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DESCRIPCION

Utilizacion de una sustancia activa que se une con la CD28 para la preparacién de una composicién farmacéutica
destinada al tratamiento de la B-CLL

Sector del invento

El invento se refiere a la utilizacién de una sustancia activa para la preparacién de una composicion farmacéutica
destinada al tratamiento de la leucemia linfocitica cronica del tipo de células B (B-CLL).

Antecedentes del invento y estado de la técnica

Para la comprension del invento son importantes en primer lugar los siguientes antecedentes tecnoldgicos. La
activacion de las células T en reposo para la proliferacion y la diferenciacion funcional requiere primeramente la
ocupacion de dos estructuras superficiales, de los denominados receptores: 1. del receptor de antigenos, que posee
una especificidad diferente de una célula a otra, y es necesario para el reconocimiento de antigenos, p.ej. de
productos viricos de disociacion; asi como 2. de la molécula CD28, la cual se une de modo natural a unos ligandos
situados sobre la superficie de otras células del sistema inmunitario y que es expresada de igual manera en todas
las células T en reposo con la excepcién de un subconjunto de las células T de CD8 de seres humanos. Se habla de
una estimulacién concomitante de la reaccion inmunolégica especifica para antigenos por medio de la CD28. En un
cultivo de células se pueden recrear estos procesos mediante la ocupacion del receptor de antigenos asi como de la
molécula CD28 con unos adecuados anticuerpos monoclonales (mAb’s). En el sistema clasico de la estimulacion
concomitante, ni la ocupacion del receptor de antigenos ni la de la molécula CD28 a solas dan lugar a la
proliferacion de células T, pero la ocupacion de los dos receptores es no obstante eficaz. Esta observacion se realizo
en células T de un ser humano, de un ratén y de una rata.

Por el contrario, se conocen también unos mAb's especificos para la CD28, que pueden inducir la proliferacion de
células T sin ninguna estimulacién concomitante. Una tal activacion superagonista, es decir independiente de la
ocupacion del receptor de antigenos, de los linfocitos T en reposo mediante unos mAb's especificos para la CD28,
es conocida a partir de la cita bibliografica de Tacke y colaboradores, Eur. J. Immunol., 1997, 27:239-247. Conforme
a ello, se describieron dos tipos de anticuerpos monoclonales especificos para la CD28 con diferentes propiedades
funcionales: unos mAb's concomitantemente estimuladores, que estimulan concomitantemente la activacion de
células T en reposo solamente en el caso de una simultdnea ocupacion del receptor de antigenos; y unos mAb's
superagonistas, que pueden activar la proliferacion de linfocitos T de todas las clases in vitro y en un animal de
ensayo sin ninguna ocupacion del receptor de antigenos. A partir de las citas bibliograficas, el documento de patente
alemana DE 197 22 888, el documento de solicitud de patente internacional WO 03/048194 A y el documento de
solicitud de patente PCT/Alemania 03/00890 se conocen asimismo unos mAb's especificos para la CD28, que
activan eficazmente a los linfocitos T tanto in vitro como también in vivo sin ninguna estimulacion de los TCR
(receptores de linfocitos T), es decir que actian de un modo "superagonista”. Estos mAb's, y en cualquier caso los
gue estan dirigidos contra la CD28 humana, son designados también como superMAB's.

La leucemia linfatica crénica de la serie de células B (la leucemia linfocitica cronica del tipo de células B, B-CLL), con
una incidencia de 3/100.000 habitantes, constituye la leucemia mas frecuente de la edad adulta (Landis y
colaboradores, 1999). La enfermedad se caracteriza por una acumulacion progresiva de linfocitos B monoclonales
malignos en la sangre, en los nddulos linfaticos, en el higado y en la médula ésea. Con la progresion de la
enfermedad se llega a un aumento del nimero de linfocitos en la sangre, a un aumento de tamafio de los nddulos
linfaticos, del higado y del bazo, asi como a una anemia y una trombocitopenia (Caligaris-Cappio, 2000; Rozman y
Montserrat, 1995). Hoy en dia no es posible realizar una terapia curativa de la B-CLL.

Entre las complicaciones principales en el caso de la B-CLL se cuentan ciertas infecciones, de las que son
responsables, entre otros, los defectos de células T o respectivamente unas pequefios nimeros de células T,
observados en muchos pacientes (Cantwell y colaboradores, 1997; Scrivener y colaboradores, 2003).

Una funcion restringida se puede encontrar por lo demas también en el caso de las células tumorales propiamente
dichas. Asi, esta restringida masivamente la propiedad de las células B de la B-CLL, de actuar como unas células
presentadoras de antigenos (APZ) y por consiguiente de ser reconocidas y eliminadas por las células T especificas
para tumores. Esto se debe, entre otras cosas, a que las células B de la B-CLL no expresan, o expresan sélo de un
modo insuficiente, a los ligandos naturales de la CD28 CD80 (= B7.1) y CD86 (= B7.2) en su superficie celular. Por
consiguiente, las células T potencialmente especificas para tumores solo reciben una Unica sefial acerca de la
interaccion entre el receptor de células T y el MHC + un antigeno tumoral, y no reciben la segunda sefial
concomitantemente estimuladora, que es necesaria para la activacion plena. De un modo resumido, esto apunta al
hecho de que al sistema inmunitario de pacientes de B-CLL no se le hace posible evidentemente eliminar por sus
propios medios a las células tumorales.

Un enfoque para una forma de terapia tiene como meta mejorar la funcion como APZ’s de las células B de la B-CLL
y por consiguiente reforzar la respuesta inmunitaria anti-tumoral del paciente. A este fin, diversos grupos de trabajo
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intentaron activar deliberadamente a las células B de la B-CLL y por consiguiente inducir la expresion de los ligandos
concomitantemente estimuladores. En este caso, mediante una transferencia génica, se consiguié expresar en las
células B de la B-CLL, unos ligandos de la CD40 (CD40L) que estimulan a las células B, y hacer posible de esta
manera la interaccion entre los CD40L y la proteina CD40 que esté presente en todas las células B (inclusive las
células B de la B-CLL). La sefial transmitida por medio de la CD40 al interior de la célula condujo a la expresion
deseada de los ligandos concomitantemente estimuladores CD80 y CD86 (Kato y colaboradores, 1998; Wendtner y
colaboradores, 2002). Las células de leucemia modificadas de esta manera pudieron actuar por fin realmente de una
manera mas eficaz como APZ's y fueron eliminadas por fin también - primeramente in vitro - por células T aut6logas
(Kato y colaboradores, 1998). También era eficaz la transferencia génica in vivo de los CD40 L: Esta condujo en los
pacientes tanto a una elevaciéon del nimero de células T como también a una reduccion de las células leucémicas
(Wierda y colaboradores, 2000). Este enfoque terapéutico no afecta sin embargo a los defectos de células T
precedentemente aludidos de la enfermedad de B-CLL.

A continuacion se indican los datos bibliograficos de la literatura cientifica precedentemente aludida.
Caligaris-Cappio, F., Rev Clin Exp Hematol 4, 5-21 (2000). Cantwell, M. y colaboradores, Nat Med 3, 984-989
(1997). Kato, K. y colaboradores, J Clin Invest 101, 1133-1141 (1998). Landis, S. H. y colaboradores, CA Cancer J
Clin 49, 8-31 (1999). Rozman, C. y colaboradores, N Engl J Med 333, 1052-1057 (1995). Scrivener, S. y
colaboradores, Leuk Lymphoma 44, 383-389 (2003). Wendtner, C. M. y colaboradores, Blood 100, 1655-1661
(2002). Wierda, W. G. y colaboradores, Blood 96, 2917-2924 (2000).

Problema técnico del invento

El invento se basa en el problema técnico de indicar una composicion farmacéutica, con la que se pueda tratar la B-
CLL, reforzandose simultaneamente de un modo general el sistema inmunitario debilitado de un modo condicionado
por la enfermedad, en particular la inmunidad celular mediada por las células T.

Principios del invento y formas de realizacién preferidas
Para la resolucion de este problema técnico, el invento ensefia el objeto de la reivindicacion 1.

El invento esta basado en el reconocimiento de que con el empleo de los mAb's conformes al invento se da por asi
decir un doble golpe de efecto. Por un lado, son activadas o respectivamente expandidas las células T normales,
que han sido reprimidas de un modo condicionado por la enfermedad. De esta manera, a veces unas infecciones
con peligro mortal se pueden impedir o debilitar en el transcurso de la enfermedad. Simultaneamente, el sistema
inmunitario propio del cuerpo es incitado a eliminar las células B de la B-CLL, que normalmente no son atacadas o
tan sélo lo son débilmente por las células T especificas para tumores, lo que se consigue mediante el recurso de que
las células B de la B-CLL son activadas para la presentacion de un ligando concomitantemente estimulador, que
normalmente no es expresado por ellas, con lo que las células T especificas para tumores, propias del cuerpo, que
necesitan una tal sefial, pueden atacar por fin eficazmente a las células B de la B-CLL.

Un mAb conforme al invento se puede producir, por ejemplo, inmunizando a un mamifero no humano con la CD28 o
con una secuencia parcial de ésta, por ejemplo, con el bucle (en inglés loop) C'-D, siendo extraidas unas células a
partir del mamifero no humano y siendo producidas a partir de estas células unas células de hibridoma, y siendo
seleccionadas las células de hibridoma obtenidas de esta manera con la condicion de que en su material
sobrenadante del cultivo estén contenidos unos mAb's, que se unen de un modo superagonista con la CD28. No
obstante, también se pueden emplear otros métodos usuales de la obtencién de unos correspondientes mAb's, tales
como, por ejemplo, la presentacion sobre fagos (en inglés "phage display"), o ratones transgénicos con una Ig
humana. Unos mAB's adecuados se pueden producir también mediante el recurso de que se seleccionan unos
linfocitos B, que se unen de un modo superagonista con la CD28 o respectivamente a su bucle C'-D, y de que se
clonan sus genes de inmunoglobulinas expresados. Para ICOS, CTLA-4 y PD1 es vélido algo correspondiente.

Un mAb empleado conforme al invento se une con la CD28 o con una secuencia parcial de ésta. La secuencia
parcial de la CD28 puede contener por ejemplo unas secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 1,02 -7, 0 17, las
cuales estan situadas por lo menos parcialmente en la region del bucle C-D de la CD28. Junto a una de las
secuencias con un Val situado en el extremo 5' se puede(n) empalmar uno o varios aminoacidos de la secuencia 8
en el orden de sucesion alli definido. No obstante, el bucle se sitha en la region con la secuencia
GNYSQQLQLQVYSKTGF. La unién se puede efectuar, sin embargo, también a otras secuencias parciales de la
region del bucle C'-D, para lo que de un modo complementario se remite a la definicién de la regién del bucle C'-D.

El mAb es obtenible por ejemplo a partir de unas células de hibridoma, tales como las que se han depositado bajo
los nimeros de DSM DSM ACC2531 (mAb: 9D7 o respectivamente 9D7G3H11) o DSM ACC2530 (mAb: 5.11A o
respectivamente 5.11A1C2H3). El mAb contiene de manera preferida una o varias de las secuencias SEQ ID NO: 9,
11, 13 y/o 15, o una o varias de las secuencias SEQ ID NO: 10, 12, 14 y/o 16, o una o varias de las secuencias 18
y/o 19, o unas secuencias homélogas con éstas.
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Un mAb TGN1412 adecuado ademas dentro del marco del invento y que tiene unas propiedades mejoradas,
contiene como region variable de la cadena pesada (VHC) la secuencia de aminoacidos de la Figura 9a, y como
regién variable de la cadena ligera (VLC) la secuencia de aminoacidos de la Figura 9b. Los péptidos directores (en
inglés "leader peptides") indicados en las Figuras 9a y 9b son irrelevantes para la funcion del mAb, y solamente
sirven para facilitar el paso de los anticuerpos a través de la membrana celular. Las variantes del terminal C,
indicadas en las Figuras, no conducen a ninguna modificacién de la funcién de los anticuerpos.

El invento es adecuado para un procedimiento destinado al tratamiento en particular de la B-CLL, o bien
administrdndose a un paciente una composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo monoclonal superagonista
empleado conforme al invento, adaptado galénicamente para una forma definida y aplicada de presentacion, por
ejemplo, una inyeccién i.v. (por via intravenosa), o extrayéndose de un paciente un liquido corporal (= una
suspension de células), en particular sangre, que contiene linfocitos T y/o células precursoras de éstos, siendo
mezclado el liquido corporal, eventualmente después de una etapa de elaboracion del procedimiento, con un
anticuerpo monoclonal superagonista empleado conforme al invento, o con un compuesto mimético de éste, y
siendo el liquido corporal, tratado de esta manera, administrado de nuevo al paciente, por ejemplo, inyectado por via
V..

Puede recomendarse que, antes de la realizacion del tratamiento, se extraiga sangre de una persona enferma de B-
CLL, se cultiven in vitro unas PBMC (células monocitarias procedentes de sangre periférica) contenidas en ella, se
incube el cultivo con un mAb empleado conforme al invento, y se determine la activacion de células T y/o la
eliminacion o respectivamente la reduccion del niumero de las células B de la B-CLL. En lo que respecta a unos
posibles métodos de determinacion se remite, a modo de ejemplo, a los Ejemplos de realizacion, pero por supuesto
también son (tiles otros métodos de determinacion usuales en la especialidad y los agentes utilizados para ellos.
Esto se puede realizar con un estuche de ensayo destinado a la comprobacién de la eficacia terapéutica de un
tratamiento prospectivo de la B-CLL con una composicién farmacéutica conforme al invento, que tiene los siguientes
componentes: i) unos medios para la cultivacion in vitro de las PBMC, ii) una formulacion que contiene unos mAb's
conformes al invento en una dosis fisiologicamente eficaz, iii) unos medios para la determinacion del numero de las
células T, o respectivamente para la activacion de éstas y/o unos medios para la determinacion del numero de las
células B de la B-CLL.

La dosis diaria administrada para la indicacion de una B-CLL puede estar situada en el intervalo de 0,1 a 50, de
manera preferida de 1 a 10, mg/kg de peso corporal.

El invento se refiere finalmente a un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5.
Definiciones:

Como "anticuerpos monoclonales (mAb)" se designan unos anticuerpos que son producidos por linajes de células
hibridas (los denominados hibridomas), que han resultado tipicamente mediante fusiébn de una célula B de
procedencia animal o humana, productora de anticuerpos, con una adecuada célula tumoral de mieloma.

La secuencia de aminoécidos de la CD28 humana es conocida bajo el nimero de acceso (en inglés "Accesion No.")
NM_006139.

El bucle C'-D de la CD28 abarca los aminoacidos 43 hasta 70, en particular 52 hasta 66, de la secuencia precedente
de la CD28 (acerca de la numeracion véase también la cita de Ostrov, D.A., y colaboradores; Science (2000),
290:816-819). Por el concepto de "bucle C'-D" se deben de entender en lo sucesivo también unas arbitrarias
secuencias parciales de éste. El concepto de "la region del bucle C'-D" abarca, adicionalmente al bucle C'-D o, en
lugar del bucle C'-D, a unas regiones contiguas espacialmente de la CD28. Estas son, de acuerdo con la numeracion
precedentemente mencionada, en particular los aminoécidos 78 (Tyr) hasta 87 (Thr).

Un bucle o respectivamente un sitio de unién dispuesto dentro de éste, es libremente accesible cuando para un
participe definido en la unién no se presente ningln impedimento para el sitio de unién en el bucle por parte de las
secuencias o0 moléculas que siguen a continuacion del bucle.

Por el concepto de "activacion y/o expansion de células T" se designa a la multiplicaciéon de la actividad metabodlica,
al aumento del volumen de las células, a la sintesis de unas moléculas importantes inmunolégicamente, tales como
un ligando de CD 40, y a la entrada en la divisién celular (la proliferacién) como respuesta a un estimulo externo.
Como resultado, después de la activacion o respectivamente de la expansion, estan presentes mas células T que
antes.

El concepto de "homologia" designa a una identidad entre las secuencias en el plano de las proteinas de por lo
menos un 70 %, de manera preferida de por lo menos un 80 %, de manera sumamente preferida de por lo menos un
90 %, uniendo una proteina homologa o un péptido homdlogo a un definido participe en la unién que tiene por lo
menos la misma afinidad. Unas desviaciones en la secuencia pueden ser supresiones, sustituciones, inserciones y
elongaciones.
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El concepto de los "mAb’s" abarca, junto a las estructuras con la constitucion Fab/Fc usual, también unas estructuras
que se componen exclusivamente del fragmento Fab. También es posible aprovechar solamente la region variable,
siendo unido el fragmento de las cadenas pesadas con el fragmento de la cadena ligera de un modo adecuado, por
ejemplo, también mediante unas moléculas de puente sintéticas. El concepto de los "anticuerpos” abarca también
unos anticuerpos quiméricos (eventualmente completos) asi como humanizados por medios de tecnologia genética.

El concepto de "estimulacién superagonista de la proliferacion de células T especificas para la CD28", significa que
no es necesaria ninguna estimulacion concomitante, es decir que, junto a una unién de un mAb o de un compuesto
mimético con la CD28, no es necesario ningun otro suceso adicional de union para la estimulacién o inhibicion de la
proliferacion.

En lo sucesivo se ilustra mas detalladamente el invento solamente con ayuda de unos Ejemplos que representan
ciertas formas de realizacion.

Ejemplo 1: Un superMAB induce la expansion in vitro de células T de la B-CLL

En un primer experimento se aislaron unas células mononucleares periféricas (PMBC) a partir de la sangre de un
paciente de B-CLL, y se cultivaron en cada caso 2x10° células en placas de microtitulacion de 96 pocillos a 37°C o
bien solamente en un medio o en presencia de un superMAB (0,5 pug/ml en solucion). Después de 4 dias, se
determiné el nimero total de células en la cAmara de recuento de Neubauer. Ademas, las células se incubaron con
anticuerpos monoclonales marcados por fluorescencia con una especifidad para la CD19 (marcadores de células B)
y para la CD5 (expresados en células B de la B-CLL y en células T), y se analizaron en un aparato de FACS
(acrénimo del inglés "Fluorescence Activated Cell Sorting" = clasificacion de células activada por fluorescencia). La
Figura 1 muestra un denominado analisis de borrones-puntos de transferencia (en inglés "dot-blot"). Cada borrén
representa una célula analizada y esta localizado de una manera correspondiente a la expresion de la CD19 (eje de
las x = abscisas) y de la CD5 (eje de las y = ordenadas). R1 marca la poblacién de las células T (CD19-CD5+), y R2
marca la poblacion de las células B de la B-CLL (CD19+CD5+). La Figura 1 muestra que un superMAB esta en la
situacion de inducir una expansion masiva de las células T de la B-CLL. Mientras que en las tandas "ex vivo" y "en
un medio" las células T sdlo constituyen un 3 % o respectivamente un 8 % de la poblacion total, esta proporcion
aument6 hasta un 47 % en las células tratadas con un superMAB. El analisis de los nimeros totales de células
mostré que en este caso se trata de una multiplicacién no soélo relativa sino también absoluta de las células T.
Partiendo de 6 x 10° células T/ pocillo (ex vivo) o respectivamente de 1,1 x 10* células T/pocillo (en un medio), la
adicion del superMAB al cultivo condujo a un aumento de 7,4 x 10* células T/pocillo. En los cultivos con el superMAB
no solo se pudo evitar una proliferacion de las células tumorales, sino también que se pudo alcanzar incluso una
reduccion del nimero de estas células en aproximadamente un 50 %.

En otros experimentos se investigd seguidamente si la expansion de las células T, inducida por superMAB, va
acompafiada también de modificaciones cualitativas y en Gltimo término si también puede reforzar a la respuesta
inmunitaria en pacientes de B-CLL.

Ejemplo 2: Un superMAB induce la expresion del ligando de la CD40 estimulador de las células B en la
superficie de células T de la B-CLL

En experimentos anteriores ya se pudo mostrar que el superMAB esta en la situacion de inducir la expresion del
ligando de CD40 estimulador de las células B. Interesaba entonces, si esto también es posible en el caso de células
T de pacientes de B-CLL y por consiguiente si a través de una interaccion entre los CD40L y la CD40 pueden ser
activadas las células B de la B-CLL (véase mas arriba). Tal como se habia descrito mas arriba, las PBMC's de un
paciente de B-CLL se cultivaron en presencia o ausencia del superMAB, y después de un dia, se tifieron con un
anticuerpo marcado por fluorescencia con una especificidad para los CD40L. La Figura 2 muestra un denominado
histograma, en el que se ha registrado la expresién de los CD40L en las células T (eje de las x: puesto que en el
caso de las PBMC's se trata de un cultivo mixto, las células T fueron circunscritas mediante una denominada "puerta
electronica”) en funcién del nimero de células (eje de las y). En comparacion con unas células, que solo habian sido
cultivadas en un medio, las células T procedentes del cultivo tratado con el superMAB muestran una expresion
manifiestamente mas fuerte de los CD40L. Por consiguiente, se proporcionan fundamentalmente las premisas para
que las células T, que expresan ahora los CD40L, puedan interactuar con la CD40 en las células B de la B-CLL, y
gue por consiguiente puedan inducir la expresion de ligandos concomitantemente estimuladores en estas células.

Ejemplo 3: Un superMAB induce la expresion del ligando concomitantemente estimulador B7.2 en
células B de laB-CLL

Unas PBMC's de un paciente de B-CLL fueron cultivadas tal como se ha descrito més arriba, y después de 4 dias
fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales marcados por fluorescencia con una especificidad para los B7.1 y
B7.2. Los histogramas en la Figura 3 muestran la expresion de estas dos proteinas en las células B de la B-CLL:
Mientras que el superMAB inducia s6lo moderadamente al B7.1 en estas células (histograma a), él si que podia
aumentar drasticamente la expresion del B7.2 (histograma b). Con el fin de poder demostrar que la induccion del
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B7.2 es la consecuencia de la expresion, mostrada en la Figura 2, de los CD40L en células T tratadas con el
superMAB, en una tanda adicional se afiadié a los cultivos un anticuerpo bloqueador (10 pg/ml) con una
especificidad para los CD40L. Como consecuencia de su capacidad para bloquear la interaccion entre los CD40L y
la CD40, deberia impedirse por consiguiente también la induccion del B7.2 en células B de la B-CLL. La expresion
drasticamente reducida del B7.2 en las células tratadas de esta manera (histograma d) muestra realmente que la
induccion del B7.2 en células B de la B-CLL es impedida por medio del bloqueo de los CD40L. Este resultado aporta
por consiguiente la demostracion indirecta de que las células T que expresan los CD40L y que han sido activadas
por el superMAB, interactian con la CD40 sobre la superficie de células B de la B-CLL, y que pueden inducir con
ello la expresion de proteinas concomitantemente estimuladoras.

Ejemplo 4: Un superMAB mejora la funcion presentadora de antigenos de células B de la B-CLL (cultivo
mixto de linfocitos al6genos)

La pregunta decisiva, acerca de si la expresion de ligandos concomitantemente estimuladores en las células B de la
B-CLL va acompafiada también por una mejorada funciéon presentadora de antigenos, sélo puede ser explicada
mediante ensayos funcionales: En el caso del cultivo mixto de linfocitos, unas células T de una persona (células
respondedoras) son cultivadas conjuntamente con unas denominadas células estimuladoras. En el caso de las
células estimuladoras se trata de unas células tratadas con mitomicina C de una segunda persona no emparentada
con la otra (= donante alégeno), que se desvia en el patrén de expresién de los genes del complejo de
histocompatibilidad principal (MHC) por la primera persona. Las células T reconocen a las proteinas MHC ajenas en
comun con unos ligandos concomitantemente estimuladores sobre la superficie de las células estimuladoras y son
incitadas a la proliferacion (debido al tratamiento con mitomicina C, las células estimuladoras ya no se pueden
dividir). Después de cuatro dias, se mide la proliferacion de las células T mediante la incorporacion de 3H-timidina
(véase la Figura 6). Para la respuesta de esta pregunta se aislaron unas PBMC's de pacientes de B-CLL y se
cultivaron en un medio o con un superMAB (véase mas arriba). Después de cuatro dias, las células B de la B-CLL
fueron aisladas a partir de estos cultivos mediante una separacion magnética, fueron incubadas con mitomicina C
(60 pg/ml) durante 1 h a 37°C, y sirvieron entonces como células estimuladoras en el subsiguiente cultivo mixto de
linfocitos: Para esto, 1 x 10* células estimuladoras fueron cultivadas durante cinco dias con 4 x 10* células T de un
donante alégeno (= células respondedoras), y se midio la proliferacion de las células T mediante la incorporacion de
3H-timidina durante las Ultimas 16 h (véase la Figura 6). La Figura 4 muestra que unas células B de la B-CLL no
tratadas previamente con un superMAB (tandas en un medio/ex vivo) pueden provocar una proliferacion solamente
muy débil de las células indicadoras, que se pudo aumentar manifiestamente, es decir por lo menos en un factor de
2, mediante la adicion del superMAB (tanda con superMAB). Mediante una adicién de anticuerpos monoclonales
bloqueadores con una especificidad para los B7.1 y B7.2 (en cada caso 5 ug/ml; tanda con superMAB + anti
CD80/86) se pudo reprimir la proliferacion hasta llegar casi al nivel de las células tratadas previamente en un medio.
Recopilando, estos resultados sugieren sacar la conclusion de que el superMAB mejora la funcion presentadora de
antigenos de las células B de la B-CLL mediante induccion de las proteinas concomitantemente estimuladoras B7.1
y B7.2.

Ejemplo 5: Un superMAB mejora la funcion presentadora de antigenos de células B de la B-CLL (cultivo
mixto de linfocitos autélogos)

El objetivo de la inmunoterapia en el caso de los pacientes de B-CLL consiste, a través del mejoramiento de la
funcion presentadora de antigenos de las células B de la B-CLL, en activar a unas células T aut6logas (es decir
propias del cuerpo), que son especificas para el tumor, y poner a éstas por consiguiente en la situacion de eliminar a
las células tumorales (es decir las células B de la B-CLL). Con ayuda del denominado cultivo mixto de linfocitos
autdlogos se examind la pregunta de si el superMAB posee propiedades a este respecto. Con este fin se aislaron de
nuevo unas PBMC's de un paciente de B-CLL y se cultivaron en el medio o respectivamente en presencia de un
superMAB. El andlisis por FACS mostré también en este experimento una induccién del B7.1 y sobre todo del B7.2
en las células B de la B-CLL tratadas con un superMAB. Después de tres dias, las células B de la B-CLL se aislaron
a partir de estos cultivos mediante una separacion magnética, se trataron con mitomicina C y se emplearon luego
como células estimuladoras presentadoras de antigenos en el subsiguiente cultivo mixto de linfocitos autélogos: 1 x
10* células estimuladoras se cultivaron con 1 x 10° células T autdlogas (= células respondedoras) en presencia de la
citocina interleucina 2, con el fin de responder a las siguientes preguntas (véase la Figura 7).

¢Las células B de la B-CLL procedentes de la tanda con un superMAB estan en la situacion de activar a las células
T autdlogas y estimularlas a la proliferacion? Como sistema de ensayo sirvid en este caso la incorporacién de 3H-
timidina: Resultado: En comparacion con las tandas en un medio/ex vivo, mediante el tratamiento previo con un
superMAB se pudo aumentar en un factor de 4 la proliferacion de las células T autélogas (Figura 5a).

¢Pueden las células T activadas de esta manera producir la citocina interferon gamma? El interferon gamma es
producido, entre otras, por unas denominadas células T efectoras. A las células T efectoras pertenecen también los
linfocitos T citotdxicos, que estan en la situacion de eliminar a las células tumorales. La concentracién de interferon
gamma en el material sobrenadante del cultivo de células se determindé mediante un ELISA (= ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas). Resultado: Mientras que en las tandas en un medio/ex vivo practicamente no se
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produjo nada de interferon gamma, las células T respondedoras procedentes de la tanda con superMAB pudieron
evidentemente ser incitadas a la sintesis esta citocina (Figura 5b).

¢Estan las células T activadas en la situacion de eliminar a células tumorales autélogas? Para la explicacion de esta
pregunta, en el dia 8 del cultivo mixto de linfocitos se aislaron 3 x 10* células T respondedoras (= las células T
efectoras en cuestion) y se cultivaron durante 3 horas con 1,5 x 10* células B de la B-CLL, recientemente aisladas
(las células dianas). Después de esto, se efectud la incubacién con la proteina anexina V y con un anticuerpo
monoclonal que tiene especificidad para la CD19. Por medio de la anexina V, con la que esta acoplado un colorante
fluorescente, las células apoptéticas (esto es, unas células que han muerto como consecuencia de una muerte
celular programada) se pueden analizar por citometria de flujo de paso. Una induccion efectuada mediante el
tratamiento con un superMAB de las potentes células T efectoras, que son especificas para el tumor, y una muerte
reforzada de las células tumorales, resultante a partir de esto, deberian repercutir, por lo tanto, en un aumento de los
tantos por ciento de células positivas en cuanto a la anexina V en el analisis por FACS. Resultado: También en este
ensayo la tanda con un superMAB mostr6 el mejor resultado: En las tandas en un medio/ex vivo se pudo tefiir con
anexina V aproximadamente un 12 % de las células diana (= células tumorales CD19+), y por el contrario, en la
tanda con un superMAB se pudo tefiir més de un 25 % (Figura 5c).

Es evidente que mediante el empleo de un superMAB es posible activar a las células T autélogas especificas para
un tumor e inducir una eliminacién eficaz de las células tumorales. Esto se debe de atribuir presumiblemente a una
induccion de proteinas concomitantemente estimuladoras sobre la superficie de las células B de la B-CLL
presentadoras de antigenos. El posible mecanismo se representa esquematicamente en la Figura 8.

Ejemplo 6: Produccién de un anticuerpo monoclonal TGN1412 conforme al invento

Seguidamente se describe la produccion de un anticuerpo monoclonal TGN1412 conforme al invento, que se
compone de las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera respectivamente, indicadas en las
Figuras 9a 'y 9b.

Las moléculas de ADN indicadas en las Figuras 9c y 9d se sintetizaron de un modo usual para un experto en la
especialidad. Los ADNc’s (cromosomales) obtenidos, que codifican en cada caso las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo monoclonal tal como se ha indicado, fueron insertados en los plasmidos pLNOH y pLNOK. Acerca del
modo de proceder en particular, de los pldsmidos y de los sitios de corte, se remite a la cita bibliografica de
Norderhaug y colaboradores, Journal of Immunological Methods, 204:77-87 (1997).

Con los respectivos plasmidos se transformaron células E. coli. Las células E. coli transformadas se multiplicaron y
los respectivos plasmidos se obtuvieron a partir de éstas a una mayor escala.

Con los respectivos plasmidos obtenidos, que contienen la informaciéon sobre los ADN para la cadena pesada o
ligera completa, se transfectaron concomitantemente de una manera transitoria unas células COS7 y de una manera
estable unas células CHO asi como unas células NSO. La transfeccion concomitante se efectué de un modo usual
con lipofectamina (de Invitrogen) o Effectene (de Qiagen) segun las respectivas prescripciones del fabricante.

Las células transfectadas obtenidas se cultivaron en un medio clasico de cultivo en incubadoras con CO; (con 5 %
de CO,) a 37°C en matraces con forma de T y en frascos rodantes. Las células transfectadas establemente, que
expresan el anticuerpo intacto, se seleccionaron mediante una seleccién con G418 y con higromicina B. Los
transformantes estables se subclonaron entonces y se cultivaron ulteriormente.

Los materiales sobrenadantes del cultivo de células con anticuerpos segregados se analizaron mediante ensayos de
actividad, ensayos de union (el andlisis por FACS), la SDS-PAGE vy la transferencia de borron Western (en inglés
"western blotting").

Para realizar la purificacion, los materiales sobrenadantes del cultivo de células se condujeron a través de una
columna cargada con la proteina A o la proteina G, con el fin de unirla especificamente con el anticuerpo deseado.
Los anticuerpos unidos se eluyeron con un tampon de caracter acido (glicina 0,1 M, de pH 3,0 - 3,4) y a continuacion
se neutralizaron con Tris 1 M (de pH 8,0). Los anticuerpos purificados de esta manera se dializaron frente a un
tampo6n de PBS (solucién salina tamponada con fosfato) y se concentraron segun los requisitos eventualmente
mediante una filtracion a través de membranas. Los anticuerpos obtenidos se utilizaron entonces para ensayos de
proliferacion, para ensayos de actividad, para ensayos de unién (andlisis por FACS en cuanto a la unién con células
positivas con respecto a la CD28), el ELISA, la SDS-PAGE vy la transferencia de borrén Western.
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LISTA DE SECUENCIAS:
<110> TeGenero AG
<160> 19

<170> PatentIn versién 3.1

<210>1
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 1

Val Tyr Ser Lys Thr Gly
1 5

<210>2
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<400> 2

Tyr Ser Lys Thr
1

<210>3
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 3

Tyr Ser Lys Thr Gly
1 5

<210> 4
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 4

Val Tyr Ser Lys Thr
1 5

<210>5
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 5

Tyr Ser Lys Thr Gly Phe
1 5

<210>6
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

ES 2391455713
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<400> 6

Val Tyr Ser Lys Thr Gly Phe
1 5

<210>7
<211>5
<212> PRT
<213> artificial
<400> 7

Ser Lys Thr Gly Phe
1 5

<210>8
<211>8
<212> PRT
<213> artificial
<400> 8

Gly Asn Tyr Ser GIn GIn Leu GIn
1 5

<210>9
<211> 321
<212> ADN
<213> artificial
<400> 9

gatatccaga cgacacagac tacatcctec cgttctgect
atcagttgca gggcaggtca ggacattagt aattatttaa
gactggaactg ttaagctcct gatctactal acatcaagat
aggttcagtg gcagtgggtc tggaacagat tattctctca
gaagatattg ccacttactt ttgccaacag ggtcatacge
ggcaccaagc tggaaatcaa a

<210> 10
<211> 107
<212> PRT
<213> artificial

<400> 10

ctctgggaga cagagtcacc
actggtatca gcagaaacca
tacactcagg agtcccatca
ccattagcaa cctggagcaa

ttecgtggac gttcggtgga

60
120
180
240
300

321
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Asp Ile Gln Thr Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Sér Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Gly Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr val Lys Leu Leu Ile
35 40 45 -

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 - - 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
65 ' 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly His Thr Leu Pro Trp
85 90 - 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 11
<211> 363
<212> ADN
<213> artificial

<400> 11
gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctgge ctggtgaaac cttcrcagtc tctgtcccre

acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc agtgattatg cctggaactg gatccggcag
tttccaggaa acaaactgga gtggatggge tacataagat acagtggtag tactagctac
aatccatctc tcaaaagtcg aatctctatc actcgagaca catccaagaa ccagttctte
ctgcagttga aﬁtctgtgac tactgaggac acagccacat éttactgtgc azgagattag
ccgecgaccga gcetactggta cttegatgtc tggggogcag ggaccacggt caccgtcrcec

tca

<210> 12
<211> 121
<212> PRT
<213> artificial

<400> 12

10

60

120

180

240

300

360

363
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Asp Val

Leu

Ser

Tyr Ala

Gln

Ser

Trp

Leu -Gln

Leu Thr

20

Asn Trp

35

Met Gly

50

Lys Ser

€5

Leu Gln

Ala

Ala Gly

Tyr

Arg

Leu

Asp

Thr

Ile Arg

Ile

Ser

Ser
85

Asn

Trp Pro

100

Thr val

115

<210> 13
<211> 360
<212> ADN
<213> artificial

<400> 13
caggtccaac

tcctgcgagg
cctggacagg
aatgagaagt
atgcagctca

tacggccteog

<210> 14
<211> 120
<212> PRT
<213> artificial

tgcagcagtc
cttctggcera
gactrgagtg
tcaaggacaa
gcagaatgac

actggaactt

ES 2391455713

Glu
Thr

Cys

Ile Arg

Ser Gly

Val

Gln

Pro Gly

10

Thr
25

Gly

Phe Pro

40

Ser
55

Tyr

Ile
70

Thr
val Thr
Pro

Arg

Thr Val

Gly

Arg

Thr

Ser

Ser

$er Thr

Asp Thr

Glu Asp

90

Tyr
105

Trp

Ser

120

cggacctgag
caccttcaca
gattggatygt
ggccacactg
ctctgaggac

cgatgtctgg

ctggtgaagc
agctactata
attctatcctg
attgtagaca
tctgcggtct

ggcgcaggga

11

Leu Val

Ser

Tyr

Gly Asn

Ser

Tyr
60

Ser
75

Lys

Thr Ala

Tyr Phe

cggggacecec
tacactggyt
gaaatgtcaa
catcctccas
atttecegtac

ccacggtcac

Lys Pro
Ile Thr
Lys Leu
45

Asn Pro
Asn Gln

Thr Tyr

Asp Val

Ser
15

Ser
30

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

110

agtgaggatt
gaaacagagg
tactaactat
cactgcctac
aagatcacac

cgtctcctca

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe
80

Cys

Trp Gly

180

240

300

360



10

15

<400> 14

Gln vVal
1

Ser Vval

Tyr Ile

Gly Cys

50

Lys
65

Asp
Met Gln
Thr

Arg

Gly Thr

Gln

His

s

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

Leu Gln

Ile Ser

20

Trp Val

Pro

Tyr

Ala Thr

Ser Arg

85

His
100

Tyr

val Thr

115

<210> 15
<211> 321
<212> ADN
<213> artificial

<400> 15
gacatccaga

atcacttgec
ggagatattc
aggtttagtg
gaagacattg

gggaccaage

<210> 16
<211> 107
<212> PRT
<213> artificial

tgaaccagcce
atgccagtca
ctaaactctt
gcagtggatc
ccaétta&ta

tggaaataaa
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Gln Ser

Cys Glu
Lys

Gln

Asn
55

Gly

Leu Ile

70

Met Thr

Leu

Gly

Val Ser

Ala

Arg

40

Val

Val

Ser

Glu
10

Pro

Ser Gly

25

Pro Gly

Asn Thr

Asp Thr

Glu Asp

S0

Trp Asn

1058

Ser

120

tccatccagt
aaacatttat
gatctataag
tggaacaggc
ctgtcaacag

a

ctgtctgcat
gtttggttaa
gcttcceacc
ttcacattaa

ggtcaaactt

12

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Phe

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

2sp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Vval

val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe
35

Gly

cccttggaga cacaattacc

actggtacca gcagaaacca

tgcacacagg cgtcccatca

ccatcagcag cctgcagcect

atccgtacac gttcggaggg

Thr

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ala

60
120
180
240
300

321
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<400> 16
Asp Ile Gln
1

Asp Thr Ile

Leu Asn Trp
35

Tyr Lys Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ile

Thr Phe Gly

<210> 17
<211> 15
<212> PRT
<213> artificial

<400> 17

Met Asn
5

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr
85

Gly Gly
1¢0

ES 2391455713

Gln Ser
Thr Cys
Gln Lys
Leu His

55

Gly Phe
70

T?r Tyr

Thr Lys

Pro

His

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Giy Asn
Gly Val
Leu Thr

Gln Gln
90

Glu Tle
105

Leu Ser

Gln Asn

Ile Pro

Pro Ser

60

Ile Ser
75

Gly Gln

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Leu

15

Val

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80

Tyx

Gly Asn Tyr Ser Gln Gln Leu Gln Val Tyr Ser Lys Thr Gly Phe
10

1

<210> 18
<211> 107
<212> PRT
<213> artificial

<400> 18

5

13

15
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Val Trp
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Lys Ala Ser Asn Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Thr Tyr Pro Tyr
85 90 _ 95

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

<210> 19
<211> 120
<212> PRT
<213> artificial

<400> 19
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vel Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 - 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

14



Tyr

Gly

Lys

65

Met

Thr

Gly

Ile

Cys

Asp

Glu

Arg

Thr

Hisg

k]
=

hrg

Leu

Ser

Thr
115

20

Trp Val

Tyr Pro

Ala Thr

Ser Arg
85

His Tyr
100

val Thr

Arg
Gly
Leu
70

Leu

Val

ES 2391455713

Gln

Asn

S5

Thr

Arg

Leu

Ser

Ala

40

Val

Val

Ser

Asp

Ser
120

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Trp
105

Thr

Thr

Asp

90

Asn

15

Gln Giy Leu

45

Tyr Asn
60

Asn

Ser Ile Ser

75

Thr Ala Val

Phe Asp Val

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp

110

Trp

Lys

Ala

Phe

a5

Gly

Ile

Phe

Tyr
80

Gln
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un anticuerpo monoclonal (mAb) superagonista, que es especifico para la CD28 expresada en
células T, para la preparacion de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento de la leucemia linfocitica
cronica del tipo de células B (B-CLL).

2. Utilizacién de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo producible el mAb inmunizando a un mamifero no humano
con la CD28 o con una secuencia parcial de ésta, extrayéndose células del mamifero no humano y produciéndose
células de hibridoma a partir de estas células, y seleccionandose las células de hibridoma asi obtenidas con la
condicion de que en su material sobrenadante del cultivo estén contenidos unos mAb's, que se unen de un modo
superagonista con la CD28.

3. Utilizacién de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2,

siendo obtenible el mAb a partir de células de hibridoma, tales como las que se han depositado bajo los
ndmeros DSM DSM ACC2531 (mAb: 9D7 o respectivamente 9D7G3H11) o DSM ACC2530 (mAb: 5.11A o
respectivamente 5.11A1C2H3), o

conteniendo el anticuerpo en la cadena pesada una secuencia de aminoacidos para la region variable de
acuerdo con la Figura 9a (VHC) y en la cadena ligera una secuencia de aminoacidos para la region variable de
acuerdo con la Fig. 9b (VLC), conteniendo las cadenas pesada y ligera de manera opcional adicionalmente las
secuencias de aminoé&cidos indicadas respectivamente en las Figuras 9a y 9b para la region constante de la cadena
pesada (CHC) y para la region constante de la cadena ligera (CLC) (en las variantes alternativas alli indicadas),
conteniendo la cadena pesada y la cadena ligera de manera opcional adicionalmente las secuencias de aminoacidos
indicadas respectivamente en las Figuras 9a y 9b para el péptido director, estando compuestas la cadena pesada y
la cadena ligera de manera preferida en cada caso a base de las secuencias de plena longitud representadas en las
Figuras 9a y 9b (en las variantes alternativas del terminal de C, tal como se indica en las Figuras 9a y 9b).

4. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 1, estando la composicion farmacéutica constituida galénicamente
para la inyeccion por via intravenosa i.v..

5. Procedimiento para la reduccion de células B de la B-CLL y para la expansion de células T en un liquido que
contiene células T normales, células B asi como células B de la B-CLL, el cual se encuentra fuera del cuerpo.

realizandose que, mediante una interaccién de las células T normales, presentes en el liquido, con un mAb
superagonista especifico para un receptor, que es por naturaleza un estimulador concomitante, en células T, a saber
CD28, en reposo, las células T normales son activadas o respectivamente expandidas,

realizandose que, mediante una interaccion de las células T de la B-CLL, presentes en el liquido, con el mAb
superagonista, especifico para la CD28, éstas son activadas y eventualmente expandidas para la expresion de un
ligando de CD40,

realizandose que las células T de la B-CLL activadas o respectivamente expandidas, portadoras de ligandos de la
CD40, inducen la expresion de la CD86 y/o la CD80 en las células B de la B-CLL, que llevan la CD40,

realizandose que unas células T autdlogas, especificas para un tumor, son activadas o respectivamente expandidas
de un modo concomitantemente estimulado por las células B de la B-CLL, que son portadoras de la CD86 y/o la
CD80, y

realizandose que las células T especificas para un tumor, activadas, eliminan a las células B de la B-CLL.
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Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de TGN1412 inclusive el péptido director
Ve

MGWSCIILFLVATATGVHEQVQLVQSGAEVKKPGASVKVECKASGYTFTSYYT HWVRQAPGQ

(GLEWIGCIYPGNVNTNYNEKFKDRATLTVDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYFCTRSHYGLDW VHC

NFDVWGQGTTVTVS E' STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT

SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTMKRVESKYGPPCPSC

PAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVEQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP é":

REEQENSTYﬁWSVLWLHQDWLNGICEYKCKV SNKGLPSSIEKTISKAKGQRPREPQVYTLPP chic
SQEEHTWQVSL'fCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK’I‘TPPVLDSDGS FFLYSRLTVDKS
RWQECNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Posibles variantes junto al terminal de C (ningun perjuicio de la funcion)

5  (.)SLGK 0 (..)SLGKK 0 (.)SLG

Péptido director

MGWSCIILFLVATATGVHS

10 Fig. 9a
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lach . -
[ .

MGWSCIILFLVATATGVHSDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCHASQNI YVWLNWYQQKPGKA VZ C

PKLLIYKASNLHTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATY YCQQGQTYPYTFGGGTKVE

IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD

SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQCLS SPVTKSFNRGEC E e

Péptido director

MGWSCIILFLVATATGVHS

Fig. 9b
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Secuencia de ADN de la cadena pesada de TGN1412 inclusive intrones, UTRs y el péptido director

1

€1l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
7€l
g4l
301
el
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
19B1
2041
2101
216l
2221
2281
2241
2401
2461
2521

Pos. 21 atg: 1°" codon director

Pos. 150 cag: 1* cod6n de VHR

ggtaceggge
ctacaggtaa
gacatcecact
ggggctgagg
accttcacca
attggatgta
gecaccectga
tctgacgaca
gatgtcegayg
ctttetgggg
aggtggcgcc
gaccatcgcg
caccgeggkd
cecectggegece
aggactactc
tgcacacctt
cegtgeecte
gcaacaccaa
ctggaagcca
ggcagcaagg
ctecagggaga
ccctacccca
tatccgggag
tcagctcaga
grtccaaatart
cagctcaagg
grtgctgacgc
tcttecctgtt
cgtgcgtggt
atggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aaggtgggac
gccctgggag
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctaa
atgcatgagg
tgagtgcecag
ggcacgtace
tgcootgggco
ctgagtgaca

cgacctcace
ggggctcaca
ttgectittet
tgaagaagcc
gctactatat
tttaccctgg
ccgtagacac
cggecgtgta
gccaagggac
caggecggge
agccaggtge
gatagacaag
acatggcacc
ctgctccagg
ccocgaaccey
cccggcoctgtc
cagcagcttg
ggtggacaag
ggctoagece
catgeccceat
gggtcttctg
ggccctgege
gaccctgccc
caccttetet
ggtceccceat
cgggacaggt
atccacctec
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctco
ctecaacaaa
ccagggggtg
tgaccgctgt
tgcccecate
gcttetacee
acaagaccac
cogtggacaa
ctctgcacaa
ggccggeaag
ccgtctacat
coctgtgaga
tgagggaggc

atgggatgga
gtagcagget
ctccacaggt
tggggcectca
acactgggtg
aaatgtcaat
gtccatcage
tctetgtaca
cacggtcace
ctgactttgyg
acacccaatg
aaccgagggg
acctctcttg
agecacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacgaaga
agagttggrd
tcctgectgy
crgtctecte
gatttttcea
atacaggggc
ctgacctaag
cctoccagat
gcccactcatg
gccectagagt
atcrtcrrect
cccaaggaca
agccaggaayg
gccaagacaa
accgtbcctge
gaccteoocogt
cgagggcecac
gcoaacctct
ccaggaggag
cagcgacatc
gcocteocogtg
gagcaggrtgg
ccactacaca
coccogetce
actteccagg
atgtgatggt
agagcggatc

Pos. 2338 aaa: ultimo coddn constante de IgG4

Pos. 2341 tga: interrupcion

Fig. 9c

27

gctgtatcat
tgaggtetygy
gtgcattccc
gtgaaggtct
cgacaggccc
actaactata
acagcctaca
agatcacact
gtctecteag
ctgggggcag
ccecatgagec
cctectgegec
cagcrttecac
agagcacagc
Cgtgg aactc
caggactcta
gcctacacctg
agaggeccage
acgcacccceg
acccggagge
ccaggetceg
aggtgctgey
cccaccccaa
ctgagtaact
ccocaggtaag
agcctgeatce
cagcacctga
ctctcatgat
accccgaggt
agcegeggga
accaggactg
cctccatcga
atggacagag
gtccctacag
atgaccaaga
gcecgtggagt
ctggactccg
caggagggda
cagaagagcc
ccgggetcete
cacccagcat
tctttccacg
o]

Pos. 517 tca: Ultimo codén de VHR

cctcttcttg
acatatatat
aggtgcagct
cctgecaagge
ctggacaaqg
atgagaagtt
tggagctgag
acggecctcega
gtgagtegtsa
ggaggggger
cagacactgg
ctgggcceag
caagggceca
cgcecctgggc
aggcgccctg
ctecctcage

_caacgtagat

acagggaggg
gctgtgcagc
ctectgaccac
ggcagccaca
ctcagacctg
aggccaaact
cccaaktcetec
ccaacccagg
cagggacagg
grtcctgggg
ctceccggace
ccagttcaac
ggagcagtte
gctgaacggce
gaaaaccatc
gtcagectegy
ggcagceeayg
accaggtcag
gggagaggoaa
acggcrtcocte
atgtcttctc
tctecctgte
ggggtegegc
ggaaataaag
ggtcaggecg

Pos. 157 tcc: Ultimo coddn director (director con intrén!)

gtagcaacag
gggtgacaat
ggtgcagrct
ttetggatac
gcttgagtgg
caaggacagd
caggctgaga
ctggaactte
cgctagcaag
aaggtgacgce
accctgcatg
ctetgtecca
tcegtettcco
tgcctggtea
accageggcyg
agocgtggtga
cacaagceca
agggtgtery
cceageccag
cccactcatyg
ggctggatgce
ccaagagcca
ctocactcce
tctotgcaga
cctcgeccte
ceccagecgg
ggaccatcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
cccacectet
dagagccacag
cctgacctgce
tgggcagcecy
crtrtcctetac
atgctcoecgtyg
tctgggtaaa
gaggatgctt
Cacccaccac
agtctgaggc
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Secuencia de ADN de la cadena ligera de TGN1412 inclusive intrones, UTRs y el péptido director

1

61
121
igl
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
S01
981
1021
1081
1141
1201
1261
1221
1381
1441
1501
1561
1621
1681

Pos. 21 atg: 1°" coddn director

Pos. 160 gac: 1* codén de VLR

ggtaccggge
ctacaggtaa

gacatccact
ccatectece
aacatttatg
atctataagg
gggacagatt
tgtcaacagg
cgtgagtcgt
gtggecoatte
ctcagaatgg
gaagctagga
taattatctg
gcaaacaaca
cctcaggaac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca

‘caaagagett

ccagectgac
tattgecggee
tgctaatgtt
ttcctcattct
actaaatatg
tttacecetat
cagtccccty
ctcatagtcc
tgagaatcaa

cgacctcacc
ggggctcaca
ttgcctttct
tgtctgcatce
tttggttaaa
cttccaacct
tcactctcac
gtcaaactta
acgctagcaa
tttgcctaaa
ctgcaaagag
agaaactcaa
ggataagcat
cacccaaggg
tgtggctgoa
tgectcegre
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga
cceccteccat
ctccagctca
ggaggagaat
aataattatt
tagtcatoot
catcctetyge
ggccatggta
tttttaaggg
cCaaagcaaa

atgggatgga
gtagcagget
ctccacaggt
tgtaggagac
ctggtatcag
gcacacaggg
catcagcagt
tcogtacacyg
gcttgatatc
gcattgagrt
ctccaacaaa

aacatcaaga

gctgttttct
cagaactitg
ccatctgtot
grgtgecorge
geectocaat
tacagcctca
gecctgcgaay
gagtgttaga
ccrreggect
tctttcacct
gaataaataa
atctgttgre
aaggegeata
aagacagtce
ggagagactt
tgacaggtet
ttcctgecage

Pos. 1164 tgt : dltimo codon constante de kappa

Pos. 1167 tag: interrupcion

Fig. 9d

gctgtatcat
tgaggtctag
gtgcattccg
agagtcacca
cagaaaccag
gtceccatcaa
ctgcaaactg
ttoggecggag
gaattctaaa
cactgcaagg
agaatttaga
ttttaaatac
gtctgtccct
ttacttaaac
tcatctteceoe
tgaataactct
cgggtaactc
gcagcaccct
tcacccatca
gg9g9agaagtg
ctgacccrLt
cacccccctc
agtgaatctt
LLaccaacta
agcatttata
tccctcaaac
gcttoctegt
taocagtcata

ccgggggatc

Pos. 517 tca: Gltimo codon de VLR

cctcttetig
acatatatat
acatccagat
tcacttgcca
ggaaagcccc
ggttcagtgg
aagattttge
ggaccaaggt
ctctgagggyg
tcagaaaagc
agtttattaa
gcttcttgygt
aacatgccct
accatoctgt
gcgatctgat
ctatcocada
ccaggagagrt
gacgctgage
gggectgage
cceccacetyg
ttccacaggy
ctceteccttg
tgcacetgtg
ctcaatttcect
aaaatcatcc
ccacaagect
tttccecctec
tatcotttga
c

Pos. 157 tcc: ultimo codoén director (director con intron!)

gtagcaacag
gggtgacaat
gacceagtct
tgccagtcaa
taagctcctg
cagtggatct
aacttactac
ggagatcaaa
gtcggatgac
atgraaagec
ggaatagggg
ctecettgota
gtgattatce
ttgecttcttt
gagcagttga
gaggccaaag
gtgacagagc
aaagcagact
tegeccgtca
ceccotcagtt
gacctaccce
gctttaatta
gtttekbctct
cttataaggg
ttcattctat
tctgtcoctca
tcagcaagec
ttcaattccc

Secuencia de aminoéacidos de la cadena ligera de TGN1412 inclusive los péptidos directores
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