de
Fc adecuado, descrito en la solicitud PCT WO 93/10151, un polipéptido monocatenario que se extiende desde la
region de bisagra N-terminal hasta el extremo C nativo de la region Fc de un anticuerpo IgG1 humano. Para una
forma divalente de LDCAM, B7L-1 o CRTAM, dicha fusion podria ser con la porciéon Fc de una molécula de IgG.
Pueden usarse otros isotipos de inmunoglobulina para generar dichas fusiones. Por ejemplo, una fusion de
polipéptido-IgM generaria una forma decavalente del polipéptido.

Es conocida en la materia la preparacion de polipéptidos de fusiéon que comprenden ciertos polipéptidos heterélogos
fusionados con diversas porciones de polipéptidos derivados de anticuerpo (incluyendo el dominio Fc) y se ha
descrito, por ejemplo, por Ashkenazi et al. (PNAS USA 88: 10535, 1991); Byrn et al. (Nature 344: 677, 1990) y
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Hollenbaugh y Aruffo ("Construction of Immunoglobulin Fusion Polypeptides"”, en “Current Protocols in Immunology”,
Supl. 4, paginas 10.19.1-10.19.11, 1992). Es otro polipéptido de Fc util la muteina Fc descrita en la patente de
EE.UU. 5.457.035 y en Baum et al., (EMBO J. 13: 3992-4001, 1994). La secuencia aminoacidica de esta muteina es
idéntica a la de la secuencia de Fc nativa presentada en el documento WO 93/10151, excepto porque el aminoacido
19 se ha cambiado de Leu a Ala, el aminoacido 20 se ha cambiado de Leu a Glu y el aminoacido 22 se ha cambiado
de Gly a Ala. La muteina exhibe una afinidad reducida por receptores de Fc. Los polipéptidos de fusion
anteriormente descritos que comprenden restos de Fc (y oligdmeros formados a partir de los mismos) ofrecen la
ventaja de una facil purificacion por cromatografia de afinidad por columnas de polipéptido A o polipéptido G. Los
polipéptidos pueden sustituirse por la porciéon variable de la cadena pesada o ligera de un anticuerpo. Si los
polipéptidos de fusidn se preparan con cadenas tanto pesadas como ligeras de un anticuerpo, es posible formar un
oligémero con tantas como cuatro regiones extracelulares de IL-17R.

Oligémeros basados en un ligador peptidico antagonistas y agonistas de LDCAM. Como alternativa, el oligdmero es
un polipéptido de fusién que comprende multiples polipéptidos de LDCAM, B7L-1 y/o CRTAM, con o sin ligadores
peptidicos (péptidos espaciadores). Entre los ligadores peptidicos adecuados estan aquellos descritos en las
patentes de EE.UU. n° 4.751.180 y 4.935.233. Puede insertarse una secuencia de ADN que codifica un ligador
peptidico deseado entre medias de, y en el mismo marco de lectura que, las secuencias de ADN descritas
anteriormente usando cualquier técnica convencional adecuada. Por ejemplo, puede ligarse entre las secuencias un
oligonucledtido sintetizado quimicamente que codifica el ligador. Un polipéptido de fusion comprende de dos a
cuatro polipéptidos solubles de LDCAM, B7L-1 o CRTAM, separados por ligadores peptidicos. Los ligadores
peptidicos adecuados, su combinacién con otros polipéptidos y su uso son bien conocidos por los especialistas en la
materia.

Las formas oligoméricas de antagonistas y agonistas de LDCAM pueden incluir un polipéptido de LDCAM, B7L-1 o
CRTAM, el dominio extracelular de un polipéptido de LDCAM, B7L-1 y/o CRTAM o un fragmento de LDCAM, B7L-1
y/o CRTAM del dominio extracelular asociado con un dominio de cremallera, tal como las proteinas de cremallera
descritas en la patente de EE.UU. n° 5.716.805. Son otros ejemplos de dominios de cremallera aquellos encontrados
en el factor de transcripcion de levadura GCN4 y una proteina de union a ADN termoestable encontrada en higado
de rata (C/EBP; Landschulz et al., Science 243: 1681, 1989), las proteinas transformantes nucleares fos y jun, que
forman preferiblemente un heterodimero (O'Shea et al., Science 245: 646, 1989; Turner y Tjian, Science 243: 1689,
1989) y el producto génico del protooncogén de murido c-myc (Landschulz et al., Science 240: 1759, 1988). Las
proteinas fusogénicas de varios virus diferentes, incluyendo paramixovirus, coronavirus, virus del sarampién y
muchos retrovirus, poseen también dominios de cremallera de leucina (Buckland y Wild, Nature 338: 547, 1989;
Britton, Nature 353: 394, 1991; Delwart y Mosialos, AIDS Research and Human Retroviruses 6: 703, 1990). Los
dominios de cremallera de leucina son péptidos que promueven la oligomerizacion de los polipéptidos en que se
encuentran. Las cremalleras de leucina se identificaron originalmente en varios polipéptidos de uniéon a ADN y se
han encontrado desde entonces en una variedad de diferentes polipéptidos. Entre las cremalleras de leucina
conocidas estan los péptidos de origen natural y derivados de los mismos que dimerizan o trimerizan. EI dominio de
cremallera (también designado en la presente memoria como dominio oligomerizante o formador de oligémero)
comprende una repeticién heptadica repetitiva, a menudo con 4 o 5 residuos de leucina intercalados con otros
aminoacidos. Es bien conocido en la materia el uso de cremalleras de leucina y la preparacién de oligdmeros que
usan cremalleras de leucina.

Los polipéptidos de fusion con o sin grupos ligadores aminoacidicos espaciadores, por ejemplo dos dominios de
LDCAM, B7L-1 o CRTAM solubles, pueden ligarse con una secuencia ligadora tal como (Gly)sSer(Gly)sSer (SEQ ID
NO:32), que se describe en la patente de EE.UU. n® 5.073.627. Otras secuencias ligadoras incluyen, por ejemplo,
GlyAlaGlyGlyAlaGlySer(Gly)sSer (SEQ ID NO:33), (GlysSer), (SEQ ID NO:34), (GlyThrPro); (SEQ ID NO:35) y
(Gly4Ser)sGlysSerGlysSer (SEQ ID NO:36).

Las células hospedadoras adecuadas para la expresion de antagonistas y agonistas de LDCAM, tales como
polipéptidos de LDCAM, B7L-1 o CRTAM, incluyen células procariéticas, de levadura o eucariéticas superiores. Se
describen vectores de clonacion y expresion apropiados para uso con hospedadores celulares bacterianos, fungicos,
de levadura y mamiferos, por ejemplo, en Pouwels et al. “Cloning Vectors: A Laboratory Manual”, Elsevier, Nueva
York, (1985). Podrian emplearse también sistemas de traduccion exentos de células para producir polipéptidos de
LDCAM, usando ARN derivados de constructos de ADN dados a conocer en la presente memoria.

Los procariotas incluyen organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, E. coli o Bacilli. Las células
hospedadoras procariéticas adecuadas para transformacién incluyen, por ejemplo, E. coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium y diversas otras especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus.
En una célula hospedadora procariética, tal como E. coli, un polipéptido de LDCAM puede incluir un residuo de
metionina N-terminal para facilitar la expresién del polipéptido recombinante en la célula hospedadora procariética.
La Met N-terminal puede escindirse del polipéptido de LDCAM recombinante.

Los antagonistas y agonistas de LDCAM tales como polipéptidos de LDCAM, B7L-1 o CRTAM pueden expresarse
en células hospedadoras de levadura, preferiblemente del género Saccharomyces (por ejemplo, S. cerevisiae).
Pueden emplearse también otros géneros de levadura, tales como Pichia, K. lactis o Kluyveromyces. Los vectores
de levadura contendran a menudo una secuencia de origen de replicacion de un plasmido de levadura 2y, una
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secuencia de replicacion auténoma (ARS), una region promotora, secuencias de poliadenilacién, secuencias de
terminacion de la transcripcion y un gen marcador seleccionable. Las secuencias promotoras adecuadas para
vectores de levadura incluyen, entre otras, promotores de metalotioneina, 3-fosfoglicerato cinasa (Hitzeman et al., J.
Biol. Chem. 255: 2073, 1980) u otras enzimas glucoliticas (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149, 1968 y Holland
et al., Biochem. 17: 4900, 1978) tales como enolasa, gliceraldehido-2-fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato
descarboxilasa, fosfofrutcocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato cinasa,
triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa. Se describen adicionalmente otros vectores y
promotores adecuados para uso en la expresion de levadura en Hitzeman, documento EPA-73.657 o en Fleer et al.,
Gene, 107: 285-195 (1991) y van den Berg et al., Bio/Technology, 8: 135-139 (1990). Es otra alternativa el promotor
ADH2 reprimible por glucosa descrito por Russell et al. (J. Biol. Chem. 258: 2674, 1982) y Beier et al. (Nature 300:
724, 1982). Pueden construirse vectores lanzadera replicables tanto en levadura como en E. coli insertando
secuencias de ADN de pBR322 para seleccion y replicacion en E. coli (gen y origen de replicacion Amp") en los
vectores de levadura anteriormente descritos.

La secuencia lider del factor a de levadura puede emplearse para dirigir la secrecion del polipéptido de LDCAM. La
secuencia lider del factor a se inserta a menudo entre la secuencia promotora y la secuencia génica estructural.
Véanse, por ejemplo, Kurjan et al., Cell 30: 933, 1982; Bitter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 5330, 1984;
patente de EE.UU. n°® 4.546.082 y EP 324.274. Son conocidas por los especialistas en la materia otras secuencias
lider adecuadas para facilitar la secrecion de polipéptidos recombinantes desde hospedadores de levadura. Una
secuencia lider puede modificarse cerca de su extremo 3’ para contener uno o mas sitios de restriccion. Esto
facilitara la fusion de la secuencia lider con el gen estructural.

Son conocidos por los especialistas en la materia los protocolos de transformacion de levadura. Se describe uno de
dichos protocolos por Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 1929, 1978. El protocolo de Hinnen et al.
selecciona transformantes Trp+ en un medio selectivo, en el que el medio selectivo consiste en 0,67% de base
nitrogenada de levadura, 0,5% de casaminoacidos, 2% de glucosa, adenina 10 pg/ml y uracilo 20 pg/ml.

Las células hospedadoras de levadura transformadas por vectores que contienen la secuencia promotora ADH2
pueden cultivarse para inducir la expresion en un medio “rico”. Es un ejemplo de un medio rico aquel consistente en
1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 1% de glucosa, suplementado con adenina 80 ug/ml y uracilo 80
ug/ml. Aparece la desrrepresion de promotor ADH2 cuando se agota la glucosa del medio.

Podrian emplearse también sistemas de cultivo de células hospedadoras de mamifero o insecto para expresar
polipéptidos de LDCAM recombinantes. Se revisan los sistemas de baculovirus para la producciéon de proteinas
heterdlgoas en células de insecto por Luckow y Summers, Bio/Technology 6: 47 (1988). Pueden emplearse también
estirpes celulares establecidas de origen mamifero. Los ejemplos de estirpes celulares de mamifero adecuadas
incluyen la estirpe COS-7 de células de rifion de mono (ATCC CRL 1651) (Gluzman et al., Cell 23: 175, 1981),
células L, células C127, células 3T3 (ATCC CCL 163), células de ovario de hamster chino (CHO), células HelLa y
estirpes celulares BHK (ATCC CRL 10) y la estirpe celular CV-1/EBNA-1, derivada de la estirpe celular de rifién de
mono verde africano CVI (ATCC CCL 70) como se describe por McMahan et al. (EMBO J. 10: 2821,1991).

Las secuencias de control transcripcional y traduccional para vectores de expresion de células hospedadoras de
mamifero pueden extraerse de genomas viricos. Las secuencias promotoras y secuencias potenciadoras usadas
habitualmente derivan de poliomavirus, adenovirus 2, virus de simio 40 (SV40) y citomegalovirus humano. Pueden
usarse secuencias de ADN derivadas del genoma virico de SV40, por ejemplo, el origen, sitios promotor temprano y
tardio, potenciador, de corte y empalme y de poliadenilacion de SV40 para proporcionar otros elementos genéticos
para la expresion de una secuencia génica estructural en una célula hospedadora de mamifero. Los promotores
viricos temprano y tardio son particularmente Utiles debido a que ambos se obtienen facilmente a partir de un
genoma virico en forma de un fragmento que puede contener también un origen de replicacion virico (Fiers et al.,
Nature 273: 113, 1978). Pueden usarse también fragmentos de SV40 mas cortos o largos, a condicion de que se
incluya la secuencia de aproximadamente 250 pb que se extiende desde el sitio Hind Il hasta el sitio Bgl | localizado
en el sitio de origen de replicacién virico de SV40.

Los vectores de expresion ejemplares para uso en células hospedadoras de mamifero pueden construirse como se
da a conocer por Okayama y Berg (Mol. Cell. Biol. 3: 280, 1983). Puede construirse un sistema util para una
expresion de alto nivel estable de ADNc de mamifero en células epiteliales de mamifero marido C127
sustancialmente como se describe por Cosman et al. (Mol. Immunol. 23: 935, 1986). Se ha depositado un vector de
alta expresion util, PMLSV N1/N4, descrito por Cosman et al.,, Nature 312: 768, 1984, como ATCC 39890. Se
describen vectores de expresion de mamifero utiles adicionales en el documento EP-A-0367566 y en la solicitud de
patente de EE.UU. n° de serie 07/701.415, presentada el 16 de mayo de 1991. Los vectores pueden derivar de
retrovirus. En lugar de la secuencia sefial nativa, y ademas de una metionina iniciadora, puede afadirse una
secuencia sefial heterdloga, tal como la secuencia sefal de IL-7 descrita en la patente de EE.UU. n°® 4.965.195, la
secuencia sefal de receptor de IL-2 descrita en Cosman et al., Nature 312: 768 (1984), la secuencia sefal de IL-4
descrita en el documento EP 367.566, el péptido sefial de receptor de IL-1 de tipo | descrito en la patente de EE.UU.
n® 4.968.607 y el péptido sefial de receptor de IL-1 de tipo Il descrito en el documento EP 460.846.
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Los antagonistas y agonistas de LDCAM, en forma de proteina aislada, purificada u homogénea segun la invencion,
pueden producirse mediante sistemas de expresiéon recombinantes como se describen anteriormente o purificarse a
partir de células de origen natural. La LDCAM puede purificarse hasta homogeneidad sustancial, como se indica por
una sola banda de proteina tras analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS).

Un proceso para producir LDCAM comprende cultivar una célula hospedadora transformada con un vector de
expresion que comprende una secuencia de ADN que codifica LDCAM en condiciones suficientes para promover la
expresion de LDCAM. Se recupera entonces la LDCAM del medio de cultivo o extractos celulares, dependiendo del
sistema de expresion empleado. Como es conocido por el especialista en la materia, los procedimientos para
purificar una proteina recombinante variaran segun factores tales como el tipo de células hospedadoras empleadas y
si la proteina recombinante se secreta o no en el medio de cultivo.

Por ejemplo, cuando se emplean sistemas de expresion que secretan la proteina recombinante, el medio de cultivo
puede concentrarse en primer lugar usando un filtro de concentraciéon de proteina comercialmente disponible, por
ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa de concentracion, puede
aplicarse el concentrado a una matriz de purificacion tal como un medio de filtracién en gel. Como alternativa, puede
emplearse una resina de intercambio aniénico, por ejemplo, una matriz o sustrato que tenga grupos dietilaminoetilo
(DEAE) pendientes. Las matrices pueden ser de acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos empleados
habitualmente en la purificacion de proteinas. Como alternativa, puede emplearse una etapa de intercambio
catiénico. Los intercambiadores cationicos adecuados incluyen diversas matrices que comprenden grupos
sulfopropilo o carboximetilo. Se prefieren los grupos sulfopropilo. Finalmente, pueden emplearse una o mas etapas
de cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa (HPLC-FI) que emplean medios de HPL-FI hidréfobos
(por ejemplo, gel de silice que tiene grupos metilo u otros alifaticos pendientes) para purificar adicionalmente la
LDCAM. Son bien conocidas algunas o todas las etapas de purificacién anteriores, en diversas combinaciones, y
pueden emplearse para proporcionar una proteina recombinante sustancialmente homogénea.

Es posible utilizar una columna de afinidad que comprende el dominio de unién a ligando de una proteina de unioén a
LDCAM para purificar por afinidad polipéptidos de LDCAM expresados. Los polipéptidos de LDCAM pueden
eliminarse de la columna de afinidad usando técnicas convencionales, por ejemplo en un tampdn de elucion rico en
sales, y dializarse entonces con un tampoén pobre en sales para uso, o cambiarse el pH u otros componentes
dependiendo de la matriz de afinidad utilizada. Como alternativa, la columna de afinidad puede comprender un
anticuerpo que se une a LDCAM. El ejemplo 10 describe un procedimiento para emplear LDCAM para generar
anticuerpos monoclonales dirigidos contra LDCAM.

La proteina recombinante producida en cultivo bacteriano puede aislarse mediante la disociacion inicial de las
células hospedadoras, centrifugacion, extraccién a partir aglomerados celulares si es un polipéptido insoluble, o a
partir del fluido sobrenadante si es un polipéptido soluble, seguido de una o mas etapas de concentracion, desalado,
intercambio idnico, purificacion por afinidad o cromatografia de exclusién por tamafo. Finalmente, puede emplearse
HPLC-FI para las etapas de purificacion finales. Las células microbianas pueden disociarse mediante cualquier
método conveniente, incluyendo ciclos de congelacion-descongelacion, sonicacion, disociacion mecanica o el uso de
agentes de lisado celular.

Se emplean preferiblemente células hospedadoras de levadura transformadas para expresar LDCAM en forma de
un polipéptido secretado para simplificar la purificacién. El polipéptido recombinante secretado desde una
fermentaciéon de células hospedadoras de levadura puede purificarse mediante métodos andlogos a los dados a
conocer por Urdal et al. (J. Chromatog. 296: 171, 1984). Urdal et al. describen dos etapas de HPLC en fase inversa
secuenciales para la purificacion de IL-2 humana recombinante en una columna de HPLC preparativa.

Los fragmentos utiles de los acidos nucleicos de LDCAM incluyen oligonucledétidos anticodificante o codificantes que
comprenden una secuencia de acido nucleico monocatenaria (de ARN o ADN) capaz de unirse a secuencias de
ARNm de LDCAM diana (codificante) o de ADN de LDCAM (anticodificante). Los oligonucleétidos codificantes o
anticodificantes, como se dan a conocer en la presente memoria, comprenden un fragmento de la regiéon de
codificacion del ADNc de LDCAM. Dicho fragmento comprende generalmente al menos aproximadamente 14
nuclestidos, preferiblemente de aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucledtidos. La capacidad de derivar
un oligonucledtido anticodificante o codificante basandose en la secuencia de ADNc que codifica una proteina dada,
se describe, por ejemplo, en Stein y Cohen (Cancer Res. 48: 2659, 1988) y van der Krol et al. (BioTechniques 6:
958, 1988).

4. CRTAM

Como se describe anteriormente, los antagonistas y agonistas de LDCAM comprenden anticuerpos especificos de
CRTAM, pepticuerpos especificos de CRTAM o polipéptidos solubles que se unen a CRTAM (tales como LDCAM) y
que modulan los efectos bioldgicos posteriores a la unién a CRTAM a uno o mas coparticipes de uniéon a CRTAM,
tales como LDCAM. La CRTAM se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.686.257. La secuencia de CRTAM
humana se proporciona en la SEQ ID NO:11.
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5. Ensayos de actividades de antagonistas y agonistas de LDCAM

Los polipéptidos de LDCAM de la invencion (incluyendo polipéptidos, fragmentos, variantes, oligébmeros y otras
formas) son utiles en una variedad de ensayos.

Las realizaciones incluyen ensayos de cribado para identificar compuestos de ensayo que actian como agonistas o
antagonistas de LDCAM. Se prevén una serie de formatos y permutaciones de los mismos incluyendo, pero sin
limitacion: un método de cribado de un antagonista o agonista de LDCAM que comprende: (a) combinar un
polipéptido de LDCAM aislado con un compuesto de ensayo; (b) afiadir un polipéptido de CRTAM aislado y (c)
determinar la unién relativa entre el polipéptido de LDCAM vy el polipéptido de CRTAM en presencia y ausencia del
compuesto de ensayo. Una realizacion alternativa incluye un método de cribado de un antagonista o agonista de
LDCAM que comprende: (a) combinar una célula que expresa un polipéptido de LDCAM con un compuesto de
ensayo; (b) afadir un polipéptido de CRTAM aislado y (c) determinar la unién relativa entre la célula que expresa un
polipéptido de LDCAM vy el polipéptido de CRTAM en presencia y ausencia del compuesto de ensayo. Una
realizacién alternativa incluye un método de cribado de un antagonista o agonista de LDCAM que comprende: (a)
combinar una célula que expresa un polipéptido de LDCAM con un compuesto de ensayo; (b) afiadir una célula que
expresa un polipéptido de CRTAM y (c) determinar la unién relativa entre la célula que expresa un polipéptido de
LDCAM vy la célula que expresa el polipéptido de CRTAM en presencia y ausencia del compuesto de ensayo. Una
realizacién alternativa incluye un método de cribado de un antagonista o agonista de LDCAM que comprende: (a)
combinar un polipéptido de LDCAM aislado con un compuesto de ensayo; (b) afiadir una célula que expresa un
polipéptido de CRTAM vy (c) determinar la unién relativa entre el polipéptido de LDCAM vy las células que expresan
un polipéptido de CRTAM en presencia y ausencia del compuesto de ensayo. Una realizacién alternativa incluye un
método de cribado de un agonista de LDCAM que comprende: (a) combinar un polipéptido de CRTAM aislado con
un compuesto de ensayo y (b) determinar la unioén relativa entre el compuesto de ensayo y el polipéptido de CRTAM.
Una realizacion alternativa incluye un método de cribado de un agonista de LDCAM que comprende: (a) combinar
una célula que expresa un polipéptido de CRTAM y (b) determinar la unién relativa o los efectos biolégicos entre la
célula que expresa un polipéptido de CRTAM y el compuesto de ensayo.

Por ejemplo, la LDCAM y las moléculas de tipo LDCAM dadas a conocer en la presente memoria pueden usarse
para identificar coparticipes de unién de polipéptidos de LDCAM, que pueden usarse también para modular la
comunicacion intercelular, estimulacion celular o actividad celular inmunitaria. Como alternativa, pueden usarse para
identificar moléculas no coparticipes de union o sustancias, concretamente antagonistas o agonistas de LDCAM,
que modulan la comunicacion intercelular, las rutas estimulantes celulares o la actividad celular inmunitaria.

Los polipéptidos de LDCAM encuentran uso también en la medida de la actividad bioldgica de polipéptidos de union
a LDCAM en términos de su afinidad de union. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacién, LDCAM, CRTAM, B71-4,
B7L-1, asi como anticuerpos y pepticuerpos anti-LDCAM. Pueden emplearse los ejemplos enumerados
anteriormente por los que realizan estudios de “control de calidad”, por ejemplo, para monitorizar la vida de
almacenamiento y estabilidad de polipéptido en diferentes condiciones. Por ejemplo, los polipéptidos de LDCAM
pueden emplearse en un estudio de afinidad de unién para medir la actividad biolégica de un polipéptido coparticipe
de union tal como, pero sin limitacion, LDCAM (agregacion homotipica), B7L-1, B71-4 y CRTAM, que se ha
almacenado a diferentes temperaturas o producido en diferentes tipos celulares. Los polipéptidos pueden usarse
también para determinar si se retiene una actividad biolégica después de la modificacion de un polipéptido
coparticipe de union (por ejemplo, modificacién quimica, truncamiento, mutacién, etc.). La afinidad de unién del
polipéptido modificado se compara con la de un polipéptido de unién no modificado para detectar cualquier impacto
adverso de las modificaciones sobre la actividad bioldgica del polipéptido de unién.

Ensayos para identificar coparticipes de unién. Los polipéptidos de LDCAM vy fragmentos de la misma pueden
usarse para identificar coparticipes de unién. Los coparticipes de union de LDCAM incluyen, pero sin limitacion,
LDCAM (agregacion homotipica), B7L-1, B7L-4 y CRTAM. Por ejemplo, puede ensayarse su capacidad de unirse a
un candidato a coparticipe de unién en cualquier ensayo adecuado, tal como un ensayo de unién convencional. Para
ilustrar, el polipéptido de LDCAM puede marcarse con un reactivo detectable (por ejemplo, un radionucleido,
croméforo, enzima que cataliza una reaccion colorimétrica o fluorométrica y similares). El polipéptido de LDCAM
marcado se pone en contacto con células que expresan el candidato a coparticipe de union. Se lavan entonces las
células para eliminar el polipéptido marcado no unido y se determina la presencia del marcador unido a célula
mediante una técnica adecuada, elegida segun la naturaleza del marcador.

Los polipéptidos de LDCAM descritos anteriormente pueden usarse cada uno como reactivos en métodos para
cribar o identificar coparticipes de union tales como, pero sin limitacién, LDCAM (agregaciéon homotipica), B7L-1,
B7L-4 y CRTAM. Por ejemplo, los polipéptidos de LDCAM pueden enlazarse con un material de soporte sélido y
pueden unirse a sus coparticipes de unién de manera similar a la cromatografia de afinidad. Un polipéptido puede
enlazarse con un soporte solido mediante procedimientos convencionales. Como ejemplo, estan disponibles
columnas de cromatografia que reaccionaran con los grupos funcionales en las cadenas laterales aminoacidicas de
polipéptidos (Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ). Como alternativa, se enlaza una proteina de fusion de
polipéptido de LDCAM/Fc (como se discute anteriormente) con columnas de cromatografia que contienen proteina A
o proteina G mediante interacciéon con el resto Fc. Los polipéptidos de LDCAM encuentran uso también en la
identificacion de células que expresan un coparticipe de unién a LDCAM sobre la superficie celular tal como, pero
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sin limitacion, LDCAM (agregacion homotipica), B7L-1, B7L-4 y CRTAM. Los polipéptidos de LDCAM purificados, asi
como otras formas tales como variantes, fragmentos, proteinas de fusién o derivados, estan unidos a una fase sélida
tal como una matriz de cromatografia en columna o un sustrato adecuado similar. Por ejemplo, pueden recubrirse
microesferas magnéticas con polipéptidos y mantenerse en un matraz de incubacién bajo un campo magnético. Se
ponen en contacto suspensiones de mezclas de células que contienen células de expresion de coparticipe de unién
potenciales con la fase sélida que tiene los polipéptidos sobre ella. Las células que expresan el coparticipe de union
sobre la superficie celular se unen a los polipéptidos fijados, y las células no unidas se separan por lavado. Como
alternativa, los polipéptidos de LDCAM pueden conjugarse con un resto detectable e incubarse entonces con células
para ensayar la expresion del coparticipe de union. Después de la incubacion, se elimina el material marcado no
unido y se determina la presencia o ausencia del resto detectable en las células. En una realizacién alternativa, se
incuban mezclas de células sospechosas de expresar el coparticipe de uniéon con polipéptidos biotinilados. Los
periodos de incubacién son tipicamente de al menos una hora de duracién para asegurar una union suficiente. Se
pasa entonces la mezcla resultante a través de una columna empaquetada con perlas recubiertas de avidina, con lo
que la alta afinidad de la biotina por la avidina proporciona la unién de las células deseadas a las perlas. Son
conocidos los procedimientos para uso de perlas recubiertas de avidina (véase Berenson, et al. J. Cell. Biochem.,
10D: 239, 1986). Se efectua el lavado para eliminar el material no unido y la liberacién de las células unidas usando
métodos convencionales. En algunos casos, los métodos anteriores para cribar o identificar coparticipes de union
pueden usarse o modificarse también para aislar o purificar dichas moléculas coparticipes de unién o células que las
expresan. Los ejemplos de coparticipes de union descubiertos mediante dichos métodos incluyen, pero sin
limitacion, LDCAM (agregacién homotipica), B7L-1, B7L-4 y CRTAM, como se describe en los ejemplos.

Es un ejemplo de procedimiento de ensayo de unién como sigue. Se construye un vector de expresion recombinante
que contiene el ADNc de candidato a coparticipe de unién (tal como, pero sin limitacion. LDCAM (agregacion
homotipica), B7L-1, B7L-4 y CRTAM). Se transfectan células CV1-EBNA-1 en discos de 10 cm? con este vector de
expresion recombinante. Las células CV-1/EBNA-1 (ATCC CRL 10478) expresan constitutivamente antigeno 1
nuclear de EBV activado por el potenciador/promotor inmediato-temprano de CMV. Se derivaron las CV1-EBNA-1 de
la estirpe celular CV-1 de rifidn de mono verde africano (ATCC CCL 70), como se describe por McMahan et al.,
(EMBO J. 10: 2821, 1991). Se cultivan las células transfectadas durante 24 horas y se dividen las células de cada
disco en una placa de 24 pocillos. Después de cultivar durante 48 horas adicionales, se lavan las células
transfectadas (aproximadamente 4 x 10* células/pocillo) con BM-NFDM, que es un medio de unién (RPMI 1640 que
contiene seroalbumina bovina 25 mg/ml, azida de sodio 2 mg/ml, HEPES 20 mM, pH 7,2) al que se ha afiadido leche
desecada no desnatada 50 mg/ml. Se incuban entonces las células durante 1 hora a 37°C con diversas
concentraciones de, por ejemplo, un polipéptido de fusion de LDCAM de polipéptido soluble/Fc preparado como se
expone anteriormente. Se lavan entonces las células y se incuban con una concentracion saturada constante de una
125I-IgG de raton anti-humana en medio de unién, con agitacion suave durante 1 hora a 37°C. Después de un
extenso lavado, se liberan las células mediante tripsinacion. Se dirige la IgG de ratéon anti-humana empleada
anteriormente contra la regién Fc de IgG humana, y puede obtenerse en Jackson Immunoresearch Laboratories,
Inc., West Grove, PA. Se radioyoda el anticuerpo usando el método de cloramina T estandar. El anticuerpo se unira
a la porcion Fc de cualquier polipéptido de LDCAM/polipéptido de Fc que se haya unido a las células. En todos los
ensayos, se ensaya la union no especifica de 125I-anticuerpo en ausencia de polipéptido de fusién de Fc/Fc, asi
como en presencia del polipéptido de fusion de Fc y un exceso molar de 200 veces de anticuerpo IgG de ratén anti-
humano no marcado. Se cuantifica el ?*l-anticuerpo unido a célula en un contador Packard Autogamma. Se generan
los calculos de afinidad (Scatchard, Ann. N.Y. Acad. Sci. 51: 660, 1949) en RS/1 (BBN Software, Boston, MA)
procesado en un ordenador Microvax. La unién puede detectarse también usando métodos que son bien adecuados
para procedimientos de cribado de alto rendimiento, tales como ensayos de centelleo por proximidad (Udenfriend et
al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8672-8676), métodos de fluorescencia de resolucion temporal homogéneos
(Park et al.,, 1999, Anal. Biochem. 269: 94-104), métodos de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) (Clegg RM, 1995, Curr. Opin. Biotechnol. 6: 103-110) o métodos que miden cualquier cambio
en la resonancia de plasmoén superficial cuando se expone un polipéptido unido a un coparticipe de unioén potencial
usando, por ejemplo, un biosensor tal como se suministra por Biacore AB (Uppsala, Suecia). Los compuestos en
que puede ensayarse la union de polipéptidos de LDCM y/o de tipo LDCAM incluyen, pero sin limitacion, moléculas
organicas pequefas tales como aquellas comercialmente disponibles, a menudo como parte de grandes
“colecciones” de compuestos de quimica combinatoria, en compafiias tales como Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
Arqule (Woburn, MA), Enzymed (lowa City, IA), Maybridge Chemical Co.(Trevillett, Cornwall, RU), MDS Panlabs
(Bothell, WA), Pharmacopeia (Princeton, NJ) y Trega (San Diego, CA). Las moléculas organicas pequefias
preferidas para cribado que usan estos ensayos son habitualmente de menos de 10 kDa de peso molecular y
pueden poseer una serie de propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas que potencien la penetracion celular,
resistan la degradacion y/o prolonguen sus semividas fisiolégicas (Gibbs, J., 1994, “Pharmaceutical Research in
Molecular Oncology”, Cell 79 (2): 193-198). Puede ensayarse también usando estos métodos la capacidad de unirse
a polipéptidos de LDCAM en compuestos que incluyen productos naturales, productos quimicos inorganicos y
materiales biolégicamente activos tales como proteinas y toxinas.

Ensayos de doble hibrido de levadura o “trampa interactiva”. Cuando el polipéptido de LDCAM se une o se une
potencialmente a otro polipéptido (tal como, por ejemplo, LDCAM (agregacion homotipica), B7L-1 y CRTAM), puede
usarse también el acido nucleico que codifica el polipéptido de LDCAM en ensayos de trampa interactiva (tales
como, por ejemplo, el descrito en Gyuris et al., Cell 75: 791-803 (1993)) para identificar acidos nucleicos que
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codifican el otro polipéptido con el que aparece union o para identificar inhibidores de la interaccién de unién. Los
polipéptidos implicados en estas interacciones de union pueden usarse también para cribar inhibidores o agonistas
de la interaccion de union peptidicos o de molécula pequefia.

Ensayos de unién competitiva. Es otro tipo de ensayo de unién adecuado un ensayo de unién competitiva. Para
ilustrar, la actividad biolégica de una variante puede determinarse ensayando la capacidad de la variante de
competir con el polipéptido nativo en la unién al candidato a coparticipe de unién. Los ensayos de unién competitiva
pueden efectuarse mediante metodologia convencional. Los reactivos que pueden emplearse en ensayos de union
competitiva incluyen LDCAM radiomarcada y células intactas que expresan polipéptidos de LDCAM, B7L-1, B7L-4 o
CRTAM (endbégenos o recombinantes) sobre la superficie celular. Por ejemplo, puede usarse un fragmento de
LDCAM soluble radiomarcado, tal como un constructo de LDCAM-Fc descrito en los ejemplos, para competir con
una variante de LDCAM soluble por la unién a coparticipes de unién. Puede usarse un polipéptido de fusion
coparticipe de unién/Fc soluble unido a una fase solida mediante la interaccién de polipéptido A o polipéptido G
(sobre la fase solida) con el resto Fc. Las columnas de cromatografia que contienen polipéptido A y polipéptido G
incluyen aquellas disponibles en Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ.

Ensayos para identificar moduladores de la comunicacién celular, estimulacion celular o actividad celular inmunitaria.
Puede manipularse la influencia de polipéptidos de LDCAM sobre la comunicacion celular, estimulacion celular o
actividad celular inmunitaria para controlar estas actividades en células diana. Por ejemplo, los polipéptidos de
LDCAM dados a conocer, acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de LDCAM dados a conocer o agonistas o
antagonistas de dichos polipéptidos, pueden administrarse a una célula o grupo de células para inducir, potenciar,
suprimir, o detener la unién celular, comunicacién celular, estimulacion celular o actividad de las células diana. La
identificacion de polipéptidos de LDCAM, agonistas o antagonistas que pueden usarse de esta manera puede
llevarse a cabo mediante una variedad de ensayos conocidos por los especialistas en la materia. Se incluyen en
dichos ensayos aquellos que evaluan la capacidad de un polipéptido de LDCAM de influir en la unién celular,
comunicacion intercelular, estimulacién o actividad celular. Dicho ensayo implicaria, por ejemplo, el analisis de la
interaccion de células inmunitarias en presencia de un polipéptido de LDCAM. En dicho ensayo, se determinaria la
tasa de comunicacion o estimulacion celular en presencia del polipéptido de LDCAM y se determinaria entonces si
dicha comunicacién o estimulacién celular se altera en presencia de un candidato a agonista o antagonista u otro
polipéptido de LDCAM. Los ensayos ejemplares de este aspecto de la invencién incluyen ensayos de secrecion de
citocina, ensayos de coestimulacion de linfocitos T y reacciones de linfocitos mixtos que implican células
presentadoras de antigeno vy linfocitos T. Estos ensayos son bien conocidos por los especialistas en la materia. Se
presentan ensayos adicionales en la seccion de ejemplos siguiente.

Ensayos de proliferacion celular, muerte celular, diferenciacion celular y adhesién celular. Un polipéptido util en los
métodos de la presente invencion puede exhibir actividad citocinica de proliferacién celular (inductora o inhibidora) o
de diferenciacion celular (inductora o inhibidora), o puede inducir la produccién de otras citocinas en ciertas
poblaciones celulares. Muchos factores polipeptidicos descubiertos hasta la fecha han exhibido dicha actividad en
uno o mas ensayos de proliferacion celular dependientes de factor, y por tanto los ensayos sirven como confirmacion
conveniente de la actividad estimulante celular. La actividad del polipéptido util en los métodos de la presente
invencion se prueba mediante uno cualquiera de una serie de ensayos de proliferacion celular dependientes de
factor rutinarios para estirpes celulares que incluyen, sin limitacion, 32D, DA2, DA1G, T10, B9, B9/11, BaF3, MC9/G,
M+ (preB M+), 2E8, RB5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7e y CMK. La actividad de un polipéptido util en
los métodos de LDCAM de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes métodos:

Los ensayos de proliferacién de linfocitos T o timocitos incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: “Current
Protocols in Immunology”, Coligan et al. eds, Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (pag. 3.1-
3.19: “In vitro assays for mouse lymphocyte function”; Capitulo 7: “Immunologic studies in humans”); Takai et al.,
J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Bertagnolli et al., J. Immunol. 145: 1706-1712, 1990; Bertagnolli et al.,
Cellular Immunology 133: 327-341, 1991; Bertagnolli, et al., J. Immunol. 149: 3778-3783, 1992; Bowman et al.,
J. Immunol. 152: 1756-1761, 1994.

Los ensayos de produccién de citocinas y/o proliferacién de células de bazo, células de nédulo linfatico o
timocitos incluyen, pero sin limitacion, aquellos descritos en: Kruisbeek y Shevach, 1994, “Polyclonal T cell
stimulation”, en “Current Protocols in Immunology”, Coligan et al. ed. vol 1 pag. 3.12.1-3.12.14, John Wiley and
Sons, Toronto y Schreiber, 1994, “Measurement of mouse and human interferon gamma in Current Protocols in
Immunology”, Coligan et al. ed. vol 1 pag. 6.8.1-6.8.8, John Wiley and Sons, Toronto.

Los ensayos de proliferacion y diferenciaciéon de células hematopoyética y linfopoyéticas incluyen, sin limitacion,
aquellos descritos en: Bottomly et al., 1991, “Measurement of human and murine interleukin 2 and interleukin 47,
en “Current Protocols in Immunology”, Coligan et al. ed. vol 1 pag. 6.3.1-6.3.12, John Wiley and Sons, Toronto;
deVries et al., J. Exp. Med. 173: 1205-1211, 1991; Moreau et al., Nature 336: 690-692, 1988; Greenberger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 2931-2938, 1983; Nordan, 1991, “Measurement of mouse and human interleukin
6”, en “Current Protocols in Immunology” Coligan et al. ed. vol 1 pag. 6.6.1-6.6.5, John Wiley and Sons, Toronto;
Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 1857-1861, 1986; Bennett et al., 1991, “Measurement of human
interleukin 11”, en “Current Protocols in Immunology”; Coligan et al. ed. vol 1 pag. 6.15.1 John Wiley and Sons,
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Toronto; Ciarletta et al., 1991, “Measurement of mouse and human Interleukin 9”, en “Current Protocols in
Immunology”, Coligan et al. ed. vol 1 pag. 6.13.1, John Wiley and Sons, Toronto.

Los ensayos de respuestas clonales de linfocitos T frente a antigenos (que identificaran, entre otros, a
polipéptidos que afectan a las interacciones de CPA-linfocitos T asi como a los efectos directos de linfocitos T
mediante la medida de la proliferacién y produccion de citocina) incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en:
“Current Protocols in Immunology”, Coligan et al. ed, Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience
(capitulo 3: “In vitro assays for mouse lymphocyte function”; capitulo 6: “Cytokines and their cellular receptors”;
capitulo 7: “Immunologic studies in humans”); Weinberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6091-6095,
1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun. 11: 405-411, 1981; Takai et al., J. Immunol., 137: 3494-3500, 1986;
Takai et al., J. Immunol. 140: 508-512, 1988.

Los ensayos de citotoxicidad de timocitos o esplenocitos incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en: “Current
Protocols in Immunology”, Coligan et al. ed, Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 3,
“In Vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19”; capitulo 7, “Immunologic studies in Humans”);
Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2488-2492, 1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128: 1968-1974,
1982; Handa et al., J. Immunol. 135: 1564-1572, 1985; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Takai et
al.,, J. Immunol. 140: 508-512, 1988; Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2488-2492, 1981;
Herrmann et al., J. Immunol. 128: 1968-1974,1982; Handa et al., J. Immunol. 135: 1564-1572, 1985; Takai et al.,
J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Bowman et al., J. Virology 61: 1992-1998; Takai et al., J. Immunol. 140: 508-
512, 1988; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-341, 1991; Brown et al., J. Immunol. 153: 3079-3092,
1994.

Los ensayos de respuestas de inmunoglobulina dependientes de linfocitos T y conmutacion isotipica (que
identificaran, entre otros, polipéptidos que modulan las respuestas de anticuerpo dependientes de linfocitos T y
que afectan a los perfiles de Th1/Th2) incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Maliszewski, J. Immunol.
144: 3028-3033, 1990 y Mond y Brunswick, 1994, “Assays for B cell function: in vitro antibody production”, en
“Current Protocols in Immunology”, Coligan et al. ed. vol 1 pag. 3.8.1-3.8.16, John Wiley and Sons, Toronto.

Los ensayos de reaccion de linfocitos mixtos (MLR) (que identificaran entre otros, polipéptidos que generan
predominantemente respuestas Th1 y CTL) incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en: “Current Protocols in
Immunology”, Coligan et al. ed, Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 3, “In Vitro
assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19”; capitulo 7, “Immunologic studies in Humans”); Takai et al., J.
Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 140: 508-512, 1988; Bertagnolli et al., J. Immunol.
149: 3778-3783, 1992.

Los ensayos dependientes de células dendriticas (que identificaran, entre otros, polipéptidos expresados por
células dendriticas que activan linfocitos inmaduros) incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en: Guery et al.,
J. Immunol. 134: 536-544, 1995; Inaba et al., J. Exp. Med. 173: 549-559, 1991; Macatonia et al., J. Immunol.
154: 5071-5079, 1995; Porgador et al., J. Exp. Med. 182: 255-260, 1995; Nair et al., J. Virology 67: 4062-4069,
1993; Huang et al., Science 264: 961-965, 1994; Macatonia et al., J. Exp. Med. 169: 1255-1264, 1989; Bhardwaj
et al., J. Clin. Invest. 94: 797-807, 1994 e Inaba et al., J. Exp. Med. 172: 631-640,1990.

Los ensayos de supervivencia/apoptosis linfocitica (que identificaran, entre otros, polipéptidos que evitan la
apoptosis después de la induccion de superantigeno y polipéptidos que regulan la homeostasis linfocitica)
incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Darzynkiewicz et al., Cytometry 13: 795-808, 1992; Gorczyca et
al., Leukemia 7: 659-670, 1993; Gorczyca et al., Cancer Research 53: 1945-1951, 1993; Itoh et al., Cell 66: 233-
243, 1991; Zacharchuk, J. Immunol. 145: 4037-4045, 1990; Zamai et al., Cytometry 14: 891-897, 1993;
Gorczyca et al., International Journal of Oncology 1: 639-648, 1992.

Los ensayos de polipéptidos que influyen en las etapas tempranas de la agrupacién y desarrollo de linfocitos T
incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Antica et al., Blood 84: 111-117, 1994; Fine et al., Cell. Immunol.
155: 111-122, 1994; Galy et al., Blood 85: 2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7548-
7551, 1991

Los ensayos de diferenciacién de células madre embrionarias (que identificaran, entre otros, polipéptidos que
influyen en la hematopoyesis de diferenciacion embrionaria) incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en:
Johansson et al. Cellular Biology 15: 141-151, 1995; Keller et al., “Molecular and Cellular Biology” 13: 473-486,
1993; McClanahan et al., Blood 81: 2903-2915, 1993.

Los ensayos de supervivencia y diferenciacion de células madre (que identificaran, entre otros, polipéptidos que
regulan la linfohematopoyesis) incluyen, sin limitacidon, aquellos descritos en: “Methylcellulose colony forming
assays”, Freshney, 1994, en “Culture of Hematopoietic Cells”, Freshney et al. ed. pag. 265-268, Wiley-Liss, Inc.,
Nueva York, NY; Hirayama et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5907-5911, 1992; “Primitive hematopoietic
colony forming cells with high proliferative potencial”, McNiece and Briddell, 1994, en “Culture of Hematopoietic
Cells”, Freshney et al. ed. pag. 23-39, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY; Neben et al., “Experimental
Hematology” 22: 353-359, 1994; Ploemacher, 1994, “Cobblestone area forming cell assay”, en “Culture of
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Hematopoietic Cells”, Freshney et al. ed. pag. 1-21, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY; Spooncer et al., 1994,
“Long term bone marrow cultures in the presence of stromal cells”, en “Culture of Hematopoietic Cells”, Freshney
et al. ed. pag. 163-179, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY; Sutherland, 1994, “Long term culture initiating cell
assay”, en “Culture of Hematopoietic Cells”, Freshney et al. ed. vol. pag. 139-162, Wiley-Liss, Inc., Nueva York,
NY.

Los ensayos de actividad de generacién de tejido incluyen, sin limitacién, aquellos descritos en la publicacion de
patente internacional n° WO95/16035 (hueso, cartilago, tenddn); publicacion de patente internacional n°
WQO95/05846 (nervio, neurona); publicacion de patente internacional n°® W091/07491 (piel, endotelio). Los
ensayos de actividad de curacion de heridas incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Winter, “Epidermal
Wound Healing”, pags. 71-112 (Maibach and Rovee, eds.), Year Book Medical Publishers, Inc., Chicago,
modificado por Eaglstein y Mertz, J. Invest. Dermatol. 71: 382-84 (1978).

Los ensayos de actividad activina/inhibina incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Vale et al,
Endocrinology 91: 562-572, 1972; Ling et al., Nature 321: 779-782, 1986; Vale et al., Nature 321: 776-779, 1986;
Mason et al., Nature 318: 659-663, 1985; Forage et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 3091-3095, 1986.

Los ensayos de movimiento y adhesion celular incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: “Current Protocols
in Immunology”, Coligan et al. ed, Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 6.12,
“Measurement of alpha and beta chemokines 6.12.1-6.12.28”); Taub et al. J. Clin. Invest. 95: 1370-1376, 1995;
Lind et al. APMIS 103: 140-146, 1995; Muller et al. Eur. J. Immunol. 25: 1744-1748; Gruber et al. J. Immunol.
152: 5860-5867, 1994; Johnston et al. J. Immunol. 153: 1762-1768, 1994.

Los ensayos de actividad hemostatica y trombolitica incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: Linet et al., J.
Clin. Pharmacol. 26: 131-140, 1986; Burdick et al., Thrombosis Res. 45: 413-419,1987; Humphrey et al.,
Fibrinolysis 5: 71-79 (1991); Schaub, Prostaglandins 35: 467-474, 1988.

Los ensayos de actividad receptor-ligando incluyen, sin limitacion, aquellos descritos en: “Current Protocols in
Immunology”, Coligan et al. eds, Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 7.28,
“Measurement of cellular adhesion under static conditions 7.28.1-7.28.22”), Takai et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84: 6864-6868, 1987; Bierer et al., J. Exp. Med. 168: 1145-1156, 1988; Rosenstein et al., J. Exp. Med. 169:
149-160, 1989; Stoltenborg et al., J. Immunol. Methods 175: 59-68, 1994; Stitt et al., Cell 80: 661-670, 1995.

Los ensayos de actividad adhesiva de cadherina y supresora invasiva incluyen, sin limitacién, aquellos descritos
en: Hortsch et al. J. Biol. Chem. 270 (32): 18809-18817, 1995; Miyaki et al. Oncogene 11: 2547-2552, 1995;
Ozawa et al. Cell 63: 1033-1038, 1990.

6. Diagnostico y otros usos de antagonistas y agonistas de LDCAM

Los acidos nucleicos que codifican los antagonistas y agonistas de LDCAM proporcionados por la presente
invencion pueden usarse para numerosos fines de diagnodstico u otros utiles. Los acidos nucleicos de la invencion
pueden usarse para expresar polipéptidos recombinante para andlisis, caracterizaciéon o uso terapéutico; como
marcadores para tejidos en que se expresa preferiblemente el correspondiente polipéptido (constitutivamente o en
una etapa particular de la diferenciaciéon de tejido o desarrollo o en estados patoldgicos); como marcadores de peso
molecular en geles Southern; como marcadores o marcajes cromosomicos (cuando estan marcados) para identificar
cromosomas o para cartografiar posiciones génicas relacionadas; para comparar con secuencias de ADN endégeno
en pacientes para identificar trastornos genéticos potenciales; como sondas para hibridar y por tanto descubrir
secuencias de ADN relacionadas novedosas; como fuente de informacion para derivar cebadores de PCR para
identificacion genética; como sonda para “sustraer” secuencias conocidas en el proceso de descubrimiento de otros
acidos nucleicos novedosos; para seleccionar y preparar oligémeros de enlace con un “chip genético” u otro soporte,
incluyendo para el examen de patrones de expresion; para generar anticuerpos antipolipeptidicos usando técnicas
de inmunizacién de ADN; como antigeno para generar anticuerpos anti-ADN o para desencadenar otra respuesta
inmunitaria y para terapia génica. Los usos de polipéptidos de LDCAM vy polipéptidos fragmentados incluyen, pero
sin limitacion, los siguientes: purificar polipéptidos y medir la actividad de los mismos; agentes de suministro;
agentes terapéuticos y de investigacion; marcadores de peso molecular y de enfoque isoeléctrico; controles de la
fragmentacion peptidica; identificacion de polipéptidos desconocidos y preparacion de anticuerpos. Cualquiera o
todos los acidos nucleicos adecuados para estos usos pueden desarrollarse con pureza de reactivo o formato de kit
para comercializacion como productos. Los métodos para efectuar los usos enumerados anteriormente son bien
conocidos por los especialistas en la materia. Las referencias que dan a conocer dichos métodos incluyen, sin
limitacion, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Sambrook, J., E.
F. Fritsch y T. Maniatis ed., 1989 y "Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques", Academic
Press, Berger, S. L. and A. R. Kimmel eds., 1987.

Sondas y cebadores: Entre los usos de los acidos nucleicos de LDCAM dados a conocer, y las combinaciones y
fragmentos de los mismos, esté el uso de fragmentos como sondas o cebadores. Dichos fragmentos comprenden
generalmente al menos aproximadamente 17 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN. En oftras
realizaciones, un fragmento de ADN comprende al menos 30, o al menos 60, nucleétidos contiguos de una
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secuencia de ADN. Se exponen los parametros basicos que afectan a la eleccidn de la condiciones de hibridacion y
la guia para idear las condiciones adecuadas por Sambrook et al., 1989, y se describen con detalle anteriormente.
Usando el conocimiento del cdédigo genético en combinaciéon con las secuencias aminoacidicas expuestas
anteriormente, pueden prepararse conjuntos de oligonucleétidos degenerados. Dichos oligonucleétidos son utiles
como cebadores, por ejemplo, en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), mediante la que se aislan y
amplifican fragmentos de ADN. Pueden usarse cebadores degenerados como sondas para colecciones genéticas no
humanas. Dichas colecciones incluirian, pero sin limitacién, colecciones de ADNc, colecciones gendmicas e incluso
colecciones electronicas de EST (marcador de secuencia expresada) o ADN. Se usarian entonces secuencias
homdlogas identificadas mediante este método como sondas para identificar homoélogos de LDCAM no humanos

Cartografia cromosoémica. Los &acidos nucleicos que codifican polipéptidos de LDCAM, y los fragmentos y
combinaciones de estos acidos nucleicos dados a conocer, puede usarse por los especialistas en la materia usando
técnicas bien conocidas para identificar el cromosoma humano en el que se cartografian estos acidos nucleicos. Las
técnicas utiles incluyen, pero sin limitacion, usar la secuencia o porciones, incluyendo oligonucleétidos, como sonda
en diversas técnicas bien conocidas tales como cartografia hibrida por radiacién (alta resolucién), hibridacién in situ
con dispersiones cromosdmicas (resolucién moderada) e hibridacién de transferencia Southern para hibridar con
estirpes celulares que contienen cromosomas humanos individuales (baja resolucion). Por ejemplo, los cromosomas
pueden cartografiarse mediante hibridacion por radiacion. Se efectia la PCR usando el panel 4 del Whitehead
Institute/MIT Center for Genome Research Genebridge de 93 hibridos de radiacion, usando cebadores que se
encuentran en un presunto exon del gen de interés y que amplifican un producto a partir de ADN genémico humano,
pero no amplifican ADN gendmico de hamster. Los resultados de PCR se convierten en un vector de datos que se
remite al sitio Whitehead/MIT Radiation Mapping (www-seq.wi.mit.edu). Se puntian los datos y se proporciona la
adjudicacion cromosomica y colocacion respecto a marcadores de sitio de secuencia marcada (STS) conocidos en
el mapa de hibridos de radiacion. Como alternativa, se cartografian las secuencias gendémicas correspondientes a
los acidos nucleicos que codifican un polipéptido de LDCAM por comparacion con secuencias en bases de datos
publicas y privadas tales como la base de datos no redundante GenBank (ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), Locuslink
(ncbi.nlm.nih.gov:80/LocusLink/), Unigene (ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/UniGene), AceView (ncbi.nlm.nih.gov/AceView),
herencia mendeliana en linea en el hombre (OMIM) (ncbi.nim.nih.gov/Omim), Gene Map Viewer
(ncbi.nlm.nih.gov/genemap), y bases de datos privadas tales como Celera Discovery System (celera.com). Estos
analisis informaticos de la informacion de secuencia genémica disponible pueden proporcionar la identificacion de la
localizacién cromosoémica especifica de secuencias gendmicas correspondientes a secuencias que codifican
polipéptidos de LDCAM vy relaciones de cartografia genética Unicas entre las secuencias genémicas de LDCAM y las
localizaciones en el mapa genético de trastornos humanos conocidos.

Diagndstico y terapia génica. Los acidos nucleicos que codifican polipéptidos de LDCAM, y los fragmentos y
combinaciones de estos acidos nucleicos dados a conocer, pueden usarse por un especialista en la materia que usa
técnicas bien conocidas para analizar anormalidades asociadas a los genes correspondientes a estos polipéptidos.
Esto permite distinguir las condiciones en que el marcador se transpone o elimina. Ademas, pueden usarse acidos
nucleicos dados a conocer en la presente memoria o un fragmento de los mismos como marcador posicional para
cartografiar otros genes de localizacion desconocida. EI ADN puede usarse en el desarrollo de tratamientos para
cualquier trastorno mediado (directa o indirectamente) por cantidades defectivas o insuficientes de los genes
correspondientes a los acidos nucleicos de la invencién. La divulgacion en la presente memoria de las secuencias
nucleotidicas nativas permite la deteccion de genes defectivos y el reemplazo de los mismos por genes normales.
Los genes defectivos pueden detectarse en ensayos de diagnostico in vitro y por comparacion de una secuencia
nucleotidica nativa dada a conocer en la presente memoria con la de un gen derivado de una persona sospechosa
de albergar un defecto en este gen.

Portadores y agentes de suministro. Los polipéptidos de LDCAM (fragmentos, variantes, proteinas de fusion,
derivados, oligémeros y similares), antagonistas y agonistas (que incluyen anticuerpos de todos los tipos descritos
en la presente memoria), asi como pepticuerpos y similares, pueden encontrar uso también como transportadores
para suministrar agentes a células. Los polipéptidos de LDCAM (fragmentos, variantes, proteinas de fusion,
derivados, oligbmeros y similares), antagonistas y agonistas (que incluyen anticuerpos de todos los tipos descritos
en la presente memoria), asi como pepticuerpos y similares pueden usarse para suministrar agentes de diagnostico
o terapéuticos a dichas células en procedimientos in vitro o in vivo. Los agentes detectables (de diagndstico) y
terapéuticos que pueden enlazarse con un polipéptido incluyen, pero sin limitaciéon, toxinas, otros agentes
citotdxicos, farmacos, radionucleidos, croméforos, enzimas que catalizan una reaccion colorimétrica o fluorométrica
y similares, eligiéndose el agente particular segun la aplicacién pretendida. Entre las toxinas estan ricina, abrina,
toxina de la difteria, exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, polipéptidos inactivadores ribosémicos, micotoxinas
tales como tricotecenos y derivados y fragmentos (por ejemplo monocatenarios) de los mismos. Los radionucleidos
adecuados para uso de diagnéstico incluyen, pero sin limitacion, 123I, 131 , om , " 2y Br. Los ejemplos de
radionucleidos adecuados para uso terapéutico son "*'I, 2"'At, 7'Br, "*°Re, "®Re, #'?Pb, #'?Bi, 'Pd, **Cu y *Cu.
Dichos agentes pueden enlazarse con el polipéptido mediante cualquier procedimiento convencional adecuado. El
polipéptido comprende grupos funcionales en las cadenas laterales aminoacidicas que pueden hacerse reaccionar
con grupos funcionales en un agente deseado, formando enlaces covalentes, por ejemplo. Como alternativa, el
polipéptido o agente puede derivatizarse generando o enlazando con un reactivo funcional reactivo deseado
disponible para enlazar diversas moléculas con polipéptidos (Pierce Chemical Company, Rockford, lllinois). Son
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conocidas una serie de técnicas para el radiomarcaje de polipéptidos. Los metales radionucleidos pueden enlazarse
con polipéptidos usando un agente quelante bifuncional adecuado, por ejemplo. Se preparan por tanto conjugados
que comprenden polipéptidos y un agente de diagnostico o terapéutico adecuado (preferiblemente ligado
covalentemente). Los conjugados se administran o emplean de otro modo en una cantidad apropiada para la
aplicacion particular.

7. Aplicacion terapéutica de antagonistas o agonistas de LDCAM

Los antagonistas y agonistas de LDCAM, que se definen anteriormente e incluyen, pero sin limitacion, polipéptidos
de LDCAM (asi como variantes de los mismos, fragmentos, proteinas de fusién, derivados mimotopos y similares),
anticuerpos anti-LDCAM, pepticuerpos anti-LDCAM, polipéptidos de CRTAM (asi como variantes de los mismos,
fragmentos, proteinas de fusién, derivados, mimotopos y similares), anticuerpos anti-CRTAM vy pepticuerpos anti-
CRTAM, es probable que sean utiles para tratar afecciones médicas y enfermedades. Por lo tanto, a lo largo de la
memoria descriptiva, “antagonistas o agonistas de LDCAM” designa todas las diversas realizaciones descritas en la
definicion de antagonistas o agonistas de LDCAM.

En general, estas enfermedades incluyen, pero sin limitacién, enfermedades autoinmunitarias, inflamacioén, cancer,
enfermedades infecciosas asi como otras afecciones como se describen con mas detalle a continuacion. La
molécula o moléculas terapéuticas que se use dependera de la etiologia de la afeccion que se vaya a tratar y de las
rutas biolégicas implicadas. Por ejemplo, puede seleccionarse un antagonista o agonista de la interaccion
LDCAM/CRTAM o LDCAM/LDCAM para el tratamiento de afecciones que impliquen unién celular, sefalizacion
intracelular, activacion celular, produccién de citocinas que influyan en enfermedades autoinmunitarias, inflamacion,
cancer, enfermedades infecciosas, etc. Mas especificamente, un agonista de LDCAM “enfriaria” los procesos
inflamatorios tales como la proliferacion de linfocitos T y la liberacién de citocinas proinflamatorias tales como, pero
sin limitacion, interferon gamma e IL-2, como se describe en los ejemplos. Los agonistas de LDCAM pueden usarse
en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, hipersensibilidad de contacto, esclerosis multiple, rechazo de
injertos y similares. Un antagonista de LDCAM potenciaria las respuestas inmunitarias al interferir con la union de
LDCAM y CRTAM. Por tanto, un antagonista de LDCAM seria util en el tratamiento de enfermedades y afecciones
que requieran una respuesta inmunitaria potenciada, y en particular de enfermedades caracterizadas por una
respuesta de linfocitos T deficiente tal como, pero sin limitacion, cancer, infeccién (virica o bacteriana) y en algunos
entornos de transplante.

Los anticuerpos de DC BDCA3+ pueden usarse en una variedad de entornos terapéuticos incluyendo, pero sin
limitacion, modular la funcion de DC BDCA3+ para influir en el resultado de respuestas inmunitarias, tales como
orientar las DC BDCAS3+ con el anticuerpo 1F12 ligado a un antigeno y suministrar asi especificamente el antigeno a
la poblacién de DC, que puede conferir inmunotolerancia a ese antigeno. Como alternativa, en presencia de sefiales
inflamatorias tales como citocinas proinflamatorias, quimiocinas y similares, el antigeno diana elevaria las
respuestas inmunitarias especificas de antigeno frente a ese antigeno. El anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-
LDCAM pueden usarse con fines de prondstico tales como la cuantificacion comparativa o relativa de DC BDCA3+
en tejidos normales y patoldgicos. El anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse para purificar
o aislar DC BDCA3+ DC a partir de diversos fluidos corporales, 6rganos y tejidos. El anticuerpo 1F12 y otros
anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse para agotar las DC BDCA3+ DC in vivo o interferir con su funcion
inmunoldgica tal como, pero sin limitacion, la sensibilizacién de linfocitos T, migracion de DC, presentacion cruzada
de antigeno frente a linfocitos T CD8+ y similares. Debido a que la presentacion cruzada de antigenos y la tolerancia
cruzada a antigenos son mecanismos celulares basicos de muchas enfermedades autoinmunitarias, transplante y
cancer, el anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse para tratar estos trastornos al modular
las respuestas inmunitarias en consecuencia mediante las DC BDCA3+.

Ademas, el anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM pueden usarse en terapia celular ex vivo. Las DC
BDCA3+ pueden aislarse con el anticuerpo 1F12 y otros anticuerpos anti-LDCAM, manipularse ex vivo y
reintroducirse en el paciente para tratar enfermedades. Solo con fines ejemplares, podria anularse la
inmunotolerancia al cancer exponiendo las DC BDCA3+ aisladas a antigenos del cancer (tales como, pero sin
limitacion, aquellos presentados en la Tabla 2 anterior) e infundiendo las DC BDCA3+/antigeno del cancer
procesado de vuelta al paciente. El antigeno del cancer puede proceder del paciente y puede estar en forma de
células cancerosas. Las DC BDCA3+ son capaces de fagocitar células apopoticas y de presentar este antigeno
exogeno a linfocitos T CD8+ para generar efectores CTL especificos del cancer. Por tanto, las células cancerosas o
tumorales retiradas del paciente pueden exponerse a estimulos inductores de apoptosis, tales como irradiacién o
productos quimicos/farmacos y exponerse a las DC BDCA3+ aisladas del paciente. Las DC BDCA3+ fagocitarian las
células cancerosas apopoticas y presentarian antigenos del cancer en el contexto de MHC de clase I. Estas DC se
reinfundirian en el paciente y cebarian una respuesta efectora CTL frente a los antigenos del cancer del propio
paciente. Los efectores CTL lisarian solo aquellas células que expresasen los antigenos del cancer del paciente.
Esta forma de terapia ex vivo puede usarse en combinacion con otras terapias convencionales tales como, pero sin
limitacion, cirugia, radioterapia y/o quimioterapia.

El ejemplo 19 describe el descubrimiento de que la CRTAM es un asociado o coparticipe de uniéon de LDCAM. La
LDCAM se expresa en células dendriticas y especialmente en las células dendriticas BDCA3+ recién descubiertas,
que es probable que tengan las propiedades inmunoldgicas Unicas descritas anteriormente. La CRTAM se expresa
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en linfocitos T activados (véase la Figura 17, que muestra la expresion aumentada determinada mediante
experimentos de expresion diferencial). Tanto los linfocitos T CD4+ como CD8+ expresan CRTAM, y a niveles
especialmente altos en linfocitos T CD8+ activados. Por lo tanto, la interaccion entre LDCAM y CRTAM puede estar
implicada en al formacion de una sinapsis inmunoldgica entre las células presentadoras de antigeno y las células
efectoras linfoides (tal como entre células dendriticas, incluyendo DC BDCAS3+, y linfocitos T, incluyendo linfocitos T
limitados a la clase | tales como linfocitos T CD8+). Sin ligarse a teoria alguna, puede ser que la interaccion
LDCAM/CRTAM entre células presentadoras de antigeno y linfocitos T sea un regulador negativo de la muerte.
Como se muestra en los ejemplos, la interaccion LDCAM/CRTAM evitaba la activacion de linfocitos T en presencia
de una variedad de estimulos de activacion de linfocitos T, incluyendo la estimulacién con anticuerpo anti-CD3 y
diversos mitdégenos. Puede ser que la interaccion entre LDCAM/CRTAM sea un modo en que la célula presentadora
de antigeno active y sensibilice los linfocitos T ante el antigeno sin ser destruida por los linfocitos T. Esto permitiria
multiples activaciones con la célula presentadora de antigeno, lo que es conocido que ocurre en DC.

Ademas, se ha notificado que la CRTAM se expresa en linfocitos NK y NK-T activados y que estas células se han
implicado en la inmunopatologia de la diabetes (Kennedy, et al., J. Leuk. Bio. 67 (2000)). Estos datos se han
confirmado por experimentos de expresion diferencial, que muestran que la CRTAM se expresa en gran medida en
linfocitos NK activados (Figura 17). Por lo tanto, la interaccién entre LDCAM y CRTAM puede estar implicada en la
formacion de una sinapsis inmunoldgica entre células presentadoras de antigeno y linfocitos NK. Por tanto, los
antagonistas de LDCAM pueden usarse para inhibir o bloquear la interaccién entre las células presentadoras de
antigeno (tales como DC) y los linfocitos NK y/o NK-T que causan los sintomas de enfermedad en la diabetes.

Adicionalmente, se ha mostrado que la LDCAM se expresa en tejido neuronal, particularmente en el cerebro
(Biederer, et al., Science 297, 1525 (2002)). Por lo tanto, la interacciéon entre LDCAM en neuronas y CRTAM en
linfocitos T puede estar implicada en la formacidon de una sinapsis inmunoldgica entre el sistema nervioso y el
sistema inmunitario. Por tanto, los antagonistas de LDCAM pueden usarse para inhibir o bloquear la interaccion
entre células inmunitarias que expresan CRTAM (tales como linfocitos T) y neuronas que expresan LDCAM,
evitando o tratando asi la enfermedad resultante de esa interaccion. Los ejemplos incluyen esclerosis multiple y
otras enfermedades del sistema nervioso enumeradas a continuacion. Se ha determinado mediante experimentos de
expresion diferencial que la CRTAM se expresa en lesiones de esclerosis multiple (EM) activas (Figura 17). Esto
proporciona una base conocida sobre la que predecir que un agonista de LDCAM reduciria la respuesta
proinflamatoria de linfocitos T activados y, en particular, evitaria o reduciria la liberacién de interferén gamma desde
linfocitos T activados. Es bien conocido en la materia que el interferon gamma aumenta en lesiones de EM activas y
en los niveles en circulacion de pacientes que experimentan recaida, y que los niveles aumentados de interferdn
gamma estan correlacionados con el empeoramiento de sintomas y la destruccion de mielina. Por lo tanto, un
agonista de LDCAM evitaria o reduciria la destruccion de tipo autoinmunitaria de la materia blanca al bloquear la
liberacion de citocinas proinflamatorias desde linfocitos T tales como interferon gamma.

Los antagonistas de LDCAM pueden usarse para tratar sujetos con cancer tal como, pero sin limitacién: leucemia,
carcinoma nasofaringeo positivo de virus de Epstein-Barr, canceres de colon, estdmago, prostata, células renales,
cervicouterino y de ovario, cancer de pulmén, sarcomas y carcinomas de mamiferos tales como fibrosarcoma,
mixosarcoma, liposarcoma, condriosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata,
carcinoma escamoso, carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de glandula sudoripara, carcinoma de
glandula sebacea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistoadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncégeno, carcinoma renal, hepatoma, colangiocarcinoma, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma
embrionario, tumor de Wilms, cancer de cervicouterino, tumor testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar
microcitico, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma,
ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neurinoma del estatoacustico, oligodendroglioma, meningioma,
melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma; leucemias tales como leucemia linfocitica aguda y leucemia mielocitica
aguda (mieloblastica, promielocitica, mielomonocitica, monocitica y eritroleucemia); leucemia croénica (leucemia
mielocitica cronica (granulocitica) y leucemia linfocitica crénica) y policitemia verdadera, linfoma (hodgkiniano y no
hodgkiniano), mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom y enfermedad de la cadena pesada. Son
también tratables diversos trastornos linfoproliferativos que incluyen sindrome linfoproliferativo autoinmunitario
(SLAI), leucemia linfoblastica cronica, tricoleucemia, leucemia linfatica cronica, linfoma de linfocitos T periféricos,
linfoma linfocitico pequefio, linfoma de células del manto, linfoma folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de linfocitos T
positivo del virus de Epstein-Barr, linfoma histiocitico, enfermedad de Hodgkin, linfoma agresivo difuso, leucemias
linfaticas agudas, enfermedad linfoproliferativa T gamma, linfoma cutaneo de linfocitos B, linfoma cutaneo de
linfocitos T (concretamente, micosis fungoide) y sindrome de Sézary.

Los antagonistas de LDCAM pueden usarse también en combinacion con otros tratamientos reconocidos conocidos
en la materia. Por ejemplo, en el tratamiento del cancer, los antagonistas y agonistas de LDCAM pueden usarse en
combinacién con cirugia, quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia adoptiva y similares. Es una justifocacion
subyacente que el volumen tumoral es minimo y/o las células tumorales se segregan a la circulaciéon durante y
después de la cirugia, y la inmunoterapia por antagonistas de LDCAM puede ser mas eficaz en esta situacion.
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El efecto de los antagonistas de LDCAM sobre la progresién de enfermedades neoplasicas puede monitorizarse
mediante cualquier método conocido por un especialista en la materia incluyendo, pero sin limitacién, medir: a) la
hipersensibilidad retardada como valoracién de la inmunidad celular; b) la actividad de linfocitos T citoliticos in vitro;
c) los niveles de antigenos especificos de tumor; d) los cambios en la morfologia de los tumores usando técnicas
tales como tomografia axial computerizada (TAC); e) los cambios en los niveles de presuntos biomarcadores de
riesgo para un cancer particular en individuos de alto riesgo y f) los cambios en la morfologia de los tumores. Como
alternativa, las respuestas inmunitarias frente al antigeno de interés pueden medirse usando técnicas estandares
tales como ensayos de CTL, ensayos de proliferacion, ensayos de captura de anticuerpo y similares.

Los antagonistas y agonistas de LDCAM pueden combinarse con inmunoterapia adoptiva usando células
presentadoras de antigenos (CPA) sensibilizadas con uno o mas de los antigenos descritos anteriormente. La
inmunoterapia adoptiva designa un enfoque terapéutico para tratar enfermedades infecciosas o cancer en que se
administran células inmunitarias a un hospedador con el objeto de que las células medien la inmunidad especifica,
directa o indirectamente, con las células infectadas o células tumorales y/o componentes antigénicos, y den como
resultado el tratamiento de la enfermedad infecciosa o la regresion del tumor. Las CPA sensibilizadas con antigeno
pueden administrarse antes, concurrentemente o después de la administracion de una vacuna. Ademas, el modo de
administracion para inmunoterapia adoptiva puede variar incluyendo, pero sin limitacion, por via subcutanea,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intradérmica o mucosa.

Los agonistas de LDCAM pueden usarse para tratar enfermedades cardiovasculares.

Los métodos de tratamiento de enfermedades cardiovasculares en un sujeto que tiene una enfermedad
cardiovascular comprenden la administracion una cantidad eficaz de uno o mas agonistas de LDCAM, solos o en
cualquier combinacion.

Las enfermedades cardiovasculares incluyen estados patolégicos que tienen fisiopatologia de los sistemas cardiaco
y vascular, asi como 6rganos y sistemas comprometidos por estados patolégicos de los sistemas cardiaco y
vascular. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion: inflamacién del corazén y/o los vasos tal como miocarditis,
miocarditis autoinmunitaria cronica, miocarditis bacteriana y virica asi como endocarditis infecciosa; insuficiencia
cardiaca; insuficiencia cardiaca congestiva; insuficiencia cardiaca cronica; caquexia por insuficiencia cardiaca;
miocardiopatia, incluyendo no isquémica (miocardiopatia dilatada; miocardiopatia dilatada idiopatica; choque
cardiégeno, insuficiencia cardiaca secundaria por soporte de circulacién extracorpoérea (“sindrome postbomba”),
insuficiencia cardiaca después de lesién por isquemia/reperfusion, insuficiencia cardiaca asociada a muerte cerebral
(como se describe en Owen et al., 1999 (Circulation. 18 de mayo de 1999; 99(19): 2565-70)); miocardiopatia
hipertréfica; miocardiopatia restrictiva; hipertension sistémica no isquémica; enfermedad valvular; miocardiopatia
arritmogénica del ventriculo derecho e isquémica (aterogénesis, aterosclerosis, arteriosclerosis, enfermedad
vascular periférica, enfermedad arterial coronaria; infartos, incluyendo apoplejia, ataques isquémicos transitorios e
infartos de miocardio). Los estados patoldgicos adicionales comprendidos por la definicion de enfermedad
cardiovascular incluyen: aneurismas; arteritis; angina; embolia; trastornos isquémicos asociados a plaquetas; lesion
por isquemia/repercusion; reestenosis; regurgitacion mitral y/o tricuspidea; estenosis mitral; isquemia miocardica
silente; enfermedad de Raynaud; trombosis; trombosis venosa profunda; embolia pulmonar; microangiopatias
trombdticas, incluyendo purpura trombicitopénica trombética (PTT) y sindrome urémico hemolitico (SUH),
trombocitemia esencial, coagulacion intravascular diseminada (CIV) y trombosis y coagulopatias asociadas a la
exposicion a una superficie de tejido extrafio o dafiado; tromboflebitis; vasculitis, incluyendo vasculitis de Kawasaki;
arteritis de Takayasu; enfermedad venooclusiva, arteritis de células gigantes, granulomatosis de Wegener; purpura
de Schoenlein-Henoch, asi como enfermedad cardiovascular que surge por infecciones periodontales por uno 0 mas
patégenos orales, tales como bacterias.

Los ejemplos adicionales de los usos terapéuticos de uno o mas agonistas de LDCAM incluyen el tratamiento de
individuos que padecen enfermedad arterial coronaria o lesidon después de trastornos isquémicos asociados a
plaquetas, incluyendo isquemia pulmonar, isquemia coronaria e isquemia cerebral, y para la prevenciéon de la
reoclusion después de trombosis, trastornos trombéticos incluyendo trombosis arterial coronaria, trombosis arterial
cerebral, trombosis intracardiaca, trombosis arterial periférica, trombosis venosa, microangiopatias trombdticas
incluyendo purpura trombocitopénica trombdtica (PTT) y sindrome urémico hemolitico (SUH), trombocitemia
esencial, coagulacion intravascular diseminada (CID) y trombosis y coagulopatias asociadas a la exposiciéon a una
superficie de tejido extrafio o dafiado, en combinacién con angioplatia, endoarteriectomia carotidea, anastomosis de
injertos vasculares y dispositivos cardiovasculares permanentes tales como catéteres o derivaciones permanentes.

Indicaciones adicionales incluyen sujetos que experimentan o experimentaran procedimientos de angioplastia
(concretamente, angioplastia con globo, angioplastia por laser, aterectomia coronaria y técnicas similares),
colocacion de dispositivos protésicos endosvaculares tales como protesis endovasculares carotideas, coronarias,
arteriales periféricas u otras, dispositivos de acceso a dialisis o procedimientos para tratar enfermedad vascular
periférica; individuos que experimentan cirugia que tienen un alto riesgo de formacion de trombos (concretamente,
cirugia de derivacion coronaria, insercion de una valvula o vaso protésico y similares).

Pueden tratarse también con los agonistas de LDCAM una serie de trastornos pulmonares. Una de dichas
afecciones es el sindrome de dificultades respiratorias en el adulto (SDRA), que esta asociado a un TNFa elevado y
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puede desencadenarse por una variedad de causas, incluyendo la exposicién a productos quimicos toxicos,
pancreatitis, traumatismo u otras causas. Los compuestos, composiciones y terapias de combinacion de la invencion
dados a conocer son también Utiles para tratar displasia broncopulmonar (DBP), linfangioleiomiomatosis y
enfermedad pulmonar fibrética crénica de infantes prematuros. Ademas, los compuestos, composiciones y terapias
de combinacion de la invencién se usan para tratar enfermedades laborales pulmonares, incluyendo asbestosis,
antracosis pulmonar sintomatica, silicosis o afecciones similares asociadas con la exposicion a largo plazo de
particulas finas. Los agonistas de LDCAM y terapias de combinacion pueden usarse para tratar trastornos
pulmonares, incluyendo trastorno pulmonar obstructivo crénico (EPOC) asociado con bronquitis crénica o enfisema;
enfermedades pulmonares fibréticas tales como fibrosis quistica, fibrosis pulmonar idiopatica y fibrosis pulmonar
inducida por radiacion; sarcoidosis pulmonar y alergias, incluyendo rinitis alérgica, dermatitis de contacto, dermatitis
atopica y asma.

Se describen también métodos para el uso de agonistas de LDCAM o terapias de combinacion para tratar una
variedad de trastornos reumaticos. Estos incluyen: artritis reumatoide adulta y juvenil; lupus sistémico eritematoso;
gota; artrosis; polimialgia reumética; espondiloartropatias seronegativas, incluyendo espondilitis anquilosante y
enfermedad de Reiter. Los agonistas de LDCAM vy terapias de combinacion en cuestion se usan para tratar artritis
psoriasica y artritis de Lyme crénica. Son también tratables con estos antagonistas y agonistas de LDCAM y terapias
de combinacion la enfermedad de Still y uveitis asociada a artritis reumatoide. Ademas, los agonistas de LDCAM y
terapias de combinacion pueden usarse para tratar trastornos que dan como resultado la inflamaciéon de musculos
voluntarios, incluyendo dermatomiositis y polimiositis. Ademas, los agonistas de LDCAM y combinaciones dados a
conocer en la presente memoria son Utiles para tratar miositis con cuerpos de inclusién esporadica, ya que el TNFa
puede desempefiar un papel significativo en la progresion de esta enfermedad muscular. Ademas, los antagonistas y
agonistas de LDCAM vy combinaciones dados a conocer en la presente memoria se usan para tratar
reticulohistiocitosis multicéntrica, una enfermedad en que la destruccion articular y los nédulos papulares de la cara 'y
manos estan asociados con una produccién en exceso de citocinas proinflamatorias por células gigantes
plurinucleares.

Los trastornos asociados a transplantes son también tratables con los antagonistas de LDCAM o terapias de
combinacién dados a conocer, tales como enfermedad del injerto contra el hospedador y complicaciones resultantes
del transplante de érganos sdlidos, incluyendo transplante de corazén, higado, pulmoén, piel, rifién u otros érganos.
Los antagonistas de LDCAM pueden administrarse, por ejemplo, para evitar o inhibir el desarrollo de bronquiolitis
obliterante después del transplante de pulmon.

Los diversos otros trastornos médicos tratables con los agonistas de LDCAM vy terapias de combinaciéon dados a
conocer incluyen: esclerosis multiple, sindrome de Behcet, sindrome de Sjogren, anemia hemolitica autoinmunitaria,
betatalasemia, esclerosis lateral amiotréfica (enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de Parkinson y tenosinovitis
de causa desconocida, asi como diversos trastornos o enfermedades autoinmunitarios asociados a deficiencias
hereditarias.

Los antagonistas de LDCAM pueden usarse en el tratamiento y/o la prevencién de infeccion virica, incluyendo
infeccion por: Retroviridae (por ejemplo, virus de inmunodeficiencia humanos, tales como VIH-1 (también designado
como HTLV-IIl, LAV o HTLV-III/LAV, o VIH-lII y otros aislamientos tales como VIH-LP; Picornaviridae (por ejemplo,
poliovirus, virus de la hepatitis A, enterovirus, virus de Coxsackie humanos, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por
ejemplo, cepas que causan gastroenteritis); Togaviridae (por ejemplo, virus de encefalitis equina, virus de la
rubéola); Flaviridae (por ejemplo, virus del dengue, virus de encefalitis, virus de fiebre amarilla); Coronaviridae (por
ejemplo, coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por
ejemplo, virus Ebola); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus de paragripe, virus de las paperas, virus del sarampion,
virus respiratorio sincitial); Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe); Bunyaviridae (por ejemplo, hantavirus,
bungavirus, flebovirus o nairovirus); Arenaviridae (virus de fiebre hemorragica); Reoviridae (por ejemplo, reovirus,
orbivirus y rotavirus); Bimaviridae; Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B); Parvoviridae (parvovirus); Papovaviridae
(papilomavirus, poliomavirus); Adenoviridae (la mayoria de adenovirus); Herpesviridae (herpesvirus simplex (HSV) 1
y 2, virus de la varicela zoster, citomegalovirus (CMV), herpevirus); Poxviridae (virus de la viruela, virus Vaccinia,
poxvirus) e Iridoviridae (por ejemplo, virus de la fiebre porcina africana) y virus no clasificados (por ejemplo, los
agentes etioldgicos de encefelopatias espongiformes, el agente de la hepatitis delta (que se cree que es un satélite
defectivo del virus de la hepatitis B), los agentes de hepatitis ni A ni B (clase 1=transmitida internamente, clase 2:
transmitida parenteralmente (concretamente, hepatitis C); virus de Norwalk y relacionados y astrovirus).

Los antagonistas de LDCAM pueden usarse en el tratamiento y/o prevencion de infecciéon por bacterias, incluyendo
infeccion por: Helicobacter pyloris, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria spp. (por ejemplo, M.
tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A), Streptococcus
agalactiae (estreptococo del grupo B), Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus (spp. anerobicas), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patogénico, Enterococcus sp.,
Haemophilus influenzae, Bacillus antracis, Corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp., Erysipelothrix
rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella
multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidium,
Treponema pertenue, Leptospira y Actinomyces israelli.
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Los antagonistas de LDCAM pueden usarse para tratar o inmunizar sujetos frente a organismos infecciosos
unicelulares, incluyendo infeccidn por: esquistosomas, tripanosomas, especies de Leishmania, nematodos filariales,
tricomoniasis, sarcoesporidiasis; Taenia saginata, Taenia solium, Cryptococcus neoformans, Apergillus fumigatus,
Histoplasma capsulatum, Coccidiodes immitis, trichinelosis, Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis,
Candida albicans, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Toxoplasma gondii y similares.

Aplicaciones terapéuticas adicionales incluyen: ELA; enfermedad de Alzheimer; asma; aterosclerosis; anemia
hemolitica autoinmunitaria; cancer, particularmente canceres relacionados con los linfocitos B; caquexia/anorexia;
sindrome de fatiga crénica; cirrosis (por ejemplo, cirrosis biliar primaria); diabetes (por ejemplo, diabetes
insulinodependiente); fiebre, glomerulonefritis, incluyendo glomerulonefritis de IgA y glomerulonefritis primaria;
sindrome de Goodpasture; sindrome de Guillain-Barre, enfermedad del injerto contra el hospedador; tiroiditis de
Hashimoto; choque hemorragico; hiperalgesia; enfermedad inflamatoria intestinal; afecciones inflamatorias de las
articulaciones, incluyendo artrosis, artritis psoriasica y artritis reumatoide; afecciones inflamatorias resultantes de
distension, esguince, lesion de cartilago, traumatismo, cirugia ortopédica, infeccién u otro proceso patoldgico;
diabetes sacarina insulinodependiente, lesion isquémica, incluyendo isquemia cerebral (por ejemplo, lesion cerebral
como resultado de traumatismo, epilepsia, hemorragia o apoplejia, cada una de las cuales puede conducir a
neurodegeneracion); enfermedades pulmonares (por ejemplo, SDRA); mieloma multiple; esclerosis multiple;
miastenia grave; leucemia mielogenosa (por ejemplo, AML y CML) y otras; miopatias (por ejemplo, por metabolismo
de proteina muscular, esp. en sepsis); neurotoxicidad (por ejemplo, inducida por VIH); osteoporosis; dolor;
enfermedad de Parkinson; pénfigo; polimiositis/dermatomiositis; inflamacién pulmonar, incluyendo inflamacién
pulmonar autoinmunitaria; psoriasis; enfermedad de Reiter; lesidn por reperfusion; choque séptico, efectos
secundarios de radioterapia; sindrome de Sjogren; enfermedad de la articulacion temporomandibular;
trombocitopenia, incluyendo trombocitopenia idiopatica y trombocitopenia neonatal autoinmunitaria; metastasis
tumoral; uveitis y vasculitis. Las afecciones del sistema gastrointestinal son también tratables con antagonistas y
agonistas de LDCAM y terapias de combinacién de la invencion, incluyendo la enfermedad celiaca. Los agonistas de
LDCAM vy terapias de combinacion pueden usarse para tratar enfermedad de Crohn; colitis ulcerosa; gastroparesis
idiopatica; pancreatitis, incluyendo pancreatitis cronica y lesién pulmonar asociada con pancreatitis aguda. Se
incluyen también métodos para usar agonistas de LDCAM vy terapias de combinacién para tratar trastornos del
sistema genitourinario tales como glomerulonefritis, incluyendo glomerulonefritis autoinmunitaria, glomerulonefritis
debida a exposicidon a toxinas o glomerulonefritis secundaria a infecciones con estreptococos hemoliticos u otros
agentes infecciosos.

8. Formulacién y administracién de antagonistas y agonistas de LDCAM

Se describen en la presente memoria agentes farmacéuticos o terapéuticos en forma de composiciones y métodos
para tratar un paciente, preferiblemente un paciente mamifero, y lo mas preferiblemente un paciente humano, que
padece un trastorno médico, y en particular un trastorno mediado por LDCAM. Dichos trastornos mediados por
LDCAM incluyen afecciones causadas (directa o indirectamente) o exacerbadas por la unién entre LDCAM y un
coparticipe de unién tal como, pero sin limitacion, LDCAM, CRTAM y B7L-1. Con fines de esta divulgacion, los
términos “dolencia”, “enfermedad”, “afeccion médica”, “afeccion anormal” y similares se usan intercambiablemente
con el término “trastorno médico”. Los términos “tratar”, “tratando” y “tratamiento” usados en la presente memoria
incluyen tratamiento curativo, preventivo (por ejemplo profilactico) y paliativo o mejorativo. Para dichos usos
terapéuticos, los antagonistas y agonistas de LDCAM pueden administrarse al paciente necesitado mediante medios
bien conocidos. Las composiciones farmacéuticas o terapéuticas pueden contener uno o mas antagonistas y
agonistas de LDCAM en cualquier forma como se describe en la presente memoria.

» o« » oo«

Cantidad terapéuticamente eficaz. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
terapéutico descrito anteriormente a un paciente que tenga una afeccion que tratar, preferiblemente para tratar o
mejorar enfermedades asociadas con la actividad de antagonistas y agonistas de LDCAM. Como se usa en la
presente memoria, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad total de cada agente
terapéutico u otro componente activo de la composicién farmacéutica o método que sea suficiente para mostrar un
beneficio apreciable para el paciente, concretamente, tratamiento, curacion, prevencion o mejora de la afeccion
médica relevante, o un aumento en la tasa de tratamiento, curacion, prevencién o mejora de dichas afecciones.
Cuando se aplica a un agente terapéutico o ingrediente activo individual administrado solo, el término designa ese
ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacion, el término designa las cantidades combinadas de los
ingredientes que dan como resultado el efecto terapéutico, tanto administrados en combinacién, en serie o
simultdneamente. Como se usa en la presente memoria, la frase “administrar una cantidad terapéuticamente eficaz”
de un agente terapéutico significa que el paciente se trata con dicho agente terapéutico en una cantidad y durante
un tiempo suficiente para inducir una mejora, y preferiblemente una mejora prolongada, en al menos un indicador
que refleje la gravedad del trastorno. Una mejora se considera “prolongada” si el paciente exhibe la mejora en al
menos dos ocasiones separadas por uno o mas dias, o mas preferiblemente por una o mas semanas. El grado de
mejora se determina basandose en las sefiales o sintomas, y las determinaciones pueden emplear también
cuestionarios que se proporcionan al paciente, tales como cuestionarios de calidad de vida. Pueden valorarse
diversos indicadores que reflejen la extension de la dolencia del paciente para determinar si la cantidad y el tiempo
de tratamiento son suficientes. El valor inicial para el indicador o indicadores elegidos se establece mediante el
examen del paciente antes de la administracion de la primera dosis del agente terapéutico. Preferiblemente, el
examen del valor inicial se realiza aproximadamente a los 60 dias de administracion de la primera dosis. Si el agente
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terapéutico se esta administrando para tratar sintomas agudos, la primera dosis se administra tan pronto como sea
posible en la practica después de ocurrir la lesion. La mejora se induce administrando agentes terapéuticos tales
como antagonistas o agonistas de LDCAM hasta que el paciente manifieste una mejora respecto al valor inicial para
el indicador o indicadores elegidos. En el tratamiento de afecciones crénicas, se obtiene este grado de mejora
administrando repetidamente este medicamento durante un periodo de al menos un mes o mas, por ejemplo,
durante uno, dos o tres meses o mas, o indefinidamente. A menudo es suficiente un periodo de una a seis semanas,
o incluso una sola dosis, para tratar lesiones u otras afecciones agudas. Aunque la extension de la dolencia del
paciente después del tratamiento puede parecer mejorada segun uno o mas indicadores, el tratamiento puede
continuarse indefinidamente al mismo nivel o a una dosis o frecuencia reducida. Una vez se ha reducido o
suspendido el tratamiento, puede retomarse después al nivel original si los sintomas reaparecieran.

Dosificacién. Un especialista en la materia relevante reconoera que las dosificaciones adecuadas variaran
dependiendo de factores tales como la naturaleza y gravedad del trastorno a tratar, el peso corporal, edad, estado
general y dolencias y/o tratamientos previos del paciente, y la via de administracion. Las dosis preliminares pueden
determinarse segun ensayos animales, y el aumento de escala de las dosificaciones para administracion humana se
efectlia segun practicas aceptadas en la materia tales como ensayos de dosificacién estandares. Por ejemplo, la
dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. La dosificaciéon
dependera de la actividad especifica del compuesto y puede determinarse faciimente mediante experimentacion
rutinaria. Puede formularse una dosis en modelos animales que alcance un intervalo de concentracion plasmatica en
circulacion que incluya la Clsp (concretamente, la concentracion del compuesto de ensayo que consigue una
inhibicion semimaxima de los sintomas) determinada en cultivo celular, minimizando las toxicidades. Dicha
informacién puede usarse para determinar mas eficazmente las dosis Utiles en seres humanos. En ultima instancia,
el médico a cargo decidird la cantidad de polipéptido con que tratar a cada paciente individual. Inicialmente, el
médico a cargo administrara dosis bajas del polipéptido descrito aneriormente y observara la respuesta del paciente.
Pueden administrarse dosis mayores del polipéptido descrito anteriormente hasta obtener el efecto terapéutico
Optimo para el paciente, y en ese punto la dosificacion ya no se aumenta. Se contempla que las diversas
composiciones farmacéuticas usadas para practicar el método de la presente invencion deberian contener de
aproximadamente 0,01 ng a aproximadamente 100 mg (o de aproximadamente 0,1 ng a aproximadamente 10 mg, o
de aproximadamente 0,1 pug a aproximadamente 1 mg) de polipéptido de la presente invencion por kg de peso
corporal. Se administran los antagonistas y agonistas de LDCAM una vez por semana para tratar los diversos
trastornos médicos dados a conocer en la presente memoria, al menos dos veces por semana o al menos tres veces
por semana. Si se inyectan, la cantidad eficaz de antagonistas y agonistas de LDCAM por dosis para adulto oscila
de 1-20 mg/mz, y preferiblemente es de aproximadamente 5-12 mg/mz. Como alternativa, puede administrarse una
dosis fija cuya cantidad puede oscilar de 5-100 mg/dosis. Los intervalos de dosis ejemplares para una dosis fija para
administrar por inyeccion subcutanea son 5-25 mg/dosis, 25-50 mg/dosis y 50-100 mg/dosis. Se tratan las diversas
indicaciones descritas a continuacion administrando una preparacién aceptable para inyeccién que contiene
antagonistas y agonistas de LDCAM a 25 mg/dosis, o como alternativa, que contienen 50 mg por dosis. La dosis de
25 mg o 50 mg puede administrarse repetidamente, particularmente para afecciones crénicas. Si se usa una via de
administracion distinta de la inyeccién, la dosis se ajusta apropidamente segun las practicas médicas estdndares. En
muchos casos, se obtendra una mejora del estado del paciente inyectando una dosis de aproximadamente 25 mg de
antagonistas y agonistas de LDCAM una a tres veces por semana durante un periodo de al menos tres semanas, o
una dosis de 50 mg de antagonistas y agonistas de LDCAM una o dos veces por semana durante al menos tres
semanas, aunque puede ser necesario un tratamiento durante periodos mas largos para inducir el grado deseado de
mejora. Para afecciones cronicas incurables, el régimen puede continuarse indefinidamente, realizandose ajustes en
la dosis y frecuencia si se considera necesario por el médico del paciente. Las dosis anteriores son ejemplos para un
paciente adulto que sea una persona de 18 afios o mayor. Para pacientes pediatrico (de 4-17 afios de edad), un
régimen adecuado implica la inyeccion subcutanea de 0,4 mg/kg, hasta una dosis maxima de 25 mg, de
antagonistas y agonistas de LDCAM, administrada por inyeccidon subcutanea una o mas veces por semana. Si se
usa un anticuerpo contra un polipéptido de LDCAM como antagonista de LDCAM, es un intervalo de dosis preferido
de 0,1 a 20 mg/kg, y mas preferiblemente de 1-10 mg/kg. Es otro intervalo de dosis preferido para un anticuerpo
anti-polipéptido de LDCAM de 0,75 a 7,5 mg/kg de peso corporal. Se prefieren anticuerpos humanizados, es decir,
anticuerpos en que solo la porcién de unién a antigeno de la molécula de anticuerpo deriva de una fuente no
humana. Dichos anticuerpos pueden inyectarse o administrarse por via intravenosa.

Formulaciones. Se proporcionan en la presente memoria composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un
antagonista o agonista de LDCAM descrito anteriormente (derivado de cualquier fuente, incluyendo sin limitacion
fuentes recombinantes y no recombinantes), en combinacién con otros componentes tales como un diluyente,
portador o excipiente fisiologicamente aceptable. El término “farmacéuticamente aceptable” significa un material no
téxico que no interfiere con la eficacia de la actividad biologica del ingrediente o ingredientes activos. Las
formulaciones adecuadas para administracion incluyen disoluciones de inyeccién estériles acuosas y no acuosas
que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos que vuelven la formulacion isoténica con la
sangre del receptor; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension o
agentes espesantes. Los polipéptidos pueden formularse segin métodos conocidos usados para preparar
composiciones farmacéuticamente Utiles. Pueden combinarse en mezclas, como Unico material activo o con otros
materiales activos conocidos adecuados para una indicacion dada, con diluyentes farmacéuticamente aceptables
(por ejemplo, disolucion salina, Tris-HCI, disoluciones tamponadas con acetato y fosfato), conservantes (por
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ejemplo, timerosal, alcohol bencilico y parabenos), emulsionantes, solubilizantes, coadyuvantes y/o portadores. Las
formulaciones adecuadas para composiciones farmacéuticas incluyen aquellas descritas en “Remington's
Pharmaceutical Sciences”, 162 ed. 1980, Mack Publishing Company, Easton, PA. Ademas, dichas composiciones
pueden complejarse con polietilenglicol (PEG), iones metalicos o incorporarse a compuestos poliméricos tales como
poli(acido acético), poli(acido glicdlico), hidrogeles, dextrano, etc., o incorporarse a liposomas, microemulsiones,
micelas, vesiculas unilamelares o multilamelares, fantasmas de eritrocitos o esferoblastos. Los lipidos adecuados
para formulacion liposémica incluyen, sin limitacion, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, lisolecitina, fosfolipidos,
saponina, acidos biliares y similares. La preparacion de dichas formulaciones liposomicas esta dentro del nivel de
habilidad de la materia como se da a conocer, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n° 4.235.871; patente de
EE.UU.n° 4.501.728; patente de EE.UU. n° 4.837.028 y patente de EE.UU. n° 4.737.323. Dichas composiciones
influiran en el estado fisico, solubilidad, estabilidad, tasa de liberacion in vivo y tasa de aclaramiento in vivo, y se
eligen por tanto segun la aplicacién pretendida, de modo que las caracteristicas del portador dependeran de la via
de administracion seleccionada. Pueden usarse formas de liberacion prolongada de LDCAM o polipéptidos de tipo
LDCAM. Las formas de liberacion prolongada adecuadas para uso en los métodos dados a conocer incluyen, pero
sin limitacion, LDCAM vy/o polipéptidos de tipo LDCAM que se encapsulan en un polimero biocompatible de
disolucion lenta (tal como las microparticulas de alginato descritas en el documento U.S. n° 6.036.978), mezclados
con dicho polimero (incluyendo hidrogeles aplicados topicamente) y/o revestidos en un implante semipermeable
biocompatible.

Pueden usarse antagonistas y agonistas de LDCAM de liberacion prolongada. Las formas de liberacion prolongada
adecuadas para uso en los métodos dados a conocer incluyen, pero sin limitacién, antagonistas y agonistas de
LDCAM que se encapsulan en un polimero biocompatible de disolucién lenta (tal como las microparticulas de
alginato descritas en la patente de EE.UU. n°® 6.036.978), mezclados con dicho polimero (incluyendo hidrogeles de
aplicados topicamente) y/o revestidos en un implante semipermeable biocompatible.

Un tipo de tecnologia de liberacion prolongada que puede usarse en la administracion de composiciones
terapéuticas de antagonistas y agonistas de LDCAM solubles es el que utiliza materiales de hidrogel, por ejemplo,
hidrogeles fotopolimerizables (Sawhney et al., Macromolecules 26: 581; 1993). Se han usado hidrogeles similares
para prevenir la formacion de adhesion postquirtrgica (Hill-West et al., Obstet. Gynecol. 83: 59, 1994) y para
prevenir la trombosis y estrechamiento de vasos después de lesion vascular (Hill-West et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91: 5967, 1994). Pueden incorporarse polipéptidos a dichos hidrogeles para proporcionar la liberacion
prolongada y localizada de agentes activos (West y Hubbel, Reactive Polymers 25: 139, 1995; Hill-West et al., J.
Surg. Res. 58: 759; 1995). La liberacion prolongada y localizada de antagonistas y agonistas de LDCAM, cuando se
incorporan a hidrogeles, se amplificaria por la larga semivida de los antagonistas y agonistas de LDCAM.

Los compuestos descritos anteriormente pueden incluirse en la formulacion como multiparticulas finas en forma de
granulos o aglomerados de aproximadamente 1 mm de tamafio de particula. La formulaciéon del material para
administracion de capsulas podria ser también en forma de polvo, bloques ligeramente comprimidos o incluso como
comprimidos. La forma terapéutica podria prepararse mediante compresion.

Pueden incluirse todos los colorantes y agentes aromatizantes. Por ejemplo, la proteina (o derivado) puede
formularse (tal como mediante encapsulacién en liposoma o microesfera) y ponerse entonces en un producto
comestible, tal como una bebida refrigerada que contiene colorantes y agentes aromatizantes.

Puede diuirse o aumentarse el volumen del compuesto de la invencidon con un material inerte. Estos diluyentes
podrian incluir carbohidratos, especialmente manitol, a-lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos
modificados y almidén. Ciertas sales inorganicas pueden usarse también como cargas, incluyendo trifosfato de
calcio, carbonato de magnesio y cloruro de sodio. Son algunos diluyentes comercialmente disponibles Fast-Flo,
Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress y Avicell.

Pueden incluirse disgregantes en la formulacién del producto terapéutico en una forma de dosificacion sélida. Los
materiales usados como disgregantes incluyen, pero sin limitacion, almidén, incluyendo el disgregante comercial
basado en almidén Explotab. Pueden usarse todos de almiddn glicolato de sodio, Amberlite, carboximetilcelulosa de
sodio, ultramilopectina, alginato de sodio, gelatina, cadscara de naranja, carboximetilcelulosa acida, esponja natural y
bentonita. Son otra forma de disgregantes las resinas de intercambio catiénico insolubles. Pueden usarse gomas en
polvo como disgregantes y como aglutinantes y éstas pueden incluir gomas en polvo tales como de agar, karaya o
tragacanto. El acido alginico y su sal de sodio son también utiles como disgregantes.

Los aglutinantes pueden usarse para mantener el agente terapéutico unido formando un comprimido duro e incluyen
materiales de productos naturales tales como goma arabiga, tragacanto, almidon y gelatina. Otros incluyen
metilcelulosa (MC), etilcelulosa (EC) y carboximetilcelulosa (CMC). Podrian usarse ambos de polivinilpirrolidona
(PVP) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en disoluciones alcohdlicas para granular el producto terapéutico.

Puede incluirse un agente antifriccién en la formulacién del producto terapéutico para prevenir la adhesién durante el
proceso de formulacién. Pueden usarse lubricantes como capa entre el producto terapéutico y la pared del troquel, y
estos pueden incluir, pero sin limitacién: acido estearico, incluyendo sus sales de magnesio y calcio,
politetrafluoroetileno (PTFE), parafina liquida, aceites y ceras vegetales. Pueden usarse también lubricantes solubles
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tales como laurilsulfato de sodio, laurilsulfato de magnesio, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, Carbowax
4000 y 6000.

Podrian afadirse deslizantes que podrian mejorar las propiedades de flujo del farmaco durante la formulacion y
ayudar a la redisposicion durante la compresién. Los deslizantes pueden incluir almidén, talco, silice pirogénica y
silicoaluminato hidratado.

Para ayudar a la disolucion del compuesto descrito anteriormente en el entorno acuoso, podria afiadirse un
tensioactivo como agente humectante. Los tensioactivos pueden incluir detergentes anionicos tales como
laurilsulfato de sodio, sulfosuccinato de dioctilsodio y sulfonato de dioctilsodio. Podrian usarse detergentes
catiénicos y podrian incluir cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio. La lista de detergentes no idnicos
potenciales que podrian incluirse en la formulaciéon como tensioactivos son lauromacrogol 400, estearato de polioxilo
40, aceite de ricino hidrogenado y polioxietilenado 10, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y
80, éster de &cido graso de sacarosa, metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos tensioactivos podrian estar
presentes en la formulacién de la proteina o derivado solos o en mezcla a diferentes relaciones.

Los aditivos pueden incluirse también en la formulacién para potenciar la captacion del compuesto. Los aditivos que
tienen potencialmente esta propiedad son, por ejemplo, los acidos grasos acido oleico, acido linoleico y acido
linolénico.

Pueden ser deseables formulacion de liberacion controlada. EI compuesto podria incorporarse a una matriz inerte
que permita la liberacion por mecanismos de difusién o lixiviacion, por ejemplo, gomas. Pueden incorporarse
también matrices de degeneracion lenta a la formulacién, por ejemplo alginatos y polisacaridos. Es otra forma de
liberacion controlada de los compuestos de esta invencion mediante un método basado en el sistema terapéutico
Oros (Alza Corp.), concretamente, el farmaco se incluye en una membrana semipermeable que deja entrar el agua y
empuja al farmaco fuera a través de una sola abertura pequefia debido a efectos osmoticos. Algunos recubrimientos
entéricos tienen también un efecto de liberacion retardada.

Pueden usarse otros recubrimientos para la formulacién. Estos incluyen una variedad de azucares que podrian
aplicarse en una cubeta de recubrimiento. El agente terapéutico podria administrarse también en un comprimido
recubierto con pelicula y los materiales usados en este caso se dividen en dos grupos. El primero son materiales no
entéricos e incluyen metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, povidona y polietilenglicoles. El segundo grupo consiste en
materiales entéricos que son habitualmente ésteres de acido ftalico.

Puede usarse una mezcla de materiales para proporcionar el recubrimiento de pelicula 6ptimo. El recubrimiento de
pelicula puede llevarse a cabo en un recubridor de cubeta o en un lecho fluidificado o mediante recubrimiento por
compresion.

Se contempla también en la presente memoria el suministro pulmonar de la presente proteina (o derivados de la
misma). La proteina (o derivado) se suministra a los pulmones de un mamifero mientras inhala y atraviesa el
recubrimiento epitelial pulmonar hasta la corriente sanguinea. (Otros informes de esto incluyen Adjei et al., Pharma.
Res. (1990) 7: 565-9; Adjei et al. (1990), Internatl. J. Pharmaceutics 63: 135-44 (acetato de leuprolida); Braquet et al.
(1989), J. Cardiovasc. Pharmacol. 13 (supl.5): s.143-146 (endotelina); Hubbard et al. (1989), Annals Int. Med. 3: 206-
12 (antitripsina a1); Smith et al. (1989), J. Clin. Invest. 84: 1145-6 (proteinasa a1); Oswein et al. (marzo de 1990),
"Aerosolization of Proteins", Proc. Symp. Resp. Drug Delivery Il, Keystone, Colorado (hormona de crecimiento
humana recombinante); Debs et al. (1988), J. Immunol. 140: 3482-8 (interferdn y y factor de necrosis tumoral a) y
Platz et al., patente de EE.UU. n°® 5.284.656 (factor estimulante de colonias de granulocitos).

Se da a conocer en la presente memoria un amplio intervalo de dispositivos mecanicos disefiados para el suministro
pulmonar de productos terapéuticos incluyendo, pero sin limitacion, nebulizadores, inhaladores de dosis medida e
inhaladores de polvo, todos los cuales son familiares para los especialistas en la materia. Son algunos ejemplos
especificos de dispositivos comercialmente disponibles el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St.
Louis, Missouri; el nebulizador Acorn Il, fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; el inhalador
de dosis medida Ventolin, fabricado por Glaxo Inc., Research Triangle Park, Carolina del Norte y el inhalador de
polvo Spinhaler, fabricado por Fisons Corp., Bedford, Massachusetts.

Todos estos dispositivos requieren el uso de formulaciones adecuadas para dispensar el compuesto de la invencion.
Tipicamente, cada formulacion es especifica del tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso de un material
propelente apropiado, ademas de diluyentes, coadyuvantes y/o portadores utiles en terapia.

El compuesto deberia prepararse lo mas ventajosamente en forma particulada con un tamafio medio de particula de
menos de 10 ym (o micrometros), lo mas preferiblemente de 0,5 a 5 ym, para un suministro mas eficaz al pulmon
distal.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen carbohidratos tales como trehalosa, manitol, xilitol, sacarosa,

lactosa y sorbitol. Otros ingredientes para uso en formulaciones pueden incluir DPPC, DOPE, DSPC y DOPC.
Pueden usarse tensioactivos naturales o sintéticos. Puede usarse PEG (incluso aparte de su uso en la derivatizacion
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de proteina o analogo). Pueden usarse dextranos, tales como ciclodextrano. Pueden usarse sales biliares y otros
potenciadores relacionados. Pueden usarse celulosa y derivados de celulosa. Pueden usarse aminoacidos, tales
como el uso en una formulacion de tampén.

También se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusién u otros tipos de
portadores.

Las formulaciones adecuadas para uso con un nebulizador, a chorro o ultrasénico, comprenderan tipicamente el
compuesto de la invencién disuelto en agua a una concentracion de aproximadamente 0,1 a 25 mg de proteina
biolégicamente activa por ml de disolucién. La formulacion puede incluir también un tampén y un azucar sencillo (por
ejemplo, para estabilizacion de la proteina y regulacion de la presion osmética). La formulacion de nebulizador
puede contener también un tensioactivo, para reducir o evitar la agregacién inducida en superficie de la proteina
causada por la atomizacion de la disolucion al formar el aerosol.

Las formulaciones para uso con un dispositivo inhalador de dosis medida comprenderan generalmente un polvo
finamente dividido que contiene el compuesto suspendido en un propelente con la ayuda de un tensioactivo. El
propelente puede ser cualquier material convencional empleado con este fin, tal como un clorofluorocarburo,
hidroclorofluorocarburo, hidrofluorocarburo o hidrocarburo, incluyendo triclorofluorometano, diclorodifluorometano,
diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, o combinaciones de los mismos. Los tensioactivos adecuados
incluyen trioleato de sorbitan y lecitina de soja. El acido oleico puede ser también util como tensioactivo.

Las formulaciones para dispensar a partir de un dispositivo inhalador de polvo comprenderan un polvo seco
finamente dividido que contiene el compuesto de la invencién y puede incluir también un agente de carga tal como
lactosa, sorbitol, sacarosa, manitol, trehalosa o xilitol, en cantidades que faciliten la dispersién del polvo desde el
dispositivo, por ejemplo de 50 a 90% en peso de la formulacion.

Combinaciones de compuestos terapéuticos. Un antagonista y agonista de LDCAM descrito anteriormente puede ser
activo en multimeros (por ejemplo, heterodimeros u homodimeros) o complejos consigo mismo o con otros
polipéptidos. Como resultado, las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender un polipéptido
en dicha forma multimérica o complejada. La composicion farmacéutica puede estar en forma de un complejo del
polipéptido o polipéptidos descritos anteriormente junto con antigenos polipeptidicos o peptidicos. Se describe la
administracion de antagonistas o agonistas de LDCAM concurrentemente con uno o mas farmacos distintos que se
administran al mismo paciente en combinacién con los antagonistas y agonistas de LDCAM, administrandose cada
farmaco segun un régimen adecuado para ese medicamento. “Administracion concurrente” comprende el
tratamiento simultdneo o secuencial con los componentes de la combinacién, asi como regimenes en que los
farmacos se alternan, o en los que se administra un componente a largo plazo y el otro u otros se administran
intermitentemente. Los componentes pueden administrarse en la misma composicion o separadas, y por la misma o
diferente via de administracion. Son ejemplos de componentes que pueden administrarse concurrentemente con las
composiciones farmacéuticas de la invencion: citocinas, linfocinas u otros factores hematopoyéticos tales como M-
CSF, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-17, IL-
18, IFN, TNFO, TNF1, TNF2, G-CSF, Meg-CSF, trombopoyetina, factor de células madre y eritropoyetina, o
inhibidores o antagonistas de cualquiera de estos factores. La composicion farmacéutica puede contener
adicionalmente otros agentes que potencien la actividad del polipéptido o complementen su actividad o uso en el
tratamiento. Dichos factores y/o agentes adicionales pueden incluirse en la composicion farmacéutica, produciendo
un efecto sinérgico con el polipéptido de la invencién, o minimizando los efectos secundarios. A la inversa, los
antagonistas y agonistas de LDCAM de la presente invencion pueden incluirse en formulaciones de la citocina,
linfocina, otro factor hematopoyético, factor trombolitico o antitrombolitico o agente antiinflamatorio particular para
minimizar los efectos secundarios de la citocina, linfocina, otro factor hematopoyético, factor trombolitico o
antitrombolitico o agente antiinflamatorio. Los ejemplos adicionales de farmacos para administrar concurrentemente
incluyen, pero sin limitacién, antiviricos, antibidticos, analgésicos, corticosteroides, antagonistas de citocinas
inflamatorias, farmacos antiinflamatorios no esteroideos, pentoxifilina, talidomida y farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (FARME) tales como azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina, sulfato de
hidroxicloroquina, metotrexato, leflunomida, minociclina, penicilamina, sulfasalazina y compuestos de oro tales como
oro oral, tiomalato de oro y sodio y aurotioglucosa. Adicionalmente, los antagonistas y agonistas de LDCAM pueden
combinarse con un segundo antagonista y agonista de LDCAM, incluyendo un anticuerpo o pepticuerpo contra un
poliopéptido de LDCAM y/o CRTAM, o un péptido derivado de polipéptido de LDCAM o CRTAM que actie como
inhibidor competitivo de un polipéptido de LDCAM y/o CRTAM nativo.

La duracién del tratamiento variara, pero tipicamente se administraran dosis repetidas durante al menos un periodo
de dos semanas o mas, o pueden administrarse indefinidamente. Pueden administrarse varias rondas de
tratamiento, alternando con periodos sin tratamiento. Si se suspende, puede retomarse si apareciera una recaida del
cancer.

El tratamiento de cancer con antagonistas y agonistas de LDCAM puede administrarse concurrentemente con otros
tratamientos, y puede administrarse concurrentemente con tratamiento de quimioterapia o radioterapia. En un
ejemplo, los antagonistas y agonistas de LDCAM se administran concurrentemente con un agente que es eficaz
contra una variedad de tipos tumorales, tales como ligando Apo2/TRAIL o un agente antiangiogénico tal como un
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anticuerpo anti-VEGF o un anticuerpo anti-receptor de EGF. El tratamiento con antagonistas y agonistas de LDCAM
puede combinarse también con otros tratamientos que se orientan a clases especificas de cancer tales como, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales orientados a antigenos especificos de tumor, o con otros tratamientos usados
para clases particulares de cancer. Por ejemplo, el cancer de mama puede tratarse con antagonistas y agonistas de
LDCAM administrados concurrentemente con quimioterapia, tratamiento hormonal, tamoxifeno, raloxifeno o agentes
que orientan a HER2, tales como un anticuerpo anti-HER2 tal como HERCEPTIN® (Genentech, Inc.) o cualquier
combinacién de los mismos. En otro ejemplo, se trata leucemia linfocitica crénica o linfoma no hodgkiniano con una
combinacién de antagonistas y agonistas de LDCAM vy el anticuerpo monoclonal anti-CD20 RITUXIN® (Genentech,
Inc.). Se da a conocer la administraciéon concurrente de antagonistas y agonistas de LDCAM con diversos receptores
de citocina solubles o citocinas u otros farmacos usados para la quimioterapia del cancer. “Administracion
concurrente” comprende el tratamiento simultaneo o secuencial con los componentes de la combinacién, asi como
regimenes en que los farmacos se alternan, o en los que se administra un componente a largo plazo y el otro u otros
se administran intermitentemente. Dichos otros farmacos incluyen, por ejemplo, bisfosfonatos usados para restaurar
la pérdida 6sea en paciente de cancer, o el uso de mas de un antagonista de RANK administrado concurrentemente.
Los ejemplos de otros farmacos para administrar concurrentemente incluyen, pero sin limitacion, antiviricos,
antibidticos, analgésicos, corticosteroides, antagonistas de citocinas inflamatorias, FARME, diversos regimenes
quimioterapéuticos sistémicos y farmacos antiinflamatorios no esteroideos tales como, por ejemplo, inhibidores de
COX 1o COX L.

Vias de administraciéon. Puede usarse cualquier via de administracion eficaz para administrar terapéuticamente
antagonistas y agonistas de LDCAM, incluyendo aquellas composiciones que comprenden acidos nucleicos. La
administracion parenteral incluye la inyeccion, por ejemplo, por vias intraarticular, intravenosa, intramuscular,
intralesional, intraperitoneal o subcutanea, por inyeccidon en bolo o por infusién continua, e incluye también la
administracion localizada, por ejemplo, en el sitio de enfermedad o lesion. Otros medios de administracion
adecuados incluyen liberacion prolongada desde implantes; inhalacién y/o insuflacién de aerosol; gotas oculares;
supositorios vaginales o rectales; preparaciones bucales; preparaciones orales, incluyendo pildoras, jarabes,
pastillas masticables, helados o gomas de mascar y preparaciones topicas tales como lociones, geles,
pulverizadores, pomadas u otras técnicas adecuadas. Como alternativa, los antagonistas y agonistas de LDCAM
polipeptidicos pueden administrarse implantando células cultivadas que expresan el polipéptido, por ejemplo,
implantando células que expresan antagonistas y agonistas de LDCAM. Las células pueden cultivarse también ex
vivo en presencia de polipéptidos descritos anteriormente para modular la proliferacién celular o para producir un
efecto deseado sobre la actividad de dichas células. Las células tratadas pueden introducirse entonces in vivo con
fines terapéuticos. El polipéptido puede administrarse también mediante el método de transduccidn de proteina. En
este método, los antagonistas y agonistas de LDCAM se ligan covalentemente con un dominio de transduccion de
proteina (DTP) tal como, pero sin limitacion, TAT, Antp o VP22 (Schwarze et al., 2000, Cell Biology 10: 290-295).
Los péptidos ligados con DTP pueden transducirse entonces en células afiadiendo los péptidos a medios de cultivo
de tejido que contienen las células (Schwarze et al., 1999, Science 285: 1569; Lindgren et al., 2000, TiPS 21: 99;
Derossi et al., 1998, Cell Biology 8: 84; documentos WO 00/34308, WO 99/29721 y WO 99/10376). Pueden
inducirse a las propias células del paciente a producir polipéptidos o antagonistas de LDCAM mediante transfeccion
in vivo o ex vivo con un ADN que codifica antagonistas y agonistas de LDCAM. Este ADN puede introducirse en las
células del paciente, por ejemplo, mediante inyeccién de ADN desnudo o ADN encapsulado en liposoma que
codifica antagonistas y agonistas de LDCAM, o mediante otro medio de transfeccion. Los acidos nucleicos pueden
administrarse también a pacientes mediante otros métodos conocidos para la introduccion de acido nucleico en una
célula u organismo (incluyendo, sin limitacién, en forma de vectores viricos o0 ADN desnudo). Cuando se administran
antagonistas y agonistas de LDCAM en combinaciéon con uno o mas de otros compuestos biolégicamente activos,
estos pueden administrarse por la misma o diferente via, y pueden administrarse simultanea, separada o
secuencialmente.

Administracién oral. Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de los polipéptidos descritos
anteriormente por via oral, el polipéptido estara en forma de comprimido, capsula, polvo, disolucién o elixir. Cuando
se administra en forma de comprimido, la composicion farmacéutica de la invencion puede contener adicionalmente
un portador sdlido tal como gelatina o un coadyuvante. El comprimido, capsula y polvo contienen de
aproximadamente 5 a 95% de polipéptido de la presente invencion, y preferiblemente de aproximadamente 25 a
90% de polipéptido. Cuando se administra en forma liquida, puede afiadirse un portador liquido tal como agua,
vaselina, aceites de origen animal o vegetal tales como aceite de cacahuete, aceite mineral, aceite de soja o aceite
de sésamo o aceites sintéticos. La forma liquida de la composicién farmacéutica puede contener adicionalmente
disolucidn salina fisioldgica, dextrosa u otra disolucion sacaridica, o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o
polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la composicion farmacéutica contiene de aproximadamente
0,5 a 90% en peso de polipéptido, y preferiblemente de aproximadamente 1 a 50% de polipéptido.

Administracién intravenosa. Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de polipéptido descrito en la
presente memoria por inyeccioén intravenosa, cutanea o subcutanea, el polipéptido estara en forma de una disolucion
acuosa exenta de pirégenos parenteralmente aceptable. La preparacion de dichas disoluciones de polipéptido
parenteralmente aceptables, teniendo la debida consideracion al pH, isotonicidad, estabilidad y similares, esta dentro
de las habilidades de la materia. Una composicion farmacéutica preferida para inyeccion intravenosa, cutanea o
subcutanea deberia contener, ademas de polipéptido, un vehiculo isotdnico tal como inyeccién de cloruro de sodio,
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inyeccion de Ringer, inyeccion de dextrosa, inyeccion de dextrosa y cloruro de sodio, inyeccion de lactato de Ringer
u otro vehiculo conocido en la materia. La composicion farmacéutica puede contener también estabilizantes,
conservantes, tampones, antioxidantes u otros aditivos conocidos por los especialistas en la materia. La duracién de
la terapia intravenosa que usa la composiciéon farmacéutica variara dependiendo de la gravedad de la enfermedad
que se esté tratando y del estado y respuesta idiosincrasica potencial de cada paciente individual. Se contempla que
la duracion de cada aplicacion del polipéptido estara en el intervalo de 12 a 24 horas de administracién intravenosa
continua. En ultima instancia, el médio a cargo decidira sobre la duracion apropiada de la terapia intravenosa que
usa la composicion farmacéutica.

Administracién a hueso vy tejido. Para composiciones que son utiles para trastornos de hueso, cartilago, tendén o
ligamento, el método terapéutico incluye administrar la composicién por via tépica, sistémica o local en forma de un
implante o dispositivo. Cuando se administra, la composicion terapéutica es, por supuesto, una forma exenta de
pirégenos fisiolégicamente aceptable. Adicionalmente, la composicion puede estar deseablemente encapsulada o
inyectada en forma viscosa para suministro al sitio de dafio de hueso, cartilago o tejido. La administracién tépica
puede ser adecuada para la curacion de heridas y la reparacion de tejido. Pueden administrarse como alternativa o
adicionalmente agentes terapéuticamente utiles distintos de un polipéptido, que puede incluirse opcionalmente
también en la composicion como se describe anteriormente, de forma simultanea o secuencial con la composicion.

Preferiblemente, para la formacion de hueso y/o cartilago, la composicion incluiria una matriz capaz de suministrar la
composicion que contiene polipéptido al sitio de dafio de hueso y/o cartilago, proporcionando una estructura para el
desarrollo de hueso y cartilago y capaz de resorcidén 6ptima en el cuerpo. Dichas matrices pueden estar formadas
por materiales actualmente en uso para otras aplicaciones médicas implantadas. La eleccién del material de matriz
estd basada en la biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecénicas, apariencia cosmética y
propiedades interfaciales. La aplicacion particular de las composiciones definira la formulaciéon apropiada. Las
matrices potenciales para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, fofato de ftricalcio, hidroxiapatito,
poli(acido lactico), poli(acido glicdlico) y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros materiales
potenciales son biodegradables y bioldgicamente bien definidos, tales como colageno 6seo o dérmico. Las matrices
adicionales comprenden polipéptidos puros o componentes de matriz extracelular. Otras matrices potenciales son no
biodegradables y quimicamente definidas, tales como hidroxiapatito sinterizado, biovidrio, aluminatos u otras
ceramicas. Las matrices pueden comprender combinaciones de cualquiera de los tipos de material anteriormente
mencionados, tales como poli(acido lactico) e hidroxiapatito o colageno y fosfato de tricalcio. Puede alterarse la
composicion de las bioceramicas, tales como en aluminato-fosfato de calcio, y procesarse para alterar el tamafio de
poro, tamafio de particula, forma de particula y biodegradabilidad. Se prefiere actualmente un copolimero de acido
lactico y acido glicélico 50:50 (en peso molar) en forma de particulas porosas que tienen diametros en el intervalo de
150 a 800 ym. En algunas aplicaciones, sera util utilizar un agente secuestrante tal como carboximetilcelulosa o
coagulo sanguineo autélogo, para evitar que las composiciones polipeptidicas se disocien de la matriz. Son una
familia preferida de agentes secuestrantes los materiales celulésicos tales como alquilcelulosas (incluyendo
hidroxialquilcelulosas),  incluyendo  metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa,  hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa y carboximetilcelulosa, siendo el mas preferido las sales catidnicas de carboximetilcelulosa
(CMC). Otros agentes secuestrantes preferidos incluyen acido hialurénico, alginato de sodio, polietilenglicol,
poli(6xido de etileno), polimero de carboxivinilo y poli(alcohol vinilico). La cantidad de agente secuestrante util en la
presente memoria es de 0,5-20% en peso, preferiblemente de 1-10% en peso, basada en el peso de la formulacion
total, que representa la cantidad necesaria para evitar la desorcion del polipéptido de la matriz polimérica y para
proporcionar un manejo apropiado de la composicién, aunque no tanto que evite que las células progenitoras se
infiltren en la matriz, proporcionando asi al polipéptido la oportunidad de ayudar a la actividad osteogénica de las
células progenitoras. En composiciones adicionales, los polipéptidos pueden combinarse con otros agentes
beneficiosos para el tratamiento de los defectos de hueso y/o cartilago, las heridas o el tejido en cuestiéon. Estos
agentes incluyen diversos factores de crecimiento tales como factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento transformantes (TGF-a y TGF-B) y factor de
crecimiento de tipo insulina (IGF). Las composiciones terapéuticas son también actualmente valiosas para
aplicaciones veterinarias. Particularmente los animales domésticos y caballos purasangre, ademas de los seres
humanos, son pacientes deseados para dicho tratamiento con los polipéptidos de la presente invencion. El régimen
de dosificacion de una composiciéon farmacéutica que contiene polipéptido para usar en la regeneracion de tejido se
determinara por el médico a cargo considerando diversos factores que modifican la accién de los polipéptidos, por
ejemplo, la cantidad de peso de tejido que se desea formar, el sitio del dafio, el estado del tejido dafiado, el tamafio
de la herida, el tipo de tejido dafiado (por ejemplo, hueso), la edad, sexo y dieta del paciente, la gravedad de la
infeccion, el momento de administracion y otros factores clinicos. La dosificacion puede variar con el tipo de matriz
usada en la reconstitucién y con la inclusion de otros polipéptidos en la composicion farmacéutica. Por ejemplo, la
adicion de otros factores de crecimiento conocidos, tales como IGF | (factor de crecimiento de tipo insulina I) a la
composicion final puede afectar también a la dosificacién. Puede monitorizarse la progresion mediante la valoracion
periédica del crecimiento y/o reparacion de tejido/hueso, por ejemplo, mediante rayos X, determinaciones
histomorfométricas y marcaje con tetraciclina.

Usos veterinarios. Ademas de en pacientes humanos, los antagonistas y agonistas de LDCAM son dutiles en el
tratamiento de afecciones patoldégicas en animales no humanos, tales como mascotas (perros, gatos, aves,
primates, etc.), animales domésticos de granja (caballos, vacas, ovejas, cerdos, aves, etc.) o cualquier animal que
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padezca una afeccién mediada por antagonistas y agonistas de LDCAM. En dichos casos, puede determinarse la
dosis apropiada segun el peso corporal del animal. Por ejemplo, puede usarse una dosis de 0,2-1 mg/kg. Como
alternativa, la dosis se determina sequ]n el area superficial del animal, oscilando la dosis ejemplar de 0,1-20 mg/mz, o)
mas preferiblemente, de 5-12 mg/m*. Para animales pequefios, tales como perros o gatos, es una dosis adecuda 0,4
mg/kg. Los antagonistas y agonistas de LDCAM (preferiblemente construidos a partir de genes derivados de la
misma especie que el paciente) se administran por inyecciéon u otra via adecuada una o mas veces por semana
hasta que mejora el estado del animal, o pueden administrarse indefinidamente.

Fabricacion de medicamentos. Se da a conocer también en la presente memoria el uso de antagonistas y agonistas

de LDCAM, como se definen diversamente en la presente memoria, en la fabricacion de un medicamento para la
prevencion o el tratamiento terapéutico de cada trastorno médico dado a conocer en la presente memoria.

La presente invencion no ha de limitarse al alcance de las realizaciones especificas descritas en la presente
memoria, que se pretenden como simples ilustraciones de aspectos individuales de la invencion, y los métodos y
componentes funcionalmente equivalentes estan dentro del alcance de la invencion. Es mas, resultaran evidentes
diversas modificaciones de la invencion, ademas de las mostradas y descritas en la presente memoria, para los
especialistas en la materia a partir de la descripcion anterior y los dibujos adjuntos. Dichas modificaciones se
pretende que entren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Habiéndose descrito la invencion, se ofrecen los siguientes ejemplos a modo de ilustracion y no de limitacion.

Numeros de identidad de secuencia y moléculas asociadas

SEQ ID NO. | Molécula

1 Secuencia de ADN de LDCAM humana

2 Secuencia aminoacidica de LDCAM humana

3 Secuencia de ADN de LDCAM de murido

4 Secuencia aminoacidica de LDCAM de murido

5 Cebador oligo de PCR para el constructo LDCAM-Fc

6 Cebador oligo de PCR para el constructo LDCAM-Fc

7 Secuencia de ADN del dominio extracelular largo de B7L-1 humana

8 Secuencia aminoacidica del dominio extracelular largo de B7L-1 humana

9 Secuencia de ADN del dominio extracelular corto de B7L-1 humana

10 Secuencia aminoacidica del dominio extracelular corto de B7L-1 humana

11 Secuencia aminoacidica de CRTAM humana

12 Secuencia aminoacidica de la cadena pesada variable del anticuerpo 1F12 (Figura 6)

13 Secuencia aminoacidica de la cadena ligera variable del anticuerpo 1F12 (Figura 6)
Ejemplos
Ejemplo 1

Preparacion de la proteina de fusion B7L-1/Fc

A continuacion se describe la generacion de una proteina B7L-1/Fc humana que se us6 para identificar células a las
que se une B7L-1. La proteina de fusién incluye la regiéon extracelular soluble de B7L-1 humana y la regiéon Fc
humana de muteina, y se preparé aislando en primer lugar ADNc que codifica la region extracelular de B7L-1
humana usando cebadores que flanquean la region extracelular de B7L-1 (véase la patente de EE.UU. n°
5.011.912).

Para aislar los nucleétidos que codifican el dominio extracelular de B7L-1 (nucledtidos 108-1249 de SEQ ID NO:1 de
la solicitud en tramitacién junto con la presente S/N 60/095.663, presentada el 7 de agosto de 1998), se usaron
oligonucledtidos que flanquean la region extracelular de B7L-1 como cebadores en una reccion de PCR,
obteniéndose un producto de PCR a partir del clon n® 44904, que era el molde de la reaccion. Se digirié el producto
de PCR resultante con las enzimas de restriccion Sal1 y Bglll en los sitios Sall y Bglll incorporados por los
cebadores. Se ligdé el fragmento resultante en un vector de expresién (pDC409) que contenia la regién Fc de 1gG 1
humana mutada para reducir la unién a receptor de Fc.

Se transfectd el constructo de ADN resultante en estirpes celulares de riidn de mono CV-1/EBNA (con
cotransfeccion de psv3neo). Después de 7 dias de cultivo en medio que contiene 0,5% de suero bovino pobre en
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inmunoglobulina, se afiadié una disolucion de 0,2% de azida al sobrenadante y se filtro el sobrenadante a través de
un filtro de 0,22 pym. Se pasé entonces aproximadamente 1 | de sobrenadante de cultivo a través de un sistema de
purificacion de proteina BioCad Protein A HPLC que usa una columna de proteina A de 4,6 x 100 mm (POROS 20A
de PerSeptive Biosystems) a 10 ml/min. La columna de proteina A se une a la porciéon Fc de la proteina de fusion en
el sobrenadante, inmovilizando la proteina de fusion y permitiendo que los demas componentes del sobrenadante
pasen a través de la columna. Se lavo la columna con 30 ml de disolucién de PBS y se eluyd la proteina de fusion
unida de la columna de HPLC con acido citrico ajustado a pH 3,0. Se neutralizé la proteina de fusion purificada
eluida a medida que eluia usando una disolucién de HEPES 1 M a pH 7 4.

Ejemplo 2
Estudios de unién de B7L-1

Se uso la proteina de fusién B7L-1/Fc preparada como se describe en el ejemplo 1 para cribar en estirpes celulares
la unién de B7L-1 usando estudios de union cuantitativa segin metodologias de citometria de flujo estandares. Para
cada estirpe celular cribada, el procedimiento implicaba incubar células bloqueadas con 2% de FCS (suero fetal
bovino), 5% de suero de cabra normal y 5% de suero de conejo en PBS durante 1 hora. Se incubaron entonces las
células bloqueadas con la proteina de fusién B7L-1/Fc 5 pg/ml en 2% de FCS, 5% de suero de cabra y 5% de suero
de conejo en PBS. Después de la incubacion, se lavé la muestra dos veces con tampdn FACS (2% de FCS en PBS)
y se tratdé entonces con anticuerpo de Fc/biotina de raton anti-humano (adquirido en Jackson Research) y SAPE
(estreptavidina-ficoeritrina adquirido en Molecular Probes). Este tratamiento causa que el anticuerpo de Fc/biotina
anti-humano se una a cualquier B7L-1/Fc unida y que la SAPE se una al anticuerpo de Fc/biotina anti-humano,
dando como resultado un marcador identificador fluorescente en B7L-1/Fc que esta unida a células. Se analizé en
las células cualquier proteina unida usando citometria de flujo con deteccion fluorescente. Los resultados indicaron
que la B7L-1 humana se une bien a la estirpe epitelial pulmonar humana (WI-28), estirpes linfoblastoides B humanas
(Daudi y PAESLBM1), linfocitos B tonsilares recientes humanos, células dendriticas CD8" de murido de
bazos/nddulos linfaticos de animales tratados con flt3-L y S49.1 de linfoma de linfocitos T de murido.

Ejemplo 3
Cribado en la coleccién de expresidon de WI-26 de contrarreceptores de B7L-1

A continuacién se describe un cribado de una coleccién de coleccion de expresion con la proteina de fusién B7L-
1/Fc preparada como se describe en el ejemplo 1. Se prepard la coleccion de expresion a partir de la estirpe celular
humana WI-26 usando los métodos descritos en Current Protocols In Molecular Biology, vol. 1, (1987). Usando
métodos de unidén indirecta estandares, se ensayaron monocapas de células CV1/EBNA transfectadas mediante
autorradiografia de frotis para la expresion de un contrarreceptor de B7L-1 usando la proteina de fusiéon B7L-1/Fc
radioyodada. Se identificaron frotis positivos que muestran células que expresan un contrarreceptor y se identificé un
conjunto que contiene aproximadamente 2.000 clones individuales como potencialmente positivo de unién a proteina
de fusion B7L-1/Fc.

Se valoré el conjunto, se sembré y se tomaron muestras entonces por raspado, proporcionando ADN de plasmido
combinado para transfeccién en células CV1/EBNA. Después de cribar los conjuntos menores, un conjunto contenia
clones que eran positivos de contrarreceptor de B7L-1, como se indica por la presencia de un producto génico
expresado capaz de unirse a B7L-1/Fc. Se valoré el conjunto positivo y se sembrd, obteniendo colonias individuales.
Se aislé el ADN de cada clon candidato potencial, se retransfectd y se recribré. Los clones positivos resultantes
contenian un inserto de ADNc de 1535 nucledtidos. La regiéon de codificacion de ADNc del contrarreceptor de B7L-1
(LDCAM) corresponde a la dada a conocer en la SEQ ID NO:1. La secuencia aminoacidica codificada por la SEQ ID
NO:1 se da a conocer en la SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 4
Expresién de LDCAM humana

A continuacion se describe la expresion de LDCAM humana unida a membrana completa en células CV1/EBNA. Se
preparé un constructo vectorial para la expresion de LDCAM humana ligando la regién codificante de SEQ ID NO:1
con un vector de expresion pDC409. Se transfectd entonces el vector de expresion en células CV1/EBNA y se
expreso la LDCAM usando técnicas descritas en McMahan et al., EMBO J. 10: 2821,1991.

Después de someter a choque e incubar las células durante varios dias, se recogieron células que tenian LDCAM
unida a membrana, se fijaron con paraformaldehido al 1%, se lavaron y se usaron en su forma intacta.

Para expresar una forma soluble de LDCAM que incluye la regiéon extracelular de LDCAM codificada por los
nucledtidos 8 a 1130 de SEQ ID NO: 1, se prepara un constructo vectorial ligando la region codificante extracelular
de SEQ ID NO:1 con un vector de expresion pDC409. El vector se transfecta en células CV1/EBNA.
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Después de un periodo de incubacion de 3 dias en medio reciente, se recupera LDCAM soluble recogiendo
sobrenadantes celulares de CV1/EBNA que contienen la forma soluble y aislando la LDCAM usando técnicas de
HPLC o técnicas de cromatografia por afinidad.

Ejemplo 5
Estudios de unién de LDCAM

Para identificar las estirpes celulares a las que se une la LDCAM, se preparé la proteina de fusién LDCAM/Fc,
descrita en el ejemplo 9 siguiente, y se usé en ensayos de union celular y FACS. Usando metodologias de union
celular y FACS estandares, se encontré que la LDCAM se une a las estirpes celulares linfoblastoides B DAUDI y
PAE8SLBMA1, células transfectadas con B7L-1 humana, células transfectadas con LDCAM, células S49.1 y DC
linfoides de bazos y nédulos linfaticos de ratones tratados con FIt3-L.

Ejemplo 6
Identificacion de tejido que expresa LDCAM

Usando metodologias de PCR-FI estandares, analisis Northern y coincidencia de secuencias de bases de datos de
EST (Genbank), se examind en una serie de estirpes celulares la expresion de ARNm de LDCAM humana y LDCAM
de raton. Los resultados demostraron que la LDCAM tiene una distribucion de tejido extendida. Se encontrd
expresion de LDCAM humana en mama, retina, higado fetal, bazo, corazén fetal, pulmén, muasculo, placenta, tiroides
y carcinoma pulmonar. Se encontr6 ARNm de LDCAM de raton en embrién entero, testiculos y células negativas
triples.

Ejemplo 7
Aislamiento de LDCAM de murido

Puesto que se ha demostrado que la B7L-1 humana soluble se une a S49.1 de linfoma de murido (ejemplo 2), se
cribaron en una coleccién de expresién de S49.1 clones de ADNc de LDCAM de murido. El proceso implicaba
metodologias de PCR-TI que usan ARN de la estirpe celular de S49.1 y cebadores descritos en las SEQ ID NO:7 y
SEQ ID NO:8. Estos cebadores estan basados en una EST de murido descubierta en una base de datos y que tiene
homologia con LDCAM humana. Se amplificaron los ADNc mediante PCR usando los cebadores, confirmando que
la LDCAM de murido esta presente en células S49.1.

Se clond el producto amplificado en un vector de clonacion y se detectaron clones que contenian un inserto de
ADNc de LDCAM mediante hibridacién con un oligonucleétido complementario de la regiéon codificante de LDCAM
humana. Para detectar ADNc con extensiones 5 en comparacién con LDCAM humana, se usaron un cebador
oligonucleotidico complementario del extremo 5 de la regidon codificante y un cebador complementario de las
secuencias vectoriales adyacentes al inserto de ADNc para efectuaron una PCR anclada, de modo que se amplifica
la region 5’ de los clones de ADNc. Se examinaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel y se
compararon sus longitudes con un producto de amplificacion derivado de forma similar a partir de ADNc de LDCAM.
Se secuenciaron los insertos de ADNc de los clones que daban el producto de 5-PCR mas largo, dando un ADNc
de LDCAM de murido que codifica todos menos los 4 primeros aminoacidos, en comparaciéon con la LDCAM
humana. Se da la secuencia nucleotidica de LDCAM de mdurido en la SEQ ID NO:3. Se proporciona la secuencia
aminoacidica codificada por la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO:3 en la SEQ ID NO:4.

Ejemplo 8
Expresion de polipéptido de LDCAM de murido

Para preparar un constructo vectorial para expresar B7L-1 extracelular de murido, se ligdé la region codificante de
SEQ ID NO:3 con un vector de expresion pDC409. Se transfectd entonces el vector de expresion en células
CV1/EBNA y se expreso la LDCAM usando técnicas descritas en McMahan et al., EMBO J. 10: 2821,1991.

Después de someter a choque e incubar las células durante varios dias, se recogieron sobrenadantes celulares que
contenian LDCAM de mdurido soluble y se recuperd al proteina usando técnicas de HPLC.

Ejemplo 9
Preparacién de proteinas de fusion de LDCAM

A continuacion se describe la generacion de una proteina LDCAM/Fc humana que se usé para identificar células a
las que se une LDCAM. La proteina de fusion incluye la region extracelular soluble de LDCAM humana y la region
Fc humana de muteina, y se preparé aislando en primer lugar el ADNc que codifica la regién extracelular de LDCAM
humana usando cebadores que flanquean la region extracelular de LDCAM (véase la patente de EE.UU. n°
5.011.912).
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Para aislar los nucleétidos que codifican el dominio extracelular de LDCAM, nucleétidos 16-1137 de SEQ ID NO:1,
se usaron los oligonucleétidos que flanquean la regidon extracelular de LDCAM como cebadores en una reaccion
PCR para obtener un producto de PCR a partir del clon WI-26. Se muestran los cebadores en las SEQ ID NO:5 y
SEQ ID NO:6. Se digiri6 el producto de PCR resultante con las enzimas de restriccion Sal1 y Bglll en los sitios Sal1
y Bglll incorporados por los cebadores. Se ligd el fragmento resultante con un vector de expresion (pDC409) que
contiene la regién Fc de IgG1 humana mutada para reducir la unién al receptor de Fc.

Se transfecto el constructo de ADN resultante en las estirpes celulares de rifion de mono CV-1/EBNA. Después de 7
dias de cultivo en medio que contenia suero bovino al 0,5% pobre en inmunogloblulina, se afiadié una disolucién de
azida al 0,2% al sobrenadante y se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro de 0,22 ym. Se pasé entonces
aproximadamente 1 | de sobrenadante de cultivo a través de un sistema de purificacion de proteina BioCad Protein
A HPLC usando una columna de proteina A de 4,6 x 100 mm (POROS 20A de PerSeptive Biosystems) a 10 ml/min.
La columna de proteina A se une a la porcién Fc de la proteina de fusiéon en el sobrenadante, inmovilizando la
proteina de fusion y permitiendo pasar a través de la columna a los demas componentes del sobrenadante. Se lavd
la columna con 30 ml de disolucion de PBS y se eluyo6 la proteina de fusion unida de la columna de HPLC con acido
citrico ajustado a pH 3,0. Se neutralizé la proteina de fusion purificada eluida a medida que eluia, usando una
disolucion HEPES 1 M a pH 7 4.

Ejemplo 10
Anticuerpos monoclonales de LDCAM

Este ejemplo ilustra un método para la preparacion de anticuerpos monoclonales de LDCAM. Puede usarse LDCAM
purificada, un fragmento de la misma tal como el dominio extracelular, péptidos sintéticos o células que expresen
LDCAM para generar anticuerpos monoclonales contra LDCAM usando técnicas convencionales, por ejemplo,
aquellas técnicas descritas en la patente de EE.UU. n° 4.411.993. Brevemente, se inmunizan ratones con LDCAM
como inmundégeno emulsionado en coadyuvante completo de Freund, y se inyectan en cantidades en el intervalo de
10-100 pg por via subcuténea o intraperitoneal. De 10 a 12 dias después, se refuerzan los animales inmunizados
con LDCAM adicional emulsionada en coadyuvante incompleto de Freund. Se refuerzan periddicamente los ratones
después de ello con un programa de inmunizacion de semanal a bisemanal. Se toman periédicamente muestras de
suero por sangrado retroorbital o corte de la punta de la cola para ensayar los anticuerpos de LDCAM mediante un
ensayo de transferencia puntual o ELISA (ensayo de inmunosorcién ligado a enzima).

Después de la deteccion de una valoracion de anticuerpo apropiada, se proporciona a los animales positivos una
ultima inyeccion intravenosa de LDCAM en disolucion salina. De 3 a 4 dias después, se sacrifican los animales, se
recogen las células de bazo y se fusionan las células de bazo con una estirpe celular de mieloma de murido, por
ejemplo, NS1 o preferiblemente P3x63Ag8.653 (ATCC CRL 1580). Las fusiones generan células de hibridoma, que
se siembran en mlltiples placas de microvaloracién en medio selectivo de HAT (hipoxantina, aminopterina y
timidina) para inhibir la proliferacién de células no fusionadas, hibridos de mieloma e hibridos de células de bazo.

Se criba en las células de hibridoma por ELISA la reactividad frente a B7L-1 purificada mediante adaptaciones de las
técnicas dadas a conocer en Engvall et al., Immunochem. 8: 871, 1971 y en la patente de EE.UU. n® 4.703.004. Es
una técnica de cribado preferida la técnica de captura de anticuerpo descrita en Beckmann et al., (J. Immunol. 144:
4212, 1990). Las células de hibridoma positivas pueden inyectarse por via intraperitoneal en ratones BALB/c
singénicos, produciendo ascitis que contienen altas concentraciones de anticuerpos monoclonales anti-LDCAM.
Como alternativa, las células de hibridoma pueden cultivarse in vitro en matraces o botellas giratorias mediante
diversas técnicas. Los anticuerpos monoclonales producidos en ascitis de ratén pueden purificarse mediante
precipitacion con sulfato de amonio, seguida de cromatografia de exclusion en gel. Como alternativa, puede usarse
también la cromatografia de afinidad basada en la uniéon de anticuerpo a proteina A o proteina G, asi como la
cromatografia de afinidad basada en la unién a B7L-1.

Ejemplo 11
Deteccion de la expresion de LDCAM mediante andlisis de transferencia Northern

A continuacion se describen experimentos de transferencia Northern llevados a cabo para identificar tipos de tejido y
célula que expresen polipéptidos de LDCAM de la presente invencion.

Se generaron transferencias Northern fraccionando de 5 ug a 10 ug de ARN total en gel de agarosa-formaldehido al
1,2% vy transfiriendo el ARN a membranas de nailon Hybond (Amersham, Arlington Heights, IL). Se usaron
procedimientos de generacion de transferencia Northern estandares como se describen en Maniatis, (“Molecular
Cloning: a Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989). Se adquirieron en Clonetech multiples
transferencias de tejido poliA+ que contenian 1 ug de ARNm a partir de una serie de diferentes fuentes.

Se genero una ribosonda, que contenia la region codificante de LDCAM, usando el kit de combinacién de ribosonda
de Promega y ARN polimerasa T7 segun las instrucciones del fabricante. Los resultados del sondeo de las
transferencias Northern y de la visualizacion de la pelicula de rayos X resultante para las sondas de unién positiva
muestran que se detectaba un ARNm hibridante de 5,0 kb para LDCAM de murido en pulmoén, higado, cerebro,
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testiculos y células dendriticas esplénicas. Los ARNm hibridantes adicionales de diferentes tamafios incluian un
ARNmM de aproximadamente 1,9 kb en pulmoén y testiculos, un ARNm de aproximadamente 3,0 kb en macréfagos de
médula 6sea estimulados con LPS, pulmén y testiculos, un ARNm hibridante de aproximadamente 7,0 kb en
linfocitos T esplénicos estimulados con anticuerpo anti-receptor de linfocitos T, macrofagos de médula 6sea
estimulados con LPS vy testiculos y se detecté un ARNm hibridante de aproximadamente 9,0 kb en timo y linfocitos T
esplénicos estimulados con anticuerpo anti-receptor de linfocitos T.

Ejemplo 12
Estudios de unién celular del sistema inmunitario

A continuacion se describen experimentos de unién celular por FACS que demuestran que la LDCAM se une a
ciertas células del sistema inmunitario activadas. Con fines de estudio y comparacion, se incluyen también las
caracteristicas de union de B7L-1. Las células estudiadas incluian linfocitos T de murido, linfocitos T humanos,
linfocitos B de murido, linfocitos NK de miurido, células endoteliales humanas y estirpes celulares tumorales
humanas.

Para estudiar la union de linfocitos T de murido, se cultivaron células de nédulo linfatico (NL) de murido BALB/c en
medio de cultivo solo y en presencia de diferentes estimulos durante 18-20 horas. Se recogieron las células
cultivadas y se prepararon para estudios de unidon usando proteina de fusiéon B7L1/Fc, proteina de fusion LDCAM/Fc
y una proteina Fc de control. Después de un cultivo de una noche, las células de NL de murido BALB/c eran
tipicamente >90% CD3+. Se detecto la proteina unida usando andlisis citométrico de flujo. Los resultados mostrados
en la Tabla | indican la unién observada expresada como unidades de intensidad de fluorescencia media (IFM) sobre
linfocitos T no estimulados (medio) y linfocitos T estimulados (por estimulos).

Tabla |
Fc medio Con A mAb de TCR PHA
Fc de control 12,7 10,4 14,5 14,2
B7L1Fc 11,7 14,3 24,0 12,6
LDCAM Fc 18,7 51,7 230,0 914

Cuando se analizan por subconjuntos de linfocitos T, un 75-80 % de los linfocitos T de NL de murido CD4+ exhibian
union de LDACM detectable después de la estimulacion con anticuerpos anti-TCR in vitro. Aproximadamente un
50% de los linfocitos T de NL de muarido CD8+ exhiben unién detectable. Ademas, los linfocitos T CD4+ exhiben
mayores niveles de union de LDCAM que los linfocitos T de murido CD8+. Los resultados demuestran que la
LDCAM/Fc se une a bajos niveles a linfocitos T inmaduros. Sin embargo, después de una activacion de una noche
con estimulos policlonales, la union aumentaba 5-20 veces dependiendo de los estimulos. De los estimulos
estudiados, el PMA induce la menor unidon de LDCAM con linfocitos T de murido y los anticuerpos anti-TCR inducen
la mayor union.

Para estudiar la unién de linfocitos T humanos a LDCAM y su contrapartida estructural B7L1, se cultivaron linfocitos
T de sangre periférica (SP) humana en medio de cultivo solo o en presencia de diferentes estimulos durante 18-20
horas. Se recogieron las células cultivadas y se prepararon para estudios de unién usando la proteina de fusion
B7L/1Fc, la proteina de fusion LDCAM/Fc o una proteina Fc de control. Se determind la proteiana unida a linfocitos
T de SP humana mediante analisis citométrico de flujo. La Tabla Il detalla los resultados observados, expresados
como IFM, sobre linfocitos T no estimulados (medio) y sobre linfocitos T estimulados (por estimulos).

Tabla Il

Fc medio ConA PMA PHA
Fc de control 4,7 4,8 3,5 4,3
B7L1Fc 6,3 7,5 4,5 5,7
LDCAM Fc 22,3 42,8 61,9 388

Los resultados muestran que el PMA induce una mayor unién de LDCAM en linfocitos T humanos que en linfocitos T
de murido. La presencia de unién especifica de LDCAM con linfocitos T tanto de murido como humanos en ausencia
de unién de B7L1 sugiere que la LDCAM se une a B7L1, o una molécula diferente, y no a si misma. Debido a que
los estudios indican que los linfocitos T expresan poca o nada de B7L1, la LDCAM puede tener otro coparticipe de
unién.
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Se efectuaron estudios similares a los descritos anteriormente para evaluar la union de LDCAM y B7L1 a linfocitos B
esplénicos de murido. No se detectd unién de B7L1 ni LDCAM en linfocitos B de murido no estimulados. El cultivo de
linfocitos B esplénicos de murido con muCD40L o LPS indujo bajos niveles de unién de LDCAM, pero no se detecto
un nivel apreciable de unién de B7L1.

Para estudiar la unién a linfocitos NK de murido, se extirparon bazos de ratones CB-17/SCID tratados con IL-15y se
usaron como fuente de linfocitos NK de murido altamente enriquecidos y activados. Las células de bazo aisladas a
partir de ratones SCID tratadas con IL-15 son un 60-80% positivas de DX-5. DX-5 es un panmarcador de NK que se
expresa en linfocitos NK de muchas cepas diferente de ratones. Se efectud el analisis citométrico de flujo como se
describe anteriormente para detectar la uniéon de B7L1 y LDCAM a linfocitos NK de murido activados con IL-15 DX-
5+ in vivo. La Tabla Il da los resultados de un estudio de unién de linfocitos NK de murido.

Tabla lll
Molécula de Fc % de linfocito NK DX-5+ / IFM
Fc de control 8% / 88
B7L1Fc 19% / 265
LDCAM Fc 38% /432

En contraposicion con lo que se observo en linfocitos T de murido y humanos, puede detectarse uniéon de LDCAM y
B7L1 en linfocitos NK de murido activados in vivo.

Los resultados de los experimentos dirigidos a estudiar la unién de B7L1 y LDCAM a células endoteliales humanas
no demostraron unién en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) de diferentes donantes. Sin
embargo, una HUVEC de una B7L1 de donante indujo bajos niveles de CD62E y CD 106 en comparacién con la Fc
de control.

La Tabla IV detalla los resultados de los experimentos dirigidos a evaluar la unién de B7L1 y LDCAM a estirpes
celulares tumorales humanas. Los resultados se expresan como porcentaje de células que se unen a LDCAM o
B7L1.

Tabla IV

Estirpe celular Tipo celular LDCAM-Fc (%)** B7L1-Fc (%)**
uo37 leucemia monocitica 10 7
K562 leucemia eritoblastica 7 5
Jurkat leucemia de linfocitos T aguda 10 7
MP-1 LLC de linfocitos B 46 10
DAUDI-hi linfoma de Burkitt de linfocitos B 8 6
RPMI 8866 linfoma de linfocitos B 0 0
n° 88EBV LLC de linfocitos B 4 3
n° 33EBV LLC de linfocitos B 0 0
G EBV de amigdala LLC de linfocitos B 25 13
MDA231 adenocarcinoma de mama 8 9
OVCAR-3 carcinoma ovarico 48 30
H2126M1 adenocarcinoma pulmonar 0 0

**la unién de Fc de control se ha restado, de modo que este es el % neto de union de células frente al fondo

Los resultados muestran una unién de LDCAM significativa en la estirpe celular de carcinoma ovarico y en dos de
las estirpes tumorales de linfocitos B (MP-1 y G de amigdala). La B7L1 se une también a estas tres estirpes
celulares tumorales, pero a niveles mucho menores. Estos resultados demuestran que la LDCAM es un marcador de
ciertos tipos de linfomas de linfocitos B o diferentes tipos de carcinomas. Ademas, la sefializacién biolégica mediada
por LDCAM o B7L1 podria mediar los efectos antitumorales funcionales sobre estos tipos de tumores.
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Ejemplo 13
Efectos de LDCAM sobre la proliferacion de linfocitos T

La siguiente discusion describe experimentos efectuados para evaluar los efectos de la LDCAM sobre la
proliferacion de linfocitos T de murido y humanos inducida por estimulos policlonales.

Se evaluaron la proteina de fusion LDCAM/Fc y la proteina de fusién B7L1/Fc en un modelo estandar de
proliferacion de linfocitos T de murido in vitro. Se obtuvieron células de nédulo linfatico (NL) de ratones BALBI/c
normales y se pusieron en cultivo en medios. Se pusieron en los medios de cultivo cantidades variables de Fc de
control, B7L1/Fc y LDCAM/Fc solas o en presencia de diferentes estimulos policlonales de linfocitos T, incluyendo
ConA, PHA o mAb de TCR inmovilizado.

Los resultados de estos experimentos demostraron que la LDCAM inhibe en gran medida la proliferacién de
linfocitos T de murido inducida por ConA (50% de inhibicion a ~0,625 pg/ml), inhibe moderadamente la proliferacion
inducida por PHA (50% de inhibicion a ~5 pg/ml) y no afecta a la proliferacion inducida por mAb de TCR
inmovilizado. En ensayos de proliferacion de linfocitos T de sangre periférica humana, la LDCAM inhibe la
proliferacién inducida por ConA, pero no inhibe eficazmente la proliferacion inducida por PHA u OKT3. La B7L1/Fc
no afecta a las respuestas proliferativas de los linfocitos T de murido o humanos.

Los resultados sugieren que los efectos inhibidores de la LDCAM/Fc sobre la proliferacion de linfocitos T de murido y
humanos inducida por mitdgeno son debidos a la inhibicion de la secrecion de citocina (especialmente IL-2) 0 a la
regulacion de las respuestas posteriores de los linfocitos T después de la activacién, y a aumentos de la expresion
del coparticipe de unién de LDCAM. La LDCAM puede modular también interacciones célula-célula entre linfocitos T,
linfocitos T y CPA o linfocitos T y linfocitos NK. La incapacidad de la LDCAM de inhibir la proliferacion inducida por
mAb de TCR sugiere que aparece desregulacion de citocina porque la proliferacion inducida por ConA y PHA es
muy dependiente de citocina, mientras que la inducida por mAb anti-TCR lo es menos.

Ejemplo 14
Efectos de la LDCAM sobre la produccion de citocina por linfocitos T

A continuacioén se describen experimentos efectuados para evaluar los efectos de la LDCAM sobre la secreciéon de
citocinas de células de NL o linfocitos T purificados de murido después de la activacién in vivo de linfocitos T con
PHA, ConA y mAb de TCR. Se muestran los resultados en la Tabla V. Se expresan los niveles de citocina
detectados en pg/ml.

Tabla V

condiciéon de cultivo  moléculade Fc  IL-2 (pg/ml)  IFN-gamma (pg/ml)

medio ninguna <2 <10
Fc de control <2 <10
LDCAM/Fc <2 <10
ConA ninguna 366 100
Fc de control 614 244
LDCAM/Fc <2 <10
PHA ninguna 36 358
Fc de control 39 354
LDCAM/Fc 10 <10
mAb de TCR inmov.  ninguna 1703 1114
Fc de control 1722 1215
LDCAM/Fc 1642 1027

Los resultados muestran que la LDCAM/Fc inhibe significativamente la produccién de IL-2 e IFN-gamma de linfocitos
T de NL de murido que es inducida tanto por ConA como PHA. Cuando se usa mAb anti-TCR inmovilizado para
inducir la produccién de citocina de linfocitos T de murido, se observaron efectos menos pronunciados de la LDCAM
sobre la produccién de citocina. La LDCAM redujo la produccion de IFN-gamma después de la activacion de TCR.
En contraposicioén, la produccion de IL-2 no se redujo después de la activacion de TCR. Se generé muy poca IL-4
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por los linfocitos T en estos experimentos, de modo que no se evalud si la LDCAM afecta a la produccion de IL-4 u
otras citocinas/quimiocinas adicionales por linfocitos T.

Ejemplo 15
Efectos de LDCAM sobre ensayos de activacion de células mixtas de murido

Se desarroll6 un ensayo de células mixtas in vitro para examinar la capacidad de los linfocitos T de activar linfocitos
B mediante su interaccion CD40L/CD40. El ensayo implica el cultivo de células de bazo y células de NL con mAb
anti-TCR in vitro durante 36 horas, seguido del analisis citométrico de flujo de la activacién celular de linfocitos T y
B/CPA que ocurre después de que los linfocitos T se activen e interaccionen con linfocitos B/CPA.

Se cultivaron las células de bazo con mAb anti-TCR, ConA, PHA o en medio solo con Fc de control o LDCAM/Fc
durante 36 horas. La activacion de linfocitos B CD19+ y linfocitos T CD3+ fue seguida por el examen de la expresion
en la superficie celular de CD25, CD69, CD54, CD45Rb, CD44, CD28, CD23, CD86 y CD152 usando tinciéon de dos
colores y analisis citométrico de flujo.

Los resultados demostraron que, después de la activacién con PHA o ConA, aumenta varias veces la expresion de
CD69, CD54 y CD25 en linfocitos T y linfocitos B en el cultivo. En comparacién con una Fc de control que tiene poco
efecto sobre estos aumentos, la LDCAM redujo significativamente la expresion (casi a los mismos niveles que los
linfocitos T no activados) de CD69, CD54 y CD25 que se inducen en ambos tipos celulares en este sistema de
cultivo mediante activacion con ConA. La ConA activa los linfocitos T que expresan moléculas de activacion (por
ejemplo CD40L) sobre su superficie. Las moléculas de activacion se unen a receptores sobre la superficie de
linfocitos B y activan los linfocitos B para expresar diversas proteinas relacionadas con la activacion sobre su
superficie celular. La inhibiciéon de linfocitos T y B activados con PHA ocurrié en una medida mas moderada que la
observada después de la activacion con ConA.

Ademas, la LDCAM redujo los niveles de CD45RB expresada tanto en CD3+ como CD3- en células de bazo
cultivadas con ConA. Este efecto sobre la reduccién de los niveles de CD45RB era mas pronunciado cuando se
cultivaba la LDCAM con células de bazo estimuladas con mAb de TCR, y no se observaba cuando se usaba PHA
como estimulo o cuando las células se cultivaban en medio solo.

Usar mAb de TCR para estimular las células de bazo cultivadas en presencia de una Fc de control o LDCAM/Fc
mostré que los niveles de CD69, CD25 y CD25 inducidos en linfocitos T y linfocitos B por este estimulo no estaban
afectados por la LDCAM. Sin embargo, la LDCAM aumentaba la expresion de CD28 tanto en linfocitos T CD3+ como
en linfocitos distintos de T. En un experimento, el aumento fue de 5-10 veces y en los demas experimentos el
aumento fue de un 50%. Esto se observé también en un experimento cuando se usé ConA como estimulo ademas
de mAb de TCR. La LDCAM caus6 reducciones moderadas de la intensidad de expresién de CD45RB en linfocitos B
(50% de reduccion) y linfocitos T (20-30% de reduccion) después de la activacion con mAb de TCR.

De forma interesante, la LDCAM no afecta a la expresién de CD45RB en células de bazo cuando se cultivan en
ausencia de estimulos policlonales de linfocitos T. Se ha notificado que la expresion de CD45RB en roedores se
reduce a medida que los linfocitos T progresan desde inmaduros a células de memoria. También, subpoblaciones
diferentes de linfocitos T CD4+ expresan niveles altos o bajos de CD45RB y median distintas funciones inmunitarias
in vivo.

Los resultados anteriormente discutidos sugieren que, en ciertas condiciones de estimulacion inmunitaria,
particularmente estimulaciones por ConA y PHA, la LDCAM inhibe la activacién de linfocitos T a nivel celular en
ensayos de células mixtas e inhibe la proliferacion de linfocitos T inducida por estos mitdégenos al menos
parcialmente, al reducir la produccién de IL-2 e IFN-gamma.

Aunque la LDCAM regula negativamente de forma moderada la producciéon de IFN-gamma inducida por la activacion
de mAb de TCR, tiene poco efecto sobre la produccién de IL-2 en este sistema y no afecta a la proliferacion de
linfocitos T de murido inducida por mAb de TCR inmovilizado. La LDCAM causa un aumento de la expresion de
CD28 y una reduccion de la expresion de CD45RB por linfocitos T y linfocitos B activados por mAb de TCR.
Basandose en estos datso, la LDCAM o su coparticipe de unién en linfocitos T puede regular (aumentar, reducir o
redirigir) las respuestas inmunitarias in vivo dependientes de efector de linfocitos T incluyendo, pero sin limitacion,
respuestas inmunitarias antitumorales, respuestas de DTH y respuestas inmunitarias anti-enfermedades infecciosas
dependientes de linfocitos T.

Los resultados anteriores sugieren que la LDCAM es util en la modulacion de las rutas de activacion de linfocitos T y
puede usarse para tratar enfermedades autoinmunitarias e inflamacion.
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Ejemplo 16
La LDCAM-Fc se une alinfocitos NK de murido y causa la multiplicacién de linfocitos NK

A continuacién se describen experimentos que demuestran que la LDCAM se une a la superficie de linfocitos NK
esplénicos constitutivamente y que la activacion de estas células con IL-15 aumentaba los niveles de unidén de
LDCAM. Los experimentos describen también la administracién de LDCAM:Fc a ratones CB-17 SCID y los efectos
de la administracién sobre la multiplicacién y activacion de linfocitos NK en el bazo.

Se dividieron 12 ratones CB-17/SCID hembra de edades coincidentes en 4 grupos, a 3 animales por grupo. El dia 0,
dia 1 y dia 2, se administraron al grupo I, grupo Il, grupo Il y grupo IV las siguientes proteinas IP: los ratones del
grupo | recibieron 10 ug de IgG humana, los ratones del grupo Il recibieron 10 pyg de IL-15 humana, los ratones del
grupo Il recibieron 10 uyg de LDCAM:Fc humana (n° de lote 7488-16 de Immunex) y el grupo IV recibié 10 ug de
cada una de LDCAM:Fc humana e IL-15 humana.

El dia 3 (el 4° dia del experimento) se sacrificaron los ratones y se extirparon sus bazos. Se enumerd
separadamente cada bazo y se combinaron entonces conjuntamente para analisis citométrico de flujo. Se determind
el numero de linfocitos NK en el bazo de cada grupo tratado mediante citometria de flujo usando el anticuerpo DX-5
como panmarcador de linfocitos NK de murido. Ademas, se evaluaron otras medidas de la activacion de linfocitos
NK, incluyendo la expresion de CD69 y CD54.

Se muestran los resultados del experimento en la Tabla VI. La administracion de LDCAM:Fc sola (grupo 1) aumentd
el numero de células de bazo recuperadas totales aproximadamente 5 veces frente al grupo de control de IgG
humana (grupo I). La administracién de IL-15 humana sola (grupo II) aumenté el nimero de células de bazo
recuperadas totales aproximadamente 9 veces frente al grupo de control (grupo I). El tratamiento de combinacion
con IL-15 y LDCAM aumentd el nimero de células de bazo aditivamente.

El nimero de linfocitos NK recuperados de los bazos se correlaciona con la recuperacién celular total en el bazo.
Mas particularmente, la LDCAM indujo un aumento de aproximadamente 5 veces de los linfocitos NK recuperados,
la IL-15 causd un aumento de aproximadamente 9 veces de los linfocitos NK recuperados y la combinacion de
LDCAM e IL-15 indujo un aumento de aproximadamente 13 veces en el numero de linfocitos NK recuperados de los
bazos de ratones tratados. La LDCAM aumentdé también el numero de linfocitos NK en el bazo que expresaban
CD69 y CD54. Este aumento fue debido a la multiplicacion de linfocitos NK globales en lugar de a aumentos
especificos en la expresion de CD69 o CD54 en linfocitos NK in vivo después de la administracion de LDCAM:Fc.

TABLA VI
Grupo de ratones SCID Recuento de células de  Numero de ratones % de N° de linfocitos
bazo X 10° linfocitos NK recuperados
DX-5" (NK) X 10°

Grupo | (control de IgG humana) 2,3 3 67,8 1,6

Grupo Il (control positivo de IL15) 17,8 3 81,7 14,5

Grupo Il (LDCAM:Fc) 10,25 3 51,2 53

LDCAM:Fc e IL15 24.8 3 72,6 18,0

Ejemplo 17
Identificacion de la poblacién de células dendriticas Unicas derivadas del ligando FIt3

Se ha identificado una rara poblacion de células (un 0,2% de las PBMC) en la sangre de seres humanos tratados
con ligando FIt3 que pueden sensibilizar linfocitos T inmaduros CD4" y CD8" alorreactivos, que es una de las
caracteristicas funcionales de las células dendriticas (DC). Se realizaron ensayos clinicos de fase | en voluntarios
humanos sanos que recibieron una inyeccion subcutanea diaria de ligando FIt3 (FL) 10 mg/kg/dia durante 10 dias.
Se mostré que la inyeccion de ligando FIt3 aumentaba en gran medida en nimero de pDC CD123"*, DC CD1c’, asi
como monocitos, en circulaciéon. En el transcurso de este estudio clinico, se identificd una rara poblacién de células
CD162"" que expresan el antigeno de células dendriticas sanguineas 3 (BDCA3). Las DC BDCA3" representan un
0,06% de las PBMC totales en donantes normales. La frecuencia de las DC BDCA3" aumenta de 4 a 8 veces
después de la inyeccion de ligando FIt3. La naturaleza del antigeno reconocido por el anticuerpo anti-BDCAS3 era
desconocida, pero parecia estar regulado positivamente por la estimulacion por IL-3, reforzando por tanto la nocién
de que las DC CD15s"CD162"" podrian representar una forma mas “madura” de DC de sangre periférica.

Como se muestra en la Figura 1, estas células exponen algunas caracteristicas mieloides y se identificaron porque
no expresan sialil-lewis-X (CD15s) y expresan altos niveles de CD162 (PSGL1). Sialil-lewis-X es un azucar complejo
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expresado en la amplia mayoria de DC sanguineas. La presencia de sialil-lewis-X (CD15s) en proteinas de
superficie desempefia un papel en la transmigacion de DC a través del endotelio vascular. La falta de expresion de
CD15s en DC sugiere que estas células podrian no ser capaces de dejar la corriente sanguinea mediante
transmigracion. La caracterizacion fenotipica adicional de estas células reveld un fenotipo relacionado relacionado
con el mieloide (CD11c+, CD13™", CD33 '™). De forma interesante, al contrario que otras células mieloides, las DC
sanguineas CD15s'CD162"" no expresan receptores de Fc ni CD11b. La expresion del receptor de Fc esta regulada
negativamente tras la maduraciéon y marca la transicion desde una etapa de captura de antigeno (inmaduro) a una
etapa de presentacion de antigeno (maduro). Por tanto, las DC CD15s'CD162"'DC podrian ser mas maduras que
otros subconjuntos de DC sanguineas.

Para caracterizar adicionalmente la poblacion de DC en un esfuerzo por identificar las moléculas de superficie
celular unicas de la poblacién de DC, se emplearon la seleccion de células enteras por exposicion en fago y el
andlisis del perfil génico global. El analisis de matriz génica global revelé que las DC BDCA3" es probable que sean
las contrapartidas humanas de las DC CD8a’ de ratén. Como se muestra en la Figura 2, se expresan
preferiblemente una serie de diferentes genes tanto en DC CD8a" de ratén como DC BDCA3" humanas. De estos
genes, solo las DC BDCA3+ y las DC CD8a" de ratén expresan LDCAM (también designada como Igsf4). Estos
resultados muestran que las células BDCA3+ estan mejor definidas como DC que expresan Igsf4. Estas células
presentadoras de antigeno (CPA) es probable que sean la contrapartida humana de las DC CD8a"* de murido, una
poblacion especializada de DC implicadas en presentacion cruzada de antigeno/tolerancia cruzada. La presentacion
cruzada/tolerancia cruzada es un mecanismo celular que desempeifa un papel determinante en muchas
enfermedades autoinmunitarias, procesos inflamatorios, asi como transplantes. La orientacién a DC BDCA3’
(usando diversas formas de anticuerpos, pepticuerpos y proteinas solubles tales como LDCAM y/o CRTAM) puede
ser importante en muchas areas terapéuticas (como se describe anteriormente).

Para determinar la aloactividad de la poblacion de DC, se purificaron células CD162"" y CD14" de la sangre de
voluntarios humanos sanos tratados con ligando FIt3 y se cultivaron durante 4 dias en presencia de 10° linfocitos T
alogénicos. Se afiadi6 timidina tritiada durante las 16 ultimas horas de cultivo. Los resultados son representativos de
tres experimentos independientes (Figura 3). Estos resultados muestran que las DC positivas de LDCAM son
potentes aloestimulantes.

Ejemplo 18
Anticuerpo especifico de LDCAM (1F12)

Estos estudios muestran que se aislaron moléculas de unién a scfv especificas de LDCAM usando un enfoque de
seleccion de célula entera por exposicién en fago, que los fagos que expresan scfv anti-LDCAM se convirtieron
exitosamente en una proteina de fusion scfv-Fv (designada en la presente memoria intercambiablemente como un
“maxicuerpo”) sin alteracion importante de su especificidad de unién y que las proteinas de fusion scfv-Fv anti-
LDCAM se usaron exitosamente en ensayos de inmunoprecipitacion, inmunohistoquimica y funcionales. Se
orientaron células dendriticas sanguineas BDCA3" humanas en el contexto de PBMC enteras usando una coleccion
de fagos de scfv. Algunos de los fagos recuperados en este enfoque de selecciéon se unian especificamente a DC
BDCA3+. Brevemente, las PBMC de voluntarios humanos sanos tratados con ligando FIt3 se marcaron con fago y
anticuerpo anti-fago conjugado con fluorocromo. Se incubaron los fagos filamentosos de scfv con PBMC de
voluntarios sanos tratados con ligando FIt3. Se eliminaron las moléculas sin union mediante lavados extensivos. Se
marcaron las PBMC con anticuerpo anti-BDCAS3 y se purificaron mediante citometria de flujo. Se eluy6 el fago de la
superficie de DC BDCA3" mediante choque acido. Se amplificaron las moléculas de unién a DC BDCA3" en E-coli.
Se us6 el fago de unién a DC BDCA3" de primera ronda en una segunda ronda de seleccion.

Se mostré que el 1F12 se une especificamente a DC BDCA3". Se afiadieron entonces anticuerpos contra CD1c,
CD123, CD 14 y BDCAS3. Los resultados de la Figura 4 muestran que el fago 1F12 (fila inferior) marca
especificamente DC BDCA3". La fila superior muestra el marcaje de fondo sin fago filamentoso. El 1F12 es uno del
4% de fagos derivados del enfoque de seleccion de célula entera por exposicién en fago que son reactivos cruzados
entre especies, concretamente entre ratén y ser humano. Se ha mostrado que el scfv de 1F12 se une a DC BDCA3"
mediante citometria de flujo, histologia e inmunoprecipitacion. En ratones, se ha mostrado que el scfv de 1F12 se
une especificamente a un subconjunto discreto de DC esplénicas (DC CD8a") que se cree que desempefian un
papel critico en la activacion de linfocitos T citotoxicos, como se describe en el ejemplo 17.

Se convirtié un fago de scfv especifico (1F12) en una proteina de fusion scfv-Fc al fusionar el scfv con el dominio Fc
de IgG1 humana usando técnicas bien conocidas en la materia. La conversion del scfv en la proteina de fusion scfv-
Fc no afecté adversamente a la especificidad de la regidon de unién a scfv. (Como se muestra en la Figura 5,
obsérverse que la proteina de fusion scfv-Fc de 1F12 se biotinilé para analisis por FACS). La secuencia de la region
variable de cadena pesada se proporciona en la SEQ ID NO: 12 y la region variable de la cadena ligera de 1F12 se
proporciona en la SEQ ID NO: 13.

Se ha mostrado que el 1F12 se une especificamente a LDCAM (también conocida en la materia como Igsf4, TSLCA,

SynCAM vy de tipo nectina 2). Se introdujo la scfv-Fc en un vector de expresién de mamifero y se produjo en células
COS. Se mostré que la scfv-Fc de 1F12 inmunoprecipita una glucoproteina de 100 kDa a partir de DC de ratén
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derivada de médula 6sea (véase la Figura 7). Se confirmd que la proteina de 100 kDa era LDCAM por
espectrometria de masas.

Se uso la proteina de fusiéon LDCAM-Fc descrita en el ejemplo 9 en un ensayo de union de transferencia puntual
para mostrar definitivament que la 1F12-Fc se une especificamente a LDCAM. Brevemente, se aplicaron
puntualmente 2 yl de una disolucion de LDCAM-Fc o RANK-Fc (un control de Fc no relacionada) 1 mg/ml sobre un
filtro de nitrocelulosa y se dejaron secar. Después de bloquear durante 1 h con leche/BSA/PBS, se aplicaron
puntualmente los siguientes reactivos sobre la membrana: 100 ng de mAb anti-BDCAS3-biotina, 100 ng de anticuerpo
scfv-Fc de 1F12 o anticuerpo anti-lgG-biotina humana (Fab'2 de ratéon de anticuerpo anti-lgG-biotina humana de
Jackson Labs, Bar Harbor, ME). Después de afadir strep-HRP, se revel6 el marcaje mediante el sustrato de
peroxidasa TMB (Kirkegaard Perry Laboratories, Gaithersburg, Maryland). Como se muestra en la Figura 8, el
anticuerpo scfv-Fc de 1F12 se une especificamente a LDCAM-Fc recombinante pero no al RANK-Fc no relacionado.
La LDCAM de ratén y humana son casi idénticas, teniendo un 98% de identidad a nivel de proteina, lo que explica la
reactividad cruzada entre especies del anticuerpo 1F12. EI mAb contra BDCA3 no se une significativamente a
LDCAM-Fc, sugiriendo por tanto que el antigeno de BDCA3 es diferente de LDCAM.

Estos resultados muestran que el anticuerpo scfv-Fc de 1F12 (o proteina de fusion) se une especificamente a
LDCAM.

Ejemplo 19
La LDCAM inhibe la activaciéon de linfocitos T

Estos estudios muestran que la LDCAM inhibe la activacion de infocitos T. Se expusieron simultdaneamente CD4+ y
CD8+ de raton (Blk-6) a LDCAM-Fc unida a placa y a uno de los siguientes estimulos de activacion de linfocitos T:
mADb anti-CD3, conA, PHA o conA + IL-2. Se ensay6 en los sobrenadantes de cultivo la producciéon de IFN-gamma
por los linfocitos T, que es un marcador de la activacion de linfocitos T. Brevemente, se recogieron bazos de
B6D2F1, se trituraron, se lisaron los eritrocitos y se contaron las células. Se purificaron las células CD8+ y CD4+
usando perlas MAC™ anti-CD8 (n° de cat. 130-049-401) y anti-CD4 (n° de cat. 130-049-201) de Miltenyi Biotech
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Se recubrieron placas de 48 pocillos con moléculas de Fc LDCAM-
Fc (5 pyg/ml) o P7.5-Fc de control negativo (5 ug/ml) durante 2 horas a 37°C y se lavaron dos veces. Se incluy6
también un pocillo que no contenia proteina Fc. Se recubrieron los pocillos apropiados con mAb anti-CD3 durante 2
h a 37°C y se lavaron 2 veces. Se sembraron las células a 1,25 x 10%ml en 1 ml de medio (40% de IMDM + 40%
Clicks + 10% de suero fetal bovino + piruvato de sodio + aminoacidos no esenciales + 2 Me + PSG). Se afiadieron
los mitégenos: conA (1 pg/ml), IL-2 (200 unidades/ml) o PHA (al 1%) a los pocillos apropiados. Se extrajeron los
sobrenadantes los dias 1y 5 y se ensayo la IFN-gamma usando un kit ELISA de IFN-gamma comercial.

La Figura 9 muestra que los linfocitos T CD4+ se anergizaron por LDCAM frente a la activacion por mAb anti-CD3 y
conA (Figuras 9A y 9C, respectivamente). Las Figuras 9B, 9D, 9F y 9H muestran que los linfocitos T CD8+ se
energizaron por LDCAM frente a la activacion por mAb anti-CD3, conA, PHA y conA + IL-2, respectivamente. Estos
estudios muestran que la LDCAM interacciona con una molécula expresada sobre la superficie de linfocitos T
activados de manera dependiente del contacto que evita o reprime la activacion de linfocitos T por una variedad de
estimulos. Estos estudios muestran que la LDCAM es un agente regulador de rutas inflamatorias. Por lo tanto, la
LDCAM tiene aplicacién terapéutica como composicion farmacéutica para la prevencion de la activacién de linfocitos
T y para el tratamiento de enfermedades que impliquen la activacion de linfocitos T, tales como en enfermedades
autoinmunitarias, inflamacion, transplante, cancer, infeccion y similares. Ademas, los agonistas y antagonistas de
LDCAM, como se definen anteriormente, pueden ser composiciones terapéuticas para el tratamiento de las
enfermedades descritas en la presente memoria.

Ejemplo 19
La CRTAM es un asociado de la LDCAM
Estos estudios muestran que la CRTAM es un asociado o coparticipe de unién de la LDCAM.

El analisis por FACS mostré que la LDCAM-Fc se unia a linfocitos T CD8+, y en menor medida a linfocitos T CD4+
(Figuras 10D y 10C, respectivamente), mientras que el anticuerpo scfv-Fc de 1F12 (concretamente, el anticuerpo
anti-LDCAM) no lo hacia (las Figuras 10A y 10B son controles isotipicos). El andlisis por FACS adicional muestra
que los linfocitos T CD8+ activados por anticuerpo anti-CD3 se unen a LDCAM-Fc a altos niveles (Figura 11A) y solo
con union marginal al anticuerpo scfv-Fc de 1F12 (Figura 11B). En contraposicion, la LDCAM-Fc mostrd una unién
marginal de LDCAM-Fc (Figura C) y una alta unién de la proteina de fusién scfv-Fc de 1F12 (Figura 11D). Las
células esplénicas CD8+ de ratones tratados con ligando FIt3 mostraron una unién heterogénea tanto de LDCAM-Fc
como de scfv-Fc de 1F12 (Figuras 11E y 11F, respectivamente). Tomados en conjunto, estos estudios muestran que
la LDCAM se une a linfocitos T citotéxicos (CTL) activados. En contraposicion, la proteina de fusion scfv-Fc de 1F12
no consigue marcar esas ceélulas. Estos resultados demuestran que esta presente una contrapartida estructural o
asociado de LDCAM alternativo sobre la superficie de CTL activados.
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Se ha mostrado que la expresion en superficie celular de la contrapartida estructural de LDCAM se expresa
temporalmente sobre la superficie celular de linfocitos T CD4+ y CD8+ activados. El analisis por FACS mostré que la
expresion en superficie celular de la unién de LDCAM-Fc a su asociado en linfocitos T CD4+ se reducia después de
aproximadamente 24 horas (Figuras 12C, 12F y 12l). De forma interesante, los linfocitos T CD8+ mostraron un fuerte
aumento de la expresidn en superficie celular del asociado de LDCAM 24 horas después de la activacion (Figura
12D) y una mengua progresiva de expresion en superficie celular a las 48 y 72 horas después de la activaciéon
(Figuras 12G y 12J, respectivamente). La expresion de LDCAM sobre la superficie celular de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ activados era minima y constante con el tiempo (Figuras 12B, 12E, 12H y 12K).

Se determind que el asociado de LDCAM era CRTAM mediante inmunoprecipitacion de las parejas de union y la
practica de un analisis de espectrometria de masas de las bandas aisladas. Scfv-Fc de 1F12 y LDCAM-Fc
inmunoprecipitaron proteinas de pesos moleculares cercanos pero distintos. Los CTL de ratén activados o DC
derivadas de médula 6sea de ratdn se biotinilaron en superficie y se lisaron con detergente. Se preaclararon los
lisados celulares con una matriz de perla de proteina A. Se afiadié scfv-Fc de 1F12 al lisado celular de DC derivadas
de médula ésea de ratdon y se afiadi6 LDCAM-Fc al lisado celular de CTL activados, y se usaron entonces para
inmunoprecipitar su diana respectiva. Se afadid6 matriz de perla de proteina A para extraer los complejos de
LDCAM-Fc y scfv-Fc de 1F12 de los lisados. Se comparé el PM aparente de las proteinas precipitadas en un gel
reductor mostrado en la Figura 13. La Figura 13A es la banda inmunoprecipitada por LDCAM-Fc a partir de CTL
activados. La Figura 13B es la banda inmunoprecipitada por scfv-Fc de 1F12 a partir de DC derivadas de médula
6sea. Se obtuvieron resultados similares con DC CD8" esplénicas.

Se cort6 la banda de la Figura 13A y se analizé por espectrometria de masas. Se presentan esos resultados a
continuacion, que confirman que la CRTAM es el asociado de la LDCAM.

Ajustes usados

PM peptidico:

Estado de carga:

Error de péptido: 0,75 u
Error de fragmento: 0,75 u
Anchura de pico: 1,0 u
Corte del valor de e: 1,0 x 107°
Recalibrar: no

PiroGlu N-terminal considerada: si
Oxidacion de Met considerada (max. 2): si
Cisteina fija: carbamidometilo (160.031)
Masa de Cys variable (max. 2):

Bases de datos buscadas: nr_aa, patent_aa, ms_garbage_aa, celera_human_aa, celera_mouse_aa

2+ 2+
b b b - H20 y y

E J— 13
S 1 130,05 6553 112,04  1411,67 706,34 12
E 2 217,08 109,04 199,07 132464 662,82 11
| 3 346,13 17356 328,11 119560 598,30 10
S 4 45921 230,10 441,19 108251 541,76 9
E 5 54624 273,62 528,23 995,48 498,24 8
Q 6 67528 338,14 657,27 866,44 433,72 7
A 7 80334 402,17 78533 738,38 369,69 6
L 8 87438 437,69 856,36 667,34 334,17 5
E 9 987,46 49423 96945 554,26 277,63 4
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S 10  1116,51 558,75 1098,49 425,21 213,11 3
Y 11 1203,54 602,27 1185,52 338,18 169,59 2
R 12 1366,60 683,80 1348,59 175,12 88,06 1
MAPLINK  VALOR CARGA INICIO- SECUENCIA BD DE DESCRIPCION DE PROTEINA
DEE FIN BUSQUEDA
MAP(O1) 81 x +2 319- ESEISEQALESYR nr_aa ref[NP_062338.1 molécula citotoxica
102 331 y reguladora de linfocitos T; molécula

asociada a linfocitos T limitada a la
clase | (Mus musculus)

gi|3930161|gb]AAC80266.1| molécula
asociada a linfocitos T limitada a MHC
de clase | (Mus musculus)

MAP(01) 8,126 x 42 319- ESEISEQALESYR patent aa gsp|AAWO04405 CRTAM de ratén
10° 331

MAP(01) 81 x +2 145- ESEISEQALESYR nr_aa dbj|BAB24204.2 producto proteico sin
102 157 nombre (Mus musculus)

MAP(01) 81 x +2 331- ESEISEQALESYR Nr_aa ref|[XP_236103.1 similar a molécula
102 343 8 EQ citotoxica y reguladora de linfocitos T;

molécula asociada a linfocitos T
limitada a la clase | (Mus musculus)
(Rattus norvegicus)

MAP(O1) 8,1 x +2 319- ESEISEQALESYR patent_aa gb|AAC10711.1 secuencia 4 de la
10 331 patente de EE.UU. 5686257
MAP(O1) 81 x +2 319- ESEISEOALESYR celera_mouse_aa cra|MCP17461.1 llen= 388
10% 331 [protein_uid= 197000028318745
/ga_name= GA_x6K02T2PVTD
/ga_uid=232000009795437
ltranscript_name= mCT4204.1

/transcript_uid=110000066470850
/cg_name=mCG5069.1
/start_codon=0 /class= Otto

En formato ELISA, la Figura 14 muestra que la LDCAM se une especificamente a CRTAM-Fc, pero no a proteina
Necl1 ni a un control de IgG. En un conjunto separado de experimentos, se transdujo la estirpe celular EL4 de
timoma de ratén (The American Type Culture Collection, ATCC TIB-39) con vectores lentiviricos que codifican
LDCAM humana (Figura 15A) o Necl1 humana (Figura 15B). Se enriquecieron entonces las células transducidas
mediante clasificacion celular magnética usando el maxicuerpo 1F12 o un anticuerpo monoclonal anti-Necl1,
respectivamente. Se sondearon las células transducidas enriquecidas con huCRTAM-Fc (linea gruesa), scfv -Fc de
1F12 (linea fina) o anticuerpo anti-Necl1 (linea de puntos). Las lineas verticales representan el limite de union no
especifica medido mediante anticuerpos de isotipo de Fc coincidente no relacionados.

Se mostré que la reticulacion de CRTAM regula negativamente la secrecion de citocina (IFNy) por linfocitos T CD8+
de ratén activados in vitro (Figura 16). Se recubre una placa ELISA estandar con anticuerpo monoclonal anti-CD3
y/o proteina LDCAM-Fc. Se aislaron linfocitos T CD8+ activados usando procedimientos estandares y se afadieron
al pocillo o pocillos en presencia de un control isotipico de IgG1 o CRTAM-Fc soluble. Se observé un aumento
drastico de secrecion de IFN-gamma por los linfocitos T cuando se reticularon las células por la LDCAM-Fc unida a
la placa. A la inversa, se observé un aumento de la secrecidon de IFN-gamma por los linfocitos T cuando se afiadié
CRTAM-Fc al ensayo como competidor entre la LDCAM-Fc unida a la placa y la CRTAM expresada en las células.
Estos estudios demuestran adicionalmente que la consecuencia biolégica de la union de LDCAM v la reticulacion de
CRTAM es reducir la activacion, proliferacion y liberacion de citocinas proinflamatorias de linfocitos T. Como tal, un
agonista de LDCAM tal como, pero sin limitaciéon, una proteina de fusion LDCAM-Fc o una forma multimerizada de
LDCAM, asi como un anticuerpo anti-CRTAM capaz de reticular CRTAM sobre la superficie de las células, seria util
para reducir la activacion, proliferacion y liberacion de citocinas proinflamatorias de linfocitos T.

Estos estudios muestran que la LDCAM interacciona con la CRTAM expresada sobre la superficie de linfocitos T
activados de manera dependiente del contacto. Los estudios in vitro descritos en el ejemplo 18 demuestran
claramente que la interaccion de LDCAM y CRTAM evita o reprime la activacién de linfocitos T por una variedad de
estimulos. Estos estudios muestran que la LDCAM y su asociado CRTAM estan implicados en rutas inflamatorias.
Por lo tanto, la LDCAM tiene aplicacién terapéutica como composicion farmacéutica para prevenir la activaciéon de
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linfocitos T, y para el tratamiento de enfermedades que implican la activacion de linfocitos T, tales como
enfermedades autoinmunitarias, inflamacién, transplante, cancer, infeccion y similares. Ademas, los agonistas y
antagonistas de la interaccion LDCAM/CRTAM, como se definen a lo largo de la memoria descriptiva, pueden tener
valor terapéutico como composiciones terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades descritas en la presente
memoria.
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<211> 1598

<212> ADN
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<220>
<221> CDS
<222> (16)...(1341)

<400> 1

gcggeccgege ccgac atg geg agt gta gtg ctg ccg age gga tec cag tgt 51
Met Ala Ser Val Val Leu Pro Ser Gly Ser Gln Cys
1 5 10

gcg geg gca gcg gcg gcg geg gcg cct cece ggg cte cgg cte cgg ctt 99
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Pro Pro Gly Leu Arg Leu Arg Leu
15 20 25

ctg ctg ttg ctc ttc tcc gecc gcg geca ctg ate cce aca ggt gat ggg 147
Leu Leu Leu Leu Phe Ser Ala Ala Ala Leu Ile Pro Thr Gly Asp Gly
30 35 40

cag aat ctg ttt acg aaa gac gtg aca gtg atc gag gga gag gtt gcg 195
Gln' Asn Leu Phe Thr Lys Asp val Thr val Ile Glu Gly Glu Vval Ala
45 50 55 60

acc atc agt tgc caa gtc aat aag agt gac gac tct gtg att cag cta 243
Thr Ile Ser Cys Gln Val Asn Lys Ser Asp Asp Ser Val Ile Gln Leu
65 70 75

ctg aat ccc aac agg cag acc att tat ttc agg gac ttc agg cct ttg 291
Leu Asn Pro Asn Arg Gln Thr Ile Tyr Phe Arg Asp Phe Arg Pro Leu
80 85 90

aag gac agc agg ttt cag ttg ctg aat ttt tct agec agt gaa ctc aaa 339
Lys Asp Ser Arg Phe Gln Leu Leu Asn Phe Ser Ser Ser Glu Leu Lys
95 100 105

gta tca ttg aca aac gtc tca att tct gat gaa gga aga tac ttt tgc 387
Val Ser Leu Thr Asn Val Ser Ile Ser Asp Glu Gly Arg Tyr Phe Cys
110 115 120
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Glu

tgg
Trp

tgg
Trp
195

aag
Lys

gtc
val

cct
Pro

gaa
Glu

cct
Pro
275

gcc
Ala

gat
Asp

cac
His

cct
Pro

ctt
Leu
355

ES 2383328 T3

cag
Gln

atg
Met

gtc
val

ttc
Phe
180

tca
Ser

gag
Glu

act
Thr

caa
Gln

ggag
Gly
260

gtg
val

gta
val

aat
Asn

tcg
Ser

cce
Pro
340

acc
Thr

gaa
Glu

atce
Ile

aac
Asn
165

aaa
Lys

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

gtg
Val
245

gac
Asp

atg
Met

ctg
Leu

ggt
Gly

gat
Asp
325

aca

Thr

atc
Ile

agt
Serx

gat
Asp
150

tge
Cys

ggg
Gly

atg
Met

gat
AsSp

aac
Asn
230

cac
His

gcg
Ala

gta
val

tct
Ser

aca
Thr
310

tat
Tyx

aca
Thr

atc
Ile

tac
135

ate
Ile

act
Thx

aac
Asn

tac
TYY

gg9g9
Gly
215

ctg

Leu

att
Ile

ctt
Leu

act
Thx

aggg
Gly
295

tac
Tyr

atg
Met

acc
Thr

aca
Thr

61

acc
Thr

cag
Gln

gct
Ala

aca
Thr

act
Thr
200

gtc
val

cag
Gln

cag
Gln

gag
Glu

tgg
Trp
280

cce
Pro

cgc
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

gat
Asp
360

acc
Thr

aaa
Lys

atg
Met

gag
Glu
185

gtg
Vval

cca
Pro

ace
Thr

atg
Met

tta
Leu
265

gtg
val

aac
Asn

tagt
Cys

tat

acc
Thr
345

tcc
Ser

atc
Ile

gac

gece
Ala
170

cta
Leu

acc
Thr

gtg
val

cag
Gln

act
Thr
250

aca

aga
Arg

ctg
Leu

gaa
Glu

gta
val
330

acc

Thr

cga
Arg

aca
Thxy

act
Thr
1Ss

agc
Ser

aaa
Lys

agt
Ser

atce
Ile

cgg
Arg
235

tat

togt
Cys

gte
Val

ttc
Phe

gct
Ala
315

tac

Tyr

acc
Thr

gca
Ala

gte
val
140

gcg
Ala

aag
Lys

ggc
Gly

cag
Gln

tgc
Cys
220

tat
Tyr

cct
Pro

gaa
Glu

gat
Asp

atc
Ile
300

tca

Ser

gat
Asp

acc
Thr

ggt
Gly

43s

483

531

579

627

675

723

771

819

867

915

963

1011

1059

1107



gaa
Glu
365

gtg
Val

cgc
; Arg

gga
Gly

gga
Gly

tagatcagce
cagtgatatt
gagactggga
aaaaaagcgg

atacatgcta

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

<400>

Met

1

Ala

Phe

Thr

Gln

65

Phe

Asn

gaa
Glu

gcg
Ala

tat
Tyxr

gce
Ala

gga
Gly
430

2
442

ggc
Gly

gtg
Val

ttt
Phe

gat
Asp
415

cag
Gln

PRT
Homo sapiens

2

Ala

Ala

Ser

Lys

50

val

Gln

Gln

val

Ser

Ala

Ala

Asp

Asn

Thr

Leu

Ser
115

tcg
Ser

gtg
Val

gee
Ala
400

gac

Asp

aac
Asn

Val

Ala

20

Ala

val

Lys

Ile

Leu

100

Ile

atc
Ile

gtg
val
ass

aga

gca

aac
Asn

tttccat

val

Pro

Ala

Thr

Ser

YT

85

Asn

Ser

agg
Arg
370

tte
Phe

cat
His

gca
Ala Ala

tcc
Ser

geca
Ala

gec
Ala

gtg
val

atg
Met

ES 2383328 T3

gat
Asp

ctg
Leu

cat gcc
His Ala
378

tgc ttg

gtg
Val

cte
Leu

atc
Ile

atc
Ile

aaa
Lys

gac
Asp

gaa
Glu

ggt
Gly

gca
Ala

aca
Thxr

Cys Leu

390

405

420

435

Leu

Pro

Leu

val

Asp

70

Phe

Phe

Asp

Pro

Gly

Ile

Ile

55

Asp

Axrg

Ser

Glu

gaa
Glu

Ser:

Leu

Pro

Glu

Ser

Asp

Ser

Gly
120

gac
Asp

aag
Lys Lys

Gly

25

Thr

Gly

Val

Phe

Ser

105

Arg

tac

aca
Thr

aaa

tttttgtttc aatgaggtgt ccaactggec
ggaacttgcg agaaattcgt gtgtttttttr
aggcttggga tttgctgtgt aaaaaaaaaa

ccgcetttett attctatttc aacattcagce

Ser

10

Leu

Gly

Glu

Ile

Arg

Glu

62

ttc act cat
Phe Thr His

gct ata atc
Ala lle Ile

425

gag tac ttc
Glu Tyr Phe

440

Gln Cys Al

ggt ggc gtc
Gly Gly val

380

att ctg ggg
Ile Leu Gly
395

gaa gcc aaa
Glu Ala Lys

410

aat gca gaa
Asn Ala Glu

atc
Ile

a Ala

Arg Leu Leu Leu

Asp Gly Gl
45

30

n Asn

val Ala Thr Ile

60

Gln Leu Le
75

u Asn

Pro Leu Lys Asp

Leu Lys Va

Phe Cys Gl
12

1 Ser
110

n Leu
5

ctatttagat gataaagaga
atgaatgggt ggaaaggtgt
aaaaaatgtt ctttggaaag

ttaatcataa tcctaaaatc

Ala Ala
15

Leu Leu

Leu Phe

Ser Cys

Pro Asn

80

Sexr Arg
95

Leu Thr

Tyr Thr

1155

1203

1251

1299

1341

1401

1461

1521

1581

1598



Asp

Arg

145

Glu

Ile

Glu

Val

Pro

225

Thr

Pro

Gln

Lys

305

Lys

Ile

Thr

Ile

val
385

<210>
<211>
<212>

Pro

130

Asn

Ile

Arg

Glu

His

210

Ala

Lys

Arg

Gln

His

290

Thr

Ala

Pro

Ile

Arg

370

Phe

His

Ala

) Ser

3
1935
ADN

Pro

Leu

Glu

Trp

Trp

195

Lys

Val

Pro

Glu

Pro

275

Ala

Asp

His

Pro

Leu

355

Ala

Ala

Lys

Asp

Glu
435

Gln

Met

Val

Phe

180

Ser

Glu

Thr

Gln

Gly

260

val

Vval

Asn

Ser

Pro

340

Thx

val

Met

Gly

Ala

420

Glu

Glu

Ile

Asn

165

Lys

Asp

Asp

Gly

val

245

Asp

Met

Leu

Gly

Asp

325

Thr

Ile

Asp

Leu

Thr

405

Asp

Lys

Ser

Asp

150

Cys

Gly

Met

Asp

Asn

230

His

Ala

Val

Sexr

Thr

310

Thr

Ile

His

Cys

390

Tyr

Thr

Lys

135

Ile

Thr

Asn

Tyr

Gly

215

Leu

Ile

Leu

Thr

Gly

295

Tyr

Met

Thr

Thr

Ala

375

Leu

Phe

Ala

Glu

ES 2383328 T3

Thx

Gln

Ala

Thr

Thr

200

Val

Gln

Gln

Glu

Trp

280

Pro

Arg

Leu

Thr

Asp

360

val

Leu

Thr

Ile

Tyr
440

Thr

Lys

Met

Glu

185

val

Pro

Thr

Met

Leu

265

Val

Asn

Cys

Thr

345

Ser

Ile

Ile

His

Ile

425

Phe

Ile

AsD

Ala

170

Leu

Thr

val

Gln

Thr

250

Thr

Arg

Leu

Glu

val

330

Thr

Arg

Gly

Ile

Glu

410

Asn

Ile

63

Thr

Thr

155

Ser

Lys

Ser

Ile

Axrg

235

Cys

val

Phe

Ala

315

Thr

Ala

Gly

Leu

395

Ala

Ala

Val

140

Ala

Lys

Gly

Gln

Cys

220

Tyr

Pro

Glu

Asp

Ile

300

Ser

Asp

Thr

Gly

Val

380

Gly

Lys

Glu

Leu

Val

Pro

Lys

Leu

205

Gln

Leu

Leu

Ala

Asp

285

Asn

Asn

Pro

Thr

Glu

365

Val

Arg

Gly

Gly

val

Glu

Ala

Ser

190

Met

vVal

Glu

Gln

Ile

Pro

Gly

175

Glu

Leu

Glu

Val

Gly

255

Gly

270

Glu’

Asn

Ile

Pro

Thr

350

Glu

hAla

TYT

Ala

Gly
430

Met

Leu

val

Thr

335

Gly

val

Phe

Asp

415

Gln

Pro

Glu

160

Thr

Val

Lys

His

Gln

240

Leu

Lys

Pro

Asn

Gly

320

Thr

Ser

val

Ala

400

Asp

Asn



ES 2383328 T3

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(1270)

<400> 3

g gcg gocg cct cca ggg ctc cgg cte cgg ctc ctg ctg ttg ctc ctt tcg 49
Ala Ala Pro Pro Gly Leu Arg Leu Arg Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser
1 5 10 15

gecc geg gea ctg atc ccc aca ggt gat gga cag aat ctg ttt act aaa 97
Ala Ala Ala Leu Ile Pro Thr Gly Asp Gly Gln Asn Leu Phe Thr Lys
20 25 30

gac gtg aca gtg att gaa gga gaa gtg gca acc atc agc tgec cag gtc 145
Asp Val Thr val Ile Glu Gly Glu Val Ala Thr Ile Ser Cys Gln Val
35 40 45

aat aag agt gac gac tca gtg atc cag ctc ctg aac ccc aac agg cag 193
Asn Lys Ser Asp Asp Ser Val Ile Gln Leu Leu Asn Pro Asn Arg Gln
50 55 60

ace att tac ttc agg gac ttc agg cct ttg aag gac agec agg ttt cag 241
Thr Ile Tyr Phe Arg Asp Phe Arg Pro Leu Lys Asp Ser Arg Phe Gln
65 70 75 80

ctg ctg aat ttt tct agc agt gaa ctc aaa gtg tca ctg acg aat gtc 289
Leu Leu Asn Phe Ser Ser Ser Glu Leu Lys Val Ser Leu Thr Asn Val
85 90 95

tca atc tcg gat gaa ggg aga tac ttc tgc cag ctc tac acg gac ccc 337
Ser Ile Ser Asp Glu Gly Arg Tyr Phe Cys Gln Leu Tyxr Thr Asp Pro
100 105 110

cca cag gag agt tac acc acc atc aca gtc ctg gtt cct cca cgt aac 385
Pro Gln Glu Ser Tyr Thr Thr Ile Thr Val Leu Val Pro Pro Arg Asn
115 120 125

ttg atg atc gat atc cag aaa gac acg gca gtt gaa ggg gag gag att 433
Leu Met Ile Asp Ile Gln Lys Asp Thr Ala vVal Glu Gly Glu Glu Ile
130 135 140

gaa gtc aac tgt act gcc atg gec age aag cca gcg acg acc atc agg 481
Glu val Asn Cys Thr Ala Met Ala Ser Lys Pro Ala Thr Thr Ile Arg
© 145 150 155 160

tgg ttc aaa ggg aac aag gaa ctc aaa ggc aaa tca gag gtg gag gag 529
Trp Phe Lys Gly Asn Lys Glu Leu Lys Gly Lys Ser Glu Val Glu Glu
165 170 175

tgg tcg gac atg tac act gtg acc agt cag ctg atg ctg aag gtg cac 577
Trp Ser Asp Met Tyr Thr Val Thr Ser Gln Leu Met Leu Lys Val His
180 185 190

aag gag gac gac ggg gtc ccg gtg atc tge cag gtg gag cac cct gcg 625

Lys Glu Asp Asp Gly Val Pro Val Ile Cys Gln Val Glu His Pro Ala
195 200 205

64



gtc
Val

ccg
Pro
225

gaa
Glu

cct
Pro

gce
Ala

gat
Asp

cat
His
305

cct
Pro

ctt
Leu

gca
Ala

gce
Ala

aaa
Lys
385

gac

Asp

gaa
Glu

tgtccaactg gecctgtttag atgataaaga gacagtgata ctggaacttt cgagaagctc
gtgtggtttt ttgttttgtt ttgttttttt atgagtgggt ggagagatgc gagactggga

aggcttggga tttgcaatgt acaaacaaaa acaaagaatg ttcttkigaaa gtacactctg

act
Thr
210

caa
Gln

ggg
Gly

gtg
val

gta
val

aac
Asn
290

tcg
Ser

cce
Pro

acc
Thr

gtg
val

atg
Met
370

ggt
Gly

gca
Ala

gaa
Glu

gga
Gly

gtg
Val

gat
Asp

atg
Met

ctg
Leu
275

ggt
Gly

gac
Asp

aca

atc
Ile

gac
Asp
355

cta
Leu

aca
Thr

gac
Asp

aag
Lys

aac
Asn

cat
His

gca
Ala

gta
Val
260

tct
Ser

act
Thr

tat
Tyr

aca
Thr

atc
Ile
340

cac
His

tge
Cys

tac
Tyr

aca
Thr

aaa
Lys
420

ctg
Leu

atc
Ile

ttt
Phe
245

act
Thxr

ggg
Gly

tac
Tyr

atg
Met

acc
Thr
325

aca
Thr

gca
Ala

ttg
Leu

ttc
Phe

gct
Ala
405

gag
Glu

cag
Gln

cag
Gln
230

gag
Glu

tgg
Trp

cca
Pro

cge
Arg

ctg
Leu
310

acc

Thr

gat

gtg
Val

ctc
Leu

act
Thr
390

ata

Ile

tac

Tyr

acc
Thr
215

atg
Met

tta
Leu

gtg
Vval

aac
Asn

tgt
Cys
295

tat

acc
Thr

tct
Ser

att
Ile

atc
Ile
375

cat

His

atc
Ile

tte
Phe
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cag
Gln

act
Thr

acg
Thr

aga
Arg

ctg
Leu
280

gag
Glu

gta
val

act

cga

ggt
Gly
360

att
Ile

gaa
Glu

aat
Asn

cge
Axrg

tac

tgt
Cys

gtc
Val
265

ttc
Phe

gct
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

gca
Ala
345

ggc
Gly

ctg
Leu

acc
Ala

gca
Ala

tat
Tyr

cct
Pro

gaa
Glu
250

gat
Asp

atc
Ile

tcc
Ser

gat
Asp

acc
Thr
330

ggt
Gly

gtc
val

ggc
Gly

aaa
Lys

gaa
Glu
410

cta
Leu

ctg
Leu
235

gce
Ala

gat
ASD

aat
Asn

aac
Asn

ccc
Pro
315

acc
Thr

gaa
Glu

gta
val

cgc
AXrg

gga
Gly
395

gga
Gly

gaa
Glu
220

caa
Gln

atce
Ile

gaa
Glu

aac
Asn

ata
Ile
300

cce
Pro

acc
Thr

gag
Glu

gce
Ala

tat

Tyrx
380

gce

Ala

gga
Gly

gtg
Val

ggc
Gly

ggg
Gly

atg
Met

cta
Leu
285

gtg
val

aca

acc
Thr

ggg
Gly

gtg
val
365

ttt
Phe

gat
Asp

cag
Gln

cag
Gln

cta
Leu

aag
Lys

cct
Pro
270

aac
Asn

gga
Gly

act
Thr

acce
Thr

acc
Thr
350

gtg
val

gce
Ala

gac
Asp

aac,

Asn

tat
Tyx

acc
Thxr

cce
Pro
255

caa
Gln

aaa
Lys

aag
Lys

atc
Ile

acc
Thr
335

att
Ile

gtg
Val

aga
Arg

gca
Ala

aac
Asn
415

aaa
Lys

cgg
Arg
240

cag
Gln

cat
His

aca
Thr

gct
Ala

cct
Pro
320

atc
Ile

gg99
Gly

ttt
Phe

cat
His

gca
Ala
400

tcce
Ser

atctagatca gectttttgt tccaatgagg

65

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249

1300

1360

1420

1480



ctgtttgaca
tttttgtttt
ttteggtaga
ctcttgeeca
attttttgga
atttgtgtta
acaatttaga

gtaaagattt.

cctcttttta
tttcatttat
ttgcagaaaa
tttatttttce
attgacctge
acggtgactg
tttcatagtt

gggtgaagaa

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

<400>

4

423

PRT

Mus musculus

4

Ala
1

Ala Pro

Ala Ala Ala

val Thr

35

Asp

Asn Lys Ser

50

Thr
65

Ile Tyr

Leu Leu Asn

Ser Ile Ser

Gln Glu

115

Pro

Met Ile

130

Leu

Glu
145

val Asn

Trp Phe Lys

Ser Asp

Lys Glu

195

Asp

Pro Gly

Leu Ile

20

vVal Ile

Asp Asp

Phe Arg

Phe Ser

85

Asp Glu

100

Serx
Asp Ile

Cys Thr

Leu

Pxo

Glu

Ser

Asp

70

Ser

Gly

Thx

Gln

Ala
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atctggtttt
atttcttcect
ttctgtgeet
ccaaaatcaa
tggaattcct
ctttctgtte
cagaatttag

aaaaaaaaaa

Arg Leu

Thr Gly

Arg

Asp

aatttgcttt
accaagtcaa
tgtttttcat
atttgttttt
aagactttct
caaattcagt
tgtctccatg

aaaaa

Leu Leu

Gly Gln

25

Glu
40

Gly

val
55

Ile
Phe Arg
Glu

Ser

Arg

val

Gln

Pro

Leu

Phe

Ala Thr

Leu Leu

Leu Lys

75
Lys Val
90

Cys Gln

105

Thr Ile

120

Lys
135

Asp

Met Ala

150

Asn
165

Gly

Met
180

TYYX

Asp Gly

Lys

Thr

val

Glu Leu

val Thr

Thr

Thr

Ser

Lys

Ser

vVal Leu

Ala val

Pro
155

Lys

Gly
170

Lys

Gln Leu

185

val
200

Pro

Ile

Cys Gln

66

Asn

Asn

Asp

Ser

Leu

Val

Glu

Ala

Met

Val

gggttttggg
acttgggtac
tcgtttgttg
ttcecectee
ccctgttgece
ttcataaaag

atgcatcctt

Leu Leu Leu

Leu Phe

30
Ile Ser
45

Cys

Pro Asn

60

Ser Arg

Leu Thr

Thr
110

Pro
125

Pro

Gly Glu

140

Thr Thr

Ser Glu val

Leu Lys

180

Glu
205

His

tttttttggt
ttggatttgg
tgtttcttce
caaacctcce
agtttctttt
gaaaaccage

ctctgttgtt

Leu Ser

15

Thr Lys

Gln val
Arg Gln

Gln
80

Phe

Asn Val

95

Asp Pro

Arg Asn

Glu Ile

Ile Arg

160

Glu
175

Glu
Val His

Pro Ala

1540

1600

1660

1720

1780

1840

1900

1935



10

15

val

Pro
2235

Glu

Pro

Asp
His
305

Pro

Leu

Ala

Ala

Lys

385

Asp

Glu

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

<220>
<223>

<400>

tatgtcgaca tggcgagtgt agtgctgcc

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

<220>
<223>

<400>

atatagatct atgatccact gccctgatcg

Thr

210

Gln

Gly

Val

val

Asn

290

Ser

Pro

Thx

val

Met

370

Gly

Ala

Glu

5
29
ADN

Gly

val

Asp

Met

Leu

275

Gly

Asp

Ile
Asp
355
Leu
Thr

Asp

Lys

Asn
His
Ala
Val

260

Ser

Thy
Ile
340
His
Cys
Tyr

Thr

Lys
420

Leu

Ile

Phe

245

Gly

Met

Thr

325

Thr

Ala

Leu

Phe

Ala

405

Glu

Secuencia artificial

Gln
Gin
230

Glu

Trp

Pro

Arg

Leu

310

Asp

Val

Leu

Thr

390

Ile

Cebador oligonucleotidico

5

6
30
ADN

Secuencia artificial

Cebador oligonucleotidico

6

Thr

215

Met

Leu

Val

Asn

Cys
295

Ser

Ile

Ile

378

His

Ile

Phe
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Gln

Thr

Arg

Leu

280

Glu

val

Thr

Axrg

Gly

360

Ile

Glu

Asn

Axg

Cys

Val

265

Phe

Ala

Tyr

Thr

Ala

345

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro

Glu

250

Asp

Ile

Ser

Asp

Thr

330

Gly

val

Gly

Lys

Glu
410

67

Leu
Leu
235

Ala

Asn

Asn

Pro

315

Thr

Glu

val

Arg

Gly

395

Gly

Glu

220

Gln

Ile

Glu

Asn

Ile

300

Pro

Thr

Glu

Ala

380

Ala

Gly

29

30

val

Gly

Gly

Met

Leu

285

val

Thy

Thr

Gly

Val

365

Phe

Asp

Gln

Gln

Leu

Lys

Pro

270

Asn

Gly

Thr

Thr

Thr

350

val

Ala

Asp

Asn

Tyr

Pro

255

Gln

Lys

Lys

Ile

335

Ile

val

Arg

Ala

Asn
415

Lys

Arg

240

Gln

His

Thr

Ala

Pro

320

Ile

Gly

Phe

His

Ala

400

Ser
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<210> 7

<211> 1820

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (157)...(1452)

<400> 7
aagcttggca cgaggcggtc cccacctegg ccceccgggete cgaagegget cgggggegece 60
ctttcggtca acatcgtagt ccacccccte ccecateccca gocecececegggg attcaggete 120

gccagcgccee agccagggag ccggccggga agegeg atg ggg gcc cca gec gec 174
Met Gly Ala Pro Ala Ala
1 S

tcg ctc ctg ctc ctg cte ctg ctg ttec geeo tge tge tgg geg ccc gge 222
Ser Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe Ala Cys Cys Trp Ala Pro Gly
10 15 20

ggg gcc aac ctc tcc cag gac ggc tac tgg cag gag cag gat ttg gag 270
Gly Ala Asn Leu Ser Gln Asp Gly Tyr Trp Gln Glu Gln Asp Leu Glu
25 30 35

ctg gga act ctg gct cca ctc gac gag gcc atc age tcc aca gtc tgg 318
Leu Gly Thr Leu Ala Pro Leu Asp Glu Ala Ile Ser Ser Thr val Trp
40 45 50

agc agc cct gac atg ctg gcc agt caa gac agc cag ccc tgg aca tct 366
Ser Ser Pro Asp Met Leu Ala Ser Gln Asp Ser Gln Pro Trp Thr Ser
55 60 65 70

gat gaa aca gtg gtg gct ggt ggc acc gtg gtg ctc aag tgc caa gtg 414
Asp Glu Thr Val val Ala Gly Gly Thr val Vval Leu Lys Cys Gln Val
75 80 85

aaa gat cac gag gac tca tcc ctg caa tgg tct aac cct gct cag cag 462
Lys Asp His Glu Asp Ser Ser Leu Gln Trp Ser Asn Pro Ala Gln Gln
90 95 100

act ctc tac ttt ggg gag aag aga gcc ctt cga gat aat cga att cag 510
Thr Leu Tyr Phe Gly Glu Lys Arg Ala Leu Arg Asp Asn Arg Ile Gln
105 110 115

ctg gtt acc tct acg ccc cac gag ctc agc atc agc atc agc aat gtg 558
Leu Val Thr Ser Thr Pro His Glu Leu Ser Ile Ser Ile Ser Asn Val
120 125 130

gce ctg gca gac gag gge gag tac acc tge tca ate tte act atg cct 606
Ala Leu Ala Asp Glu Gly Glu Tyr Thr Cys Ser Ile Phe Thr Met Pro
135 140 145 150

68



gtg
Val

cce
Pro

acc
Thr

tgg
Trp

gaa
Glu
215

cag
Gln

cat
His

gtt
val

cgt
Arg

gtc
val
295

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

tcc
Ser

gtc
val
375

cga
Axg

atc
Ile

cta
Leu

aga
Arg
200

gat
Asp

gtt
Val

gaa
Glu

tta
Leu

gag
Glu
280

ccc
Pro

atg
Met

agt
Ser

gcce
Ala

tce
Ser
360

ttc
Phe

act
Thr

atc
Ile

aac
Asn
185

aag

Lys

cce
Pro

acc
Thr

tct
Ser

tac
265
ggc

Gly

cag
Gln

acc
Thr

ggc
Gly

tac

Tyx
345

agc

Ser

ctg
Leu

gce
Ala

act
Thr
170

tgt
Cys

ggt
Gly

aat
Asn

cgg
Arg

cta
Leu
250

aca
Thr

cag
Gln

cag
Gln

cag
Gln

acc
Thr
330

tac

Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

aag
Lys
155

ggt
Gly

cag
Gln

gac
Asp

ggt
Gly

gag
Glu

235

aag
Lys

cca
Pro

aag
Lys

tac

gag
Glu
315

tac

TYr

acc
Thr

tac

Tyr

ctc
Leu

tece
Ser

tat

tct
Ser

caa
Gln

aaa
Lys
220

gat
Asp

gga
Gly

act
Thr

ctg
Leu

cta
Leu
300

agt
Ser

ggc
Gly

ctc
Leu

cac
His

atc
Ile
380

ctc
Leu

aaa
Lys

tct
Ser

gaa
Glu
205

acc
Thr

gat
Asp

gct
Ala

gcg
Ala

ttg
Leu
285

tgg
Trp

gce
Ala

tgc
Cys

aat
Asn

gcc
Ala
365

atg
Met

ES 2383328 T3

gtc
Val

tct
Serxr

agg
Gly
190

ctc
Leu

ttc
Phe

agg
Gly

gac
Asp

atg
Met
270

cta
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

aca
Thr

gtt
val
350

atce

Ile

ctc
Leu

act
Thr

tca
Ser
175

agce
Ser

cac
His

act
Thr

gcg
Ala

aga
Arg
255

att
Ile

cac
His

aag
Lys

atc
Ile

gce
Ala
335

aat
Asn

ate
Ile

atc
Ile

gtg
val
160

tta
Leu

aag
Lys

gga
Gly

gtc
Val

agc
Ser
240

tcc

Ser

agg

tgt
Cys

gag
Glu

ttc
Phe
320

acc
Thr

gac
Asp

ggt
Gly

ttc
Phe

cta
Leu

cgg
Axg

cct
Pro

gaa
Glu

agce
Ser
225

atc
Ile

acc
Thr

cca
Pro

gag
Glu

ggc
Gly
305

cct
Pro

agc
Ser

cce
Pro

ggg9
Gly

ctt
Leu
385

69

gga
Gly

gaa
Glu

gca
Ala

cca
Pro
210

agc
Ser

gtg
val

tct
Ser

gac
Asp

ggt
Gly
290

agt
Ser

ttec
Phe

aac
Asn

agt
Ser

atc
Ile
370

ggc
Gly

att
Ile

aaa
Lys

gce
Ala
195

acc
Thr

tcg
Ser

tge
Cys

caa
Gln

cct
Pro
275

cgce
Arg

gtg
val

ctc
Leu

atg
Met

ccg
Pro
355

gtg
val

cac
His

cca
Pro

gac
Asp
180

cgg
Arg

cgc
Arg

gtg
val

tct
Ser
cgc
260

ccc
Pro

ggc
Gly

cca
Pro

aac
Asn

ggc
Gly
340

gtg
val

gct
Ala

tac

cag aag
Gln Lys
165

aca gee
Thr Ala

ctc ace
Leu Thr

ata cag
Ile Gln

aca ttc
Thr Phe
230

gtg aac
Val Asn
245

att gaa
Ile Glu

cat cct
Hisg Pro

aat cca
Asn Pro

cecc ctg
Pro Leu
310

aag agt
Lys Ser
325

agc tac
Ser Tyr

cce tce
Pro Ser

ttc att
Phe Ile

ttg atc
Leu Ile
390

654

702

750

798

846

894

942

990

1038

1086

1134

1182

1230

1278

1326



cgg
Axg

gct
Ala

gga
Gly

cac
His

cca
Pro

agg
Gly

aaa
Lys

gac
Asp

gac
Asp

acec tac ctg
Thr Tyr Leu
395

gga
Gly

gcg
ala
410

gac acg gcc
Asp Thr Ala

gac
Asp

aag aag gaa
Lys Lys Glu

ES 2383328 T3

aca

Thr

atc
Ile

tat
Tyr

' 425
ctgcgeccce
gagcaaccgce
atgtctgctt
gaggggaggg
ttgtaacaat
aaaagcaaaa

<210> 8

<211> 432

<212> PRT

<213> Homo sa

<400> 8

Met
1

Gly

Cys Cys

Gln Glu

35
Ile Ser
50
Ser Gln
65

val Leu

Ser Asn

Arg Asp

Ala

Gin

ser

Pro

Lys

Pro

Asn

caggggecct
agggccgecee
tgggtgcggt
ttgccetcag
cccaaatcaa

aaCaaacaaa

piens

Pro Ala

Ala
20

Pro
Asp Leu
Thr vVal

Trp Thr

Ala

Gly

Glu

Trp

Ser

430
gtggggactg
ctcccgctig
tttgtactcg
ccctttecgt
atctgtctce

aaaaaaaaaa

Ser Leu

Gly Ala

Leu Gly

40
Ser Ser
55

Asp Glu

70

Gln
85

Cys

Ala
100

Gln

Arg Ile

115

Ile Ser

130

Ser Ile
145

Ile

Phe

Ser Asn

Thr Met

Vval

Gln

Gln

val

Pro

Lys Asp

Thr Leu

Val
120

Leu

Ala
135

Leu

val Arg

150

cat
His

gag
Glu
400

aat
Asn

atc
Ile
415

ttc
Phe

atc
Ile
ctggggcecegt
ctceccecagee
gtttggaatg
ggcttetcetg
aggctggaga

aaaaattcct

Leu
10

Leu

Asn Leu

25

Thr Leu

Pro Asp

Thr vVal Val

75

Glu
90

His

Tyr Phe

105

Thr Ser

Ala Asp

Thxr Ala

Leu

Ser

Ala

Met

Asp

Gly

Thx

Glu

Lys

420

caccaacccyg
cacccacceee
gggagggagyg
catttgggtt
ggcaggagece

gcggeege

Leu Leu

Gln Asp

Leu

Gly

gca aaa ggc tcc gac gat
Ala Lys Gly Ser Asp Asp

405

gCa gaa ggc ggg cag tca
Ala Glu Gly Gly Gln Ser

tagaggcgec tgcccactte

gacttgtaca
cctgtacaga

agggcggggyg

attattattt

ctggggtgag

Phe
15

Ala

Tyr Trp

30

Leu
45

Pro

Leu Ala

60

Ala Gly

Ser

Ser

Glu Lys

Asp

Ser

Gly

Leu

Arg

Glu Ala

Gln Asp
Thr Val

Gln
95

Trp

Ala Leu

110

His
125

Pro

Gly Glu

140

Ser Leu

155

70

Glu

val

Leu Ser

Thr Cys

Thr val

160

1374

1422

1472

1532
1592
1652
1712
1772

1820



Leu

Pro

Glu

Ser
225

Ile

Thr

Pro

Glu

Gly
305

Pro

Ser

Pro

Gly

Leu

385

Ala

Ala

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

<220>
<221>
<222>

<400>

Gly Ile
Glu Lys
Ala Ala

195

Pro Thr
210

Ser Ser

Val Cys

Ser Gln

Asp Pro
275

Gly Axg
290

Ser Val

Phe Leu

Asn Met

Ser Pro

355

Ile val
370

Gly His

Lys Gly

Glu Gly

9
1718
ADN

Pro

Asp

180

Axg

Arg

val

Ser

Arg

260

Pro

Gly

Pro

Asn

Gly

340

val

Ala

Tyr

Ser

Gly
420

Homo sapiens

CDS

(157)...(1350)

9

Gln

165

Thr

Leu

Ile

Thx

val

245

Ile

His

Asn

Pro

Lys

325

Ser

Pro

Phe

Leu

Asp

405

Gln

Lys

Ala

Thr

Gln

Phe

230

Asn

Glu

Pro

Pro

Leu

310

Sexr

Ser
Ile
Ile
390

Asp

Ser

Pro
Thr
Trp
Glu
215
Gln
His
Val
Arg
Val
295
Lys
Asp
Lys
Ser
Val
375
Arg

Ala

Gly
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Ile

Leu

Arg

200

Asp

val

Glu

Leu

Glu

280

Pro

Met

Ser

Ala

Ser

360

Phe

His

Pro

Gly

Ile

Asn

185

Lys

Pro

Thr

Ser

265

Gly

Gln

Thr

Gly

345

Serxr

Leu

Lys

Asp

Asp
425

Thr
170

Cys

Gly

Asn

Arg

Leu

250

Thr

Gln

Gln

Gln

Thr

330

Thr

Leu

Gly

Ala

410

Asp

Gly

Gln

Asp

Gly

Glu

235

Lys

Pro

Lys

Glu

315

Thr

Tyr

Leu

Thr

395

Asp

Lys

71

Tyx

Ser

Gln

Lys

220

ASp

Gly

Thr

Leu

Leu

300

Ser

Gly

Leu

His

Ile
380

Lys

Lys

Ser

Glu

205

Thr

Asp

Ala

Ala

Leu
285

Trp

Ala

Cys

Asn

Ala

365

Met

Leu

Ala

Glu

Sex

Gly

190

Leu

Phe

Gly

Asp

Met

270

Leu

Glu

Leu

Thr

val

350

Ile

Leu

Thr

Ile

TYyx
430

Ser
175

Ser

His

Ala
Arg
255
Ile
His
Lys
Ile
Ala
335
Asn
Ile
Ile
His
Ile

415

Phe

Leu

Lys

Gly

val

Ser

240

Ser

Arg

Cys

Glu

Phe

320

Thr

Asp

Gly

Phe

Glu

400

Asn

Ile
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aagcttggeca cgaggcggte cccacctcegg ccccgggetc cgaagegget cgggggegec 60
ctttcggtca acatcgtagt ccaccccctc cccatcccca geccececggdyg attcaggete 120
gccagcgeccc agccagggag ccggcecggga agegeg atg ggg gocc cca gee gee 174
Met Gly Ala Pro Ala Ala
1l )
tcg cte ctg ctec ctg cte ctg ctg tte gee tge tge tgg gecg ccc gge 222
Ser Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe Ala Cys Cys Trp Ala Pro Gly
10 15 20
ggg gcc aac ctc tcc cag gac gac agc cag ccc tgg aca tct gat gaa 270
Gly Ala Asn Leu Ser Gln Asp Asp Ser Gln Pro Trp Thr Sexr Asp Glu
25 30 35
aca gtg gtg gct ggt ggc acc gtg gtg ctc aag tge caa gtg aaa gat 318
Thr val Val Ala Gly Gly Thr val val Leu Lys Cys Gln val Lys Asp
40 45 50
cac gag gac tca tcc ctg caa tgg tct aac cct gct cag cag act ctc 366
His Glu Asp Ser Ser Leu Gln Trp Ser Asn Pro Ala Gln Gln Thr Leu
55 60 65 70
tac ttt ggg gag aag aga gcc ctt cga gat aat cga att cag ctg gtt 414
Tyr Phe Gly Glu Lys Arg Ala Leu Arg Asp Asn Arg Ile Gln Leu Val
75 80 85
acc tct acg ccc cac gag ctc agc atc agc atc age aat gtg gce ctg 462
Thr Ser Thr Pro His Glu Leu Ser Ile Ser Ile Ser Asn Val Ala Leu
90 95 100
gca gac gag ggc gag tac acc tgc tca atc ttc act atg cct gtg cga 510
Ala Asp Glu Gly Glu Tyr Thr Cys Ser Ile Phe Thr Met Pro Val Arg
105 110 115
act gcc aag tcc cte gtc act gtg cta gga att cca cag aag ccc atc 558
Thr Ala Lys Ser Leu Val Thr Vval Leu Gly Ile Pro Gln Lys Pro Ile
120 - 125 130 -
atc act ggt tat aaa tct tca tta cgg gaa aaa gac aca gec acc cta 606
Ile Thr Gly Tyr Lys Ser Ser Leu Arg Glu Lys Asp Thr Ala Thr Leu
135 140 145 150
aac tgt cag tct tct ggg agc aag cct gca gcc cgg ctc acc tgg aga 654
Asn Cys Gln Ser Ser Gly Ser Lys Pro Ala Ala Arg Leu Thr Trp Arg
155 160 165
aag ggt gac caa gaa ctc cac gga gaa cca acc cgc ata cag gaa gat 702
Lys Gly Asp Gln Glu Leu His Gly Glu Pro Thr Arg Ile Gln Glu Asp
170 175 180
ccc aat ggt aaa acc ttc act gtc agec agc tcg gtg aca ttc cag gtt 750
Pro Asn Gly Lys Thr Phe Thr Val Ser Ser Ser Val Thr Phe Gln Val
185 190 195
acc cgg gag gat gat ggg gcg age atc gtg tgc tct gtg aac cat gaa 798
Thr Arg Glu Asp Asp Gly Ala Ser Ile Val Cys Ser val Asn His Glu
200 205 210

72



tet
Ser
215

cta
Leu

aag
Lys

tac aca

Thr

cca
Pro

ggc
Gly

cag
Glin

aag
Lys

cag tac

Gln

cag
Gln

265
acc cag
Gln
280

gag
Glu

tac

Tyr

ggc
Gly
295

acc
Thr

tac tac acc

Thr

tac
Tyx

agce
Ser

acc
Thr

cte
Leu
345

ctg
Leu

ctg
Leu

gga
Gly
360

aaa
Lys

acc
Thr

gac
Asp
375

gcg
Ala

gac
Asp

gac
AsD

gac
Asp

aag
Lys
caggggccect
agggccgecc
tgggtgcagt
ttgcccteag
cccaaatcaa

aacaaacaaa

gct
Ala

gga
Gly

gac
Asp
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tce
Ser

aga

220

act
Thr

gcg
Ala
235

ctg
Leu
250

ttg
Leu

cta
Leu

tgg

agt
Ser

gcce
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

atg
Met

cta
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

aca
Thr

att
Ile

agg

cac
His

tgt
Cys

aag
Lys

gag
Glu
270

tte
Phe

atc
Ile
285

acc
Thr

gce
Ala

300

aat
Asn
315

ctc
Leu

cac
His
330

gcc
Ala

atc
Ile

atg
Met

tac
Tyr

ctg
Leu

acg
Thr

gce
Ala

gtt
VvVal

atc
Ile

ctc
Leu

aca
Thr

atc
Ile

aat
Asn

.gac

atc
Ile

ggt
Gly

acce

cca
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

agc

cccC
Pro

ggg
Gly

tct
Ser

caa
Gln
225

cct
Pro

gac
Asp
240

ggt
Gly

cgce
Arg
255

agt
Ser

gtg
Val

ttc
Phe

cct
Pro

ctc
Leu

aac
Asn

atg
Met
305

Ser

agt
Ser
320

ccyg
Pro

atc
Ile

gtg
val

335

ttec
Phe
350

atc
Ile

cat
His
365

gag
Glu

aat
Asn

atc
Ile

380

aag
Lys

gaa
Glu
395
gtggggactg
ctcecegettag
tttgtactcg
cccttteegt

atctgtctee

aaaaaaaaaa

tat
Tyr

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

10

398

PRT

Homo sapiens

ttc
Phe

atc

Ile

ctggggccgt
ctccecagece
gtttggaatg
ggcttetctg
aggctggaga

aaaaattcct

ctt
Leu

gca
Ala

gca
Ala

cac
His

ggc
Gly

aaa
Lys

ggc
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly
385

att
Ile

gtt
vVal

tta
Leu
230

cge
Axrg

gaa
Glu

cct
Pro

cat
His

cgt
Arg
245

cce
Pro

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro
260

gtc
val

cce
Pro

ggc
Gly

cca
Pro

cce
Pro
275

ctg
Leu

aag
LYys

atg
Met

aac
Asn
290

aag
Lys

agt
Ser

gac
Asp

agt
Ser

ggce tac

Gly

agc
Ser

aag
Lys

gcc
Ala
310

tce
Ser

tce
Ser

cce
Pro

tce
Ser
325

gtg
Val

ttc
Phe

att
Ile
340

ttec
Phe

gct
Ala

gtc
Vval

atc
Ile

tac
Tyr

ttg
Leu
355

cac
His

cgg
Arg

tcc
Ser
370

gat
Asp

cca
Pro

gac
Asp

gct
Ala

tca gga
Ser Gly

agg
Gly

cag
Gln

ggg
Gly
390

tagaggcgcce tgeccacttc ctgcgeccccce

caccaacccg
cacccaccce
gggagggagyg
catttgggtt
ggcaggagcc

gcggcecge

73

gacttgtaca gagcaaccgc
cctgtacaga atgtctgcett
agggcgyggg gaggggaggyg
attattattt ttgtaacaat

ctggggtgag aaaagcaaaa

846

894

942

990

1038

1086

1134

1182

1230

1278

1326

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1718



<400>

Met

Pro

Lys

Pro

Asn

Ile

Phe

Ile

Lys

145

Ala

Thr

Ser

Gln
225

Pro

val

Leu

10

Gly

Cys

Cys
50

-Ala

Arg

Ser

Pro

130

Asp

Arg

Arg

val

Ser

210

Arg

Pro

Gly

Pro

Asn
290

Ala

Trp

Thr

35

Gln

Gln

Ile

Asn

Met

115

Gln

Thr

Leu

Ile

Thr

195

val

Ile

His

Asn

Pro

275

Lys

Pro

Ala

20

Ser

val

Gln

Gln

val

100

Pro

Lys

Ala

Thr

Gln

180

Phe

Asn

Glu

Pro

Pro

260

Leu

Ser

Pro

Asp

Lys

Thr

Leu

Ala

val

Pro

Thr

Trp

165

Glu

Gln

His

val

Arg

245

val

Lys

Asp

Ala

Gly

Glu

Asp

Leu

70

val

Leu

Arg

Ile

Leu

150

Arg

Asp

val

Glu

Leu

230

Glu

Pro

Met

Ser

Ser

Gly

His

55

TYyx

Thr

Ala

Thr

Ile

135

Asn

Lys

Pro

Thxr

Ser
215
TYr
Gly
Gln

Thr

Gly
295
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Leu

val

40

Glu

Phe

Ser

Asp

Ala

120

Thr

Cys

Gly

Asn

Arg

200

Leu

Thr

Gln

Gln

Gln

280

Thr

Leu
Asn
25

val

Asp

Gly

Glu
105
Lys

Gly

Gln

Gly

185

Glu

Lys

Pro

Lys

265

Glu

Tyx

Leu
10

Leu
Ala
Ser
Glu
Pro
90

Gly

Ser

Ser
Gln
170
Lys
Asp
Gly
Thr
Leu
250
Leu

Ser

Gly

Leu

Ser

Gly

Ser

Lys

75

His

Glu

Leu

Lys

Ser

155

Glu

Thr

Asp

Ala

Ala

235

Leu

Txp

Ala

Cys

74

Leu

Gln

Gly

Leu

60

Arg

Glu

val

Ser

140

Gly

Leu

Phe

Gly

Asp

220

Met

Leu

Glu

Leu

Thr
300

Leu

Asp

Thr

45

Gln

Ala

Leu

Thr
125
Ser

Ser

His

Ala

205

Arg

Ile

His

Lys

Ile

285

Ala

Leu
Asp
30

val

Trp

Leu

Ser

Cys

110

val

Leu

Lys

Gly

val

190

Serxr

Ser

Arg

Cys

Glu

270

Phe

Thr

Phe

1S

Ser

val

Ser

Arg

Ile

95

Ser

Leu

Arg

Pro

Glu

175

Sex

Ile

Thr

Pro

Glu

255

Gly

Pro

Ser

Ala

Gln

Leu

Asn

Asp

80

Ser

Ile

Gly

Glu

Ala

160

Pro

Ser

val

Ser

Asp

240

Gly

Ser

Phe
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Met Gly Ser Tyr Lys Ala Tyr Tyr Thr Leu Asn Val Asn Asp Pro Ser
305 310 315 320

Pro Val Pro Ser Ser Ser Ser Thr Tyr His Ala Ile Ile Gly Gly Ile
325 330 335

Val Ala Phe Ile Val Phe Leu Leu Leu Ile Met Leu Ile Phe Leu Gly
340 345 350

His Tyr Leu Ile Arg His Lys Gly Thr Tyx Leu Thr His Glu Ala Lys
355 360 365

Gly Ser Asp Asp Ala Pro Asp Ala Asp Thr Ala Ile Ile Asn Ala Glu
370 375 380

Gly Gly Gln Ser Gly Gly Asp Asp Lys Lys Glu Tyr Phe Ile
385 390 395

<210> 11

<211> 393

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Met Trp Trp Arg Val Leu Ser Leu Leu Ala Trp Phe Pro Leu Gln Glu
1 5 10 15

Ala Ser Leu Thr Asn His Thr Glu Thr Ile Thr Val Glu Glu Gly Gln
20 25 30

Thr Leu Thr Leu Lys Cys Val Thr Ser Leu Arg Lys Asn Ser Ser Leu
a5 40 45

Gln Trp Leu Thr Pro Ser Gly Phe Thr Ile Phe Leu Asn Glu Tyr Pro
50 55 60

Ala Leu Lys Asn Ser Lys Tyr Gln Leu Leu His His Ser Ala Asn Gln
Leu Ser Ile Thr Val Pro Asn Val Thr Leu Gln Asp Glu Gly Val Tyr
85 90 95

Lys Cys Leu His Tyr Ser Asp Ser Val_Ser Thr Lys Glu val Lys Val
100 105 110

Ile Val Leu Ala Thr Pro Phe Lys Pro Ile Leu Glu Ala Ser val Ile
115 . 120 125

Arg Lys Gln Asn Gly Glu Glu His val Val Leu Met Cys Ser Thr Met
130 135 140

Arg Ser Lys Pro Pro Pro Gln Ile Thr Trp Leu Leu Gly Asn Ser Met
145 150 155 160

Glu Val Ser Gly Gly Thr Leu His Glu Phe Glu Thr Asp Gly Lys Lys
165 170 175

Cys Asn Thr Thr Ser Thr Leu Ile Ile Leu Ser Tyr Gly Lys Asn Ser
180 185 190

75



Thr Val Asp
195

Val Ala Pro
210

Ser Asp Ala
225

Pro Thr Ser
Asp Lys Glu
Glu Ala Asn

275

Leu Leu Leu
290

Val Gln Leu
305

Arg Glu Asn
Ser Asn Asn
Leu Pro Met

355

Lys Thx Lys
370

His Ile Gln
385

<210> 12
<211> 115
<212> PRT

Cys

Phe

Leu

Glu

260

Pro

Thr

Phe

Glu

Glu

340

Arg

val

<213> Homo sapiens

<400> 12

Gln vVal Gln
Thr Leu Ser
Tyr Trp Ser

35

Gly Glu Ile
S0

Ser Arg Val
65

Ile

Axrg

Glu

Val

245

Lys

Gln

Leu

Ile

val

325

Glu

Cys

Lys

Pro

Leu val

5

Leu Thr

20

Trp

Asn

Thr

Ile

His

Met

Ile
Phe
Arg
230

Sex

Glu

Val

Met

310

Ser

Thx

Met

Glu

Glu
390

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser
70

Arg
Glu
215
Asn
Val
Gln
Leu
Ser
295
Lys
Glu
Ser
Asn
Asn

375

Ser

Trp
Ala
Gln
Gly.
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val
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His
200
Asp
Ser
Thr
Thr
Gly
280
Phe
Leu
His
Ser
360

val

Ile

Gly
val
Pro
40

Ser

Asp

Arg

Leu

Leu

Glu

Thr

265

Leu

Leu

Arg

Thx

Glu

345

Ile

Gln

val

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Gly

val

Sexr

Asp

250

Gln

Ala

Ile

Lys

Leu

330

Glu

Thr

His

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

76

Leu

Thr

235

Ser

Asp

Arg

Phe

Ala

315

Glu

Lys

Lys

Ser

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys
75

Gln

.Asp

220

Gln

Ser

Pro

Lys

Ile
300

His

Ser

Asn

Leu

Lys
380

Leu

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Gly
205
Glu
AsSp
Thr
Asp
Lys
285

Leu

val

Gly

365

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Pro

Gln

Axrg
Glu
Pro
Ser
Leu
270
Ser
Phe
Ile
Arg
Gln
350

Ser

Glu

Pro
Serxr
30

Glu

Ser

Phe

Lys

Thr

Gln

Glu

255

Gly

Ile

Ser
335
Ser

Glu

Glu

Leu
Ala
Gln

240

Ile

Ile
Ile
Lys
320
Arg
Ser

Ala

Lys

Ser Glu

15

Gly His

Txrp Ile

Leu Lys

Ser Leu
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Leu Asn Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyxr Tyr Cys Ala

85

20

95

Val Ser Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Lys Gly Thr Leu Val Thr

Ser Ser
115

13
104
PRT

100

Homo sapiens

13

Glu Leu
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35
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50
Leu Thr
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de antagonizacién de la unién de LDCAM y CRTAM, que comprende exponer células
que expresan LDCAM o células que expresan CRTAM a un polipéptido de LDCAM soluble, de tal modo que el
péptido de LDCAM soluble bloquee la unién entre LDCAM y CRTAM.

2. Un método in vitro de antagonizacion de la unién de LDCAM y CRTAM, que comprende exponer células
que expresan LDCAM a un anticuerpo especifico de LDCAM, de tal modo que el anticuerpo especifico de LDCAM
bloquee la unién entre LDCAM y CRTAM.

3. Un método in vitro de agonizacion de los efectos bioldgicos de la union de LDCAM a CRTAM, que
comprende exponer células que expresan CRTAM a un anticuerpo especifico de CRTAM, de tal modo que el
anticuerpo especifico de CRTAM se una a CRTAM y active el receptor de CRTAM.

4. Un método in vitro segun la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo especifico de LDCAM comprende una
secuencia aminoacidica variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 12 y una secuencia aminoacidica variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 13.

5. Un método de cribado de un antagonista o agonista de LDCAM que comprende
(@) combinar un polipéptido de LDCAM aislado con un compuesto de ensayo;
(b)  afadir un polipéptido de CRTAM aislado o una célula que expresa un polipéptido de CRTAM; y

(c)  determinar la union relativa entre el polipéptido de LDCAM vy el polipéptido de CRTAM o la célula que
expresa un polipéptido de CRTAM en presencia y ausencia del compuesto de ensayo.

6. Un método de cribado de un antagonista o agonista de LDCAM que comprende
(@) combinar una célula que expresa un polipéptido de LDCAM con un compuesto de ensayo;
(b)  afadir un polipéptido de CRTAM aislado o una célula que expresa un polipéptido de CRTAM; y

(c)  determinar la unién relativa entre la célula que expresa polipéptido de LDCAM vy el polipéptido de CRTAM o
la célula que expresa el polipéptido de CRTAM en presencia o ausencia del compuesto de ensayo.

7. Un método de cribado de un agonista de LDCAM que comprende

(@) combinar un polipéptido de CRTAM aislado o una célula que expresa un polipéptido de CRTAM con un
compuesto de ensayo; y

(b)  determinar la unién relativa entre el compuesto de ensayo y el polipéptido de CRTAM o una célula que
expresa un polipéptido de CRTAM o determinar la activacion, proliferacion, diferenciacion celular, liberacion de
citocina, regulacién positiva de genes o expresion en superficie celular de proteinas causadas por la interaccion de
la célula que expresa un polipéptido de CRTAM y el compuesto de ensayo.
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Nombre o | Descripcion de secuencia N° de acceso | Numero de
nombres de humano acceso de
secuencia raton
ACTN1 ARNmMm de alfa-actinina no muscular humana, cds completas M95178 Al195392
ADFP Proteina relacionada con la diferenciacion adiposa BC005127 M93275
ANPEP Alanilaminopeptidasa (de membrana) (aminopeptidasa N, | NM_001150 u77083
aminopeptidasa M, aminopeptidasa microsémica, CD13, p150)
BST1 Antigeno celular estromico 1 de médula dsea NM_004334 D31788
CD63 Antigeno CD63 (antigeno de melanoma 1) NM_001780 D16432
CD81 Antigeno CD81 (diana del anticuerpo antiproliferativo 1) NM_004356 X59047
Clic4 Canal intracelular de cloruro 4 (mitocondrial) AL577024 Al845237
CREG Represor celular de genes CREG estimulados por E1A AF084523 AK010947
CSRP1 Proteina rica en cisteina y glicina 1 NM_004078 Al837225
CXCL9 ligando 9 de quimiocina (motivo C-X-C), monocina inducida por | NM_002416 M34815
interferén gamma
CXCL16 ligando 16 de quimiocina (motivo C-X-C) AL531790 AI019535
DNASE1L3 Similar a desoxirribonucleasa 1 NM_004944 AF047355
DYSF Disferlina AF075575 NM_021469
EPLIN Proteina epitelial perdida en neoplasia beta NM_016357 AI552619
GADD45B Proteina GADD45beta inducible por detencion del crecimiento y | AF078077 AV138783
dafo del ADN
IGSF4 Miembro 4 de la superfamilia de inmunoglobulinas NM_014333 AF061260
ITGAE Integrina alfa-E asociada a epitelio L25851 NM_008399
IL15 Interleucina 15 NM_000585 U14332
LY75 Antigeno linfocitico 75 NM_002349 NM_013825
MARCKS Sustrato de proteina cinasa C rico en alanina miristoilada NM_002356 M60474
PIK3CB Isoforma de la subunidad beta catalitica de fosfatidilinositol-3- | AA805318 AA111021
cinasa
PPAP2A ARNm de acido fosfatidico fosfatasa 2a de Homo sapiens, cds | ABO00888 D84376
completas
PSMB9 Subunidad beta de proteosoma (prosoma, Macropain) de tipo 9 | NM_002800 D44456
(proteasa multifuncional grande 2)
RGS10 Regulador de la sefializacion de proteina G 10 NM_002925 AA123848
SLC11A1 Miembro 1 de la familia 11 de portadores de soluto | L32185 L13732
(transportadores de i6n metalico divalente acoplado con proton)
TAP2 Subfamilia B del médulo de unién a ATP del transportador 2, | NM_000544 u60091
(MDR/TAP)
UBE2N Enzima E2N de conjugacion con ubiquitina (homodloga de | NM_003348 AW210080

UBC13, levadura)

FIGURA 2
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FIGURA 5
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Regién variable de VH (cadena pesada)

QVQLVQWGAG LLKPSETLSL TCAVYGGSFS CHYWSWIRQP PGKGLEWIGE
INHSGSTNYN PSLKSRVTMS VDTSKNQFSL RLNSVTAADT RAVYYCARVSW
YFDLWGKGTL VTVSS

Regién variable de VL (cadena ligera)

PELTQDPAVS VALGQTVRIT CQGDSLRSYY ASWYQQKPGQ APVLVIYGKN NRPSG
SGSSSGNTAS LTITGAQAED EADYYCNSRD SSSTHRGVFG GGTKLTVLG

FIGURA 6
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