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DESCRIPCION
Miembro de unién para el receptor GM-CSF

La presente invencion se refiere a miembros de uniéon para la cadena alfa del Receptor del Factor de Estimulacion
de Colonias de Granulocitos/Macrofagos (GM-CSFRa), especialmente moléculas de anticuerpo anti-GM-CSFRa.
También se refiere al uso de estos miembros de unién en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, respiratorias
y autoinmunitarias mediadas por GM-CSFRa, incuidas la artritis reumatoide, la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y la esclerosis multiple.

El GM-CSF es una citocina proinflamatoria de tipo |, que mejora la supervivencia, la proliferacion y/o la
diferenciacion de una amplia serie de tipos de células hematopoyéticas que incluyen neutréfilos, eosindfilos,
macrofagos y sus células progenitoras. El receptor GM-CSF es un miembro de la superfamilia del receptor de la
hematopoyetina. Es heterodimérico, esta constituido por una subunidad alfa y una beta. La subunidad alfa es
altamente especifica para el GM-CSF mientras que la subunidad beta estd compartida con otros receptores de
citocinas, que incluyen la IL3 y la IL5. Esto se refleja en una distribucion en el tejido mas amplia de la subunidad beta
del receptor. La subunidad alfa, GM-CSFRa., se expresa principalmente en las células mieloides y en las células no
hematopoyéticas, tales como los neutréfilos, los macréfagos, los eosindfilos, las células dendriticas, las células
endoteliales y las células epiteliales respiratorias. EI GM-CSFRa de longitud completa es una glicoproteina de
membrana de tipo | de 400 aminoacidos que pertenece a la familia de receptores de citocinas de tipo |, y esta
constituida por un péptido sefial de 22 aminoacidos (posiciones 1-22), un dominio extracelular de 298 aminoacidos
(posiciones 23-320), un dominio transmembrana en las posiciones 321 - 345 y un dominio intra-celular corto de 55
aminoacidos. El péptido sefial se escinde para proporcionar la forma madura de GM-CSFRa. como una proteina de
378 aminoacidos. Estan disponibles los clones de ADNc de GM-CSFRa humano y murino y, a nivel de proteina, las
subunidades del receptor tienen el 36 % de identidad. El GM-CSF es capaz de unirse con una afinidad relativamente
baja a la subunidad o sola (Kd 1-5 nm) pero no se une en absoluto a la subunidad B sola. Sin embargo, la presencia
de ambas subunidades o y B dan lugar a un complejo ligando-receptor de alta afinidad (Kd = 100pM). La
sefalizacion de GM-CSF se produce mediante su union inicial a la cadena o de GM-CSFR y el entrecruzamiento
posterior con una subunidad mas grande de la cadena  comun para generar la interaccion de alta afinidad, que
fosforila la ruta JAK-STAT. La unién de GM-CSFR al GMCSF se examina en la ref. [1]. Esta interaccién ademas es
capaz de sefalizar mediante la fosforilacion de tirosina y la activacion de la ruta de la cinasa MAP.

Patologicamente, se ha demostrado que el GM-CSF desempefia un papel en la exacerbacion de las enfermedades
inflamatorias, respiratorias y autoinmunitarias. La neutralizacion de la union de GM-CSF al GM-CSFRa es, por lo
tanto, un enfoque terapéutico para el tratamiento de las enfermedades y las afecciones mediadas por GM-CSFR.

Nicola y col.. [2] han descrito un anticuerpo murino contra el GM-CSFRa. humano, que se denominé 2B7-17-A o
"2B7", que se ha informado que tiene una afinidad relativamente alta por el GM-CSFRo humano y es un potente
inhibidor de la accién bioldégica del GM-CSF humano en varios bioensayos diferentes. El anticuerpo 2B7 esta
disponible comercialmente de Chemicon como MAB1037, y la ficha de especificaciones técnicas para el MAB1037
indica que este es un potente inhibidor de la accién biolégica de GM-CSF.EI 2B7 se ha descrito también en el
documento W094/09149.

Usando una combinacién de selecciones de las bibliotecas de fagos scFv virgenes, mutagénesis aleatoria y ensayos
bioldgicos y bioquimicos disefiados adecuadamente (ver la Parte experimental mas abajo), hemos identificado
moléculas de anticuerpo muy potentes que se unen al GM-CSFRa humano e inhiben la accion de GM-CSF humano
en su receptor. Los resultados presentados en el presente documento indican que nuestros anticuerpos se unen a
una region o epitopo diferente de GM-CSFRa en comparacion con el anticuerpo 2B7 anti-GM-CSFRa conocido y
sorprendentemente, son aun mas potentes que 2B7, como se ha demostrado en una diversidad de ensayos
bioldgicos.

Un aspecto de la invencion es una composicion que comprende una molécula de anticuerpo aislada y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, donde la molécula de anticuerpo comprende un dominio VH de anticuerpo y un
dominio VL de anticuerpo, comprendiendo el dominio VH de anticuerpo las regiones determinantes de la
complementariedad de cadena pesada (CDR) HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y comprendiendo el dominio VL las CDR
de cadena ligera LCDR1, LCDR2 y LCDR3, donde las secuencias de aminoacidos de las CDR son:

HCDR1 SEQ ID NO: 53

HCDR2 SEQ ID NO: 54

HCDRS3 SEQ ID NO: 55

LCDR1 SEQ ID NO: 58

LCDR2 SEQ ID NO: 59y

LCDR3 SEQ ID NO: 60.

Los anticuerpos de la invencion son particularmente valiosos en la unién a, y neutralizacién de, GM-CSFRa y, por lo
tanto, se usan en tratamientos de enfermedades mediadas por el GM-CSFRq, incluidas enfermedades inflamatorias
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y autoinmunitarias, tal como se indica mediante la experimentacion contenida en el presente documento y en la
literatura técnica de apoyo adicional. Por ejemplo, se ha demostrado en ensayos basados en células que los
anticuerpos de la invencién son capaces de inhibir la liberacion de citocinas (por ejemplo, IL-6 y TNFa) inducida por
la unién de GM-CSF nativo a su receptor. Tal como se explica con mas detalle mas adelante, la inhibicién de la
actividad de GM-CSF mediante el bloqueo de la unién al GM-CSFRa es un enfoque terapéutico para el tratamiento
de enfermedades tales como la artritis reumatoide (AR), el asma, la inflamacién de las vias respiratorias inducida por
el humo, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), reacciones alérgicas, la esclerosis multiple (EM), la
leucemia mieloide y la aterosclerosis.

Los miembros de union de acuerdo con la invencién generalmente se unen al dominio extracelular de GM-CSFRa.
Preferentemente, un miembro de unién de la invenciéon se une a al menos un residuo de Tyr-Leu-Asp-Phe-GIn
(YLDFQ), SEC ID N°: 201, en las posiciones 226 a 230 de GM-CSFRo humano maduro (SEC ID N°: 206). El
miembro de unién puede unirse a al menos un residuo en la secuencia YLDFQ de GM-CSFRa humano, por ejemplo,
se puede unir a uno, dos, tres o cuatro residuos de la secuencia YLDFQ. Asi, el miembro de unién puede reconocer
uno o mas residuos dentro de esta secuencia, y opcionalmente puede unirse también a residuos flanqueantes
adicionales o residuos estructuralmente vecinos en el dominio extracelular de GM-CSFRa.

La unién se puede determinar por cualquier procedimiento adecuado, por ejemplo se puede usar un analisis de
union a péptidos, tal como un inmunoensayo de unién a enzima (ELISA) basado en PEPSCAN, tal como se describe
con detalle en otra parte en el presente documento. En un analisis de unidon a péptidos, tal como el tipo
proporcionado por PEPSCAN Systems, se examinan sistematicamente péptidos cortos superpuestos derivados de
los antigenos para determinar la unién a un miembro de union. Los péptidos se pueden acoplar covalentemente a
una superficie de apoyo para formar una matriz de péptidos. En resumen, un analisis de unién a péptidos (por
ejemplo, "PEPSCAN") incluye la identificacion de (por ejemplo, por medio del uso del ELISA) un conjunto de
péptidos a los que se une el miembro de unidén, en el que los péptidos tienen secuencias de aminoacidos que
corresponden a los fragmentos de SEC ID N° 206 (por ejemplo, los péptidos de aproximadamente 15 residuos
contiguos de SEC ID N°: 206) y la alineacion de los péptidos con el fin de determinar una huella de los residuos
unidos por el miembro de union, en la que la huella comprende los residuos comunes a los péptidos superpuestos.
De acuerdo con la invencion, la huella identificada mediante el analisis de la unién a péptidos o PEPSCAN puede
comprender al menos un residuo de YLDFQ correspondiente a las posiciones 226 a 230 de la SEC ID N°: 206. La
huella puede comprender uno, dos, tres, cuatro o todos los residuos de YLDFQ. Un miembro de unién de acuerdo
con la presente invencion se puede unir a un fragmento de péptido (por ejemplo, de 15 residuos) de SEC ID N°: 206
que comprende uno o mas, preferentemente todos, los residuos de YLDFQ correspondientes a las posiciones 226 a
230 de la SEC ID N°: 206, por ejemplo, tal como se determina por un procedimiento de analisis de unién a péptidos
o PEPSCAN descritos en el presente documento. Asi, un miembro de union de la invencion se puede unir a un
péptido que tiene una secuencia de aminoacido de 15 residuos contiguos de la SEC ID N°: 206, en el que la
secuencia de 15 residuos comprende al menos un residuo de, o al menos se superpone parcialmente con, YLDFQ
en las posiciones 226 a 230 de la SEC ID N°: 206. Los detalles de un procedimiento de analisis de unién a péptidos
adecuado para determinar la unidén se exponen con detalle en otra parte en el presente documento. Otros
procedimientos que son bien conocidos en la técnica y se podrian usar para determinar los residuos unidos
mediante un anticuerpo, y/o para confirmar los resultados del analisis de unién a péptidos (por ejemplo. PEPSCAN),
incluyen la mutagénesis dirigida al sitio, el intercambio deuterio-hidrégeno, la espectrometria de masas, la RMN y la
cristalografia de rayos X.

En consecuencia, un miembro de union de la invencion neutraliza preferentemente el GM-CSFRa. Neutralizacion
significa reduccion o inhibicion de la actividad bioldgica de GM-CSFRa., por ejemplo, reduccion o inhibicién de la
union de GM-CSF a GM-CSFRa, o de la sefalizacion por el GM-CSFRa, por ejemplo medida mediante las
respuestas mediadas por el GM-CSFRa. La reduccion o inhibicion de la actividad bioldgica puede ser parcial o total.
El grado en que un anticuerpo neutraliza el GM-CSFRa se conoce como su potencia neutralizante. La potencia se
puede determinar o medir usando uno o mas ensayos conocidos por los expertos y/o como se describe o se
menciona en el presente documento. Por ejemplo, el miembro de unién puede tener una actividad de neutralizacion
en uno o mas de los siguientes ensayos:

© Ensayo bioquimico de unién al ligando

© Ensayo de proliferacion de TF-1

© Ensayo del cambio de forma del granulocito humano

© Ensayo del cambio de forma del granulocito de primate cinomolgo no humano

o Ensayo de liberacion de monocito TNFa
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o Ensayo de supervivencia de granulocitos

© Ensayo de formacién de colonias (inhibicion de GM-CSF in vitro diferenciacion mediada por GM-CSF de
progenitores de células sanguineas)

© Inhibicién de la bioactividad de GM-CSF in vivo por ejemplo, en ratones quiméricos con médula ésea transgénica
que expresan el GM-CSFR humano

© Ensayo de liberacion de citocina de célula mononuclear de sangre periférica

La potencia se expresa normalmente como un valor de CI50, en pM a menos que se indique lo contrario. En
ensayos funcionales, la CI50 es la concentracion que reduce una respuesta biolégica en un 50 % de su maximo. En
los estudios de unién al ligando, la CI50 es la concentraciéon que reduce la union al receptor en un 50 % del maximo
nivel de unién especifica. La CI50 se puede calcular por la representacion grafica del % de la respuesta bioldgica
maxima (representada por ejemplo, mediante la proliferacion celular, que se puede medir como la incorporacion de
3H timidina en cpm, en un ensayo de proliferacion, por cambio de forma en un ensayo de cambio de forma, por la
liberacion de TNFo en un ensayo de liberacion de TNFa., por la supervivencia en un ensayo de supervivencia, por el
numero de colonias en un ensayo de formacion de colonias o por el aumento en el peso del bazo o disminucion de
la circulacion de monocitos en ratones quiméricos con médula ésea transgénica que expresan el GM-CSFR humano
en una prueba de bioactividad) o el % de unién especifica al receptor como funcién del logaritmo de la concentracion
del miembro de unién y por medio del uso de un programa informatico tal como el Prism (GraphPad) para adaptar
una funcién sigmoidal a los datos para generar valores de CI50.

Un valor de CI50 puede representar la media de una pluralidad de mediciones. Asi, por ejemplo, los valores de CI50
pueden obtenerse a partir de los resultados de experimentos por triplicado, y después puede calcularse un valor de
CI150 promedio.

En el ensayo de proliferacion de TF-1, los miembros de unidn de la invencién tienen normalmente una CI50 inferior a
1500 pM. Por ejemplo, la CI50 puede ser < 300, < 60, < 10 o < 1,5 pM, por ejemplo, aproximadamente 1,0 pM.
Normalmente, la CI50 es al menos 0,5 o 1,0 nM. El anticuerpo murino 2B7 conocido tuvo una CI50 de
aproximadamente 1600 pM en este ensayo. El ensayo de proliferacion de TF-1 usado en el presente documento fue
con una concentracion final de GM-CSF humano 7 pM. Asi, la potencia de neutralizacion de CI50 en el ensayo de
proliferacion de TF-1 representa la capacidad de un miembro de unién de inhibir la proliferacion de células TF-1
inducidas por GM-CSF humano 7 pM. Para mas detalles, véase la seccién de Materiales y procedimientos de
ensayo.

Un miembro de unién de la invencién puede tener un pA; mas negativo que -6, -7, -8, -9, -10, -10,5 o0 -11 en el
ensayo de proliferacion de TF-1. Por ejemplo, pA. puede ser aproximadamente -10,5 o -11. El calculo y la
importancia de los valores pA; se trata en detalle en la Parte experimental en Materiales y procedimientos de
ensayo.

En el ensayo del cambio de forma del granulocito humano, los miembros de unién de la invencién normalmente
tienen una CI50 inferior a 100 pM, por ejemplo inferior a 50 pM o inferior a 30, 25, 20, 15 o 10 pM. Normalmente la
CI50 es al menos 5, 6 o 7 pM. El anticuerpo 2B7 murino conocido, por el contrario, es menos potente con una CI50
medida de 477 pM en este ensayo. El ensayo del cambio de forma del granulocito humano usado en el presente
documento se realizd con una concentracién final de GM-CSF humano 7 pM. Asi, la potencia de neutralizacion de
CI50 en el ensayo de cambio de forma del granulocito humano representa la capacidad de un miembro de unién de
inhibir el cambio de forma de los granulocitos humanos inducido por GM-CSF humano 7 pM. Para mas detalles,
véase la seccion de Materiales y procedimientos de ensayo.

En el ensayo de cambio de forma de los granulocitos de cinomolgo, los miembros de unién de la invencion
normalmente tienen una CI50 inferior a 20 pM, tipicamente inferior a 10, 5 0 2,5 pM. La CI50 puede ser al menos
0,5, 1 0 1,5 pM. El anticuerpo murino 2B7 conocido tuvo una CI50 de 26 pM cuando se analizé en este ensayo. El
ensayo del cambio de forma de los granulocitos de cinomolgo usado en el presente documento se realizé con una
concentracion final de GM-CSF humano 7 pM. Asi, la potencia de neutralizacion de CI50 en el ensayo de cambio de
forma de granulocito de cinomolgo representa la capacidad de un miembro de union de inhibir el cambio de forma de
granulocitos de cinomolgos inducido por GM-CSF humano 7 pM. Para mas detalles, véase la seccion de Materiales
y procedimientos de ensayo.

Un miembro de unién de la invenciéon puede tener un pA, mas negativo que -6, -7, -8, -9, -10, -10,5 o -11 en el
ensayo de cambio de forma humano y/o cinomolgo. Preferentemente el pA; es aproximadamente -10 o -11.

En el ensayo de liberacion de TNFa de monocitos, los miembros de unién de la invenciéon normalmente tienen una
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CI150 inferior a 150 pM, tipicamente inferior a 110 pM, por ejemplo, inferior a 100 pM. La CI50 puede ser al menos 30
0 40 pM. El ensayo de liberacion de TNFa de monocitos usado en el presente documento se realizd6 con una
concentracion final de GM-CSF humano 1 nM. Asi, la potencia de neutralizacion de CI50 en el ensayo de liberacion
de TNFa de monocitos representa la capacidad de un miembro de unién de inhibir la liberacion de TNFa a partir de
monocitos humanos estimulada con GM-CSF humanos 1 nM. Para mas detalles, véase la seccién de Materiales y
procedimientos de ensayo.

En el ensayo de supervivencia de granulocitos, los miembros de unién de la invencién normalmente tienen una CI50
inferior a 1000pM, tipicamente inferior a 850 pM. La CI50 puede ser inferior a 500, 250, 150, 100, 50, 30, 20 o 10
pM. La CI50 puede ser al menos 5 pM. El anticuerpo murino 2B7 conocido es inactivo en este ensayo hasta una
concentracion 83 nM. El ensayo de supervivencia de los granulocitos usado en el presente documento se realizé con
una concentracion final de GM-CSF humano 7 pM. Asi, la potencia de neutralizacion de CI50 en el ensayo de
supervivencia representa la capacidad de un miembro de unién de inhibir la supervivencia de granulocitos humanos
inducida por GM-CSF humano 7 pM. Para mas detalles, véase la seccidon de Materiales y procedimientos de ensayo.

En el ensayo de formacién de colonias, los miembros de unién de la invencién pueden tener una CI50 inferior a 5,
inferior a 2.5, inferior a 1 o inferior a 0,3 pg/ml. Preferentemente la CI50 es de 0,25 ug/ml o menor, por ejemplo
inferior a 0,1 pg/ml. La CI50 puede ser al menos 0,05 pg/ml. El anticuerpo murino 2B7 conocido tiene poca o
ninguna actividad en este ensayo hasta una concentraciéon de 10 pg/ml (67nM). El ensayo de formacién de colonias
usado en el presente documento se realizd con una concentracion final de 10 ng/ml de GM-CSF humano. Asi, la
potencia de neutralizacién de CI50 en el ensayo de formacién de colonias representa la capacidad de un miembro
de unién de inhibir la formacién de colonias inducida por 10 ng/ml de GM-CSF humano. Para mas detalle ver la
seccion de Materiales y procedimientos de ensayo.

Un miembro de unién de la invencidon puede mostrar una capacidad dependiente de la dosis de inhibicion del
aumento de peso del bazo y/o de inhibicién de una disminucién en los monocitos circulantes inducida por el GM-
CSF en ratones quiméricos con médula 6sea transgénica que expresan el GM-CSFR humano, que se tratan con el
GM-CSF humano. La CI50 para la inhibicidon del aumento de peso del bazo puede ser inferior a 5, inferior a 2,5,
inferior a 2, inferior a 1 o inferior a 0,75 mg/kg. La CI50 puede ser al menos 0,5 mg/kg en algunas realizaciones.

Adicionalmente, la cinética de unién y afinidad de los miembros de unién por el GM-CSFRa humano se puede
determinar, por ejemplo, mediante resonancia de plasmoén superficial, por ejemplo, mediante el uso del BlAcore. Los
miembros de unién de la invencién normalmente tienen una KD inferior a 4 nM y con mayor preferencia inferior a 3,
2 o 1 nM. Preferentemente, la KD es inferior a 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 0 0,15 nM.

Los miembros de unién de la invencion normalmente se unen a GM-CSFRa de primate no-humano, por ejemplo,
GMCSFRa de cinomolgo, ademas de a GM-CSFRa humano. Como existe una homologia baja entre el receptor de
GM-CSF humano y murino (aproximadamente el 36 %), los miembros de unién de la invencién generalmente no se
uniran ni reaccionaran de forma cruzada con el receptor murino.

Un miembro de unién de la invencion comprende una molécula de anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo entero o
un fragmento de anticuerpo, tal como se trata con mas detalle mas adelante. Preferentemente, una molécula de
anticuerpo de la invencién es una molécula de anticuerpo humano.

Un miembro de unién de la invencion comprende un dominio de anticuerpo VH y/o VL. Dentro de cada uno de los
dominios VH y VL se encuentran las regiones determinantes de la complementariedad ("CDR"), y las regiones
estructurales, ("FR"). Un dominio VH comprende un conjunto de HCDR y un dominio VL comprende un conjunto de
LCDR. Una molécula de anticuerpo tipicamente comprende un dominio VH de anticuerpo que comprende una
CDR1, CDR2 y CDR3 y un marco estructural de VH. Alternativa o adicionalmente puede comprender un dominio VL
de anticuerpo que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 y un marco estructural de VL. Un marco estructural del
dominio VH o VL comprende cuatro regiones estructurales, FR1, FR2, FR3 y FR4, intercaladas con las CDR en la
siguiente estructura:

FR1-CDR1-FR2-CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

Ejemplos de los dominios VH y VL de anticuerpo, las FR y las CDR son los enumerados en el listado de secuencias
adjunto que forma parte de la presente descripcion. Un "conjunto de CDR" comprende CDR1, CDR2 y CDR3. Asi,
un conjunto de HCDR significa HCDR1, HCDR2 y HCDRS, y un conjunto de LCDR significa LCDR1, LCDR2 y
LCDR3. A menos que se indique lo contario, un "conjunto de CDR" incluye HCDR y LCDR. Tipicamente los
miembros de unidn de la invencion son anticuerpos monoclonales (mAb).

Tal como se describe con mas detalle en la Parte experimental, se identificé un grupo de moléculas de anticuerpos
que se unen al GM-CSFRa. Ademas se identificaron determinados residuos dentro de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de los dominios VH y VL que son especialmente importantes para la unién al receptor y
la potencia de neutralizacion. Puesto que las CDR son principalmente responsables de la determinacion de la union
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y la especificidad de un miembro de unién, una o mas CDR que tienen los residuos apropiados tal como se definen
en el presente documento se pueden usar e incorporar a cualquier regién estructural adecuada, por ejemplo una
region estructural de dominio VH y/o VL de anticuerpo, o una proteina de andamiaje que no sea un anticuerpo, tal
como se describe con més detalle en otra parte en el presente documento. Por ejemplo, puede injertarse una o mas
CDR o un conjunto de CDR de un anticuerpo en un marco estructural (por ejemplo, un marco estructural humano)
para proporcionar una molécula de anticuerpo o moléculas de anticuerpos diferentes. Por ejemplo, una molécula de
anticuerpo puede comprender CDR tal como se describen en el presente documento y regiones estructurales de
secuencias del segmento génico de la linea germinal humana. Un anticuerpo puede estar provisto de un conjunto de
CDR dentro de un marco estructural que se puede someter a transformacion a la linea germinal, en la que uno o
mas residuos dentro del marco estructural se cambian para que correspondan con los residuos presentes en la
posicion equivalente del marco estructural de la linea germinal humana mas similar. Asi, las regiones estructurales
del anticuerpo son preferentemente de linea germinal y/o humanas.

LLevamos a cabo una investigacion sobre qué residuos de un anticuerpo candidato eran importantes para el
reconocimiento del antigeno, siguiendo el procedimiento descrito en la seccién experimental, y después se realizé el
andlisis de secuencia de 160 clones que mostraban una potencia al menos 5 veces superior al clon del anticuerpo
parental en un ensayo bioldgico. Los resultados indicaron las siguientes posiciones que contribuyen a la union del
antigeno: residuos de Kabat 27A, 27B, 27C, 32, 51, 52, 53, 90, 92 y 96 en el dominio VL y residuos de Kabat 17, 34,
54, 57, 95, 97, 99 y 100B en el dominio VH.

El analisis indicd 4 posiciones de residuos en las CDR que tienen una influencia particularmente fuerte en la unién al
receptor: H97, H100B, L90 y L92 (numeracién de Kabat). El residuo de serina en la posicion H97 de CDR3 de VH se
observo en los 160 clones y por lo tanto representa un residuo importante para el reconocimiento del antigeno.

El residuo de Kabat H17 en la region estructural del dominio VH es preferentemente S. El residuo de Kabat H94 es
preferentemente | o una sustitucion conservadora del mismo (por ejemplo. L, V, A o M). Normalmente H94 es I.

La molécula de anticuerpo es preferentemente una molécula de anticuerpo humano que tiene un dominio VH que
comprende un conjunto de HCDR en una regién estructural de la linea germinal humana, p. €j., la regién estructural
de la linea germinal humana de la familia VH1 o VH3 de cadena pesada. En una realizacion preferente, la molécula
de anticuerpo humano aislado tiene un dominio VH que comprende un conjunto de HCDR en un marco estructural
de la linea germinal humana VH1 DP5 o VH3 DP47. Asi, las regiones estructurales del dominio VH pueden
comprender marcos estructurales del segmento génico de la linea germinal humana VH1 DP5 o VH3 DP47. La
secuencia de aminoacidos de la FR1 de VH puede ser la SEC ID N°: 251. La secuencia de aminoacidos de la FR2
de VH puede ser la SEC ID N°: 252. La secuencia de aminoacidos de la FR3 de VH puede ser la SEC ID N°: 253. La
secuencia de aminoacidos de la FR4 de VH puede ser la SEC ID N°; 254,

La molécula de anticuerpo tiene ademas un dominio VL que comprende un conjunto de LCDR, preferentemente en
una regioén estructural de linea germinal humana, por ejemplo un marco estructural de linea germinal humana de la
familia de cadena ligera Vlambda 1 o Vlambda 6. En una realizacién preferente, la molécula de anticuerpo humano
aislado tiene un dominio VL que comprende un conjunto de LCDR en una region estructural de la linea germinal
humana VLambda 1 DPL8 o VLambda 1 DPL3 o VLambda 6_6a. Asi, el marco estructural del dominio VL puede
comprender regiones estructurales del segmento génico de la linea germinal humana VLambda 1 DPL8, VLambda 1
DPL3 o VLambda 6_6a. La FR4 del dominio VL puede comprender una region estructural del segmento de la linea
germinal humana JL2. La secuencia de aminoacidos de la FR1 de VL puede ser la SEC ID N°: 255. La secuencia de
aminoacidos de la FR2 de VL puede ser la SEC ID N°: 256. La secuencia de aminoacidos de la FR3 de VL puede
ser la SEC ID N°: 257. La secuencia de aminoacidos de la FR4 de VL puede ser la SEC ID N°: 258.

Un anticuerpo que no es de linea germinal tiene las mismas CDR, pero marcos estructurales diferentes, en
comparacién con un anticuerpo que se transformé a linea germinal.

Un miembro de unién de la invencion puede competir por la union al GM-CSFRa con cualquier miembro de union
descrito en el presente documento por ejemplo, el anticuerpo 3 o cualquiera de los anticuerpos 1, 2 0 4-20. Por lo
tanto, un miembro de unién puede competir por la unién al GM-CSFRa con una molécula de anticuerpo que
comprende el dominio VH y el dominio VL de cualquiera de los anticuerpos 1, 2 o 4-20. La competencia entre los
miembros de uniéon puede analizarse facilmente in vitro, por ejemplo, mediante el etiquetado de una molécula
comunicadora a un miembro de unién que se puede detectar en presencia de uno o mas de otros miembros de
union no etiquetados, para permitir la identificacion de los miembros de unién que se unen al mismo epitopo o un
epitopo superpuesto.

La competencia se puede determinar por ejemplo usando ELISA, en el que por ejemplo el dominio extracelular de
GM-CSFRa, o un péptido del dominio extracelular, se inmoviliza en una placa y un primer miembro de unién
etiquetado junto con uno o mas de otros miembros de unién no etiquetados se afiaden a la placa. La presencia de
un miembro de unién no etiquetado que compite con el miembro de unién etiquetado se observa mediante una
disminucion en la sefial emitida por el miembro de unién etiquetado. De manera similar, se puede usar un ensayo de
resonancia de plasmén superficial para determinar la competencia entre los miembros de unién.
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En las pruebas de competencia se puede usar un fragmento de péptido del antigeno, especialmente un péptido que
incluye, o que esta constituido esencialmente por, un epitopo o regién de unién de interés. Se puede usar un péptido
que tiene el epitopo o la secuencia diana mas uno o mas aminoacidos en cualquier extremo. Los miembros de union
de acuerdo con la presente invencion pueden ser de tal modo que su unién por el antigeno se inhiba por un péptido
con, o que incluye, la secuencia dada.

Los miembros de uniéon que se unen a un péptido se pueden aislar, por ejemplo, a partir de una biblioteca de
presentacion en fago por cribado con el(los) péptido(s).

Puede usarse un miembro de unién como los anteriores para medir los niveles de antigeno en un ensayo de
competencia, es decir, un procedimiento para medir el nivel de antigeno en una muestra mediante el uso de un
miembro de union tal como se proporciona por la presente invencién en un ensayo de competencia. Esto puede
darse cuando no es necesaria la separacion fisica del antigeno unido del no unido. Unir la molécula comunicadora al
miembro de unién de modo que se produzca un cambio fisico u éptico en la unién es una posibilidad. La molécula
comunicadora puede generar directa o indirectamente sefales detectables, y preferentemente sefales medibles. La
union de las moléculas comunicadoras puede ser directa o indirectamente, covalente, por ejemplo, a través de un
enlace peptidico, o no covalente. La unién a través de un enlace peptidico puede ser el resultado de la expresion
recombinante de una fusién de genes que codifican el anticuerpo y la molécula comunicadora.

Los niveles de antigenos pueden medirse también directamente, usando un miembro de unién de acuerdo con la
invencién, por ejemplo en un sistema biosensor.

La unién de un miembro de unién tal como se proporciona en el presente documento al GM-CSFRa puede tener
lugar in vivo, por ejemplo, después de la administracion de un miembro de union, o el acido nucleico que codifica un
miembro de unién, o puede tener lugar in vitro, por ejemplo en ELISA, inmunotransferencia de tipo Western,
inmunocitoquimica, inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad, o ensayos basados en células tal como un
ensayo de TF-1.

La cantidad de unién del miembro de union a GM-CSFRa se puede determinar. La cuantificacion se puede
relacionar a la cantidad del antigeno en una muestra de ensayo, que puede ser de interés diagndstico o prondstico.

Ademas se describe un kit que comprende un miembro de unién o molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquier
aspecto o realizacién de la presente invencién. En el kit, el miembro de uniéon o molécula de anticuerpo puede
etiquetarse para permitir su reactividad en una muestra que se determinara, por ejemplo, tal como se describe mas
adelante. Los componentes de un kit son generalmente estériles y estan en viales u otros recipientes sellados. Los
kits se pueden usar en analisis de diagnodstico u otros procedimientos para los que sean utiles las moléculas de
anticuerpo. Un kit puede contener instrucciones de uso de los componentes en un procedimiento. Pueden estar
incluidos materiales auxiliares para ayudar en, o para permitir realizar, este procedimiento en un kit de la invencién.

Las reactividades de los anticuerpos en una muestra se pueden determinar por cualquier medio adecuado. El
radioinmunoensayo (RIA) es una posibilidad. El antigeno radiactivo etiquetado se mezcla con el antigeno no
etiquetado (la muestra de ensayo) y permite que se una al anticuerpo. El antigeno unido se separa fisicamente del
antigeno no unido y se determina la cantidad de antigeno radioactivo que se une al anticuerpo. Cuanto mas
antigeno haya en la muestra de prueba, menos antigeno radiactivo se unira al anticuerpo. También puede usarse un
ensayo de uniéon competitiva con el antigeno no radiactivo, mediante el uso del antigeno o un analogo unido a una
molécula comunicadora. La molécula comunicadora puede ser un fluorocromo, fésforo o colorante de laser con
caracteristicas de absorcion o emisién espectralmente aisladas. Los fluorocromos adecuados incluyen fluoresceina,
rodamina, ficoeritrina y Texas Rojo. Los tintes cromoégenos adecuados incluyen diaminobencidina. Otros
comunicadores incluyen particulas coloidales macromoleculares o material en particulas, tales como perlas de latex
que son coloreadas, magnéticas o paramagnéticas, y agentes biolégica o quimicamente activos que pueden, directa
o indirectamente, provocar sefiales detectables que se observan visualmente, se detectan por via electrénica o se
registran de otra manera. Estas moléculas pueden ser enzimas, que catalizan las reacciones que desarrollan, o
cambian, los colores o producen cambios en las propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser molecularmente
excitables, de tal manera que las transiciones electrénicas entre los estados de energia dan como resultado
espectros de absorciones o emisiones caracteristicos. Se pueden incluir entidades quimicas que se usan
conjuntamente con biosensores. Se pueden usar sistemas de deteccidon de biotina/avidina o biotina/estreptavidina y
fosfatasa alcalina.

Las sefiales generadas por los conjugados anticuerpo-comunicador individuales pueden usarse para obtener datos
cuantificables absolutos o relativos de la union relevante del anticuerpo en las muestras (normal y de ensayo).

También se describe un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un miembro de unién,
dominio VH y/o dominio VL tal como se establece en el presente documento. El acido nucleico puede incluir ADN y/o
ARN, y puede ser completa o parcialmente sintético. La referencia a una secuencia de nucleétidos tal como se
establece en el presente documento abarca una molécula de ADN con la secuencia especificada, y abarca una
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molécula de ARN con la secuencia especificada en la que U se sustituye por T, a menos que el contexto exija otra
cosa. El acido nucleico puede codificar una CDR o un conjunto de CDR o el dominio VH o el dominio VL o el sitio de
union antigeno-anticuerpo o la molécula de anticuerpo, por ejemplo, scFv o IgG1 o IgG4, de la invencién tal como se
define en el presente documento. Pueden proporcionarse constructos en forma de plasmidos, vectores, casetes de
transcripcion o de expresién que comprenden al menos un polinucleétido como anteriormente.

Una célula huésped puede transformarse con, o puede contener, el acido nucleico. Dicha célula huésped puede
estar in vitro y puede estar en cultivo.

Dicho acido nucleico puede introducirse en una célula huésped. Para la introducciéon puede usarse cualquier técnica
disponible. Para las células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden incluir la transfeccion con fosfato de calcio,
DEAE-dextrano, electroporacion, transfecciéon mediada por liposomas y transducciéon mediante el uso de retrovirus u
otros virus, por ejemplo, vaccinia o, en células de insecto, baculovirus. Para la introduccién del acido nucleico en la
célula huésped, en particular, una célula eucariota, se puede usar un sistema basado en un virus o en un plasmido.
El sistema de plasmido se puede mantener en forma episdmica o puede incorporarse a la célula huésped o a un
cromosoma artificial. La incorporacién puede ser por integracion, aleatoria o dirigida, de una o mas copias en un sitio
unico o en multiples sitios. Para las células bacterianas, las técnicas apropiadas pueden incluir la transformacion con
cloruro de calcio, la electroporacion y la transfeccion mediante el uso de bacteriéfagos.

La introduccién se puede seguir causando o permitiendo la expresion del acido nucléico, por ejemplo, mediante el
cultivo de las células huésped en condiciones para la expresién del gen.

En una realizacion, el acido nucleico de la invencion se integra en el genoma (por ejemplo cromosoma) de la célula
huésped. La integracién se puede promover mediante la inclusion de secuencias que promueven la recombinacion
con el genoma, de acuerdo con técnicas estandar.

La presente invencion también proporciona un procedimiento que comprende el uso de un constructo tal como se ha
establecido anteriormente en un sistema de expresion con el fin de expresar un miembro de unién o polipéptido
como anteriormente. Un procedimiento puede comprender expresar dicho acido nucleico en condiciones adecuadas
para provocar la produccion de dicho miembro de unién, dominio VH y/o dominio VL, y recuperarlo. Dicho
procedimiento puede comprender cultivar las células huésped en condiciones adecuadas para la produccién de
dicho miembro de unién o dominio de anticuerpo.

Un procedimiento de producciéon puede comprender una etapa de aislamiento y/o purificacion del producto. Un
procedimiento de produccién puede comprender la formulaciéon del producto en una composiciéon que incluya al
menos un componente adicional, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los sistemas de clonacion y expresion de un polipéptido en una variedad de células huésped diferentes son bien
conocidos. Las células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de mamiferos, células vegetales, levaduras y
sistemas de baculovirus y plantas y animales transgénicos. La expresiéon de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos en células procariotas esta bien establecida en la materia [3]. Un huésped bacteriano comun preferente
es E. coli.

La expresion en células eucariotas en cultivo ademas esta disponible para los expertos en la técnica como una
opcién para la producciéon de un miembro de unién [4, 5, 6]. Las lineas de células de mamifero disponibles en la
materia para la expresion de un polipéptido heterdélogo incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células
Hela, células de rindn de hamster bebé, células del melanoma del ratén NSO, células de mieloma de rata YB2/0,
células embrionarias de rifidn humano, células embrionarias de retina humana y muchas otras.

Los vectores adecuados se pueden elegir o construir, de forma que contengan secuencias reguladoras apropiadas,
incluidas secuencias promotoras, secuencias de terminacion, secuencias de poliadenilacion, secuencias
potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias, segun proceda. Los vectores pueden ser plasmidos por
ejemplo fagémido, o viricos, por ejemplo 'fago' segun sea adecuado [7]. Muchas técnicas y protocolos conocidos
para la manipulacién de &cido nucleico, por ejemplo, en la preparacion de constructos de &cido nucléico,
mutagénesis, secuenciacion, introduccién de ADN en las células y expresion génica y analisis de las proteinas, se
describen con detalle en Ausubel y col. [8].

Pueden obtenerse uno o mas miembros de unién capaces de unirse al antigeno mediante un procedimiento que
incluye poner en contacto una biblioteca de los miembros de unién de acuerdo con la invencion y dicho antigeno, y
seleccionar uno 0 mas miembros de unién de la biblioteca capaces de unirse a dicho antigeno.

La biblioteca se puede mostrar en particulas o complejos moleculares, por ejemplo, paquetes genéticos replicables,
tales como particulas de levadura, bacterias o bacteriéfagos (por ejemplo, T7), o sistemas de exposicion covalentes,
ribosémicos u otros in vitro, conteniendo cada particula o complejo molecular el acido nucleico que codifica el
dominio variable VH del anticuerpo que se muestra en ella, y opcionalmente ademas un dominio VL que se muestra
si esta presente. Después de la seleccidon de los miembros de uniéon capaces de unirse al antigeno y que se
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muestran en el bacteriéfago u otras particulas de la biblioteca o complejos moleculares, el acido nucleico se puede
tomar de un bacteriéfago u otra particula o complejo molecular que muestre un miembro de unién seleccionado
mencionado. Estos acidos nucleicos se pueden usar en la produccion subsiguiente de un miembro de unién o un
dominio variable VH y VL de anticuerpo mediante la expresién del acido nucleico con la secuencia de acido nucleico
que se tomo6 de un bacteriéfago u otra particula o complejo molecular que muestre dicho miembro de unién
seleccionado.

Un dominio variable VH de un anticuerpo con la secuencia de aminoacidos de un dominio variable VH de anticuerpo
de dicho miembro de union seleccionado se puede proporcionar de forma aislada, como un miembro de unién que
comprende dicho dominio VH.

Un dominio VL variable de un anticuerpo con la secuencia de aminoacidos de un dominio VL variable de un
anticuerpo de dicho miembro de unién seleccionado se puede proporcionar de forma aislada, como un miembro de
unién que comprende dicho dominio VL.

Se puede analizar adicionalmente la capacidad de unién al GM-CSFRa, también la capacidad para competir con
cualquiera de los anticuerpos 1 a 20 (por ejemplo, en el formato de scFv y/o formato de IgG, por ejemplo, I9gG1 o
IgG4) por la unién al GM-CSFRa. La capacidad para neutralizar el GM-CSFRa se puede analizar.

Las variantes de los dominios VH y VL y CDR de la presente invencion, que incluyen aquellas para las que las
secuencias de aminoacidos se exponen en el presente documento, se pueden obtener por medio de procedimientos
de alteracion de la secuencia o mutacién y cribado, y se pueden usar en miembros de unién por el GM-CSFRa. Si
se sigue el ejemplo de la quimica informatica en la aplicacion de técnicas de analisis multivariado de datos a las
relaciones estructura/propiedad-actividad [9] las relaciones cuantitativas actividad-propiedad de los anticuerpos se
pueden obtener por medio del uso de técnicas matematicas bien conocidas tales como la regresion estadistica, la
prospeccion de datos y clasificacion [10, 11, 12, 13, 14, 15]. Las propiedades de los anticuerpos se pueden obtener
a partir de modelos empiricos y modelos tedricos (por ejemplo, el analisis de residuos de contacto probables o la
propiedad fisicoquimica calculada) de la secuencia del anticuerpo, las estructuras funcional y tridimensional, y estas
propiedades se pueden considerar individualmente y en conjunto.

Un sitio de unién antigeno-anticuerpo compuesto de un dominio VH y un dominio VL esta formado por seis bucles
del polipéptido: tres del dominio variable de cadena ligera (VL) y tres del dominio variable de cadena pesada (VH). El
analisis de los anticuerpos de estructura atomica conocida ha aclarado las relaciones entre la secuencia y la
estructura tridimensional de los sitios de combinacion del anticuerpo [16, 17]. Estas relaciones implican que, excepto
para la tercera regién (bucle) de los dominios VH, los bucles del sitio de unién tienen una de entre un pequefio
nuimero de conformaciones de la cadena principal: estructuras candnicas. Se ha demostrado que la estructura
canonica formada en un bucle en particular estda determinada por su tamafio y la presencia de determinados
residuos en sitios claves tanto en el bucle como en las regiones estructurales [16, 17].

Este estudio de la relacién secuencia-estructura se puede usar para la prediccion de aquellos residuos de un
anticuerpo de secuencia conocida, pero de una estructura tridimensional desconocida, que son importantes en el
mantenimiento de la estructura tridimensional de sus bucles de CDR y por lo tanto mantienen la unién. Estas
predicciones se pueden respaldar en comparacion con las predicciones para el resultado de los experimentos de
optimizacion conducidos. En un enfoque estructural, se puede crear un modelo de la molécula de anticuerpo [18]
usando cualquier paquete libremente disponible o comercial tal como el WAM [19]. Se puede usar un paquete
informatico de visualizacion y andlisis de proteina tal como el Insight Il (Accelerys, Inc.) o el Deep View [20] para
evaluar después posibles sustituciones en cada posicion de la CDR. Esta informacion se podria usar después para
generar sustituciones que probablemente tengan un efecto minimo o beneficioso sobre la actividad.

Las técnicas que se requieren para generar las sustituciones en las secuencias de aminoacidos de las CDR, los
dominios VH o VL del anticuerpo y los miembros de unién generalmente estan disponibles en la técnica. Se pueden
realizar variantes de secuencias, con sustituciones que se pueden o no predecir que tendran un efecto minimo o
beneficioso sobre la actividad, y analizar la capacidad para unirse a, y/o neutralizar, GM-CSFRa y/o cualquier otra
propiedad que se desee.

Se pueden usar de acuerdo con la presente invencion variantes de la secuencia de aminoacido del dominio variable
de cualquiera de los dominios VH y VL cuyas secuencias se describen especificamente en el presente documento,
segun se ha tratado. Las variantes particulares pueden incluir una o mas alteraciones de la secuencia de
aminoacidos (adicién, delecion, sustitucién y/o insercion de un residuo de aminoacido), pueden ser menos de
aproximadamente 20 alteraciones, menos de aproximadamente 15 alteraciones, menos de aproximadamente 10
alteraciones 0 menos de aproximadamente 5 alteraciones, tal vez 5, 4, 3, 2 o 1. Las alteraciones se pueden realizar
en una 0 mas regiones marco y/o en una o mas CDR.

Preferentemente las alteraciones no dan como resultado una pérdida de la funcion, por lo que un miembro de union
que comprende una secuencia de aminoacidos alterada de esa manera preferentemente conserva una capacidad
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para unirse a, y/o neutralizar, el GM-CSFRa. Més preferentemente, mantiene la misma capacidad cuantitativa de
unién y/o neutralizacién que el miembro de unién en el que la alteracion no se ha realizado, por ejemplo, medida en
un ensayo descrito en el presente documento. Del modo mas preferente, el miembro de unién que comprende una
secuencia de aminoacidos alterada de este modo, tiene una capacidad mejorada para unirse a, o neutralizar, el GM-
CSFRa en comparacion con un miembro de unién en el que la alteracion no se ha realizado, por ejemplo, medida en
un ensayo descrito en el presente documento.

La alteracion puede comprender la sustituciéon de uno o mas residuos de aminoacidos con un aminoacido que no es
de origen natural o no es estandar, la modificacion de uno o mas residuos de aminoacidos en una forma que no es
de origen natural o estandar, o la insercion en la secuencia de uno o mas aminoacidos que no es de origen natural o
estandar. Los numeros y ubicaciones de las alteraciones preferentes en las secuencias de la invencion se describen
en otro lugar en el presente documento. Los aminoacidos naturales incluyen los 20 L-aminoacidos "estandar"
identificados como G, A, V, L, I, M, P, F, W, S, T, N, Q, Y, C, K, R, H, D, E por sus cddigos estandar de una sola
letra. Los aminoacidos no estandar incluyen todos los residuos que se puedan incorporar en un esqueleto de
polipéptido u obtenerse como resultado de la modificacién de un residuo de aminoacido existente. Los aminoacidos
no estandar pueden ser de origen natural o pueden no ser de origen natural. Se conocen en la técnica muchos
aminoacidos no estandar de origen natural, tales como 4-hidroxiprolina, 5-hidroxilisina, 3- metihistidina, N-
acetilserina, etc. [21]. Aquellos residuos de aminoacido que son derivatizados en su posicién N-alfa se localizaran
solamente en el extremo N terminal de una secuencia de aminoacidos. Normalmente en la presente invencién un
aminoacido es un L-aminoacido, pero en algunas realizaciones puede ser un D-aminoacido. La alteracion, por lo
tanto, puede comprender la modificacion de un L-aminoacido en, o la sustitucion por, un D-aminoacido. Ademas, se
conocen las formas metilada, acetilada y/o fosforilada de aminoacidos, y los aminoacidos en la presente invencion
pueden ser objeto de tal modificacion.

Las secuencias de aminoacidos en los dominios de anticuerpos y miembros de uniéon de la invencién pueden
comprender aminoacidos no naturales o no estandar descritos anteriormente. En algunas realizaciones los
aminoacidos no estandar (por ejemplo, D-aminoacidos) se pueden incorporar a una secuencia de aminoacidos
durante la sintesis, mientras que en otras realizaciones los aminoacidos no estandar se pueden introducir por
modificacidn o sustitucion del aminoacido "original" estandar después de la sintesis de la secuencia de aminoacidos.

El uso de aminoacidos no estandar y/o no naturales aumenta la diversidad estructural y funcional, y en
consecuencia, puede aumentar el potencial para lograr la union de GM-CSFRo deseada y neutralizar las
propiedades en un miembro de unién de la invencion. Ademas, se ha demostrado que los D-aminoacidos y analogos
tienen mejores perfiles farmacocinéticos que los L-aminoacidos estandar, debido a la degradacién in vivo de los
polipéptidos que tienen L-aminoacidos después de la administraciéon a un animal.

Tal como se ha indicado anteriormente, una secuencia de aminoacidos de CDR sustancialmente tal como se expone
en el presente documento se porta preferentemente como una CDR en un dominio variable de anticuerpo humano o
una porcion sustancial del mismo. Las secuencias HCDR3 sustancialmente tal como se exponen en el presente
documento representan realizaciones preferentes de la presente invencion y es preferente que cada uno de estas se
porte como una HCDR3 en un dominio variable de cadena pesada humana o una porcién sustancial del mismo.

Los dominios variables usados en la invencion se pueden obtener o derivar de cualquier linea germinal o dominio
variable humano reorganizado, o puede ser un dominio variable sintético basado en secuencias consenso o reales
de los dominios variables humanos conocidos. Una secuencia de CDR de la invencién (por ejemplo CDR3) se puede
introducir en un repertorio de dominios variables que carecen de una CDR (por ejemplo CDR3), mediante el uso de
la tecnologia del ADN recombinante.

Por ejemplo, Marks y col. (1992) [22] describen procedimientos para producir los repertorios de dominios variables
de anticuerpos en los que los cebadores de consenso dirigidos, o adyacentes, al extremo 5' del area de dominio
variable se usan junto con los cebadores de consenso para la tercera region estructural de genes humanos de VH
para proporcionar un repertorio de dominios variables de VH que carecen de una CDR3. Marks y col. describen
ademas como este repertorio puede combinarse con una CDR3 de un anticuerpo particular. Mediante el uso de
técnicas analogas, las secuencias que se derivan de la CDR3 de la presente invencion se pueden mezclar con
repertorios de dominios VH y VL que carecen de una CDR3, y los dominios VH o VL completos mezclados se
combinan con un dominio VH o VL analogo para proporcionar los miembros de unién de la invencion. El repertorio
puede mostrarse después en un sistema de huésped adecuado tal como el sistema de presentacion en fagos del
documento W092/01047 o cualquiera de una gran cantidad de referencia de literatura posterior, incluida la ref. [23],
de manera que se pueden seleccionar los miembros de union adecuados. Un regertorio puede estar constituido por
cualquier cosa de 10* miembros individuales o mas, por ejemplo de 10° a 10° 0 10'"° miembros. Otros sistemas
huésped adecuados incluyen la presentacién en levadura, presentacion en bacterias, presentaciéon en T7,
presentacion virica, presentacion celular, presentacion en ribosoma y presentacion covalente. El intercambio de
analogos o las técnicas combinatorias se ha descrito, también, por Stemmer (1994) [24], que describe la técnica con
relacion a un gen B-lactamasa, pero observa que el enfoque se puede usar para la generacion de anticuerpos.

Otra alternativa es generar nuevas regiones VH o VL que portan secuencias derivadas de las CDR de la invencion
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usando mutagénesis aleatoria de uno o mas genes VH y/o VL seleccionados para generar mutaciones dentro del
dominio variable entero. Esta técnica se ha descrito por Gram y col. (1992) [25], que usan la PCR propensa a
errores. En realizaciones preferentes se realizan una o dos sustituciones de aminoacidos dentro de un conjunto de
HCDR y/o LCDR. Otro procedimiento que se puede usar es dirigir la mutagénesis a regiones CDR de los genes VH
o VL [26,27].

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para producir una molécula de anticuerpo para GM-CSFRa,
como se establece en la reivindicacion 13, que comprende proporcionar a través de la adicion , supresion,
sustitucion o insercion de uno o mas aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de un dominio VH establecido en
la reivindicaciéon 13 un dominio VH que sea una variante de la secuencia de aminoacidos del dominio VH, combinar
el dominio VH asi proporcionado con uno o mas dominios VL, como se establece en la reivindicacién 13, y analizar
el dominio VH o la combinacién o combinaciones VH/VL para identificar un miembro de unién o un sitio de unién
antigeno-anticuerpo para el antigeno GM-CSFRa y opcionalmente, con una o mas propiedades preferidas,
preferentemente la capacidad de neutralizar la actividad de GM-CSFRa.

Un miembro de unién para el antigeno GM-CSFRa., puede prepararse mediante un procedimiento que comprende:

(a) proporcionar un repertorio de partida de acidos nucleicos que codifican un dominio VH que incluye una CDR3
que se sustituye o carece de una region codificante CDR3;

(b) combinar dicho repertorio con un acido nucleico donante que codifica una secuencia de aminoacidos
sustancialmente segun lo establecido en el presente documento para una CDR3 de VH de tal manera que el acido
nucleico donante se inserta en la region CDR3 del repertorio, con el fin de ofrecer un repertorio de productos de
acidos nucleicos que codifican un dominio VH;

(c) expresar los acidos nucleicos de dicho repertorio de productos;
(d) seleccionar un miembro de unién para GM-CSFRa; y
(e) recuperar dicho miembro de unién o acido nucleico que codifica el mismo.

Una vez mas, se puede usar un procedimiento analogo en el que una CDRS3 de VL de la invencion se combina con
un repertorio de acidos nucleicos que codifican un dominio VL que incluye una CDR3 que se sustituye o carecen de
una region que codifica CDR3.

Del mismo modo, una 0 mas, o las tres CDR se pueden injertar en un repertorio de dominios VH o VL que después
son analizados para detectar un miembro de unién o miembros de unién para GM-CSFRa.

Una porcion sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las tres regiones CDR,
junto con sus regiones estructurales intervinientes. Preferentemente, la porciéon incluira también al menos
aproximadamente el 50 % de una de las regiones estructurales primera y cuarta, o ambas, siendo el 50 % el 50 % C
terminal de la primera regién estructural y el 50 % N terminal de la cuarta regién estructural. Los residuos adicionales
en el extremo N terminal o C terminal de la porcién sustancial del dominio variable pueden no ser normalmente los
asociados con regiones de dominios variables naturales. Por ejemplo, la construccion de miembros de union de la
presente invencion realizada por técnicas de ADN recombinante puede dar lugar a la introduccién de residuos N o C
terminales codificados por enlazadores que se introducen para facilitar la clonacion u otras etapas de manipulacion.
Las otras etapas de manipulacion incluyen la introduccién de enlazadores para unir los dominios variables de la
invencidén a otras secuencias de proteinas que incluyen las regiones constantes de anticuerpos, otros dominios
variables (por ejemplo en la produccion de diacuerpos) o etiquetas funcionales/detectables tal como se trata con
mas detalle en otra parte del presente documento.

Se sabe que los dominios individuales de inmunoglobulina, especialmente los dominios VH, son capaces de unirse a
antigenos diana. Por ejemplo, véase la discusion de dAb en otra parte del presente documento.

En el caso de cualquiera de los dominios de union individuales, estos dominios se pueden usar para examinar
dominios complementarios capaces de formar un miembro de unién de dos dominios capaces de unirse a GM-
CSFRa. Esto se puede lograr por procedimientos de deteccion de presentacion en fagos usando el llamado doble
enfoque combinatorio jerarquico tal como se describe en el documento WO092/01047, en el que una colonia
individual que contiene, bien un clon de cadena H o bien L, se usa para infectar una biblioteca completa de clones
que codifican la otra cadena (L o H) y el miembro de unién resultante de dos cadenas se selecciona de acuerdo con
las técnicas de presentacion en fagos tales como las descritas en esa referencia y [22].

Otros aspectos de la presente invencion proporcionan composiciones que contienen miembros de union de la

invencion y al menos un componente adicional, por ejemplo, una composicion que comprende un miembro de union
y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones de pueden usar en procedimientos de
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inhibicion o neutralizaciéon del GMCSFRa, que incluyen procedimientos de tratamiento del cuerpo humano o animal
mediante terapia.

La invencion proporciona preparaciones heterogéneas que comprenden moléculas del anticuerpo anti-GM-CSFRa.
Por ejemplo, estas preparaciones pueden ser mezclas de anticuerpos con cadenas pesadas de longitud completa y
cadenas pesadas que carecen de la lisina C terminal, con distintos grados de glicosilacion y/o con aminoacidos
derivatizados, tales como ciclacion de un acido glutamico N terminal para formar un residuo de acido piroglutamico.

Se describen en el presente documento procedimientos de tratamiento que comprenden la administracién de un
miembro de union tal como se proporciona, composiciones farmacéuticas que comprenden dichos miembros de
union y el uso de dicho miembro de unién en la fabricacion de un medicamento, por ejemplo en un procedimiento de
fabricacién de un medicamento o composicion farmacéutica que comprende la formulacién del miembro de unién
con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El tratamiento anti-GM-CSFRa puede administrarse oralmente (por ejemplo nanocuerpos), por inyecciéon (por
ejemplo, subcutanea, intravenosa, intraarterial, intraarticular, intraperitoneal o intramuscular), por inhalacion, por la
ruta intravesicular (instilacion en la vejiga urinaria) o en forma tépica (por ejemplo intraocular, intranasal, rectal, en
heridas, en la piel). El tratamiento se puede administrar mediante infusién en pulsos, en particular con disminucion
de las dosis del miembro de unién. La via de administracion se puede determinar por las caracteristicas fisico-
quimicas del tratamiento, por consideraciones especiales para la enfermedad o por la necesidad de optimizar la
eficacia o reducir al minimo los efectos secundarios. Se prevé que el tratamiento anti-GM-CSFRa no se limitara a su
uso en la clinica. Por lo tanto, es preferente también la inyeccion por via subcutanea usando un dispositivo sin aguja.

Una composicién se puede administrar sola o en conjunto con otros tratamientos, ya sea simultdnea o
secuencialmente en funcion de la afeccion que se va a tratar. Los tratamientos de combinacién se pueden usar para
proporcionar efectos sinérgicos significativos, en particular la combinaciéon de un miembro de unién anti-GM-CSFRa
con uno o mas farmacos adicionales. Un miembro de uniéon de acuerdo con la presente invencion se puede
proporcionar combinado con, o adicionalmente a, uno o mas de los siguientes: NSAID (por ejemplo, inhibidores de la
cox tales como Celecoxib y otros similares de los inhibidores de la cox2), corticosteroides (por ejemplo, prednisona)
y farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARDs) por ejemplo, Humira (adalimumab),
metotrexato, Arava, Enbrel (Etanercept), Remicade (Infliximab), Kineret (Anakinra), Rituxan (Rituximab), Orencia
(abatacept), sales de oro, antipaludicos, sulfasalazina, D-penicilamina, ciclosporina A, diclofenaco, ciclofosfamida y
azatioprina.

De conformidad con la presente invencion, las composiciones proporcionadas pueden administrarse a los individuos.
La administracién es preferentemente en una "cantidad terapéuticamente eficaz", siendo esto suficiente para mostrar
el beneficio para un paciente. Dichos beneficios pueden ser al menos la mejora de al menos un sintoma. La cantidad
real administrada y la velocidad y el curso temporal de la administracion dependeran de la naturaleza y gravedad de
lo que se esta tratando. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la dosificacién, etc., esta
dentro de la responsabilidad de los médicos de medicina general y de otros médicos, y puede depender de la
gravedad de los sintomas y/o la progresion de la enfermedad que se va a tratar. Las dosis adecuadas de
anticuerpos se conocen bien en la técnica [28,29]. Se pueden usar las dosis especificas indicadas en el presente
documento o en Physician's Desk Reference (2003) segun sea adecuado para el tipo de medicamento que se
administra. Una cantidad terapéuticamente eficaz o la dosis adecuada de un miembro de unién de la invencién se
puede determinar mediante la comparacion de su actividad in vitro e in vivo en un modelo animal. Los
procedimientos para extrapolar las dosis eficaces en ratones y otros animales de ensayo a humanos son conocidos.
La dosis exacta dependera de una serie de factores, que incluyen si el anticuerpo es para diagnéstico o para
tratamiento, el tamafio y la ubicacion de la zona que se va a tratar, la naturaleza precisa del anticuerpo (por ejemplo,
anticuerpo completo, fragmento o diacuerpo) y la naturaleza de cualquier etiqueta perceptible u otra molécula unida
al anticuerpo. Una dosis tipica de anticuerpo estara en el intervalo de 100 ug a 1 g para aplicaciones por via
sistémica y de 1 ug a 1 mg para aplicaciones por via tépica. Tipicamente, el anticuerpo sera un anticuerpo completo,
preferentemente IgG1, IgG2 o mas preferentemente IgG4. Esta es una dosis para un solo tratamiento de un paciente
adulto, que se puede ajustar proporcionalmente para nifios y bebés, y también ajustarse para los formatos de otros
anticuerpos en proporcion al peso molecular. Los tratamientos pueden repetirse a intervalos diarios, dos veces por
semana, semanal o mensual, segun el criterio del médico. En realizaciones preferentes de la presente invencion, el
tratamiento es periédico, y el periodo entre las administraciones es de aproximadamente dos semanas o mas,
preferentemente aproximadamente tres semanas o mas, mas preferentemente aproximadamente cuatro semanas o
mas, o aproximadamente una vez al mes. En otras realizaciones preferentes de la invencion, el tratamiento puede
administrarse antes y/o después de la cirugia, y mas preferentemente, puede administrarse o aplicarse directamente
en el sitio anatémico del tratamiento quirdrgico.

Los miembros de unién de la presente invencion por lo general se administran en forma de una composicion
farmacéutica, que puede comprender por lo menos un componente, ademas del miembro de union. Por lo tanto, las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion y para el uso de acuerdo con la presente
invencion, pueden comprender, ademas del ingrediente activo, un excipiente farmacéuticamente aceptable,
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vehiculo, tampodn, estabilizante u otros materiales bien conocidos por los expertos en la técnica. Estos materiales
deben ser no téxicos y no deben interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza precisa del vehiculo u
otro material dependera de la via de administracidn, que puede ser oral, 0 por inyeccion, por ejemplo intravenosa.
Las composiciones farmacéuticas para administracién oral pueden estar en forma de comprimido, capsula, polvo,
liquido o semisdlido. Un comprimido puede comprender un vehiculo sélido tal como gelatina o un coadyuvante. Las
composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido, tal como agua, aceites
animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Se pueden incluir solucién salina fisioldgica, dextrosa u otra
solucion de sacarido o glicoles, tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Para la inyeccion intravenosa
o inyeccion en el sitio de la afeccion, el ingrediente activo estara en forma de una solucidon acuosa aceptable por via
parenteral que esta exenta de pirdgenos y tiene un pH, isotonicidad, y estabilidad adecuados. Los expertos en la
técnica son capaces de preparar soluciones adecuadas mediante el uso de, por ejemplo, vehiculos isoténicos tales
como cloruro de sodio para inyeccién, inyeccion de Ringer, inyeccion de lactato de Ringer. Pueden incluirse
conservantes, estabilizadontes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, segun se requiera. Los miembros de
union de la presente invencion se pueden formular en forma liquida, semisdlida o sodlida, dependiendo de las
propiedades fisico-quimicas de la molécula y la via de administracién. Las formulaciones pueden incluir excipientes,
0 combinaciones de excipientes, por ejemplo: azlcares, aminoacidos y sustancias tensioactivas. Las formulaciones
liquidas pueden incluir una amplia serie de concentraciones de anticuerpos y de pH. Las formulaciones soélidas se
pueden producir por liofilizacién, secado por pulverizacion o secado mediante la tecnologia de fluidos supercriticos,
por ejemplo. Las formulaciones de anti-GM-CSFRa dependeran de la via de administracion prevista: por ejemplo,
las formulaciones para la administracion por via pulmonar pueden estar constituidas por particulas con propiedades
fisicas que garanticen la penetracion el pulmén profundo por inhalacién; las formulaciones topicas pueden incluir
agentes modificadores de la viscosidad, que prolongan el tiempo que el farmaco reside en el lugar de accion. En
determinadas realizaciones, el miembro de unién se puede preparar con un vehiculo que protegera al miembro de
union contra la liberacion rapida, tal como una formulacién de liberacion controlada, incluidos implantes, parches
transdérmicos y sistemas de administracion microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y
biocompatibles, tales como etileno y acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y
acido polilactico. Muchos procedimientos para la preparacion de dichas formulaciones son conocidos por los
expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Robinson, 1978 [30].

Los miembros de unién de acuerdo con la invencidon se pueden usar en un procedimiento de tratamiento o
diagndstico del cuerpo humano o animal, tal como un procedimiento de tratamiento (que puede incluir el tratamiento
profilactico) de una enfermedad o trastorno en un paciente humano que comprende la administracion a dicho
paciente de una cantidad eficaz de un miembro de union de la invencion. Las afecciones que pueden tratarse de
acuerdo con la presente invencion incluyen cualquiera en la que el GM-CSFRa desempefie un papel. La literatura
técnica publicada indica un papel para el GM-CSF en varias enfermedades y afecciones, tal como se resume mas
adelante. Debido a que el GM-CSF se une especificamente al GM-CSFRq, los efectos patoldgicos y/o sintomaticos
de GM-CSF se pueden contrarrestar mediante la inhibicién de la unién de GM-CSF al GM-CSFRa. Por lo tanto, la
evidencia publicada, adicionalmente a los datos farmacoldgicos in vivo e in vitro presentados para las moléculas de
anticuerpo descritas en el presente documento en la parte experimental, indica que los miembros de union de la
invencion se pueden usar en el tratamiento de afecciones, enfermedades y trastornos autoinmunitarios y/o
inflamatorios, por ejemplo la artritis reumatoide, el asma, reacciones alérgicas, la esclerosis multiple, la leucemia
mieloide y la aterosclerosis. La evidencia publicada sobre estas afecciones se resume a continuacion:

Asma y respuestas alérgicas

El asma bronquial es un trastorno inflamatorio comun persistente del pulmén caracterizada por vias respiratorias
hipersensibles, sobreproduccion de moco, fibrosis y niveles elevados de IgE. La hipersensibilidad de las vias
respiratorias (AHR) es la constriccion exagerada de las vias respiratorias a los estimulos no especificos. Se piensa
que tanto la AHR como la sobreproduccién de moco son los responsables de la obstruccion variable de las vias
respiratorias que conduce a la falta de aliento caracteristica de los ataques de asma (exacerbaciones) y que es
responsable de la mortalidad asociada a esta enfermedad (alrededor de 2000 muertes/afio en el Reino Unido).

Estudios recientes han demostrado que el GM-CSF y su receptor estén regulados al alza tanto a nivel de proteina
como de ARNm en el asma. Ademas, los niveles de expresién se correlacionan con la gravedad de la enfermedad.
El aumento en la produccion de GM-CSF se ha medido en el lavado broncoalveolar (BAL), las células de BAL, el
esputo, las células epiteliales bronquiolares y las células mononucleares de sangre periférica estimuladas por el
antigeno en pacientes con asma en comparacion con los sujetos no asmaticos [31,32]. Ademas, se ha mostrado que
el nivel de expresion de GM-CSF en las vias respiratorias después de la provocacion con alergeno se correlaciona
con el grado de eosinofilia del tejido y la gravedad de la respuesta asmatica de fase tardia [33]. Estudios posteriores
vinculan la expresion de GM-CSFR regulada al alza con el asma intrinseca o no atdpica, correlacionandose los
niveles de expresion con los datos de funcién pulmonar [34]. En un modelo de ratén de sensibilizacién y provocacion
con ovoalbumina, la neutralizacién de la actividad de GM-CSF con un anticuerpo policlonal de cabra, mediante la
administracion intranasal antes de la provocacién con ovoalbumina, previno la hiper-sensibilidad de las vias
respiratorias y redujo tanto la infiltracion de eosindfilos como la secrecion de moco en las vias respiratorias [35]. De
manera similar, en un modelo de ratén de enfermedad respiratoria alérgica iniciada mediante la administracion
intranasal de particulas de escape de diésel, la neutralizacion de GM-CSF de nuevo mediante la administracion
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intranasal de un anticuerpo policlonal de cabra previno la hipersensibilidad de las vias respiratorias a la metacolina,
redujo los conteos de eosindfilos en BAL y ademas disminuyd la expresion de células caliciformes productoras de
moco en el epitelio de las vias respiratorias [36].

El papel de GM-CSF en las respuestas alérgicas se ha investigado adicionalmente en modelos murinos de
tolerancia inducida. Los ratones expuestos a dosis diarias repetidas de ovalbumina nebulizada sin sensibilizacion
previa desarrollan tolerancia a la ovoalbumina y no son capaces de producir inflamacién eosinofilica de las vias
respiratorias. La expresion de pulmén de GM-CSF mediante una construccion adenoviral altera las respuestas de
estos animales y favorece la afluencia de eosindfilos en el BAL, la generacion de la histologia fenotipicamente
alérgica y la hiperplasia de las células caliciformes asociadas. Esta generacion de una respuesta Th2 tipica se
evidencia adicionalmente mediante el aumento de las concentraciones séricas y en BAL de la IL-5 y la IL-4 en suero.
Otro trabajo con este modelo, usando un ratén MHC 1l KO, indica que el GM-CSF modula la interaccion entre las
células que presentan antigeno y los linfocitos T de las vias respiratorias, facilitando, por lo tanto, la respuesta a la
ovalbumina mediada por linfocitos T [37]. Significativamente, la actividad de GM-CSF como potente activador de la
respuesta Th2 se puede demostrar también en ratones carentes de IL-13 y/o IL-4, lo que indica que la neutralizacion
de la actividad de GM-CSF presenta una via terapéutica alternativa diferente de la actividad de estas citocinas.

Se han realizado observaciones similares en otro modelo murino en el que la exposicion intranasal repetida a la
ambrosia da como resultado la sensibilizacion de tipo Th2 y la inflamacion leve de las vias respiratorias en la
reexposicion al antigeno [38]. La administracién de anticuerpos anti-GM-CSF junto con la ambrosia disminuy6 la
produccién de citocina asociada a Th2, presumiblemente mediante la inhibicion del GM-CSF enddgeno. Por el
contrario, la administracion de la ambrosia a un microambiente de las vias respiratorias enriquecido con GM-CSF, ya
sea por multiples coadministraciones de GM-CSF recombinante o una unica administracién de un vector adenoviral
que porta el transgén de GM-CSF, dio como resultado una mejora considerable de la inflamacion eosinofilica de las
vias respiratorias y las respuestas de memoria de Th2 especifica de ambrosia.

Artritis reumatoide (AR)

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica y destructora de las articulaciones que afecta aproximadamente 1 %
de la poblacién en el mundo industrializado. La AR se caracteriza por la hiperplasia y la inflamacion de la membrana
sinovial, la inflamacién dentro del liquido sinovial y la destruccidn progresiva del hueso y el cartilago circundante que
comunmente conduce a una incapacidad importante.

Mientras que la causa de la AR permanece desconocida, hay una acumulacion de evidencias del papel de GM-CSF
en la progresion de la AR. Se cree que la AR se inicia y se conduce a través de un proceso antigeno-especifico,
mediado por los linfocitos T. En resumen, se piensa que la presencia de un antigeno no identificado en un huésped
susceptible inicia una respuesta de linfocitos T que conduce a la produccién de citocinas de linfocitos T con el
consiguiente reclutamiento de células inflamatorias, incluidos neutréfilos, macréfagos y células B.

Muchas citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias se producen en la articulacion reumatoide. Ademas, la
progresion, reactivacion y silenciamiento de la enfermedad estan mediados por los cambios dinamicos en la
produccién de citocinas dentro de la articulacién. Particularmente, se considera que el TNF-a y la IL-1 ejercen un
papel fundamental en la patogénesis de la AR y muchas de las terapias mas nuevas desarrolladas o en desarrollo
de la enfermedad buscan inhibir la actividad de estas dos citocinas proinflamatorias.

Estudios recientes en modelos de roedores han sugerido un papel central y no redundante para el GM-CSF en el
desarrollo y la progresion de la AR. La administracion exdgena de GM-CSF recombinante mejora la patologia en dos
modelos de AR en ratén diferentes, la artritis inducida por colageno (CIA) [39] y un modelo de artritis monoarticular
[40]. Adicionalmente a esto, se ha demostrado que ratones con GM-CSF inactivado (GM-CSF'/') son resistentes al
desarrollo de la CIA y que los niveles de la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNFa) encontrados en el liquido
articular sinovial se redujo en comparacién con los ratones de tipo silvestre [41,42]. De manera similar, la induccion
de la monoartritis por medio del uso de inyeccién por via intraarticular de albumina de suero bovino metilada y la IL-1
en ratones GM-CSF™ dio como resultado una reduccién de la gravedad de la enfermedad en comparacion con
ratones de tipo silvestre [43].

Ademas, la administracion del mAb murino anti-GM-CSF alivia significativamente la gravedad de la enfermedad en
modelos de artritis monoarticular y CIA. En el modelo de CIA, el tratamiento con el mAb fue eficaz en el tratamiento
de la progresion de la enfermedad establecida, la histopatologia y la disminucion significativa de los niveles
articulares de IL-1 y TNF-a. Adicionalmente, el tratamiento con el mAb antes de la aparicion de la artritis disminuye
la gravedad de la enfermedad CIA [44,43].

Mediante una serie de estudios se han analizado los niveles de citocinas y receptores presentes en el liquido
sinovial de artritis y en muestras de biopsias de membrana de tejido humano. Las células mononucleares circulantes
de 27 pacientes con AR, 13 voluntarios sanos y 14 pacientes con osteoporosis se evaluaron para determinar los
niveles de GM-CSFR mediante el uso de GM-CSF etiquetado con PE [45]. En este estudio se demostré que se
detectaron el doble de células receptores positivas en los pacientes con AR (53 %), en comparaciéon con los
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controles sanos (20 %) y los pacientes sometidos a investigacion por osteoporosis (25 %), lo que sugiere que los
monocitos se pueden inducir para responder al GM-CSF producido localmente. La expresion del gen de la citocina
de pacientes con AR [46] por medio del uso de la hibridacion in situ de células SF mostré niveles elevados de GM-
CSF, la IL-1, el TNF-a y la IL-6. Ademas, los sinoviocitos derivados de fibroblastos aislados y cultivados de
voluntarios normales demostraron elevados niveles de proteina de GM-CSF en respuesta a la IL-1q, la IL-1B, el
TNF-a y el TNF-B [47]. La cuantificacion de los niveles séricos de GM-CSF en los pacientes con AR [48] mostré que
los niveles de proteina se incrementaron en los pacientes con AR grave (366 pg/ml, n=26) y moderada (376 pg/ml,
n=58) en comparaciéon con el grupo control (174 pg/ml, n=43); se mostr6 ademas que el GM-CSF estaba
significativamente elevado en el SF de pacientes con AR (1300 pg/ml).

Previamente se habia observado que la administracion de GM-CSF recombinante en pacientes tratados por
neutropenia podria causar una exacerbacion de la AR [49]. Se hicieron observaciones similares para un paciente
con sindrome de Felty después del tratamiento con el GM-CSF recombinante [50].

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD)

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) se define como un estado de enfermedad caracterizado por
una limitacién del flujo de aire que no es completamente reversible. La limitacion crénica del flujo de aire es
habitualmente progresiva y se asocia con una respuesta inflamatoria anormal de los pulmones a las particulas o
gases nocivos. La causa de esta limitacion del flujo de aire es una mezcla de la enfermedad de las vias respiratorias
pequefas (bronquiolitis obstructiva) y la destruccion del parénquima (enfisema), las contribuciones relativas de los
cuales varian de persona a persona. Los sintomas caracteristicos resultantes de la COPD son tos, produccion de
esputo y disnea tras el esfuerzo. La COPD es un problema importante de salud publica y es la cuarta causa de
morbimortalidad crénica en los Estados Unidos. La enfermedad se trata actualmente con farmacos desarrollados
originalmente para el asma tales como los corticosteroides orales o inhalados con o sin broncodilatadores que
incluyen los agonistas B. Sin embargo, ninguno de estos farmacos ha demostrado que retrasa la progresion de la
COPD [51]. Por ejemplo, los corticosteroides que suprimen marcadamente la inflamacién eosinofilica en el asma no
parecen tener ningun efecto sobre la inflamacion vista en la COPD que estd predominantemente mediada por
neutrofilos [52]. Por lo tanto, hay una necesidad de desarrollar nuevos tratamientos para la COPD que se dirijan
especificamente a los procesos inflamatorios que subyacen a la fisiopatologia de esta enfermedad. EI GM-CSF, a
través de su papel en la funcion de los macrofagos y neutréfilos, puede desempefiar un papel importante en la
patogénesis de la COPD.

En un estudio que usa la PCR cuantitativa se demostré que en la misma edad, en la comparacién del esputo de la
COPD frente al esputo de fumadores no obstruidos, el numero de copias de GMCSF fue significativamente elevado
[53]. Ademas, en un modelo de roedor de inflamacién pulmonar inducida por el humo de cigarrillo, los animales
tratados por via intranasal con un anticuerpo contra GM-CSF 2 dias, 4 h y 1 h antes de la exposiciéon al humo
demostraron una reduccion importante en los neutréfilos, los macrofagos y los niveles de MMP-9 en el BAL en
comparaciéon con el anticuerpo de control de isotipo 5 dias después de la provocacién [54]. Estos estudios se
apoyan, ademas, en las propias observaciones de la investigacion de los niveles de GM-CSF en el esputo inducido
en pacientes con una amplia serie de niveles de gravedad de la COPD. En estos estudios se demostré que el GM-
CSF estaba elevado en el esputo de aproximadamente el 40 % de los pacientes de COPD analizados
independientemente de la gravedad de la enfermedad, aproximandose los niveles de GMCSF a 500 pg/ml en
algunos casos. EI GMCSF no parecia estar elevado en pacientes no fumadores y fumadores en comparacion con
los de control. Estos datos sugieren que el GM-CSF puede ser uno de los principales mediadores de la inflamacion
de las vias respiratorias inducida por el humo y la COPD.

Esclerosis multiple (EM)

El GM-CSF se ha implicado en la enfermedad autoinmunitaria esclerosis multiple. Mediante la administracion del
antigeno glucoproteina mielina de oligodendrocitos (MOG) a roedores se puede inducir un modelo de esclerosis
multiple humana que muestra muchos de los fenotipos de la EM tales como la inflamacién del sistema nervioso
central y la desmielinizacién que pueden tener como consecuencia una paralisis similar a la EM. En ratones GM-
CSF nulos el MOG fue incapaz de inducir el fenotipo EAE [55]. Ademds, se demostrd que estos ratones habian
disminuido la proliferacion de los linfocitos T al antigeno MOG y una disminucion en la produccion de las citocinas de
Th1 IL-6 y IFN-y. La administracién de anticuerpos neutralizantes GM-CSF al mismo tiempo que la provocacion al
antigeno previno el inicio de la enfermedad durante 10 dias después del tratamiento con evidencia de lesiones
reducidas. Cuando se administré6 después del inicio de la enfermedad los ratones se recuperaron completamente
dentro de los 20 dias de tratamiento [55].

Leucemia
El GM-CSF se ha implicado también en la leucemia mieloide, la leucemia mieloide juvenil crénica (JCML). Esta
afeccion es un trastorno mieloproliferativo que afecta principalmente a pacientes menores de 4 afios de edad.

Progenitores de granulocitos y macréfagos de sangre periférica (CFU-GM) in vifro demuestran proliferacion
espontanea a bajas densidades celulares, una observacion que no se ha descrito previamente para otros trastornos
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mieloproliferativos. Ademas, la deplecién de monocitos a partir de estos cultivos abolié esta proliferacion.
Posteriormente se ha demostrado que esta proliferacion espontanea estda mediada por una hipersensibilidad de los
progenitores de JCML a la citocina GM-CSF obtenida de monocitos [56,57,58,59,60,61]. En lugar de una
sobreproduccién o niveles elevados de GM-CSF en los pacientes JCML, la hipersensibilidad de los progenitores
JCML parece ser a través de una ruta de transduccién de la sefial Ras inducida por el GM-CSF desregulada [62].
Los estudios recientes con un analogo de GM-CSF (E21R), que antagoniza la accion del GM-CSF en ambos
estudios de union y ensayos funcionales, han demostrado que mediante la inhibicion de la accién de GM-CSF se
puede reducir significativamente la carga celular de JCML en un modelo de xenoinjerto en raton inmunodeficiente
combinado grave/diabético no obeso (SCID/NOD) de JCML [63]. La dosificacién profilactica sistémica de E21R en el
momento del injerto previno el establecimiento de progenitores de JCML en la médula 6sea y la dosificacién de
E21R 4 semanas después del injerto indujo remisiéon de JCML, con una reduccién en la carga de célula. Ademas, la
administracion de E21R a ratones SCID/NOD coinjertados con médula 6ésea normal humana y médula ésea de
JCML caus6 una reduccién en la carga de JCML, sin embargo las células de la médula 6sea normal no se vieron
afectadas.

Aterosclerosis

La cardiopatia isquémica es la causa mas frecuente de muerte en el mundo. Durante los ultimos afios el concepto
de que la inflamaciéon desempefia un papel importante en la patogénesis de la aterosclerosis ha aumentado,
teniendo lugar la acumulacion de células inflamatorias junto con la acumulacion de lipidos en las paredes arteriales.

Una vez residentes en las células inflamatorias de las paredes arteriales, como los monocitos y macréfagos,
participan en, y perpetian, la respuesta inflamatoria local. Estos macréfagos ademas expresan receptores
secuestrantes para una serie de lipoproteinas y contribuyen, de este modo, a la diferenciacidon de las células en
'células espumosas’'. Es la muerte de estas "células espumosas" lo que contribuye al desarrollo del nucleo de lipidos,
una caracteristica clasica de estas lesiones. Mientras la inflamacion continda dentro de estas placas
aterosclerdticas, estas células inflamatorias activadas liberan mediadores fibrogénicos y factores de crecimiento que
promueven la proliferacion de la célula de musculo liso (SMC) y la fibrosis de la placa. Ademas de promover la
fibrosis, estas células ademas liberan enzimas proteoliticas, tales como la metaloproteinasa de matriz (MMP), que
contribuyen a una debilitacion de la placa fibrosa, lo que las hace propensas a la ruptura. Estas placas, una vez
rotas, liberan residuos celulares y factores de coagulacion, tales como el factor tisular, en el vaso, estimulando la
cascada de la coagulacién y desarrollando el trombo. La trombosis arterial resultante puede conducir después a la
isquemia miocardica o infarto.

Recientemente el GM-CSF se ha implicado en muchos aspectos de la progresion de la enfermedad en
aterosclerosis. En las lesiones ateroscleréticas de conejos alimentados con colesterol se encontré que el GM-CSF
se colocaliza con los macréfagos y en un menor grado a las células endoteliales y SMC [64]. Adicionalmente, se ha
demostrado que la expresién de GM-CSF aumenta ademas en los vasos ateroscleréticos humanos en los sitios de
acumulacion de macréfagos y dentro de las SMC mediales y células endoteliales [65]. Este aumento en los niveles
de GM-CSF es, en parte, atribuido al contacto directo célula-célula de monocitos/macréfagos y células endoteliales
durante la formacion y la patogénesis de la lesion aterosclerética [66]. Otro elemento clave en la lesion aterédtica es
la “célula espumosa”, es decir, macrofagos que han captado lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL) a través
de los receptores secuestrantes de la superficie. In vitro, esta captacion de Ox-LDL puede estimular ademas a los
macrofagos a proliferar mediante un mecanismo dependiente de GMCSF [67]. Como la aterosclerosis es un proceso
inflamatorio crénico, se han investigado agentes antiinflamatorios tales como los glucocorticoides. La dexametasona,
un glucocorticoide antiinflamatorio, suprime el desarrollo de la aterosclerosis en diversos modelos experimentales en
animales [68, 69, 70, 71]. La eficacia de la misma se ha atribuido a la inhibicion de la migracién [72] y la proliferacion
[73] de SMC y a la reduccion en la quimiotaxis de monocitos y leucocitos circulantes [74]. Estudios recientes
demuestran que la ox-LDL puede inducir la liberacién de GM-CSF de macréfagos peritoneales de raton [75].
Ademas, después del tratamiento con dexametasona esta liberaciéon de GM-CSF se inhibié en funcién de la dosis, lo
que sugirié que los efectos antiinflamatorios de la dexametasona estan mediados por la inhibicion de la ox-LDL
inducida por la produccion de GM-CSF. Como parece que el GM-CSF tiene un papel central en la aterosclerosis,
una alternativa a los glucocorticoides podria ser inhibir la actividad de GM-CSF en esta indicacion.

Terminologia
"Y/o" cuando se usa en el presente documento se debe tomar como una descripcion especifica de cada una de las
dos caracteristicas o componentes especificos con o sin el otro. Por ejemplo "A y/o B" se debe tomar como la

divulgacion especifica de cada uno de (i) A, (ii) B y (iii) A y B, como si cada uno se expusiese de forma individual en
este documento.

GN-CSFRo. y GM-CSF
CSFRa es la cadena alfa del receptor para el factor de estimulacion de la colonias de granulocitos macréfagos. La

secuencia de longitud completa de GM-CSFRa humano esta depositada con el ndmero de Acceso S06945
(gi:106355) [76] y se expone en el presente documento como la SEC ID N°: 202. La forma madura de GM-CSFRa
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humano, es decir, con el péptido sefal escindido, se expone en el presente documento como la SEC ID N° 206. A
menos que el contexto indique lo contrario, las referencias en el presente documento a GM-CSFRa se refieren a
GMCSFRa de primate humano o no humano (por ejemplo, cinomolgo), normalmente humano. El GM-CSFRa puede
ser GMCSFRa. de origen natural o GM-CSFRa. recombinante.

El dominio extracelular de 298 aminoacidos del receptor oo de GM-CSF humano tiene la secuencia de aminoacido
SEC ID N°: 205.

A menos que el contexto indique lo contrario, las referencias en el presente documento a GM-CSF se refieren a GM-
CSF de primate humano o no humano (por ejemplo, cinomolgo), normalmente humano.

El GM-CSF normalmente se une a la cadena alfa del dominio extracelular (SEC ID N°: 205) del receptor GMCSF
maduro (SEC ID N°: 206). Tal como se describe en otra parte en el presente documento, los miembros de unién de
la invencion inhiben esta union.

Se han identificado variantes de ayuste de GM-CSFRa de origen natural (véase, por ejemplo, las refs. [77 y 78]). El
dominio extracelular esta muy conservado en estas variantes de ayuste. Los miembros de unién de la invencion
pueden o no unirse a una 0 mas variantes de ayuste de GM-CSFRa, y pueden o no inhibir la unién de GM-CSF a
una o mas variantes de ayuste de GM-CSFRa.

Miembro de unién

Este describe un miembro de unién de un par de moléculas que se unen entre si. Los miembros de un par de union
pueden ser de origen natural o producidos sintéticamente total o parcialmente. Un miembro del par de moléculas
tiene un area en su superficie, o una cavidad, que se une a, y por lo tanto es complementaria a, una organizacion
espacial y polar particular del otro miembro del par de moléculas. Ejemplos de tipos de pares de unién son antigeno-
anticuerpo, biotina-avidina, hormona-receptor de la hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. La presente
invencion se refiere a las reacciones del tipo antigeno-anticuerpo.

Un miembro de unién de acuerdo con la invencién comprende una molécula de anticuerpo que comprende un sitio
de union al antigeno.

Ademas de las secuencias de anticuerpo y/o un sitio de unién al antigeno, un miembro de unién de acuerdo con la
presente invencion puede comprender otros aminoacidos, por ejemplo, para formar un péptido o polipéptido, tal
como un dominio plegado, o conferir a la molécula otra caracteristica funcional ademas de la capacidad para unirse
al antigeno. Los miembros de unién de la invenciéon pueden portar una etiqueta detectable, o se pueden conjugar
con una toxina o una enzima o porcion identificada (por ejemplo, a través de un enlazador o enlace peptidilo). Por
ejemplo, un miembro de uniéon puede comprender un sitio catalitico (por ejemplo, en un dominio enzimatico) asi
como un sitio de unién al antigeno, en el que el sitio de unién al antigeno se une al antigeno y de esta forma dirige el
sitio catalitico al antigeno. El sitio catalitico podria inhibir la funcién biolégica del antigeno, por ejemplo, por escision.

Aunque, tal como se indicado, las CDR pueden ser portadas por andamiajes tales como fibronectina o citocromo B
[80, 81, 82], la estructura para portar una CDR o un conjunto de CDR de la invencion, por lo general, sera una
secuencia de cadena pesada o ligera de anticuerpo o una parte sustancial de la misma en la que la CDR o conjunto
de las CDR se encuentran en una ubicacion que corresponde a la CDR o conjunto de CDR de dominios variables
VH y VL de anticuerpos de origen natural codificados por los genes de las inmunoglobulinas reordenadas. Las
estructuras y las ubicaciones de los dominios variables de las inmunoglobulinas se pueden determinar por referencia
a (Kabat, y col., 1987 [98], y las actualizaciones del mismo, ahora disponible en Internet (http://immuno.bme.nwu.edu
o encontrar "Kabat" usando cualquier buscador).

Los miembros de unién de la presente invencidon pueden comprender, ademas, las regiones constantes o porciones
de las mismas, preferentemente regiones constantes de anticuerpos humanos o porciones del mismo. Por ejemplo,
se puede unir un dominio VL en su extremo C terminal a los dominios constantes de la cadena ligera del anticuerpo
que incluyen cadenas Ck o CA humanas, preferentemente cadenas CA. Del mismo modo, un miembro de unién que
se basa en un dominio VH se puede unir en su extremo C terminal a toda o parte (por ejemplo un dominio CH1) de
una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo, por ejemplo, IgG, IgA, IgE e IgM
y cualquiera de las clases de isotipos, particularmente 1gGl, IgG2 e IgG4. Son preferentes IgG1, IgG2 o IgG4. La
IgG4 es preferente porque no se une al complemento y no crea funciones efectoras. Cualquier variante de la regién
constante sintética o de otro tipo que tiene estas propiedades y estabiliza las regiones variables también es
preferente para su uso en las realizaciones de la presente invencion.

Los miembros de unién de la invencidon se pueden etiquetar con una etiqueta detectable o funcional. Las etiquetas
detectables incluyen radiomarcadores tales como ¥ 0 *71¢, que se pueden unir a los anticuerpos de la invencion
usando quimica convencional conocida en la técnica de la representacion 6ptica por anticuerpos. Las etiquetas
ademas incluyen etiquetas enzimaticas tales como la peroxidasa de rdbano picante. Las etiquetas incluyen, ademas,
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restos quimicos, tales como la biotina que se pueden detectar a través de la unién a un resto especifico detectable
afin, por ejemplo, etiqueta de avidina. Asi, un miembro de unién o molécula de anticuerpo de la presente invencion
pueden estar en forma de un conjugado que comprende el miembro de unién y una etiqueta, opcionalmente unido a
través de un enlazador tal como un péptido. EI miembro de unién puede estar conjugado por ejemplo a enzimas (por
ejemplo, la peroxidasa, la fosfatasa alcalina) o una etiqueta fluorescente que incluye, pero sin limitarse a, la biotina,
el fluorocromo, la proteina fluorescente verde. Ademas, la etiqueta puede comprender un resto de toxina tal como un
resto de toxina seleccionado de un grupo de exotoxina de pseudomonas (PE o un fragmento citotéxico o mutante de
la misma), toxina de la difteria (un fragmento citotoxico o mutante de la misma), una toxina botulinica A a F, ricina o
un fragmento citotoxico de la misma, abrina o un fragmento citotoxico de la misma, saporina o un fragmento
citotdxico de la misma, toxina antivirical de hierba carmin o un fragmento citotéxico de la misma y briodina 1 o un
fragmento citotoxico de la misma. Cuando el miembro de unién comprende una molécula de anticuerpo, el miembro
de unidn etiquetado se puede denominar inmunoconjugado.

Molécula de anticuerpo.

Esta expresién describe una inmunoglobulina tanto natural como producida total o parcialmente de forma sintética.
El término ademas abarca cualquier polipéptido o proteina que comprenda un sitio de union antigeno-anticuerpo.
Los fragmentos de anticuerpo que comprenden un sitio de unién antigeno-anticuerpo son moléculas tales como Fab,
F(ab'),, Fab', Fab'-SH, scFv, Fv, dAb, Fd; y diacuerpos.

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y de otro tipo y usar técnicas de la tecnologia del ADN recombinante
para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que retengan la especificidad del anticuerpo original. Estas
técnicas pueden implicar la introduccidon de ADN codificante de la region variable de inmunoglobulina, o las CDR, de
un anticuerpo a las regiones constantes, o regiones constantes mas regiones estructurales, de una inmunoglobulina
diferente. Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-239400, GB 2188638A o EP-A-184187, y un gran cuerpo de
literatura subsiguiente. Un hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo pueden someterse a mutacion
genética u otros cambios, que pueden o no alterar la unién a la diana de los anticuerpos producidos.

Como los anticuerpos se pueden modificar en un nimero de maneras, el término "molécula de anticuerpo” se debe
interpretar como que abarca cualquier miembro de unién o sustancia que tenga un sitio de unién antigeno-
anticuerpo. Por lo tanto, este término abarca fragmentos de anticuerpos y derivados, que incluyen cualquier
polipéptido que comprenda un sitio de unién antigeno-anticuerpo, tanto natural como total o parcialmente sintético.
Las moléculas quiméricas que comprenden un sitio de unién antigeno-anticuerpo, o equivalente, fusionado a otro
polipéptido, estan por lo tanto incluidas. La clonacién y expresion de anticuerpos quiméricos se describen en los
documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023, y un gran cuerpo de literatura posterior.

Otras técnicas disponibles en la técnica de ingenieria genética de anticuerpos permitieron aislar anticuerpos
humanos y humanizados. Los anticuerpos humanos y humanizados son realizaciones preferentes de la invencion y
se pueden producir por medio del uso de cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, se pueden fabricar
hibridomas humanos [83]. La presentacién en fagos, otra técnica establecida para la generacion de los miembros de
union, se describe con detalle en varias publicaciones tal como ref. [83] y el documento W092/01047 (tratado mas
adelante). Los ratones transgénicos en los que los genes de anticuerpos de ratdn estan inactivados y sustituidos
funcionalmente por genes de anticuerpos humanos mientras se dejan intactos otros componentes del sistema
inmunitario del raton, se pueden usar para aislar anticuerpos humanos [84]. Los anticuerpos humanizados pueden
producirse usando técnicas conocidas en la técnica tales como las descritas en, por ejemplo, los documentos
WO091/09967, US 5,585,089, EP592106, US 565,332 y WO93/17105. Adicionalmente, el documento
WO02004/006955 describe procedimientos para humanizar anticuerpos, basados en la selecciéon de secuencias
estructurales de la region variable a partir de los genes de anticuerpos humanos mediante la comparacion de los
tipos de estructura canénica de CDR para las secuencias de CDR de la regién variable de un anticuerpo no humano
con los tipos de estructura canénica de CDR para las correspondientes CDR a partir de una biblioteca de secuencias
de anticuerpos humanos, por ejemplo, segmentos de genes de anticuerpos de linea germinal. Las regiones variables
de anticuerpos humanos que tienen tipos de estructura canénica de CDR similar a las CDR no humanas son un
subconjunto de miembros de secuencias de anticuerpos humanos para seleccionar las secuencias de marcos
estructurales humanos. Los miembros del subgrupo, ademas, se pueden clasificar por similitud de aminoacidos
entre las secuencias de CDR humana y no humana. En el procedimiento del documento W02004/006955, se
seleccionan secuencias humanas de clasificacion superior para proporcionar las secuencias estructurales para la
construccién de un anticuerpo quimérico que funcionalmente sustituye las secuencias de las CDR humanas con las
equivalentes de CDR no humanas mediante el uso del miembro que se selecciona del subconjunto de marcos
estructurales humanos, de tal modo se proporciona un anticuerpo humanizado de alta afinidad y baja
inmunogenicidad sin necesidad de comparar las secuencias estructurales entre los anticuerpos no humanos y
humanos. También se describen anticuerpos quiméricos que se fabrican segun el procedimiento.

Se pueden crear moléculas sintéticas de anticuerpos mediante la expresién de genes generados por medio de
oligonucleétidos sintetizados y ensamblados dentro de vectores de expresién adecuados, [85, 86].

Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcién de unién a los
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antigenos. Los ejemplos de fragmentos de unién son (i) el fragmento Fab constituido por los dominios VL, VH, CL y
CH1; (ii) el fragmento Fd constituido por los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv constituido por los dominios VL
y VH de un solo anticuerpo; (iv) el fragmento dAb [87, 88, 89] constituido por un dominio VH o un dominio VL; (v)
regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
enlazados (vii) moléculas Fv de cadena simple (scFv), en donde un dominio VH y un dominio VL se unen mediante
un enlazador péptido que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién al antigeno [90, 91];
(viii) dimeros Fv biespecificos de cadena simple (documento PCT/US92/09965) y (ix) "diacuerpos”, fragmentos
multivalentes o multiespecificos construidos por fusion génica (W094/13804; [92]). Las moléculas Fv, scFv o
diacuerpo pueden estabilizarse mediante la incorporacion de puentes disulfuro que enlazan los dominios VH y VL
[93]. También se pueden fabricar minicuerpos que comprenden un scFv unido a un dominio CH3 [94].

Un dAb (anticuerpo de dominio) es un pequefio fragmento monomérico de unién al antigeno de un anticuerpo, es
decir, la region variable de una cadena pesada o ligera de anticuerpo [89]. Los dAb de VH se producen de forma
natural en los camélidos (por ejemplo, el camello, la llama) y se pueden producir por inmunizaciéon de un camélido
con un antigeno diana, aislando células B especificas para el antigeno y clonado directamente los genes de los dAb
a partir de células B individuales. Los dAb ademas se producen en cultivo celular. Su pequefio tamafio, buena
solubilidad y estabilidad a la temperatura los hace particularmente utiles desde el punto de vista fisioldgico y
adecuados para la seleccion y maduracién de la afinidad. Un miembro de union de la presente invencion puede ser
un dAb que comprende un dominio VH o VL sustancialmente segun se establece en el presente documento, o un
dominio VH o VL que comprende un conjunto de CDR sustancialmente segun se establece en el presente
documento. Por "sustancialmente segun se establece" significa que el dominio CDR o VH o VL relevante de la
invencion sera idéntico o muy similar a las regiones especificadas de las que se establece la secuencia en el
presente documento. Por "muy similar" se contempla que se pueden realizar de 1 a 5, preferentemente de 1 a 4 tal
como1a3o0102, 0304, sustituciones de aminoacido en la CDR y/o el dominio VH o VL.

Cuando se van a usar anticuerpos biespecificos, estos anticuerpos pueden ser biespecificos convencionales que se
pueden fabricar en una variedad de formas [95], por ejemplo, preparados quimicamente o a partir de hibridomas
hibridos, o puede ser cualquiera de los fragmentos de anticuerpos biespecificos que se han mencionado
anteriormente. Los ejemplos de anticuerpos biespecificos incluyen los de la tecnologia BiTE™ en que los dominios
de unién de dos anticuerpos con diferente especificidad se pueden usar y enlazar directamente a través de péptidos
cortos flexibles. Esta combina dos anticuerpos en una Unica cadena polipeptidica corta. Los diacuerpos y los scFv se
pueden construir sin regién Fc, usando sélo dominios variables, lo que podria reducir los efectos de la reaccién anti-
idiotipo.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia de los anticuerpos completos biespecificos, pueden ser también
particularmente utiles, ya que se pueden construir facilmente y expresar en E. coli. Los diacuerpos (y muchos otros
polipéptidos tales como fragmentos de anticuerpos) de especificidades de unién adecuadas, se pueden seleccionar
facilmente mediante el uso de una presentacion en fagos (documento W094/13804) a partir de bibliotecas. Si uno
de los brazos del diacuerpo se mantiene constante, por ejemplo, dirigido contra GM-CSFRa, entonces se puede
fabricar una biblioteca en la que el otro brazo es variado y se selecciona un anticuerpo de unién especifica
adecuada. Los anticuerpos completos biespecificos se pueden fabricar por ingenieria de botén en ojal [96].

Sitio de unién al antigeno

Esta expresion describe la parte de la molécula que se une a, y es complementaria a, todo o a parte del antigeno
diana. En una molécula de anticuerpo este se conoce como el sitio de unién antigeno-anticuerpo, y comprende la
parte del anticuerpo que se une y es complementaria a la totalidad o a parte del antigeno diana. Cuando un antigeno
es grande, un anticuerpo sélo se puede unir a una parte especifica del antigeno, cuya parte se denomina epitopo.
Uno o mas dominios variables de anticuerpos pueden proporcionar un sitio de union antigeno-anticuerpo.
Preferentemente, un sitio de unién antigeno-anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera de
anticuerpo (VL) y una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH).

Numeracion de Kabat

Los residuos de secuencias de anticuerpo en el presente documento, se refieren generalmente al uso de la
numeracion de Kabat tal como se define por Kabat y col., 1971 [97]. Ver ademas las referencias. [98, 99].

Aislado

Este término se refiere al estado en el que los miembros de union de la invencién, o acido nucleico codificante de
dichos miembros de unién, estaran por lo general de acuerdo con la presente invencion. Los miembros aislados vy el
acido nucleico aislado, estara exento o sustancialmente exento del material con el que se asocian naturalmente
dichos otros polipéptidos o acidos nucleicos con los que se encuentran en su ambiente natural, o el medio ambiente
en el que estan preparados (por ejemplo, cultivos de células) cuando tal preparacién se realice por la tecnologia del
ADN recombinante que se practica in vitro o in vivo. Los miembros y el acido nucleico se pueden formular con
diluyentes o coadyuvantes y todavia, a efectos practicos aislarse; por ejemplo, los miembros normalmente se
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mezclan con la gelatina o con otros vehiculos si se usan para cubrir las placas de microvaloraciéon para su uso en
inmunoensayos, 0 se mezclan con vehiculos farmacéuticamente aceptables o diluyentes cuando se usan en
diagnéstico o tratamiento. Los miembros de la unién pueden estar glucosilados, ya sea de forma natural o mediante
sistemas de células eucariotas heterologas (por ejemplo, células CHO o NSO (ECACC 85110503), o pueden ser (por
ejemplo si se producen por la expresiéon en una célula procariota) no glicosilados.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Analisis de pA; de dos anticuerpos anti-GM-CSFRa en el ensayo de proliferacion de TF-1. La proliferacién
de las células TF-1 con concentraciones crecientes de GM-CSF en presencia de concentraciones crecientes de dos
IgG4 optimizadas, Anticuerpo 6 (Figura 1A) y Anticuerpo 1 (Figura 1B), respectivamente. Para los datos mostrados
en el grafico 1A y el grafico 1B se midio la incorporacién de timidina valorada y se calcul6 la CE50 de GM-CSF para
cada concentracién de anticuerpo. Para los datos mostrados en el grafico 1C y el grafico 1D, las proporciones de las
dosis se calcularon después y se analizaron mediante regresion de Schild con el fin de obtener los valores de pA..

Figura 2. Andlisis de pA; de un anticuerpo anti-GM-CSFRa, Anticuerpo 6, en los ensayos de cambio de forma de
granulocitos. Los granulocitos humanos (grafico 2A y 2C) o de cinomolgo (2B y 2D) se trataron con concentraciones
crecientes de GM-CSF en presencia de concentraciones crecientes de 1gG4. El cambio de forma de los granulocitos
se midié por medio del uso de la citometria de flujo y se calculé la CE50 de GM-CSF en cada concentracién de
anticuerpo (grafico 2A y grafico 2B). Después se calcularon las proporciones de dosis y se analizaron por regresion
de Schild con el fin de obtener los valores de pA; (grafico 2C y grafico 2D).

Figura 3. Potencia antagonista de dos anticuerpos, Anticuerpos 1y 6, respectivamente, como IgG4 en un ensayo de
medicion de la proliferacion de las células TF-1 inducida por 7pM de GM-CSF humano. Ademas se muestran los
datos para el control positivo de IgG4 2B7 y para un control de isotipo de IgG4. Los datos representan la media con
las barras de desviacion estandar de las determinaciones por triplicado dentro del mismo experimento.

Figura 4. Potencia antagonista de dos anticuerpos, Anticuerpos 1y 6, respectivamente, como IgG4 en un ensayo de
medicion del cambio de forma de granulocitos humanos inducida por GM-CSF humano 7 pM. Ademas se muestran
los datos para el control de IgG4 2B7 y para un control de isotipo de IgG4. Los datos representan la media con las
barras de desviacion tipica de las determinaciones por triplicado dentro del mismo experimento.

Figura 5. Potencia antagonista de dos anticuerpos, Anticuerpos 1y 6, respectivamente, como IgG4 en un ensayo de
medicion de la liberacién de TNFo a partir de monocitos humanos estimulados con GM-CSF humano 1nM. Ademas
se muestran los datos para el anticuerpo de control 2B7 y para un control de isotipo de IgG4. Los datos representan
la media con las barras de desviacion tipica de las determinaciones por triplicado dentro del mismo experimento.

Figura 6. Potencia antagonista de dos anticuerpos, Anticuerpos 1y 6, respectivamente, como IgG4 en un ensayo de
medicién de la supervivencia de granulocitos humanos inducida por GM-CSF humano 7pM. Ademas se muestran los
datos para el anticuerpo de control 2B7 y para un control de isotipo de IgG4. Los datos representan la media con las
barras de desviacion tipica de las determinaciones por triplicado dentro del mismo experimento.

Figura 7. Los mAb humanos de afinidad madurada, el Anticuerpo 1 y el Anticuerpo 6, pero no el mAb 28G5 humano
parental (Anticuerpo 3) o el anticuerpo murino 2B7 conocido, inhiben la diferenciacién de las células progenitoras
hemopoyéticas impulsada por el GM-CSF. Se cultivaron 5x10* células mononucleares descongeladas a partir de una
muestra de aféresis en agar semisélido en presencia de 10 ng/ml de GM-CSF y la concentracién indicada de mAb.
Las colonias se contaron el dia 14. El grafico muestra el numero de colonias frenta a la concentracion de mAb en
ug/mil.

Figura 8. Andlisis de dosis-respuesta de la eficacia del mAb de afinidad madurada en los ratones quiméricos
huGMCSFR Tg. Grupos de 5 ratones quiméricos Tg se trataron con 500 ng de huGM-CSF (o PBS) s.c dos veces al
dia durante 4 dias (D.1-D.4) y bien el mAb de control (CAT001) o bien de ensayo (Anticuerpo 6) a las
concentraciones indicadas en D.0. Los pesos del bazo se evaluaron en D.5.

Figura 9. Analisis de dosis-respuesta de la eficacia del Anticuerpo 6 en un ensayo de liberacion de citocina
enddégena de células mononucleares de sangre periférica humana. 1x10° células se cultivaron durante 72 horas en
presencia y en ausencia de anticuerpo y una IL-6 y se realizé un ELISA de TNFa en el sobrenadante. Los datos
representan la inhibicion media con barras de desviacion tipica de las determinaciones por duplicado dentro del
mismo experimento.

Parte experimental

Antecedentes

Los fragmentos de anticuerpos humanos se pueden seleccionar in vitro a partir de repertorios presentados en la
superficie de un bacteriofago filamentoso. Este proceso se conoce como presentacién en fagos y proporciona un
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medio de obtencion de fragmentos de anticuerpos humanos. El proceso se puede usar para aislar especificidades
humanas anti-humanas y se puede adaptar para obtener anticuerpos de caracteristicas de afinidad particular.

Los fragmentos de anticuerpos que estan constituidos solo por los dominios variable de cadena pesada (VH) y
variable de cadena ligera (VL) unidos por un péptido enlazador corto contienen toda la informacién que es necesaria
para determinar la unién al antigeno. Dichos fragmentos se conocen como Fv de cadena sencilla (scFv). Cuando se
presentan en la superficie del fago, se ha demostrado que el scFv tanto se pliega correctamente como se une al
antigeno. Se han construido de esta manera grandes repertorios de scFv humano y han proporcionado una fuente a
partir de la que se pueden aislar clones individuales para el desarrollo como farmacos candidatos. Los scFv
candidatos después se reformatean como moléculas de IgG enteras (tipicamente IgG humana) para aplicaciones
terapéuticas.

Sumario

Las selecciones se llevaron a cabo en una biblioteca de presentacion en fagos de scFv derivados de linfocitos de
bazo humano con el fin de enriquecer las poblaciones de fagos que se unen al GM-CSFRa humano. Se aislaron
anticuerpos scFv que tienen las caracteristicas seleccionadas y estos scFv se convirtieron en IgG4. Usando una
diversidad de ensayos, se aislé un panel de anticuerpos, se optimizaron y se transformaron a la linea germinal para
producir IgG4 con la especificacion adecuada para un anticuerpo terapéutico.

Los 19 clones de anticuerpos, cuyas secuencias se muestran como anticuerpos 1, 2 'y 4-20 en la lista de secuencias,
se obtuvieron de un anticuerpo parental. El anticuerpo parental se muestra como anticuerpo 3 en el listado de
secuencias, y ademas se denomina en el presente documento 28G5. Se seleccionaron los 19 clones que mostraban
propiedades particularmente buenas en una serie de ensayos biolégicos, tal como se describe en la parte
experimental, y se designaron los anticuerpos niumeros 1, 2y 4 a 20.

Los bioensayos se disefiaron para reflejar la naturaleza inflamatoria de enfermedades tales como la artritis
reumatoide. Por ejemplo, el cambio de forma de los neutréfilos necesaria para su reclutamiento al sitio de accién, la
liberacion de factores proinflamatorios por los monocitos y el aumento de la supervivencia de los tipos de células
inflamatorias en respuesta a sefiales particulares. Los anticuerpos presentan una potente actividad de neutralizacion
en estos ensayos. Protocolos detallados de los procedimientos de ensayo usados se proporciona mas abajo en la
seccion titulada "Materiales y procedimientos de ensayo".

Aislamiento de anticuerpos guias

Se uso para las selecciones una gran biblioteca de anticuerpo humano de cadena sencilla FV (scFv). Esta se obtuvo
a partir de linfocitos de bazo de 20 donantes sanos y se cloné en un vector fagémido. Los scFv que reconocen el
GMCSFRa se aislaron a partir de la biblioteca de presentacion en fagos en una serie de ciclos de seleccion
repetidos con el GMCSF-Ra. purificado derivado de la sobreexpresion de un dominio extracelular con etiqueta de
purificacion soluble del receptor en las células HEK293T. Esto se logré esencialmente tal como se describe en
Vaughan y col. [102]. En resumen, después de la exposicion del receptor biotinilado a la biblioteca de fagos, la
proteina con el fago unido se capturé en perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Los fagos no unidos se
retiraron por lavado. Después los fagos unidos se rescataron tal como ha descrito Vaughan y col. y el proceso de
seleccién se repitié. Se llevaron a cabo tres rondas de seleccién en concentraciones de antigeno reducidas. Una
proporcion representativa de scFv a partir de la salida de las rondas de seleccion se sometieron a secuenciacion de
ADN.

Después de estas primeras selecciones a partir de la biblioteca de presentacion en fagos, se identificé un panel de
scFv individuales en un ensayo de union al ligando, que se disefid para identificar los fagos que expresaban
anticuerpos scFv que eran capaces de inhibir la unién de GM-CSF al dominio extracelular de GM-CSFRa purificado.
La potencia neutralizante de estos scFv en el ensayo de unidn del ligando se encuentra en el intervalo de 0,65 a 3,3
nM.

Los anticuerpos que estaban activos en el ensayo bioquimico de union al ligando se evaluaron para determinar la
actividad biologica en un ensayo de proliferacion de TF-1, que midié la potencia de neutralizacion mediante el
ensayo de capacidad de los anticuerpos para inhibir la proliferacion de las células TF-1 estimuladas con GM-CSF.
La TF-1 es una linea celular humana premieloide establecida a partir de un paciente con eritroleucemia. Esta linea
celular es dependiente del factor para la supervivencia y la proliferacion y de forma rutinaria se mantiene en GM-
CSF humano. La inhibicién de la proliferacion dependiente de GM-CSF se determind mediante la medicion de la
reduccién en la incorporacion de timidina valorada en el ADN recién sintetizado de las células en division. Todos los
scFv tenian una potencia medible en este ensayo, con valores de CI50 que estaban en el intervalo de
aproximadamente 180 a 1.200 nM.

Los clones scFv mas potentes se reformatearon como moléculas de anticuerpo de 1IgG4 humana con un dominio

constante de cadena pesada gamma 4 humana y un dominio constante de cadena ligera lambda humana. Los
vectores se construyeron para los clones de scFv mas potentes con el fin de permitir la expresion de los anticuerpos
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como anticuerpos 1gG4 enteros tal como describen Persic y col.. [100] con unas pocas modificaciones. Se incluyé en
los vectores un fragmento oriP para facilitar el uso con las células HEK-EBNA 293 y permitir la replicacion
episémica. El dominio variable VH se clond en el polienlazador entre la secuencia lider de secrecion y el dominio
constante gamma 4 humano del vector de expresion pEUS8.1(+). El dominio variable VL se cloné en el polienlazador
entre la secuencia lider de secrecion y el dominio constante lambda humano del vector de expresion pEU4.1(-). Las
células HEK-EBNA 293 se cotransfectaron con los constructos que expresaban la cadena pesada y ligera y el
anticuerpo entero se purificé a partir del medio condicionado usando cromatografia de afinidad de proteina A. Las
preparaciones de anticuerpos purificadas se filtraron de forma estéril y se almacenaron a 4 °C en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) antes de la evaluacion. La concentracion de proteina se determind midiendo la
absorbancia a 280 nm por medio del uso del procedimiento BCA (Pierce).

Las IgG reformateadas se compararon con el anticuerpo murino 2B7 conocido en el ensayo de proliferacion de TF-1.
Las IgG4 retuvieron o adquirieron actividad en este ensayo, con valores de CI50 que estaban en el intervalo de 6 a
aproximadamente 1600 nM.

En enfermedades inflamatorias, el cambio de forma de los neutréfilos es necesario para su reclutamiento en el sitio
de accion. Se disefid un ensayo de cambio de forma de granulocitos humanos para imitar esta respuesta bioldgica
por medio del uso de la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para medir el cambio en la forma
de los granulocitos aislados de sangre después de su exposicion a GM-CSF. Se evalu6 la capacidad de los
anticuerpos 1gG4 anti-GM-CSFRa. de inhibir la respuesta al cambio de forma de los neutréfilos a GM-CSF vy los
valores de CI50 de los clones seleccionados variaron de aproximadamente 15 a 350 nM. Un anticuerpo
representativo 28G5 neutralizé el GMCSF-R de cinomolgo en el ensayo de cambio de forma de granulocitos con una
CI50 de aproximadamente 5 nM. El anticuerpo murino 2B7 conocido, ademas, fue capaz de neutralizar la respuesta
bioldgica resultante a partir de la unién de GM-CSF al receptor de cinomolgo.

La afinidad de unién al receptor de los anticuerpos se midié después por medio del uso del BlAcore, con valores
calculados de Kp que estaban en el intervalo de 32 a 377 nM.

Optimizacion

En un esfuerzo para mejorar la potencia de 28G5 se inici6 un programa de optimizacion. Las bibliotecas de
anticuerpos se produjeron cuando se llevo a cabo la mutagénesis aleatoria de las CDR3 de Vy o V.. Cada CDR3 se
aleatorizd en dos bloques de 6 aminoacidos con el fin de cubrir toda la CDR, lo que produjo las bibliotecas H1
(bloque N terminal de 6 aa en CDR3 de VH), H2 (bloque C terminal de 6 aa en CDR3 de VH), L1 (bloque N terminal
de 6 aa en CDR3 de VL) y L2 (bloque C terminal de 6 aa en CDR3 de VL). Las bibliotecas resultantes se sometieron
a ciclos repetidos de seleccién para determinar la uniéon al GMCSFRa humano. Los clones aislados a partir de este
proceso de seleccidon se usaron después para construir una biblioteca de fagos combinada que contenia scFv con
las CDR3 de cadena pesada mutadas y las CDR3 de cadena ligera mutadas. Estas bibliotecas se sometieron
también al mismo procedimiento de seleccion.

En cada etapa del proceso de optimizacion, scFv que fueron capaces de inhibir la union de 28G5 IgG4 al receptor
GM-CSF se identificaron usando un ensayo de competencia del epitopo con 28G5 y el receptor, y después se
evaluaron en el ensayo de proliferacion de TF-1, tal como se describe mas adelante.

Después de la mutagénesis aleatoria de las secuencias de las CDR3 de la cadena pesada de 28G5, un panel de
scFv se identificé con potencia de neutralizaciéon medible en el ensayo de TF-1. La mayoria de las mejoras de
potencia se obtuvieron cuando el extremo 3' de la CDR3 de VH se aleatorizé.

Después de la mutagénesis aleatoria de las secuencias de las CDR3 de la cadena ligera de 28G5, un panel de scFv
se identific6 con potencia de neutralizacion medible en el ensayo de TF-1. Todas las mejoras de potencia se
obtuvieron cuando el extremo 3' de la CDR3 de V. se aleatorizé.

Después de la combinacion de las bibliotecas de mutagénesis aleatoria de CDR3 de la cadena pesada y ligera, se
identificé un panel de scFv con mayor potencia en el ensayo de proliferacion de TF-1 sobre el parental scFv 28G5.
Se aislaron scFv con mejoras de potencia de > 60000 veces sobre el parental 28G5. Todas las combinaciones de
las bibliotecas dieron lugar a scFv mejorado, es decir, H1/L1, H1/L2, H2/L1, H2/L2. Esto es de particular interés
porque los scFvs no mejorados se aislaron a partir de la biblioteca de L1.

Un panel de 19 scFv identificados durante la optimizacién de 28G5 se reformatearon y se expresaron como 1gG4,
usando los procedimientos descritos anteriormente. El panel estaba compuesto por clones de los anticuerpos 1, 2 y
4 a 20. Algunos de los clones mas potentes de este panel se obtuvieron a partir de las bibliotecas mutagenizadas de
CDR3 de H y L combinadas. La anticuerpos IgG4 de este panel se evaluaron por su actividad en el ensayo de
proliferacion de TF-1 y se compararon con el anticuerpo murino 2B7 conocido. Todos los IgG4 optimizados fueron
mas potentes que 2B7 en este ensayo. En esta ocasion 2B7 tenia una CI50 calculada de aproximadamente 1,6 nM,
mientras que los clones tenia valores de CI50 calculados que estaban en el intervalo de aproximadamente 1 pm a
aproximadamente 1100 pM. Los datos se presentan en la Tabla 1 mas adelante y se resumen como sigue a
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continuacion:

CI150 < 1500 pM Anticuerpos 1,2y 4 a 20

CI50 < 300 pM Anticuerpos 1, 2, 4-12 'y 14-20

CI150 < 60 pM Anticuerpos 1, 2, 4-6, 8-11, 14 y 16-20
CI150 < 10 pM Anticuerpos 1, 5, 6, 11 y 20.

La Figura 3 ilustra la potencia antagonista de dos anticuerpos representativos de la invencion, el Anticuerpo 1y el
Anticuerpo 6, en comparacion con el anticuerpo 2B7 conocido en el ensayo de proliferacion de TF-1.

Se uso el sistema BlAcore 2000 (Pharmacia Biosensor) para evaluar los parametros cinéticos de la interaccion de
algunas de las IgG4 de optimizacion guiada con el dominio extracelular del receptor de GM-CSF recombinante con
etiqueta de purificacion. La afinidad de los anticuerpos se mejoré mucho, con valores de Kp de 0,127 nM a
aproximadamente 5 nM. Los datos se muestran en la Tabla 2. Se obtuvieron mejoras en ambas velocidades de
asociacion y disociacion. La correlacion entre la afinidad de las IgG4 para el dominio extracelular soluble de GM-
CSFR a y su rendimiento en el ensayo de TF-1 fue muy bueno, con un coeficiente de correlacion de Pearson de
0,85 (p<0,0001). Mediante comparacién, la KD de 2B7 se calcul6 por separado y se demostré que era
aproximadamente 7 nM.

Los anticuerpos 1gG4 identificados durante la optimizacién de 28G5 se evaluaron en el ensayo de cambio de forma
de los granulocitos humanos y se compararon con el anticuerpo murino 2B7 conocido. Todos los anticuerpos que se
evaluaron en este ensayo (anticuerpos 1, 2, 5, 6, 9-11, 16 y 20) fueron muy potentes con las CI50 en el intervalo de
7,8 a 90 pM. De éstos, los anticuerpos 1, 2, 5, 6, 9, 16 y 20 tenian las CI50 inferiores a 50 pM, y los anticuerpos 1, 2,
6, 16 y 20 tenian las CI50 inferiores a 25 pM. Nuestros anticuerpos fueron mas potentes que 2B7, que tenia una
CI50 de 477pM. Los datos se muestran en la Tabla 3. La Figura 4 ilustra la potencia antagonista de dos anticuerpos
representativos de la invencién, el Anticuerpo 1 y el Anticuerpo 6, en comparacién con el anticuerpo 2B 7 conocido
en el ensayo de cambio de forma de los granulocitos humanos.

Los anticuerpos 1gG4 identificados durante la optimizacién de 28G5 se evaluaron en el ensayo de cambio de forma
de los granulocitos de cinomolgo. Todos los anticuerpos fueron capaces de neutralizar la actividad de GM-CSF en el
receptor de cinomolgo asi como en el receptor humano y todos los anticuerpos fueron mas potentes que 2B7. El 2B7
tenia una CI50 de 26 pM mientras los anticuerpos representativos (Anticuerpo 6, Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2) del
panel tenian valores de CI50 de 1,73, 2,03 y 3,2 pM, respectivamente.

Un panel de las IgG4 identificadas durante la optimizacién de 28G5 se evaluaron para determinar sus potencias de
neutralizacion en el ensayo de liberacion de TNFa de monocitos. Este ensayo examina su capacidad para inhibir la
liberacion del factor proinflamatorio TNFo de monocitos humanos cuando se tratan con GM-CSF. Los anticuerpos 1,
2,5, 6,9y 10 se analizaron, y todos eran activos en este ensayo y fueron capaces de neutralizar completamente la
accion de GM-CSF en su receptor (la CI50 se encontraba en el intervalo de aproximadamente 43 a 139) mientras
que a una concentracion 333 nM, 2B7 solo podia lograr el 50 % de inhibicién de la liberacién de TNFa inducida por
GM-CSF, lo que indica que este anticuerpo sélo es un inhibidor parcial en este ensayo. La Figura 5 ilustra la
potencia antagonista de dos anticuerpos representativos de la invencidon en comparacion con el anticuerpo 2B7
conocido en el ensayo de liberacion TNFa de monocitos. Los datos se muestran en la Tabla 4 y se resumen como
sigue a continuacion:

< 150 pM AnticuerpoN° 1, 2,5,6,9y 10
<110 pM AnticuerpoN°1,2,5,6y 9
<100 pM nticuerpoN° 1, 5,6y 9

Una caracteristica de las enfermedades inflamatorias es el aumento de la supervivencia de los tipos de células
inflamatorias en respuesta a sefiales particulares. Los granulocitos son capaces de sobrevivir durante mas tiempo en
presencia de GM-CSF y de este modo se evalué la capacidad de los anticuerpos IgG4 aislados durante la
optimizacion de 28G5 para inhibir esta respuesta en un ensayo de supervivencia de granulocitos. Todas las IgG4
anti-GM-CSFRa a partir de la optimizaciéon guiada fueron activas en este ensayo, y las potencias de neutralizacion
representativas (CI50) se encontraban en el intervalo de 7,0 a 843,7 pM. Esto esta en oposicion con el anticuerpo
murino 2B7 conocido, que fue completamente inactivo hasta una concentracion de 83 nM. La Figura 6 ilustra la
potencia antagonista de dos anticuerpos representativos de la invencion, el Anticuerpo 1 y el Anticuerpo 6 en
comparacién con el anticuerpo 2B7 conocido en el ensayo de supervivencia de granulocitos.

Estos datos, tal como se ilustra en las Figuras 3 a 6, indican que nuestros anticuerpos tienen propiedades
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significativamente diferentes en comparacion con el anticuerpo murino 2B7 conocido. Por ejemplo, los anticuerpos
representativos de la invencion inhiben la supervivencia de granulocitos y la proliferacion de TF-1 estimulada con
GM-CSF 7 pM en los ensayos de supervivencia de granulocitos y proliferacion de TF-1 respectivamente, mientras
que el 2B7 no inhibid la supervivencia de granulocitos pero inhibi6 la proliferacién de TF-1 (aunque en menor medida
que nuestros anticuerpos). Los datos indican que los miembros de unién de la invencién tienen una mayor afinidad y
una capacidad mejorada para inhibir una diversidad de efectos biolégicos mediados por GM-CSF-R en comparacion
con los anticuerpos anti-GM-CSFRa conocidos.

La secuencia de aminoacidos obtenida de 28G5 y sus derivados se alinearon con las secuencias de linea germinal
humana conocidas en la base de datos VBASE vy se identificé la linea germinal mas cercana por similitud de
secuencia. La linea germinal mas cercana para el dominio VH de 28G5 y sus derivados se identific6 como VH1 DP5.
El VH de 28G5 tiene 14 cambios con respecto a la linea germinal de VH 1-24 (DP5) dentro de las regiones
estructurales. La linea germinal mas cercana para el dominio V. es Vlambda1 VL 1-e (DPL8), que tiene solamente 5
cambios con respecto a la linea germinal dentro de las regiones estructurales. Las regiones estructurales de 28G5 y
sus derivados se retornaron a la linea germinal mediante la mutagénesis dirigida al sitio para que se correspondieran
idénticamente con los anticuerpos humanos naturales. Todos excepto un aminoacido se pudieron convertir a la linea
germinal con sdélo pequefios cambios en la potencia de anticuerpo. El aminoacido isoleucina en la posicion 94 de la
cadena pesada (usando la numeracion de Kabat, Kabat y col., 1971) no se pudo cambiar a treonina de la linea
germinal sin una pérdida completa de la actividad. Este unico cambio a partir de la linea germinal se mantuvo, por lo
tanto en la region estructural del anticuerpo.

Un analisis completo de pA; de dos de los anticuerpos anti-GM-CSFRa, el Anticuerpo 6 y el Anticuerpo 1, se llevo a
cabo en el ensayo de proliferacion de TF-1. Los datos confirman que estos anticuerpos son antagonistas muy
potentes en este sistema con los valores de de pA; calculados de -11,3+0,2 y -11,0+0,2 respectivamente (Figura 1).

Un analisis completo de pA; de uno de los anticuerpos anti-GM-CSFRa., el Anticuerpo 6, se llevé a cabo en el
ensayo de cambio de forma de los granulocitos de cinomolgo y humanos. Los datos confirman que este anticuerpo
es un antagonista muy potente en estos sistemas con los valores de pA; calculados de -10,58 y -10,78 en el ensayo
en ser humano y en cinomolgo respectivamente (Figura 2).

El GM-CSF conduce a la diferenciacion de las células progenitoras hematopoyéticas en colonias de granulocitos y
macrofagos en ensayos de agar semisolido. Se evaluaron, por lo tanto, el Anticuerpo 6 y el Anticuerpo 1 de afinidad
madurada, el mAb parental Anticuerpo 3 (28G5) y un control negativo (CAT001) para determinar su capacidad para
antagonizar la actividad especifica de GM-CSF usando células progenitoras derivadas de sangre periférica, en un
ensayo de formacion de colonias. Los datos presentados en la Figura 7 demuestran que ambos mAb de afinidad
madurada representativos fueron potentes inhibidores de la formacién de colonias hematopoyéticas in vitro mediada
por el GM-CSF humano.

Los valores aproximados de la CI50 fueron 0,08 pg/ml (Anticuerpo 6) y 0,25 pg/ml (Anticuerpo 1) para el mAb de
afinidad madurada. Es interesante que el anticuerpo murino 2B7 conocido parecia tener poca o ninguna actividad
inhibidora en este ensayo hasta una concentracién de 66 nM.

En experimentos de control el mAb no tuvo efecto en la formacién de colonias mediada por la combinacién de SCF +
IL-3 + G-CSF, tal como se esperaba, y, en ausencia de citocinas, la formacién de colonias fue insignificante (< 4
colonias/cultivo).

Para el analisis in vivo de la actividad antagonista de mAb especifica de huGM-CSFRa, el trasplante de médula
Osea a partir de ratones transgénicos (Tg) que expresan tanto la cadena a como la § de GM-CSFR humano en
ratones de tipo silvestre se puede usar para generar animales quiméricos de forma que la expresion de huGM-CSFR
transgénico se limite a las células hematopoyéticas derivadas de la médula ésea y asi se asemeje mas al perfil de
expresion del receptor endégeno. En estos ratones quiméricos Tg la administraciéon de huGM-CSF conduce a un
aumento en el peso del bazo y la marginacién de los monocitos circulantes en sangre. El Anticuerpo 6 de afinidad
madurada y un mAb de control negativo, CAT001 se evaluaron para determinar su capacidad para antagonizar estas
respuestas in vivo mediadas por GM-CSF. Para el andlisis de dosis-respuesta, 6 grupos de 5 ratones quiméricos Tg
se trataron con 500 ng de huGM-CSF s.c dos veces al dia durante 4 dias (dias 1-4) y un séptimo grupo de control de
cinco animales recibi6é s6lo PBS. Cuatro de los 6 grupos de animales tratados con huGM-CSF recibieron el mAb de
prueba (Anticuerpo 6) a 16 mg/kg, 5,3 mg/kg, 1,78 mg/kg o 0,59 mg/kg el D.0, mientras un quinto grupo de animales
tratados con huGM-CSF recibieron el control CAT001 a 16 mg/kg el D.0. Los resultados presentados en la Figura 8
demuestran que, en comparacién con el control de PBS, el tratamiento con huGM-CSF indujo un aumento
significativo en el peso del bazo y una disminucién en los monocitos circulantes en sangre. Tal como se esperaba, el
tratamiento con 16 mg/kg del control CAT001 no tuvo efecto ni en el aumento de peso del bazo ni en la disminucién
de los monocitos de la sangre. Por el contrario, hubo un claro efecto dosis-respuesta tras el tratamiento con el mAb
de ensayo Anticuerpo 6, debido a que a 16 mg/kg este anticuerpo suprimié el aumento de peso del bazo y, aunque
era evidente, el efecto se redujo en gran medida a 0,59 mg/kg del mAb. La CI50 pareceria estar en alguna parte
entre 0,59 mg/kg y 1,78 mg/kg. Un resultado similar se observé para la disminucion de los monocitos circulantes
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inducida por GM-CSF - el tratamiento con el mAb de ensayo Anticuerpo 6 a 16 mg/kg abolié la disminucion, mientras
el mAb a 0,59 mg/kg tuvo sélo un impacto menor sobre esta respuesta. Estos datos muestran que el anticuerpo anti-
GM-CSFRa es un antagonista de GMCSFRa humano in vivo.

Para investigar adicionalmente las propiedades antiinflamatorias de estos anticuerpos anti-GM-CSFRa, el Anticuerpo
6 se evaluo en un ensayo de liberacién de citocina de células mononucleares de sangre periférica. En este ensayo el
TNFa y la IL-6 se pueden liberar endégenamente dependiendo del donante. En este ensayo el GM-CSF se produce
también por las células endégenamente, en lugar de afiadirse exdgenamente, y por lo tanto los resultados
observados en este ensayo representan la inhibicién de los efectos bioldgicos de la unién de GM-CSF enddgeno
natural a su receptor.

Después de la administracion del Anticuerpo 6 estas dos citocinas se inhibieron de manera dependiente de la dosis
tal como se ilustra en la Figura 9. Estos datos indican que estos anticuerpos pueden inhibir la actividad de GM-CSF
natural y que mediante la inhibicion de la sefializacion de GM-CSF se pueden inhibir citocinas proinflamatorias
claves, tales como la IL-6 y el TNFa, ambos implicadas en un ndmero de indicaciones inflamatorias tales como la
artritis reumatoide.

Ademas, en base a este resultado con el Anticuerpo 6 se puede esperar que cada uno de los anticuerpos 1 a 20
también demostrara inhibicidon en este ensayo, ya que se cree que todos los anticuerpos 1 a 20 se unen a la misma
region de GM-CSFRa.

Mapeo de residuos importantes para el reconocimiento del antigeno y analisis de secuencias

Determinamos la variabilidad de residuos en posiciones de la secuencia del scFv del Anticuerpo 6 transformado a la
linea germinal con el fin de identificar las posiciones que normalmente se conservan para la unién al ligando y las
posiciones que son variables en un anticuerpo que aun conserva la actividad de unién al ligando.

Las posiciones que contribuyen a la union al antigeno parecen ser los residuos de Kabat 27A, 27B, 27C, 32, 51, 52,
53, 90, 92 y 96 en el dominio VL y los residuos de Kabat 17, 34, 54, 57, 95, 97, 99 y 100B en el dominio VH.

Se identificaron siete posiciones que parecian ser importantes para la unién al antigeno: H95, H97, H99, H100B,
L90, L92 y L96. Después se analizaron los residuos en estas posiciones en las secuencias de 160 variantes aisladas
durante el proceso de optimizacion del anticuerpo 28G5, todas las cuales mostraron una mejora minima de 5 veces
en la potencia en el ensayo de proliferacién de TF-1.

Los datos de la Tabla 5 mas adelante resumen los diferentes aminoacidos (de 20 posibles) que se observaron en
cada una de estas posiciones, y en L95A. Cuando las posiciones estan fuertemente conservadas en los
aminoacidos presentes en el 28G5 y/o el Anticuerpo 6, es una buena evidencia de que los aminoacidos son claves
para la union del antigeno. Por ejemplo, los residuos en las siguientes posiciones estan muy conservados: H97,
H100B, L90, L92.

Meétodo

La secuencia de ADN que codifica el scFv del Anticuerpo 6 de afinidad madurada y transformado a la linea germinal
se convirtié a formato de presentacion en ribosoma, esencialmente tal como se describe en la ref. [101]. La PCR
propensa a errores se realizd en la secuencia del Anticuerpo 6, usando condiciones de mutacion elevada (7,2
mutaciones por 1.000 bp) en el protocolo del fabricante (BD Bioscience), con el fin de crear una biblioteca de
secuencias de variantes de 574D04 que contuvieran mutaciones puntuales aleatorias. Esta biblioteca se expreso en
los ribosomas y se incubd con GM-CSFRa con etiqueta de purificacion para permitir que ocurriera la unién. Las
variantes capaces de unirse al GM-CSFRa con etiqueta de purificacion se capturaron y se extrajeron por medio del
uso de perlas paramagnéticas recubiertas con proteina G (Dynal). Las variantes no unidas que permanecian en la
poblaciéon se afiadieron a un grupo de cuatro anticuerpos antiidiotipos biotinilados, que previamente se habian
obtenido a partir de la gran biblioteca de presentacién en fagos de anticuerpos humanos descrita en la ref. [102] y se
sabia que se unen al scFv del Anticuerpo 6. Las variantes unidas por los anticuerpos antiidiotipicos biotinilados se
capturaron con perlas de estreptavidina, mientras que las variantes no unidas se retiraron por lavado. Este proceso
se repitid durante dos rondas adicionales de seleccion de presentacion en ribosomas, siguiendo la metodologia
general de la ref. [101].

Una proporcion representativa de las variantes a partir de los resultados de la seleccion se clond en un vector
fagémido y las variantes del scFv se expresaron en fagos para el ensayo por ELISA, usando el mismo procedimiento
que se describe por Edwards BM y col.(2003) Journal of Molecular Biology Vol 334:103. Las variantes que no
presentaron unién al GM-CSFRa. de purificacion-etiquetada se examinaron para determinar la union al grupo de
cuatro anticuerpos antiidiotipicos que se usaron en la selecciéon. Las variantes que, en el ensayo de unién anti-
idiotipo, demostraron que la unién era igual o mayor que para el scFv del Anticuerpo 6 scFv se secuenciaron y las
secuencias se analizaron para encontrar las posiciones en las que habia una alta frecuencia de mutacion.
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Se encontré que la tasa de mutacion promedio de la poblacion de variantes era de 3,05 aminoacidos por cadena Vy
o V., usando 486 secuencias para las cadenas Vyy 451 secuencias para las cadenas V.. Se analizaron los puntos
calientes mutacionales, y se realizé la representaciéon grafica de la frecuencia de mutaciéon en relacién con su
posicion a lo largo del scFv. El analisis se enfoco en aquellos clones con al menos una mutacion CDR por Vyy Vi y
menos de 4 mutaciones por Vyy VL. A partir de este panel de secuencias de 123 Vuyy 148 V., los puntos calientes se
definieron como aquellos que tenian una frecuencia mutacional del 5 % o superior.

Siete posiciones dentro de VHCDR3 y V. CDR3 del Anticuerpo 6 se destacaron como posiciones putativas
importantes para la unién del antigeno usando el procedimiento de seleccién negativa de presentacion en
ribosomas. Se realizd un andlisis después en 160 variantes de secuencia aisladas durante el proceso de
optimizacién del anticuerpo 28G5, en el que las secuencias enteras de CDR3 de V4 y CDR3 de V., se aleatorizaron y
se seleccionaron por una mayor afinidad. Todas las secuencias (incluida el Anticuerpo 6) son variantes de 28G5 que
mostraron una mejora minima de 5 veces en la potencia en el ensayo de proliferacién de TF-1.

Determinacién del epitopo lineal

Se examin6 el Anticuerpo 6 y el anticuerpo 2B7 conocido frente a 2442 péptidos, que representaba cada uno
regiones cortas de secuencia de aminoacidos de la porcién extracelular de GM-CSFR-qa, usando un procedimiento
PEPSCAN. Las sefales de unidon para cada anticuerpo frente a todos los péptidos se promediaron para generar una
sefial de fondo media y para cada péptido se calculd una relacion sefial / fondo. Para ambos, el Anticuerpo 6 y 2B7,
una relacion sefal / fondo de cuatro o superior se consideré como una sefial especifica positiva. Las secuencias de
péptidos que dan sefial especifica positiva se analizaron para determinar motivos de unién conservados y se
encontré que el Anticuerpo 6 se unia preferentemente a un motivo YLDFQ, correspondiente a los residuos 226 a 230
de GM-CSFRa humano maduro, y el anticuerpo 2B7 se unia preferentemente a un motivo DVRI, correspondiente a
los residuos 278 a 281 de GM-CSFRo. humano maduro. La numeraciéon de la secuencia de aminoacido para el
receptor maduro es como se muestra en la SEC ID N°: 206.

Procedimiento PEPSCAN (exploracién de péptido de unién)

Péptidos sintéticos de superposicion en su mayor parte de 15-meros que tenian secuencias obtenidas a partir de
GM-CSF se sintetizaron y examinaron usando mini tarjetas PEPSCAN de formato de tarjetas de crédito (placa de
455 pocillos con pocillos de 3 ul) tal como se ha descrito previamente [103]. La unién de los anticuerpos a cada
péptido se examind en un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) basado en PEPSCAN. Las tarjetas de polipropileno de
455-pocillos de formato de tarjetas de crédito que contenian los péptidos unidos covalentemente se incubaron con la
muestra (por ejemplo, 10 ug/ml del anticuerpo o el suero diluido 1/1000 en una solucién de PBS que contenia el 5 %
de suero de caballo (v/v) y el 5 % de ovalbumina (p/v)) y el 1 % de Tween 80 o en caso de bloqueo leve en una
solucion de PBS con el 4 % de suero de caballo (v/v) y el 1 % de Tween 80 (4 °C, durante la noche). Después del
lavado, los péptidos se incubaron con un anticuerpo antiperoxidasa (dilucion 1/1000, por ejemplo de conejo
antiperoxidasa de raton, Dako) (1 h, 25 °C), y posteriormente, después de lavar el sustrato de sulfonato de
peroxidasa 2,2 '-azino-di-3-etilbenzotiazolina (ABTS), se afiadieron 2 ul/ml de H202 al 3 % . Después de 1 hora el
desarrollo de color se midio. El desarrollo del color del ensayo ELISA se cuantificé con una camara CCD y un
sistema de procesamiento de imagenes. La instalacién consta de una camara CCD y una lente de 55 mm (Sony
CCD Video Camara XC-77RR, lente Nikon micro-nikkor 55 mm f/2.8), un adaptador de camara (Sony Camara
adaptor DC-77RR) y el paquete informéatico de procesamiento de imagenes Optimas, version 6,5 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD 20910, Estados Unidos). Optimas se ejecuta en un sistema informatico pentium.

Métodos y materiales de ensayo

Ensayo bioquimico de unién al ligando

Las preparaciones de scFv purificadas se prepararon tal como se describe en el Ejemplo 3 del documento
WO001/66754 [104]. Las concentraciones de proteina de las preparaciones de scFv purificados se determinaron
usando el procedimiento BCA [105]. Las placas de microvaloracion de 96 pocillos Fluoronunc™ se recubrieron
durante la noche a 4 °C con 50 pl/pocillo de una IgG4 antihumana diluida a 2,5 pg/ml en PBS. Las placas se lavaron
3 veces con 300 pl/pocillo de PBS/Tween-20 al 0,1 % antes de bloquear durante 1 hora a temperatura ambiente con
300 pl/pocillo de BSA al 3 % en PBS. Las placas se lavaron de nuevo 3 veces con 300 pl/pocillo de PBS/ Tween-20
al 0,1 % y después se anadieron 50 yl de GM-CSFRo humano diluido a 62,5 ng/ml en BSA al 1 %/PBS a cada
pocillo y las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar 3 veces tal como se ha
descrito anteriormente, se afiadieron 25 pl de material de muestra a cada pocillo y después 25 yl de GM-CSF
biotinilado diluido a 2 nM en BSA al 1 %/PBS. Para definir la unién total, sélo se usé el tampén como material de
muestra. Para definir la unidon no especifica, GM-CSF no etiquetado diluido a 100 nM en BSA al 1 % se us6 como
material de muestra. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente antes de lavar 3 veces tal
como se ha descrito anteriormente. Se afiadieron 50 ul de estreptavidina etiquetada con europio (PerkinElmer)
diluida a 100 ng/ml en el tampodn de ensayo DELFIA™ a cada pocillo de la placa y se incubé durante 30-60 minutos
a temperatura ambiente antes de lavar 7 veces con el tampoén de lavado DELFIA™. Se afadieron 50 pl/pocillo de la
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solucion de potenciacion DELFIA™ a las placas y las muestras se leyeron a 615 nm en un lector de placas.
Ensayo de proliferacién de TF-1

Las células TF-1, obtenidas a partir de R&D Systems mantenidas rutinariamente en medio RPMI 1640, FBS al 10 %,
piruvato sédico 1mM y GM-CSF 4 ng/ml, se privaron de nutrientes mediante 3 lavados en medio de ensayo (RPMI
1640, FBS al 5 %, piruvato sdédico 1 mM), se resuspendieron en el medio de ensag/o y se incubaron durante 7-24
horas a 37 °C en CO; al 5 %. Las células se resuspendieron después en 1x10°/ml en medio de ensayo y se
afadieron 100 pl a cada pocillo de una placa de cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pocillos. Las muestras de
ensayo se prepararon mediante filtracion estéril de la muestra madre antes de diluirlas en el medio de ensayo. Se
afnadieron 50 ul del material de ensayo después a cada pocillo de células y éstas se incubaron durante 45-60 min a
37 °C en CO; al 5 %. Después se afadieron 50 yl de GM-CSF diluido al valor de la CEgo en medio de ensayo (o 0,4
ng/ml para lotes de GM-CSF) a cada pocillo y las placas se incubaron durante 16 horas a 37 °C en COz al 5 % en
una camara humidificada. Esto representa una concentracion final 7 pM de GM-CSF. Con el fin de medir la
proliferacion de las células, se afiadieron 20 pl de *H-timidina diluida a 5,0 pCi/ml en medio de ensayo a cada pocillo
de la placa y las placas se incubaron durante 4 horas + 30 min a 37 °C en CO al 5 %. Las células después se
cosecharon en placas de 96 pocillo GF/C Unifilter™ usando una cosechadora de placa y se lavaron. Después de la
adicion de 50 pl de MicroScint 20" a cada pocillo de la placa de filtro, las placas se sellaron y se contaron en un
lector de placas TopCount.

Ensayo de cambio de forma del granulocito humano

La capa leucocitaria humana (bolsa de sangre humana del servicio de transfusion de sangre) se mezclé con un
volumen igual de dextrano T-500 al 3 % en NaCl al 0,9 % . La mezcla se incubd después en una posicién vertical
hasta que se formd una interfase. La capa superior se coseché y se estratificd en la parte superior de un gradiente
de densidad histopaque 1.077 que después se centrifugé a 400 g durante 40 minutos y se dej6 parar sin frenar. Las
capas superiores de este gradiente se extrajeron y se dejo el sedimento de granulocitos. Los glébulos rojos
restantes en el sedimento se lisaron mediante resuspension de las células en 20 ml de agua helada durante 30 s
seguido de la adicion inmediata de cloruro de sodio al 1,8 % helado. Las células después se resedimentaron a 1200
rpm y se resuspendieron en medio de ensayo (RPMI1640, FBS al 10 %, 100 u/ml de penicilina, 100ug/ml de
estreptomicina, HEPES 256 mM ) a 1x10%/ml. Después se afiadieron 100ul de células a cada pocillo de una placa de
cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pocillos. Las muestras de ensayo se prepararon por filtracion estéril y dilucion
de la muestra madre, segun fuera apropiado, en medio de ensayo.

Para el aislamiento guiado, se anadieron después 50 ul de la muestra de ensayo a las células y las placas se
incubaron durante 45- 60 min. a 37 °C en CO- al 5 %. Esto representa una concentracion final 7 pM de GM-CSF.
Después se realizo la adicion de 50 pyl de GM-CSF diluido a 0,4 ng/ml en medio de ensayo a cada placa y 4 horas de
incubacién a 37 °C en CO; al 5 % en una camara humidificada.

Para la optimizacién guiada, las 1gG4 filtradas, diluidas en medio de ensayo, se mezclaron con un volumen igual de
GMCSF a 0,4 ng/ml en medio de ensayo. Esto representa una concentracion final de GM-CSF de 7 pM. Después se
afadieron 100ul de la mezcla anticuerpo/GM-CSF a cada pocillo. Después se siguié con 3 horas de incubacion a 37
°C en CO; al 5 % en una camara humidificada.

Se afiadi6 formaldehido frio a una concentracion final del 1,25 % y las células se fijaron durante la noche a 4 °C. Se
analizaron 2000-5000 eventos por pocillo por citometria de flujo. La media geométrica de la dispersion frontal (FSC)
para cada muestra se obtuvo entonces usando CellQuest. Las células se seleccionaron para excluir poblaciones
irrelevantes (por ejemplo, células muertas/residuos) en el célculo de la media geométrica.

Ensayo de cambio de forma de granulocitos de cinomolgo

Se evaluaron anticuerpos en un ensayo que mide el cambio de forma de los granulocitos de cinomolgo después de
la estimulacion con GM-CSF. Los granulocitos se purificaron a partir de sangre entera de cinomolgo y el ensayo se
llevé a cabo esencialmente tal como se ha descrito para el ensayo de cambio de forma de los granulocitos humanos.

Datos de afinidad de unién por medio del uso de anélisis de biosensor

Se uso el sistema BlAcore 2000 (Pharmacia Biosensor) para evaluar los parametros cinéticos de la interaccion entre
los scFv y las IgG4 con los receptores recombinantes. El biosensor usa los efectos dpticos de la resonancia de
plasmon superficial para estudiar los cambios en la concentracion de superficie que resultan de la interaccion de una
molécula de analito con una molécula de ligando que esta unida covalentemente a una matriz de dextrano.
Tipicamente, las especies de analitos en solucion libre se pasan sobre el ligando acoplado y se detecta cualquier
unién en forma de un aumento en la sefial SPR local. A esto le sigue un periodo de lavado, durante el que la
disociacién de la especie analito se ve como una disminucion en la sefial de SPR, después de lo cual se elimina del
ligando cualquier analito que queda y el procedimiento se repite con varias concentraciones de analitos diferentes.
Se usa normalmente una serie de controles durante el experimento para asegurar que ni la capacidad de unién
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absoluta ni el perfil cinético del ligando acoplado cambian de manera significativa. Se usa tipicamente una propiedad
del tampodn salino HEPES (HBS-EP) como el diluyente principal de las muestras de analito y el disolvente de la fase
de disociacion. Los datos experimentales se graban en unidades de resonancia (que se corresponden directamente
con la sefial de SPR) con respecto al tiempo. Las unidades de resonancia son directamente proporcionales al
tamafio y la cantidad de analito unido. El paquete informatico BlAevaluation se puede usar después para asignar la
constante de velocidad a la fase de disociacién (unidades de velocidad de disociacién s'1) y la fase de asociacion
(unidades de velocidad de asociacion M s'1). Estas figuras permiten después el célculo de las constantes de
afinidad de asociacion y disociacion.

La afinidad de la IgG4 se estimd usando un unico ensayo en el que la IgG4 se capturé de manera no covalente por
la amina de la superficie de la proteina A. Una serie de diluciones del dominio extracelular del receptor de GM-CSF
recombinante de purificacion etiquetada, de 100 a 6,25 nM se pasaron después secuencialmente sobre la IgG4. La
molaridad del receptor se calculd usando la concentracién (Bradford) y la masa del polipéptido maduro no
modificado después de la traduccion prevista (39,7 kDa). Cada uno de los dos conjuntos separados de datos se
analizé en formatos idénticos. Los datos corregidos de célula de referencia se ajustaron usando el modelo de
Langmuir 1:1 fijado para el calculo global simultaneo de las velocidades de asociacion y disociacién, con el valor de
Rmax fijado a global. El nivel de 1gG4 capturado durante cada ciclo se evalué para garantizar que la cantidad
capturada se mantuviera estable durante todo el experimento. Ademas, la velocidad de disociaciéon de la 1IgG4 se
evalué para determinar si se requeria una correccién de la deriva de la linea base. Sin embargo, ambas
interacciones de la proteina A demostraron ser suficientemente reproducibles y estables. La validez de los datos se
vio limitada por el valor calculado de chi2 y T (valor de parametro /compensacion), que tuvo que ser < 2 y > 100
respectivamente.

Produccién del dominio extracelular de GM-CSFRa de purificacion-etiquetada: Un vector de expresion pEFBOS
[106] que incorpora una secuencia que codifica el dominio extracelular del receptor a de GM-CSF humano (SEC ID
N°: 205, que representa los aminoacidos 1 a 298 de GM-CSF R maduro) con una secuencia sefial de IL-3 murina y
que incorpora una etiqueta de purificacion N terminal se us6 para producir el polipéptido del dominio extracelular
(ECD) del receptor GM-CSF recombinante etiquetado en el extremo N terminal. El polipéptido ECD etiquetado se
expreso en células CHO usando el vector pEFBOS y usando procedimientos estandar. Este polipéptido también se
puede denominar dominio extracelular de GM-CSFRa purificado, o dominio extracelular de GM-CSFRa soluble.

Se puede usar cualquier etiqueta de purificacién adecuada, por ejemplo el péptido Flag (DYKDDDE - SEC ID N¢:
204), el Fc, la biotina o su etiqueta. La purificacion puede llevarse a cabo usando cualquier técnica adecuada, por
ejemplo, un polipéptido ECD etiquetado con Flag (SEC ID N° 203) se puede purificar en una columna de
cromatografia de afinidad M2 y eluir con el péptido FLAG.

Ensayo de liberacién de TNFo. de monocito
Purificacion de monocitos (kit de aislamiento de monocitos - Miltenyi Biotec - 130-053-301):

Las capas leucocitarias humanas (bolsa de sangre humana a partir del servicio de transfusidon de sangre) se
estratificaron en la parte superior de un gradiente de densidad histopaque 1.077 (Sigma, N° de cat. 1077-1) y las
células se centrifugaron a 400 x g durante 40 minutos. No se aplicé freno cuando se detuvo la centrifugadora. Las
células PBMC se cosecharon después desde la interfase. Las células se lavaron en PBS y se sedimentaron a 300 x
g durante 10 min antes de que los glébulos rojos restantes se lisaran por resuspension en 20 ml de agua helada
durante 15 s seguidos de la adicién inmediata de NaCl al 1,8 % helado. Las células se sedimentaron después a
1200 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 600 pl del tampon MACS (PBS, EDTA 2 mM). Se afiadieron 200 pl
de reactivo de bloqueo de Fc proporcionado con el kit a las células y se mezclé antes de la adicion de 200 ul de
céctel hapteno-anticuerpo (proporcionado también con el kit) y se mezclé. Las células se incubaron después a 4 °C
durante 15 min antes lavar dos veces con 50 ml del tampén MACS. El sedimento celular se resuspendié en 600 pl
del tampon MACS antes de la adicion de 200 pl de reactivo de bloqueo de Fc y se mezcld, seguido por 200 pl de
microperlas anti-hapteno MACS y se mezclé. Las células se incubaron durante 45 min. a 4 °C antes del lavado con
50 ml del tampon MACS y resuspension en 500 pl del tampdn MACS. Se prepard una sola columna (Miltenyi Biotec
130-042-401) lavando completamente con 3 ml del tampdn MACS antes de que la suspension de células se aplicara
a la columna. El efluente se recogié como la fraccion enriquecida de monocitos. La columna se lavé con 2 x 3 ml del
tampon MACS vy el efluente se recogi6. La pureza de los monocitos se comprobd mediante tincion con anti-CD14-PE
usando procedimientos estandar de citometria de flujo. Las células se resuspendieron finalmente en 4 x 10%/ml en
medio de ensayo (RPMI 1640, FCS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina).

Estimulacion de monocitos:

Se afadieron 50pl de células a cada pocillo de una placa Costar de cultivo de tejidos de 96 pocillos de fondo plano.
Se afadieron 25 pl de 150 pg/ml de rhIFNy (R&D systems) a todos los pocillos. Las 1gG4 filtradas diluidas en medio
de ensayo se mezclaron con un volumen igual de GM-CSF a 56 ng/ml (4 nM) en medio de ensayo. Esto representa
una concentracion final de GM-CSF 1 nM. Se afadieron después 75 ul de la mezcla anticuerpo/GM-CSF a cada
pocillo. Los controles fueron pocillos con GM-CSF solo o sin GM-CSF y sin anticuerpo. Las placas se incubaron
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entonces durante 18 horas a 37 °C con CO; al 5 % en una camara humidificada. Después se recogio el
sobrenadante para el ensayo de los niveles de TNF-a por ELISA.

ELISA de TNFa (R&D Systems ELISA Development System DY210): Las placas de ELISA Fluoronunc Immunosorb
se recubrieron durante la noche a temperatura ambiente con 100 ul de anticuerpo de captura 4 ug/ml en PBS. Las
placas se lavaron después tres veces con PBS/Tween al 0,1 % y se bloquearon con 300 pl/pocillo de Marvel al 3 %
en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con PBS/ Tween al 0,1 %. Se
transfirieron 100 pl del sobrenadante de las placas de ensayo a la placa de ELISA y se afadié a los pocillos de
control una valoracion de TNF-a diluido en el medio de ensayo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente
durante 2 horas antes de lavar 4-5 veces con PBS/ Tween al 0,1 %. Se afiadieron 100 ul del anticuerpo de deteccion
diluido a 300 ng/ml en Marvel al 1 %/PBS a cada pocillo de la placa y las placas se incubaron durante 2 horas
adicionales a temperatura ambiente antes de lavar 4-5 veces con PBS/ Tween al 0,1 %. La estreptavidina-europio
(PerkinElmer 1244-360) se diluyé 1:1000 en el tampon de ensayo DELFIA (PerkinElmer 4002-0010) y se afiadio a
100 pl/pocillo antes de incubar durante 45 min. a temperatura ambiente. Las placas después se lavaron 7 veces en
tampodn de lavado DELFIA antes de la adicion de 100 pl/pocillo de solucién potenciadora (PerkinElmer 4001-0010) y
se leyeron a 615 nm en un lector de placas.

Ensayo de supervivencia de granulocitos

Las células se purificaron a partir de la capa leucocitaria humana tal como se describe para el ensayo de activacion
de neutrdfilos (ensayo de cambio de forma), se lavaron en medio de ensayo (RPMI-1640 Glutamax, FBS al 10 %,
100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina) y se resuspendieron a 1 x 10%/ml en medio de ensayo. Se
afnadieron 100 pl de células a cada pocillo de una placa Costar de cultivo de tejidos de 96 pocillos de fondo plano.
Las soluciones madre de anticuerpos filiradas se diluyeron en medio de ensayo y se mezclaron con un volumen
igual de GM-CSF a 0,4 ng/ml. Esto representa una concentracion final de GM-CSF 7 pM. Los pocillos de control
contenian medio solo o GM-CSF solo. Después se afadieron 100 ul de la mezcla muestra de prueba/GM-CSF a
cada pocillo de la placa y las células se incubaron durante 68 horas a 37 °C/ CO2 al 5 % en una cédmara
humidificada. Se afiadieron 20 pyl de AlamarBlue a cada pocillo y las placas se incubaron durante otras 24 horas a 37
°C/ CO; al 5 % en una camara humidificada. Las placas se leyeron después a 560 nm y 590 nm en un lector de
placas.

Analisis de pA; de los anticuerpos anti-GM-CSFRo. en el ensayo de proliferacién de TF-1 y en los ensayos de
cambio de forma de granulocitos de cinomolgo y humano

La herramienta farmacoldgica principal para cuantificar la afinidad de un antagonista competitivo es el analisis de
Schild. Usando este enfoque se puede determinar un medio independiente del sistema de estimacién de la afinidad
de los antagonistas en un ensayo funcional. El procedimiento se basa en el concepto de que la concentracion de
antagonista y su afinidad determinan el antagonismo de la respuesta agonista. Debido a que el antagonismo se
puede cuantificar y la concentracion del antagonista se conoce, se puede determinar la afinidad del antagonista.
Este antagonismo se cuantifica mediante la medicién de la relacion de concentraciones equiactivas de agonistas,
medida en presencia y ausencia del antagonista, denominadas relaciones de dosis (DR).

Las relaciones de dosis se pueden calcular tomando la relacion de la CE50 del agonista (tipicamente GM-CSF) en
ausencia del miembro de unién con respecto a la CE50 del agonista en presencia de una concentracion unica del
miembro de unidn. Las relaciones de dosis, expresadas como log(DR-1) se pueden usar después en una regresion
lineal sobre log[miembro de unién] para producir una regresion de Schild. Asi, para cada concentracion de miembro
de unién habra un correspondiente valor de DR; estos se representan graficamente como la regresion de log (DR-1)
sobre log[miembro de unién].Si el antagonismo es competitivo, habra una relacion lineal entre log (DR-1) y log
[miembro de union] de acuerdo con la ecuacion Schild en la que la ecuacion es la siguiente

Log (DR-1) = log [A] - log K

En estas circunstancias, un valor de cero para la ordenada dara un intercepto del eje-x en el que log [a] = log Ka. Por
lo tanto, la concentraciéon del miembro de uniéon que produce log (DR-1) = 0 sera igual al log Ka, la constante de
equilibrio de disociacion del complejo miembro de unién - receptor. Esta es una cuantificacién independiente del
sistema de la afinidad del miembro de unién que debe ser exacta para cada sistema celular que contiene el receptor.

Debido a que los valores de Ka se obtuvieron a partir de una representacion grafica logaritmica, son una distribucion
logaritmica normal. El logaritmo negativo de esta concentracion particular se denomina empiricamente pA2, la
concentracion de antagonista que produce un cambio de dos veces de la curva de dosis-respuesta del agonista. La
potencia antagonista se puede cuantificar mediante el calculo de pA2 a partir de una Unica concentracion de
antagonista que produce un unico valor para la relacion de dosis a partir de la ecuacion, en la que

pA;.: log (DR-1)-log(al
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[a] = concentracién molar del antagonista que hace necesario duplicar la concentracion de agonista para provocar la
respuesta submaxima original.

DR = la relacién de la dosis se cuantifica mediante la medicién de la relacion de concentraciones equiactivas del
agonista medidas en presencia y ausencia del antagonista.

La pA; se puede calcular a partir de los datos del ensayo de dosis-respuesta.

Inhibicién in vitro de la diferenciacién de los progenitores de las células sanguineas mediada por el GM-CSF en el
ensayo de formacién de colonias

Las células mononucleares de sangre periférica enriquecidas por las células progenitoras hematopoyéticas se
obtuvieron de donantes que se habian sometido a la movilizacién de células progenitoras y aféresis como parte de
su gestiéon C|InICO estandar. Las muestras se deidentificaron y las células no se crioconservaron antes de su uso. Se
cultivaron 5x10* células mononucleares en agar semisodlido [107] en presencia de GM-CSF humano a una
concentracion final de 10 ng/ml. Para el ensayo de afinidad los mAb humanos madurados, y el anticuerpo murino
conocido 2B7, se afiadieron a cultivos de agar a una concentracion final de 10, 5, 1, 0,5, 0,1 o 0,05 pg/ml. EI mAb
parental humano 28G5 y un isotipo que se ajustaba al mAb humano de control negativo, CAT001, se evaluaron a
una concentracién Unica de 10 yg/ml. Para fines de control, los mAb se evaluaron ademas para determinar su
capacidad de bloqueo de la formacién de colonias estimulada por una combinacién de SCF, IL-3 y G-CSF (Croker y
col., 2004) y por su influencia sobre la formacién de colonias en ausencia de citocinas. La formaciéon de colonias
(agregados de > 40 células) se evalu6 después de 14 dias de incubacion a 37 °C con CO; al 10 % en aire. Las
colonias se fijaron con glutaraldehido y se contaron usando un microscopio de diseccién con un aumento de 35 X.

Inhibicién de la actividad biolégica de GM-CSF in vivo en ratones transgénicos de GM-CSFRa.f3

Se generaron ratones transgénicos (Tg) que expresaban ambas cadenas de GM-CSFR humano a y 3 con el control
de un promotor de MHC clase | y se describieron in vivo las respuestas de las células de bazo y sangre a la
administracion de huGM-CSF [108]. Para el analisis in vivo de la actividad antagonista del mAb especifico del
huGMCSFRa, se puede usar el trasplante de médula 6sea de los ratones Tg en los ratones de tipo silvestre para
generar animales quiméricos de forma que la expresiéon del huGM-CSFRof transgénico esté limitada a las células
hematopoyéticas obtenidas de médula d6sea y, de este modo, se asemeje mas al perfil de expresion del receptor
enddgeno. En estos ratones quiméricos Tg huGMCSFRoaf la administracion de huGM-CSF conduce a un aumento
del peso del bazo y la marginacion de los monocitos circulantes en sangre.

Generacioén de ratones quiméricos Tg:

los fémures y tibias de los ratones Tg donantes se retiraron y la médula ésea se enjuagé con PBS estéril mas suero
de ternero fetal al 3 %). Los tapones de médula 6sea se extrajeron después mediante una aguja 23G para obtener
una suspension de células individuales, después las células se lavaron una vez con PBS frio + 3 % de FCS y se
pasaron a través de una malla de acero inoxidable. Después, se retiraron los gldbulos rojos mediante lisis en tampon
de cloruro de amonio 0,168 M, después de lo cual las células se lavaron dos veces mas con solucién salina regulada
con fosfato (PBS) + FCS al 3 % antes de pasarlas de nuevo a través de una malla de acero inoxidable. Para eliminar
adicionalmente las células muertas y los residuos de células, se centrifugd la suspension a través de un cojin de
FCS. Las celulas viables se recuperaron en el sedimento, se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron en PBS
a 2,5 x 10"/ml. Los ratones C57/BL6 receptores de 5 a 8 semanas de edad se irradiaron letalmente con 2 dosis de
550 Rad, con 3 horas de diferencia. A los ratones receptores se les inyectd por via intravenosa (i.v) 0,2 ml de la
suspension de células (es decir, 5 x 10° células/raton) y posteriormente se alogaron en cajas tapadas con neomicina
0,02 M en su agua potable durante 3 semanas. La reconstitucion se evalué después de 6 semanas mediante el
analisis en FACS de la sangre periférica usando mAb especificos para las cadenas o y B del huGMCSFR.

Tratamiento de GM-CSF y el posterior analisis de los ratones quiméricos Tg:

Se trataron ratones quiméricos Tg dos veces diariamente por via subcutanea (s.c) con 500 ng de huGM-CSF
durante 4 dias. Para el analisis de la actividad antagonista de los anticuerpos, se administré a grupos de 5 ratones
las dosis seleccionadas del mAb (ver mas adelante) por via intraperitoneal (ip) 1 dia antes de la iniciacion del
tratamiento de GM-CSF. El dia 5, se tomaron muestras de 0,2 ml de sangre para el anadlisis de poblaciones de
leucocitos circulantes, particularmente monocitos sanguineos, usando el sistema de hematologia ADVIA™ (Bayer
Diagnostics). Después, los animales se sacrificaron y los bazos se retiraron para la medicién del peso.

Inhibiciéon del TNFa y la IL-6 humanos expresados endégenamente de células mononucleares de sangre periférica
humana. Las capas leucocitarias humanas (bolsa de sangre humana del servicio de transfusiéon de sangre) se
dispusieron en capas en la parte superior de un gradiente de densidad histopaque 1.077 (Sigma, N° de cat. 1077-1)
y las células se centrifugaron a 400 x g durante 40 minutos. No se aplicé el freno cuando se detuvo la
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centrifugadora. Después se recogieron las células PBMC de la interfase. Las células se lavaron en PBS y se
sedimentaron a 300 x g durante 10 min antes de que los glébulos rojos restantes se lisaran por resuspensién en 20
ml de agua helada durante 15 s seguido de la adicion inmediata de NaCl al 1,6 % helado. Las células se
sedimentaron después a 1200 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 10 ml de FBS/RPMI al 10 % y penicilina
estreptomicina al 1 %. Las células se diluyeron después a 5 x 10%ml. Se dispensaron 110 ul de células por pocillo
(5,5 x 105/pocillo) y las células se dejaron sedimentar durante 1 h a 37 °C, CO. al 5 %. Se afiadieron los siguientes
reactivos como controles de concentraciones finales individuales; PHA (5 pg/ml), LPS (25 pg/ml), GM-CSF (10
ng/ml) y el control de isotipo (50 pg/ml). EI Anticuerpo 6 se afadid a una concentracion final de partida de 50 pg/ml
con una serie de diluciones de cinco veces. Las placas se incubaron después durante 72 h a 37 °C, COz al 5 %. Los
sobrenadantes se recogieron después de 72 h y se calcularon los niveles de TNFa e IL-6 usando los siguiente kits
de R&D ELISA (el sistema DY210 de desarrollo del ELISA R&D Duoset de hTNF-a y el sistema DY206 de desarrollo
del ELISA R&D Duoset de hIL-6). Los ELISA se realizaron de acuerdo a las recomendaciones de los proveedores.

Tabla 1: Inhibicion de la proliferacion de las células TF-1 inducida por GM-CSF mediante los anticuerpos 19G4 que
no se transformaron a la linea germinal aislados a partir de la optimizacién de 28G5. La proliferacion de las células
TF-1 se indujo con una concentracion unica de GM-CSF en presencia de concentraciones crecientes de los
anticuerpos IgG4. Se midié la incorporacion de timidina valorada y se calcularon los valores de CI50 para los
anticuerpos. Los datos son representativos de n = 3. Se muestra el SEM (error tipico de la media).

1gG4 CI50 = SEM (pM)
2B7 1575+490,5
anticuerpo 1 5,3+0,33
anticuerpo 2 15,0+4,71
anticuerpo 4 48,0+8,33
anticuerpo 5 9,3+5,39
anticuerpo 6 0,97+0,033
anticuerpo 7 93,8+24,6
anticuerpo 8 34,5+2,63
anticuerpo 9 40,8+7,15
anticuerpo 10 55,3+3,73
anticuerpo 11 9,0+1,0
anticuerpo 12 246,3+19,8
anticuerpo 13 1106,0+174,9
anticuerpo 14 16,3+4,9
anticuerpo 15 163,8+7,3
anticuerpo 16 12,84£3,3
anticuerpo 17 14,312,8
anticuerpo 18 13,3134
anticuerpo 19 23,8+4,3
anticuerpo 20 9,8+2,8

Tabla 2: Andlisis cinético de los anticuerpos 1gG4 anti-GM-CSFRo. que no se transformaron a la linea germinal
aislados durante la optimizacién de 28G5. Los anticuerpos IgG4 se inmovilizaron a la superficie de un chip recubierto
con proteina-A y una serie de diluciones del ECD de GM-CSF Ro. con etiqueta de purificacion se pasaron sobre la
1gG4. Los datos se ajustaron por medio del uso de ka kd simultaneas de Langmuir 1:1 con el margen para el
transporte de masa.

lgG4 KD (nM)
anticuerpo 1 0,264
anticuerpo 2 0,376
anticuerpo 4 4,07
anticuerpo 5 0,847
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IgG4 KD (nM)
anticuerpo 6 0,139
anticuerpo 7 3,93
anticuerpo 8 0,552
anticuerpo 10 1,50
IgG4 KD (nM)
anticuerpo 12 3,02
anticuerpo 14 0,502
anticuerpo 15 1,03
anticuerpo 16 1,14
anticuerpo 17 0,193
anticuerpo 19 0,388
anticuerpo 20 0,127

Los datos para los anticuerpos 9 y 11 fueron bifasicos.

Tabla 3: Inhibicibn del cambio de forma de los granulocitos humanos inducida por el GM-CSF mediante los
anticuerpos IgG4 que no se transformaron a la linea germinal aislados durante la optimizacion de 28G5. Los
granulocitos humanos se trataron con una concentracién tnica GM-CSF en presencia de concentraciones crecientes
del anticuerpo IgG4. El cambio en la forma de los granulocitos se midié por medio del uso de la citometria de flujo y
se calcularon los valores de CI50 para los anticuerpos.

IgG4 CI50 £ DT (pM)
2B7 4771491
anticuerpo 1 12,618,0
anticuerpo 2 20,7£11,0
anticuerpo 5 30,0
anticuerpo 6 13,3+11,8
anticuerpo 9 44,0
anticuerpo 10 62,0
anticuerpo 11 90,0
anticuerpo 16 16,0
anticuerpo 20 7,8

Tabla 4: Inhibicién de la liberacién de TNPo inducida por GM-CSF a partir de monocitos. Los monocitos humanos se
trataron con una Unica concentracién de GM-CSF en presencia de concentraciones crecientes de anticuerpos IgG4
que no se transformaron a la linea germinal. La liberaciéon de TNFo. se midié mediante ELISA y se calcularon los
valores de IC50 para los anticuerpos.

1gG4 CI50 = DT (pM)
anticuerpo 1 78,8+54.6
anticuerpo 2 103,3163,1
anticuerpo 5 67,0
anticuerpo 6 43,0£19,7
anticuerpo 9 74,0
anticuerpo 10 139,0
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Clave del listado de secuencias

En el listado de secuencias adjunto, se enumeran las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos ("PRT") de 20
clones de anticuerpos, que comprenden el clon parental y los 19 clones a partir del panel optimizado. Los
anticuerpos se numeran Ab1 a Ab20. El clon parental es el anticuerpo 3, representado por la SEC ID N° 21-30 y
SEC ID N°: 211-212.

La lista siguiente identifica por el niumero la SEC ID N° en la que se muestran las secuencias de las moléculas
indicadas:

(nt = secuencia de nucledtido ; aa = secuencia de aminoacido
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1 Anticuerpo 01:
2 Anticuerpo 01:
3 Anticuerpo 01:
4 Anticuerpo 01:
5 Anticuerpo 01:
6 Anticuerpo 01:
7 Anticuerpo 01:
8 Anticuerpo 01:
9 Anticuerpo 01:
10 Anticuerpo 01:
11 Anticuerpo 02:
12 Anticuerpo 02:
13 Anticuerpo 02:
14 Anticuerpo 02:
15 Anticuerpo 02:
16 Anticuerpo 02:
17 Anticuerpo 02:
18 Anticuerpo 02:
19 Anticuerpo 02:
20 Anticuerpo 02:
21 Anticuerpo 03:
22 Anticuerpo 03:
23 Anticuerpo 03:
24 Anticuerpo 03:
25 Anticuerpo 03:
26 Anticuerpo 03:
27 Anticuerpo 03:
28 Anticuerpo 03:
29 Anticuerpo 03:
30 Anticuerpo 03:
31 Anticuerpo 04:
32 Anticuerpo 04:

33 Anticuerpo 04:

VH nt

VH aa

CDR1de VH aa
CDR2 de VH aa
CDR3 de VH aa
VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa
CDR2 de VL aa
CDR3 de VL aa
VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa
CDR2 de VH aa
CDR3 de VH aa
VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa
CDR2 de VL aa
CDR3 de VL aa
VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa
CDR2 de VH aa
CDR3 de VH aa
VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa
CDR2 de VL aa
CDR3 de VL aa
VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

ES 2 424 468 T3
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34 Anticuerpo 04:
35 Anticuerpo 04:
36 Anticuerpo 04:
37 Anticuerpo 04:
38 Anticuerpo 04:
39 Anticuerpo 04:
40 Anticuerpo 04:
41 Anticuerpo 05:
42 Anticuerpo 05:
43 Anticuerpo 05:
44 Anticuerpo 05:
45 Anticuerpo 05:
46 Anticuerpo 05:
47 Anticuerpo 05:
48 Anticuerpo 05:
49 Anticuerpo 05:
50 Anticuerpo 05:
51 Anticuerpo 06:
52 Anticuerpo 06:
53 Anticuerpo 06:
54 Anticuerpo 06:
55 Anticuerpo 06:
56 Anticuerpo 06:
57 Anticuerpo 06:
58 Anticuerpo 06:
59 Anticuerpo 06:
60 Anticuerpo 06:
61 Anticuerpo 07:
62 Anticuerpo 07:
63 Anticuerpo 07:
64 Anticuerpo 07:
65 Anticuerpo 07:

66 Anticuerpo 07:

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

ES 2 424 468 T3
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67 Anticuerpo 07:
68 Anticuerpo 07:
69 Anticuerpo 07:
70 Anticuerpo 07:
71 Anticuerpo 08:
72 Anticuerpo 08:
73 Anticuerpo 08:
74 Anticuerpo 08:
75 Anticuerpo 08:
76 Anticuerpo 08:
77 Anticuerpo 08:
78 Anticuerpo 08:
79 Anticuerpo 08:
80 Anticuerpo 08:
81 Anticuerpo 09:
82 Anticuerpo 09:
83 Anticuerpo 09:
84 Anticuerpo 09:
85 Anticuerpo 09:
86 Anticuerpo 09:
87 Anticuerpo 09:
88 Anticuerpo 09:
89 Anticuerpo 09:
90 Anticuerpo 09:
91 Anticuerpo 10:
92 Anticuerpo 10:
93 Anticuerpo 10:
94 Anticuerpo 10:
95 Anticuerpo 10:
96 Anticuerpo 10:
97 Anticuerpo 10:
98 Anticuerpo 10:

99 Anticuerpo 10:

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa
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100 Anticuerpo 10:
101 Anticuerpo 11:
102 Anticuerpo 11:
103 Anticuerpo 11:
104 Anticuerpo 11:
105 Anticuerpo 11:
106 Anticuerpo 11:
107 Anticuerpo 11:
108 Anticuerpo 11:
109 Anticuerpo 11:
110 Anticuerpo 11:
111 Anticuerpo 12:
112 Anticuerpo 12:
113 Anticuerpo 12:
114 Anticuerpo 12:
115 Anticuerpo 12:
116 Anticuerpo 12:
117 Anticuerpo 12:
118 Anticuerpo 12:
119 Anticuerpo 12:
120 Anticuerpo 12:
121 Anticuerpo 13:
122 Anticuerpo 13:
123 Anticuerpo 13:
124 Anticuerpo 13:
125 Anticuerpo 13:
126 Anticuerpo 13:
127 Anticuerpo 13:
128 Anticuerpo 13:
129 Anticuerpo 13:
130 Anticuerpo 13:
131 Anticuerpo 14:

132 Anticuerpo 14:

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

ES 2 424 468 T3
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133 Anticuerpo 14:
134 Anticuerpo 14:
135 Anticuerpo 14:
136 Anticuerpo 14:
137 Anticuerpo 14:
138 Anticuerpo 14:
139 Anticuerpo 14:
140 Anticuerpo 14:
141 Anticuerpo 15:
142 Anticuerpo 15:
143 Anticuerpo 15:
144 Anticuerpo 15:
145 Anticuerpo 15:
146 Anticuerpo 15:
147 Anticuerpo 15:
148 Anticuerpo 15:
149 Anticuerpo 15:
150 Anticuerpo 15:
151 Anticuerpo 16:
152 Anticuerpo 16:
153 Anticuerpo 16:
154 Anticuerpo 16:
155 Anticuerpo 16:
156 Anticuerpo 16:
157 Anticuerpo 16:
158 Anticuerpo 16:
159 Anticuerpo 16:
160 Anticuerpo 16:
161 Anticuerpo 17:
162 Anticuerpo 17:
163 Anticuerpo 17:
164 Anticuerpo 17:

165 Anticuerpo 17:

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

ES 2 424 468 T3
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166 Anticuerpo 17:
167 Anticuerpo 17:
168 Anticuerpo 17:
169 Anticuerpo 17:
170 Anticuerpo 17:
171 Anticuerpo 18:
172 Anticuerpo 18:
173 Anticuerpo 18:
174 Anticuerpo 18:
175 Anticuerpo 18:
176 Anticuerpo 18:
177 Anticuerpo 18:
178 Anticuerpo 18:
179 Anticuerpo 18:
180 Anticuerpo 18:
181 Anticuerpo 19:
182 Anticuerpo 19:
183 Anticuerpo 19:
184 Anticuerpo 19:
185 Anticuerpo 19:
186 Anticuerpo 19:
187 Anticuerpo 19:
188 Anticuerpo 19:
189 Anticuerpo 19:
190 Anticuerpo 19:
191 Anticuerpo 20:
192 Anticuerpo 20:
193 Anticuerpo 20:
194 Anticuerpo 20:
195 Anticuerpo 20:
196 Anticuerpo 20:
197 Anticuerpo 20:

198 Anticuerpo 20:

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1 de VL aa

CDR2 de VL aa

CDR3 de VL aa

VH nt

VH aa

CDR1 de VH aa

CDR2 de VH aa

CDR3 de VH aa

VL nt

VL aa

CDR1de VL aa

ES 2 424 468 T3
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199 Anticuerpo 20: CDR2 de VL aa

200 Anticuerpo 20: CDR3 de VL aa

201 Secuencia del residuo de GM-CSFRa lineal
202 Secuencia de aminoacidos de longitud completa de GM-CSFRa humano
203 Dominio extracelular de GM-CSFRa humano marcado con FLAG
204 Péptido FLAG

205 Secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de GM-CSFRa humano
206 GM-CSFRo maduro

207 Anticuerpo 1: VL nt

208 Anticuerpo 1: VL aa

209 Anticuerpo 2: VL nt

210 Anticuerpo 2: VL aa

211 Anticuerpo 3: VL nt

212 Anticuerpo 3: VL aa

213 Anticuerpo 4: VL nt

214 Anticuerpo 4: VL aa

215 Anticuerpo 5: VL nt

216 Anticuerpo 5: VL aa

217 Anticuerpo 6: VL nt

218 Anticuerpo 6: VL aa

219 Anticuerpo 7: VL nt

220 Anticuerpo 7: VL aa

221 Anticuerpo 8: VL nt

222 Anticuerpo 8: VL aa

223 Anticuerpo 9: VL nt

224 Anticuerpo 9: VL aa

225 Anticuerpo 10: VL nt

226 Anticuerpo 10: VL aa

227 Anticuerpo 11: VL nt

228 Anticuerpo 11: VL aa

229 Anticuerpo 12: VL nt

230 Anticuerpo 12: VL aa

231 Anticuerpo 13: VL nt
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232 Anticuerpo 13: VL aa

233 Anticuerpo 14: VL nt

234 Anticuerpo 14: VL aa

235 Anticuerpo 15: VL nt

236 Anticuerpo 15: VL aa

237 Anticuerpo 16: VL nt

238 Anticuerpo 16: VL aa

239 Anticuerpo 17: VL nt

240 Anticuerpo 17: VL aa

241 Anticuerpo 18: VL nt

242 Anticuerpo 18: VL aa

243 Anticuerpo 19: VL nt

244 Anticuerpo 19: VL aa

245 Anticuerpo 20: VL nt

246 Anticuerpo 20: VL aa

247 Anticuerpo 6: VH nt

248 Anticuerpo 6: VH aa

249 Anticuerpo 6: VL nt

250 Anticuerpo 6: VL aa

251 FR1 de VH aa

252 FR2 de VH aa

253 FR3 de VH aa

254 FR4 de VH aa

255 FR1 de VL aa

256 FR2 de VL aa

257 FR3 de VL aa

258 FR4 de VL aa

Las secuencias de nucledtidos del dominio VL de los anticuerpos 1 a 20 no incluyen el codén gcg mostrado en el
extremo 3' en las SEC ID N°: 6, 16, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186 y 196.
En correspondencia, las secuencias de aminoacido del dominio VL no incluyen el residuo Ala C-terminal (residuo
113) en las SEC ID N°: 7, 17, 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97, 107, 117, 127, 137, 147, 157, 167, 177, 187 y 197,
respectivamente. El residuo Ala113 y el coddn gcg correspondiente no se expresan en los Anticuerpos 1 a 20. Una
comparacion de las secuencias escritas con los segmentos de genes de linea germinal, especialmente JL2, indica
que el residuo de Ala y el codén gcg correspondiente no forman parte del dominio VL.

El residuo Gly en la posicion 112 estaba presente en las secuencias de ScFv y IgG expresados. Sin embargo, este

residuo no esta presente en las secuencias del segmento j de la linea germinal que forma la regién estructural 4 del
dominio VL, por ejemplo, JL2. El residuo Gly no se considera una parte del dominio VL.
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Para expresar la cadena ligera de la IgG, se proporcioné una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera
del anticuerpo, que comprende un primer exén que codifica el dominio VL, un segundo exdn que codifica el dominio
CL y un intron que separa el primer exén y el segundo exoén. En circunstancias normales, el intron se ayusta
mediante la maquinaria celular de procesamiento de ARNm, que une el extremo 3' del primer exén al extremo 5' del
segundo exon. Asi, cuando el ADN que tiene dicha secuencia de nucleétidos se expresa como ARN, los exones
primero y segundo se ayustan conjuntamente. La traducciéon de los ARN empalmados produce un polipéptido que
comprende el dominio VL y el CL. Después del ayuste, la Gly de la posicion 112 esta codificada por la ultima base
(g) de la secuencia del marco estructural 4 del dominio VL y las primeras dos bases (gt) del dominio CL.

Las secuencias de los dominios VL de los Anticuerpos 1 a 20 son las SEC ID N°: 186 a 246 tal como se indico
anteriormente. Las secuencias de nucleétido del dominio terminan con cta como codén final y la Leu es el residuo de
aminoacido final en las secuencias correspondientes de aminoacidos del dominio VL.

Las secuencias de los dominios VH y VL no transformados a la linea germinal del Anticuerpo 6 se muestran en las
SEC ID N°: 247 - 250, ademas de las secuencias de los dominios VH y VL transformados a la linea germinal que se
muestran en las SEC ID N°: 51, 52, 56, 57, 216 y 217.
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val Gly Ser Phe Ser Pro Pro Thr Tyr Gly Tyr

<210> 36

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4
<400> 36

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 37
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

10

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcec

ccctggecat

acagcagcct

61

15

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

<223> Ab4

<400> 37

Gln

Arg

TYyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Ala

Ala

val

Asp

Ile

50

Ala

Ala

Ser

<210> 38

<211>14

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab4

<400> 38

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

5

10

62

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<220>

<223> Ab4

<400> 39

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 40

<211> 1

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab4

<400> 40

ES 2 424 468 T3

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210> 41

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab5
<400> 41

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg
<210> 42
<211> 120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gctaccctta

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

ccgecegtgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggccaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

63

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab5

<400> 42

Gln val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly
50

GIn Gly
65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210> 43

<211>5

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly

100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab5

<400> 43

Glu Leu Ser Ile His

<210> 44

5

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Gly

Ser
120

ES 2 424 468 T3

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Tyr
105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Pro

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Arg

64

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



10

15

20

25

30

35

40

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab5

<400> 44

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

5

Gly

<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Alb5

<400> 45

val Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Pro Tyr Arg Pro

5
<210> 46
<211> 339
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab5

<400> 46

ES 2 424 468 T3

10

10

65

15



10

15

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 47
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab5

<400> 47

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggec

ccctggecat

acagcagcct

66

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

Gln Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile
S0

Ser Ala
65

Gln Ala

Leu Ser

Ala
<210> 48

<211>14

val

Thr

val

35

TYyr

Ser

Asp

Gly

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab5

<400> 48

Gln

Cys

TYr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

TYyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab5

5

10

67

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<400> 49

His Asnh Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab5

<400> 50

ES 2 424 468 T3

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210> 51

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab6
<400> 51

caggtccagc

tcatgtaaag

cccggaaaag

gcacagaggt

atggaactga

tctttcagtc
<210> 52
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggata

gacttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

ccttgacctt

<213> Homo sapiens

<220>

tggggctgag

caccctcact

gatgggagga

agtcaccatg

atccgaggac

gggcctctgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggccaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctacaga

attattgtgc

caatggtcac

68

agtgaaggtc

gcgacaggct

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcctca

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

ES 2 424 468 T3

<223> Abb6
<400> 52

Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys

Ser val Lys val Ser Cys Lys val Ser Gly Tyr Thr
20 25

Ser Ile His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35 40

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr
50 55 60

Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr
65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90

Ala Ile val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly
100 105

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 53

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab6

<400> 53

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 54
<211>17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

69

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

TYr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



10

15

20

25

30

35

40

<220>

<223> Ab6

<400> 54

ES 2 424 468 T3

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

Gly
<210> 55
<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab6

<400> 55

10

val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly Leu

<210> 56

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab6
<400> 56

cagtctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgagg

gttttcggcg

<210> 57

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctggetce

atgaggctga

gagggaccaa

gccctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

gctgaccgtc

10

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgaccgttg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

aggccggcect

70

15

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abb6

<400> 57

Gln Ser

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile
50

ser Gly
65

Gln Ala

Leu Ser

Ala
<210> 58

<211> 14

val

Thr

val

35

TYyr

Ser

Glu

Gly

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab6

<400> 58

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

val

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Glu

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ala

95

Leu

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5

10

71

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gly

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab6

<400> 59

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 60

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab6

<400> 60

ES 2 424 468 T3

Ala Thr val Glu Ala Gly Leu Ser Gly Ser val

<210> 61

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab7
<400> 61

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

geececgtgta

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cggcctetgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

72

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

ES 2 424 468 T3

<210> 62

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab7

<400> 62

Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser
20 25

Ser Ile His Trp val Arg Gln Thr Pro Thr Lys Gly
35 40

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr
50 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile
65 70 75

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
85 90

Ala 1le val Gly Ser phe Ser Gly Pro val Tyr Gly
100 105

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab7

<400> 63

73

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

TYr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 424 468 T3

Glu Leu Ser Ile His

5
<210> 64
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab7
<400> 64

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab7

<400> 65

val Gly Ser Phe Ser Gly Pro val Tyr Gly Leu
5 10

<210> 66

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab7

<400> 66

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

74

60

120

180



10

15

20

25

ES 2 424 468 T3

cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggcetc

caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg

gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg
<210> 67

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab7

<400> 67

Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gin

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser

85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala
<210> 68
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

75

240

300

339



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 424 468 T3

<220>
<223> Ab7
<400> 68

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 69

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab7

<400> 69

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 70

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab7

<400> 70

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser Vval
5 10

<210> 71

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 71

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact

76

120



10

15

20

ES 2 424 468 T3

cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac

gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac

ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgtgc aatagtgggg

tctttcagtc ccccggecta ccgcccctgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt

<210>72

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab8
<400> 72

Gln val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly
50
Gln Gly

65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210>73

<211>5

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

Leu

val
20

Trp

Asp

val

Ser

Gly
100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Ser

Thr

Gln

cys

Arg

Glu

Met
70

Leu

Phe

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

ser

Pro

ser
120

Ala Glu val Lys Lys

Ser Gly His Ser Leu

25

Pro Thr Lys Gly Phe

Glu Ile val Tyr Ala

Asp Thr Ser Ile Asp

Asp Asp Thr Ala val

Pro Ala Tyr Arg Pro

105

10

90

75

60

77

45

Pro Gly Ala
15

Ser Glu Leu
30

Glu Trp Met

Gln Arg Phe

Thr Ala Tyr

80

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Lys
110

180

240

300

360



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 424 468 T3

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 73

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 74

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 74

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

5 10 15

Gly

<210>75

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 75

val Gly Ser Phe Ser Pro Pro Ala Tyr Arg Pro
5 10

<210> 76

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 76

78



10

15

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggeg
<210> 77
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcec

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgcctc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab8

<400> 77

Gln Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr

Leu Thr GIn Pro Ser Ser

5

Ile Ser Cys Thr Gly Ser
25

20

Ser Trp Tyr Gln GIn Leu

His Asn Asn Lys Arg Pro

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

40

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcect

cagtcctatg

ctaggtgcg

val Ser

10

Gly Ser

Pro Gly

ser Gly

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccagcag

acaagcggcc ctcaggggtc

ccctggecat cactgggctc

acagcagcct gagtggttcg

Gly Ala Pro Gly Gln
15

Asn Ile Gly Ala Pro
30

Thr Ala Pro Lys Leu
45

val Pro Asp Arg Phe

79

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 424 468 T3

50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala

<210>78

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 78

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 79

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 79

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

5
<210> 80
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

80



10

15

20

25

30

35

<400> 80

ES 2 424 468 T3

GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210> 81

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9
<400> 81

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc
<210> 82
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

cggtcacgta

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 82

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cggcctetgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggccaaggga

Gln val Gln Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val

5

10

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His

20

25

Ser Ile His Trp val Arg Gln Thr Pro Thr Lys

35

40

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

Lys Lys Pro Gly Ala

15

Ser Leu Ser Glu Leu

30

Gly Phe Glu Trp Met

45

81

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

35

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210> 83

<211>5

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<212> PRT

Asp Pro

val Thr

Ser Ser

85

Gly Ser
100

val Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 83

Glu Leu Ser Ile His

<210> 84

<211>17

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 84

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

ES 2 424 468 T3

Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe
60

Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
75 80

Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
90 95

Pro val Thr Tyr Gly Leu Trp Gly Gln
105 110

Ser
120

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

Gly
<210> 85

<211> 1

5

10 15

82



10

15

20

25

30

35

40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 85

ES 2 424 468 T3

val Gly Ser Phe Ser Pro val Thr Tyr Gly Leu

<210> 86

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9
<400> 86

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggeg
<210> 87
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgcectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 87

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

10

tctggggccc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcec

ccctggecat

acagcagcect

83

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

Gln

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Ala

Ala

val

Asp

Ile

50

Ala

Ala

Ser

<210> 88

<211>14

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 88

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val
10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 89

<211>7

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

10

84

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly
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15

20

25

30

35

40

45

<400> 89

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 90

<211> 1

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 90

ES 2 424 468 T3

GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210> 91

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab10
<400> 91

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg
<210> 92
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gcctcgcgta

<213> Homo sapiens

<220>

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

caggccctgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggeccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

85

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

catctcgagt

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

<223> Ab10

<400> 92

Gln val

Ser val

ser Ile

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210> 93

<211>5

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly

100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

sSer

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 93

Glu Leu Ser Ile His

5
<210> 94

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

Ile

ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Gly

Ser

120

ES 2 424 468 T3

Ala Glu val Lys Lys Pro
10

Ser Gly His Ser Leu Ser
25 30

Pro Thr Lys Gly Phe Glu
45

Glu Ile val Tyr Ala Gln
60

Asp Thr Ser Ile Asp Thr
75

Asp Asp Thr Ala val Tyr
390

Leu Ala Tyr Arg Pro Trp
105 110

86

Gly
15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys
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15

20

25

30

35

40

<220>

<223> Ab10

<400> 94

ES 2 424 468 T3

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

Gly
<210> 95
<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 95

10

val Gly Ser Phe Ser Gly Leu Ala Tyr Arg Pro

<210> 96

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab10
<400> 96

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 97

<211> 113

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctetgectce

atgaggctga

gagggaccaa

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

10

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcec

ccctggecat

acagcagcct

87

15

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 97

GIn Ala val

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Ala

val

Asp

Ile

50

Ala

Ala

Ser

<210> 98

<211> 14

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

ser
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 98

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

TYr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

ASp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 99

5

10

88

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

ser

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 99

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 100

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 100

ES 2 424 468 T3

Glan Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser Vval

<210> 101

<211> 360

<212> ADN

S

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab11
<400> 101

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc

tggtgcaatc

ttccgggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

cgatcacgta

tggcgctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cggcctctgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctgaggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

89

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

ES 2 424 468 T3

<210> 102
<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab11

<400> 102

Gln val Gln Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys

ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Pro Gly His Ser
20 25

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly
35 40

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr
S0 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile
65 70 75

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
85 90

Ala Ile val Gly Ser Phe Ser Pro Ile Thr Tyr Gly
100 105

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 103

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab11

<400> 103

90

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Glin

Thr

Tyr

Trp
110

Glu

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

Glu Leu Ser Ile His

5
<210> 104
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab11

<400> 104

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

5

Gly

<210> 105

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab11

<400> 105

val Gly Ser pPhe Ser Pro Ile Thr Tyr Gly Leu

5
<210> 106
<211> 339
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab11

<400> 106

ES 2 424 468 T3

10

10

91

15



10

15

caggctgtge tgactcagcec

tcctgtactg ggagcggctc

cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctctgcctc

caggctgacg atgaggctga

gttttcggcg gagggaccaa
<210> 107

<211> 113

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab11

<400> 107

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggtcc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

92

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

Gln Ala val Leu Thr

Arg val Thr Ile
20

Ser

Tyr Asp val Ser Trp

35

Leu Ile Tyr His
50

Ser Ala Ser Lys
65

Gln Ala Asp Asp

Leu Ser Gly Ser
100

Ala

<210> 108

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab11

<400> 108

AsSn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Glin

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

TYyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

val

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 109

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab11

5

10

93

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly
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15

20

25

30

35

40

45

<400> 109

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 110

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab11

<400> 110

ES 2 424 468 T3

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210> 111

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab12
<400> 111

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg
<210> 112
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gctgggcctt

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab12

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

tgactactgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggectc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

94

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



ES 2 424 468 T3

<400> 112

Gln val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Ile val Gly Ser Phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 113

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab12

<400> 113

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 114
<211>17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

95



10

15

20

25

30

35

40

<220>

<223> Ab12

<400> 114

ES 2 424 468 T3

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

Gly
<210> 115
<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab12

<400> 115

10

val Gly Ser Phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr

<210> 116

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab12
<400> 116

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

cgcttcgggg
<210> 117

<211> 113

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

gctcaccgtc

10

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcgagcc

96

15

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gaccgagatc

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab1
<400> 117

Gln Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile
50

Ser Ala
65

Gln Ala

Pro Thr

Ala
<210> 118

<211> 14

2

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Glu

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ile
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Arg

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 118

2

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Glin

Lys

55

Thr

Asp

Gly

ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

sSer

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

TYyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asnh Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 119

5

10

97

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Glu

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab12

<400> 119

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 120

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab12

<400> 120

ES 2 424 468 T3

Gln Ser Tyr Asp Ser Glu Pro Thr Glu Ile Arg

<210> 121
<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab13
<400> 121

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttecagtg

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gctgggectt

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

tgactactgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

98

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

<210> 122

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab1
<400> 122

GIn val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ser Ile

Gly Thr

<210> 123

<211>5

3

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly
100

val

val

ser

val

Pro

Thr

ser

85

Ser

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 123

3

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

ES 2 424 468 T3

Gly Ala

Ile Ser

25

Thr Pro
40

Asn Glu

Glu Asp

Ser Asp

Gly Trp
105

Ser

120

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

20

Ala

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Phe

Lys

ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Asp

99

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

TYyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 424 468 T3

Glu Leu Ser Ile His

5
<210> 124

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab13

<400> 124

Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
5 10 15

<210> 125

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab13

<400> 125

val Gly Ser phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr
5 10

<210> 126

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab13

<400> 126

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccageag

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

100

60

120

180



10

15

20

25

cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggctc

caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcaggac gggcatcatc

ES 2 424 468 T3

gtcttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg

<210> 127

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab13

<400> 127

Gln Ala val

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Thr

Ala

<210> 128

val

Asp

Ile

50

Ala

Ala

Gly

<211>14

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Ile

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ile
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

sSer

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

101

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

TYyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Arg

Gly

240

300

339
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25
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35

40

45

50

55

ES 2 424 468 T3

<220>
<223> Ab13
<400> 128

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 129

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab13

<400> 129

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 130

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab13

<400> 130

GIn Ser Tyr Asp Ser Arg Thr Gly Ile Ile val
5 10

<210> 131

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 131

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact

102

60

120



10

15

20

ES 2 424 468 T3

cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga

gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga

ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc

agcgtgaccg cctgggcctt tgactactgg ggcaaaggga caatggtcac

<210> 132

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 132

4

Gln val Gln

Ser val

Ser Ile

Gly Gly

50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ser Ile

Gly Thr

<210> 133

<211>5

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

Leu

Met
115

Leu

val
20

Trp

Asp

val

Ser

Gly
100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Glu

Met
70

Leu

val

val

Ser

Lys

GlIn

Glu

55

Thr

Arg

Thr

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Ala

Ser

120

aatagtctac

cacggcctac

aatattgggg

cgtctcgagt

Ala Glu val
10

Ser Gly His
25

Pro Thr Lys

Glu Ile val

Asp Thr Ser
75
Asp Asp Thr
90

Trp Ala pPhe
105

Lys Lys Pro Gly Ala
15

Ser Leu Ser Glu Leu
30

Gly Phe Glu Trp Met
45

Tyr Ala Gln Arg Phe
60

Ile Asp Thr Ala Tyr
80

Ala val Tyr Tyr Cys
95

Asp Tyr Trp Gly Lys
110

103

180

240

300

360
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55

ES 2 424 468 T3

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 133

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 134

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 134

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe GlIn

S 10 15

Gly

<210> 135

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 135

Leu Gly Ser val Thr Ala Trp Ala Phe Asp Tyr
5 10

<210> 136

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 136

104



10

15

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gagttcgggg
<210> 137
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctetgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab14
<400> 137

GIn Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr

Leu Thr Gln Pro Ser Ser

5

Ile Ser Cys Thr Gly Ser
25

20

Ser Trp Tyr Gln GIn Leu

His Asn Ash LysS Arg Pro

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

40

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgcg

10

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcgagga

30

45

105

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

caggatgacg

val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

15

Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu

Ser Gly val Pro Asp Arg Phe

60

120

180

240

300

339
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2 424 468 T3

50 55 60

ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Glu
85 90 95

Asp Arg Met Thr Glu Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala

<210> 138

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 138

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 139

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

<400> 139

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 140

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab14

106



10

15

20

25

30

35

<400> 140

ES 2 424 468 T3

Gln Ser Tyr Asp Ser Glu Asp Arg Met Thr Glu

<210> 141

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab15
<400> 141

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

agcatccccg
<210> 142
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gctgggectt

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab15

<400> 142

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

tgactactgg

10

gtgaagaagC ctggggcctc

gaactgtcca tccactgggt

tttgatcctg aagagaatga

accgaggaca catctataga

acggccgttt attattgttc

ggcaaaggga caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggecctac

aatagccggg

cgtctcgagt

Gln val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

5

10

15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu

20

25

30

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met

35

40

45

107

60

120

180

240

300

360



ES 2 424 468 T3

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Ile Ala Gly Ser Ile Pro Gly Trp Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 143

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab15

<400> 143

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 144

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab15

<400> 144

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe GIn
5 10 15

Gly
<210> 145

<211> 1

108



10

15

20

25

30

35

40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab15

<400> 145

ES 2 424 468 T3

Ala Gly Ser Ile Pro Gly Trp Ala Phe Asp Tyr

<210> 146

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab15
<400> 146

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gccttecgggg
<210> 147
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab15

<400> 147

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

10

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcect

cagtcctatg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagccagtt

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gattagcgcc

Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

5

10

15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro

109

60

120

180

240

300

339
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15

20
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30

35

ES 2 424 468 T3

20 25

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr
35 40

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala
65 70 75

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser
85 90

Leu Ile Ser Ala Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
100 105

Ala

<210> 148

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab15

<400> 148

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

S 10
<210> 149
<<211>7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab15
<400> 149

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

110

Ala

45

Pro

Ile

TYyr

Thr

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Leu

Phe

Leu

80

Gln

Gly
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15
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30

35

40

45

<210> 150

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab15

<400> 150

ES 2 424 468 T3

GIn Ser Tyr Asp Ser GIn Leu Ile Ser Ala Ala

<210> 151

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab16
<400> 151

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc
<210> 152
<211> 120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

cgttgaccat

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab16

<400> 152

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

gggcctctgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

111

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360
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30

ES 2 424 468 T3

GIn val Gln Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys

ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser
20 25

Ser Ile His Trp val Arg Gln Thr Pro Thr Lys Gly
35 40

2
<

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr
50 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile
65 70 75

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala
85 90

Ser Ile val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Met Gly
100 105

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 153

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab16

<400> 153

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 154

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab16

112

Lys

Leu

Phe

45

Ala

ASp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Glu

Trp

Arg

Ala

TYyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys
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15

20

25

30

35

40

<400> 154

ES 2 424 468 T3

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gin Arg Phe Gln

Gly
<210> 155
<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab16

<400> 155

10

val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Met Gly Leu

<210> 156

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab16
<400> 156

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgagg

gttttcgggg
<210> 157
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcec

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

10

tctggggcecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgaccteccg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acgagatcct

113

15

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339
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15
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25

30

<220>
<223> Ab1
<400> 157

Gln Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile
50

Ser Ala
65

Gln Ala

Leu Ser

Ala
<210> 158

<211>14

6

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Glu

Gly

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 158

6

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

sSer

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Ser

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 159

<211>7

<212> PRT

5

10

114

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Glu

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ile

Gly
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<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab16

<400> 159

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 160

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab16

<400> 160

ES 2 424 468 T3

Ala Thr ser Asp Glu Ile Leu Ser Gly Ser val

5

<210> 161
<211> 360

<212> ADN

10

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab17
<400> 161

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc
<210> 162

<211>120

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

ccctgacgat

tggggctgag’

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

ggggttgtgg

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcectc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

115

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab1
<400> 162

Gln val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ser Ile

Gly Thr

<210> 163

<211>5

7

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly

100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 163

Glu Leu Ser Ile His

7

5

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Pro

Ser
120

ES 2 424 468 T3

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Leu
105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Met

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

116

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 164

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab17

<400> 164

Gly pPhe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

Gly

<210> 165

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab17

<400> 165

val Gly Ser pPhe Ser Pro Leu Thr Met Gly Leu

<210> 166

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab17

<400> 166

5

5

ES 2 424 468 T3

10

10

117

15



10

15

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcgggg
<210> 167
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggcetc

cagcccccaa

tctectgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab17

<400> 167

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggccec

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgaccgtcg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

aggacggect

118

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

Gln Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile
50

Ser Ala
65

Gln Ala

Leu Ser

Ala
<210> 168

<211>14

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 168

7

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

val

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Glu

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210> 169

<211>7

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 169

7

10

119

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gly

Gly
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15

20

25

30

35

40

45

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210> 170

<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab17

<400> 170

ES 2 424 468 T3

Ala Thr val Glu Asp Gly Leu Ser Gly Ser val

<210> 171

<211> 360

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab18
<400> 171

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg
<210> 172
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

ggcecgeect

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab18

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

tcacctctgg

10

gtgaagaagc

gaactgttca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctce

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

120

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aacagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360



ES 2 424 468 T3

<400> 172

Gln val Gln Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Phe Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Thr val Gly Ser Phe Ser Gly Pro Ala Leu His Leu Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 173

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab18

<400> 173

Glu Leu Phe Ile His
S

<210> 174
<211>17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

121
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15

20

25

30
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45

<220>

<223> Ab18

<400> 174

ES 2 424 468 T3

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gin

Gly
<210> 175
<211> 11

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab18

<400> 175

10

val Gly Ser Phe Ser Gly Pro Ala Leu His Leu

<210> 176

<211> 339

<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab18
<400> 176

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg
ctcttcgggg
<210> 177

<211> 113

tgactcagcc

ggagcggetc

gtcctcagtg

caacatcggg

10

tctggggecc

gcaccttatg

cagcccccaa actcctcatc tatcataaca

tctctgectc

caagtctggc acctcagcct

atgaggctga ttattactgc cagtcctatg

gagggaccaa

ggtcaccgtc

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagccagtg

122

15

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gaaccagccc

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab18
<400> 177

Gln Ala val Leu

Arg val Thr Ile

20

Tyr Asp val Ser
35

Leu Ile Tyr His
50

Ser Ala Ser Lys
65

Gln Ala Asp Asp

Trp Asn Gln Pro
100

Ala

<210> 178

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab18

<400> 178

Thr

Ser

Trp

Asn

ser

Glu

85

Leu

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

ser

ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5

<210> 179

<211>7

10

123

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gln

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab18

<400> 179

ES 2 424 468 T3

His Asn Ash Lys Arg Pro Ser

5
<210> 180
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab18

<400> 180

GIn Ser Tyr Asp Ser GIn Trp Asn Gln Pro Leu

5
<210> 181
<211> 360
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab19
<400> 181

caggtgcagc tggtgcaatc

tcatgtaaaa tttccggaca

cccacaaaag gatttgagtg

gcacagaggt tccagggcagd

ctgaccctga gcagcctgag
tctgtcagtc gcatcacgta
<210> 182

<211>120

10

tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact

gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac

agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac

atccgacgac acggccgttt attattgtgc aatagtgggg

cggcttctgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt

124

60

120

180

240

300

360



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab1
<400> 182

Gln val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly
50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210> 183

<211>5

9

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly

100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 183

9

Glu Leu Ser Ile His

5

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

val

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Arg

Ser
120

ES 2 424 468 T3

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Ile

105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

125

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 424 468 T3

<210> 184

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 184

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu ITe val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 185

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 185

val Gly Ser val Ser Arg Ile Thr Tyr Gly Phe
5 10

<210> 186

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 186

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggecc cagggcagag ggtcaccatc

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

126

60

120



10

15

20

25

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc

cctgaccgat tctctgcctc caagtctgge

caggctgacg atgaggctga ttattactgc

atcttcgggg gagggaccaa gctcaccgtc

<210> 187

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 187

Gln Ala val Leu Thr Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys
20

Tyr Asp val Ser Trp Tyr
35

Leu Ile Tyr His Asn Asn
50

Ser Ala Ser Lys Ser Gly
65 70

Gln Ala Asp Asp Glu Ala
85

Asn Pro His val Ile pPhe
100

Ala
<210> 188
<211> 14

<212> PRT

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

TYyr

Gly

ES 2 424 468 T3

tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc
acctcagcct ccctggccat cactgggetc
cagtcctatg acagccggaa cccccacgtc

ctaagtgcg

Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
10 15

Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
25 30

Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
45

Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
60

Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
75 80

Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Arg
90 95

Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Ser
105 110

127

180

240

300

339
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 424 468 T3

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 188

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 189

<?211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 189

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 190

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab19

<400> 190

GIn Ser Tyr Asp Ser Arg Asn Pro His val Ile
5 10

<210> 191

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab20

<400> 191

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact

128

120



10

15

20

ES 2 424 468 T3

cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga

gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga

ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggecgttt attattgttc

tctttcagtc ccctgacgct gggcctctgg ggcaaaggga caatggtcac

<210> 192

<211>120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab20

<400> 192

Gln val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly

50

Gln Gly

65

Lteu Thr

ser Ile

Gly Thr

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met
115

<210> 193

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly
100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Pro

ser
120

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

Se
25

10

15

r Gly His Ser Leu Ser Glu Leu

30

Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met

Gl

As

As

Le

105

45

u Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe

60

p Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr

75

80

p Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

90

95

u Thr Leu Gly Leu Trp Gly Lys

129

110

180

240

300

360
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15
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25

30

35

40

45

50

55

ES 2 424 468 T3

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab20

<400> 193

Glu Leu Ser Ile His
S

<210> 194

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab20

<400> 194

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

5 10 15

Gly

<210> 195

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab20

<400> 195

val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly Leu
5 10

<210> 196

<211> 339

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab20

130



10

15

20

<400> 196

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 197
<211> 113

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab20

<400> 197

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggce

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgaccgtgg

ctaagtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggec

ccctggecat

acgaggccct

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

Gln Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

131

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 424 468 T3

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe

50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu

65 70 75

80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr val Asp Glu Ala

85 90

95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Ser

100 105

Ala

<210> 198

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab20

<400> 198

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5 10
<210> 199
<211>7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab20
<400> 199

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

5
<210> 200
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

132



10

15

20

25

30

<223> Ab20

<400> 200

ES 2 424 468 T3

Ala Thr val Asp Glu Ala Leu Ser Gly Ser val

<210> 201

<211>5

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 201

Tyr Leu Asp Phe Gln

<210> 202

<211> 385

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 202

Met Leu Leu

1

Ala

Ala

Trp

Lys

65

Cys

His

Asn

Phe

Ser

Asp

50

Lys

Thr

val

Ser

Leu

Ser

35

Cys

Asn

Phe

Asn

Gly

Leu

Leu

20

Leu

Gln

Arg

Arg

Thr

val

Ile

Asn

Glu

val

Glu

85

Ser

100

Arg

Glu

Thr

Pro

val

Asn

val

70

Ile

Gln

Gly

Ser

Glu

Arg

Thr

55

Glu

Cys

Arg

Thr

Leu

Lys

Phe

40

Thr

Pro

Leu

Gly

Ala

Leu

Ser

25

Asp

Phe

Arg

His

Phe

105

Ala

10

Leu

10

Asp

Ser

Ser

Leu

Glu

90

Gln

Gln

Cys

Leu

Arg

Lys

Ser

75

Gly

Glin

Asn

Glu

Arg

Thr

Cys

60

Asn

val

Lys

Phe

133

Leu

Thr

Met

45

Phe

Asn

Thr

Leu

Ser

Pro

val

30

Asn

Leu

Glu

Phe

Leu

110

Cys

His

15

Ala

Leu

Thr

Cys

Glu

95

Tyr

Phe

Pro

Pro

Ser

Asp

Ser

80

val

Pro

Ile



ES 2 424 468 T3

115 120 125

Tyr Asn Ala Asp Leu Met Asn Cys Thr Trp Ala Arg Gly Pro Thr Ala
130 135 140

Pro Arg Asp val GIn Tyr Phe Leu Tyr Ile Arg Asn Ser Lys Arg Arg
145 150 155 160

Arg Glu Ile Arg Cys Pro Tyr Tyr Ile GIn Asp Ser Gly Thr His val
165 170 175

Gly Cys His Leu Asp Asn Leu Ser Gly Leu Thr Ser Arg Asn Tyr Phe
180 185 190

Leu val Asn Gly Thr Ser Arg Glu Ile Gly Ile Gln Phe Phe Asp Ser
195 200 205

Leu Leu Asp Thr Lys Lys Ile Glu Arg Phe Asn Pro Pro Ser Asn Vval
210 215 220

Thr val Arg Cys Asn Thr Thr His Cys Leu val Arg Trp Lys Gln Pro
225 230 235 240

Arg Thr Tyr Gln Lys Leu Ser Tyr Leu Asp Phe GIn Tyr Gln Leu Asp
245 250 255

val His Arg Lys Asn Thr Gln Pro Gly Thr Glu Asn Leu Leu Ile Asn
260 265 270

val Ser Gly Asp Leu Glu Asn Arg Tyr Asn Phe Pro Ser Ser Glu Pro
275 280 285

Arg Ala Lys His Ser val Lys Ile Arg Ala Ala Asp val Arg Ile Leu
290 295 300

134



10

15

Asn

305

Asn

val

Gln

Asn

Glu
385

<210> 203

<211> 316

Trp

Leu

Cys

Arg

His
370

Ser

Gly

Gly

Leu

355

Glu

<212> PRT

Ser

Ser

Ile

340

Phe

val

Trp Ser
310

val Tyr

325

val Leu

Pro Pro

Glu Asp

<213> Homo Sapiens

<220>

<223> Secuencia humana con marcador FLAG

<400> 203

Glu

Ile

Gly

val

Glu
375

Ala

Tyr

Phe

Pro

360

Ile

ES 2 424 468 T3

Ile

val

Leu

345

Gln

Ile

Glu

Leu

330

Phe

Ile

Trp

Phe

315

Leu

Lys

Lys

Glu

Gly

Ile

Arg

Asp

Glu
380

Ser

val

Phe

Lys

365

Phe

Asp

Gly

Leu

350

Leu

Thr

Asp

Thr

335

Arg

Asn

Pro

Gly

320

Leu

Ile

Asp

Ala Ser Ile Ser Ala Arg GIn Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Thr

1

5

10

15

Arg Gln Glu Lys Ser Asp Leu Arg Thr val Ala Pro Ala Ser Ser Leu

135
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20 25 30

Asn val Arg Phe Asp Ser Arg Thr Met Asn Leu Ser Trp Asp Cys Gln
35 40 45

Glu Asn Thr Thr Phe Ser Lys Cys Phe Leu Thr Asp Lys Lys Asn Arg
50 55 60

val val Glu Pro Arg Leu Ser Asn Asn Glu Cys Ser Cys Thr Phe Arg
65 70 75 80

Glu ITe Cys Leu His Glu Gly val Thr phe Glu val His val Asn Thr
85 90 95

Ser GIn Arg Gly Phe GIn Gln Lys Leu Leu Tyr Pro Asn Ser Gly Arg
100 105 110

Glu Gly Thr Ala Ala Gln Asn Phe Ser Cys Phe Ile Tyr Asn Ala Asp
115 120 125

Leu Met Asn Cys Thr Trp Ala Arg Gly Pro Thr Ala Pro Arg Asp Vval
130 135 140

Gln Tyr Phe Leu Tyr Ile Arg Asn Ser Lys Arg Arg Arg Glu Ile Arg
145 150 155 160

Cys Pro Tyr Tyr Ile GIn Asp Ser Gly Thr His val Gly Cys His Leu
165 170 175

Asp Asn Leu Ser Gly Leu Thr Ser Arg Asn Tyr Phe Leu val Asn Gly
180 185 190

Thr Ser Arg Glu Ile Gly Ile Gln Phe Phe Asp Ser Leu Leu Asp Thr
195 200 205

136



10

15

20

25

30

Lys

Asn

225

Lys

Asn

Leu

Ser

Trp
305

<210> 204

Lys

210

Thr

Leu

Thr

Glu

val

290

Ser

<211>8

Ile

Thr

Ser

Gln

Asn

275

Lys

Glu

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

Glu

His

TYyr

Pro

260

Arg

Ile

Ala

Arg

Cys

Leu

245

Gly

Tyr

Arg

Ile

Phe

Leu

230

Asp

Thr

Asn

Ala

Glu
310

<223> Péptido FLAG sintético

<400> 204

Asn

215

val

Phe

Glu

Phe

Ala

295

Phe

Pro

Arg

Gln

Asn

Pro

280

Asp

Gly

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1

<210> 205

<211> 298

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 205

ES 2 424 468 T3

Pro

Trp

Tyr

Leu

265

Ser

val

Ser

Ser

Lys

Gln

250

Leu

Ser

Arg

Asp

Asn

Gln

235

Leu

Ile

Glu

Ile

Asp
315

val

220

Pro

Asp

Asn

Pro

Leu

300

Gly

137

Thr

Arg

val

val

Arg

285

Asn

val

Thr

His

Ser

270

Ala

Trp

Arg

Tyr

Arg

255

Gly

Lys

Ser

Cys

Gln

240

Lys

Asp

His

Ser



Glu

Arg

Thr

Glu

Cys

65

Arg

Thr

Asn

Lys

Phe

Thr

Pro

50

Leu

Gly

Ala

Cys

Ser

Asp

Phe

35

Arg

His

Phe

Ala

Thr
115

Asp

Ser

20

Ser

Leu

Glu

Gln

Gln

100

Trp

Leu

Arg

Lys

Ser

Gly

Gln

85

Asn

Ala

Arg

Thr

Cys

Asn

val

70

Lys

Phe

Arg

Thr

Met

Phe

Asn

55

Thr

Leu

Ser

Gly

val

Asn

Leu

40

Glu

Phe

Leu

Cys

Pro

120

ES 2 424 468 T3

Ala

Leu

25

Thr

Cys

Glu

Tyr

Phe

105

Thr

Pro

10

ser

Asp

Ser

val

Pro

90

Ile

Ala

Ala

Trp

Lys

Cys

His

75

Asn

Tyr

Pro

Ser

Asp

Lys

Thr

60

val

Ser

Asn

Arg

138

Ser

Cys

Asn

45

Phe

Asn

Gly

Ala

Asp
125

Leu

Gln

30

Arg

Arg

Thr

Arg

ASp

110

val

Asn

15

Glu

val

Glu

Ser

Glu

95

Leu

Gln

val

Asn

val

Ile

Gln

80

Gly

Met

TYyr



ES 2 424 468 T3

Phe Leu Tyr Ile Arg Asn Ser Lys Arg Arg Arg Glu Ile Arg Cys Pro
130 135 140

Tyr Tyr Ile Gln Asp Ser Gly Thr His val Gly Cys His Leu Asp Asn
145 150 155 160

Leu Ser Gly Leu Thr Ser Arg Asn Tyr Phe Leu val Asn Gly Thr Ser
165 170 175

Arg Glu ITe Gly ITe GIn Phe Phe Asp Ser Leu Leu Asp Thr Lys Lys
180 185 190

Ile Glu Arg Phe Asn Pro Pro Ser Asn val Thr val Arg Cys Asn Thr
195 200 205

Thr His Cys Leu val Arg Trp Lys GIn Pro Arg Thr Tyr GIn Lys Leu
210 215 220

Ser Tyr Leu Asp Phe GIn Tyr Gin Leu Asp val His Arg Lys Asn Thr
225 230 235 240

GIn Pro Gly Thr Glu Asn Leu Leu Ile Asn val Ser Gly Asp Leu Glu
245 250 255

Asn Arg Tyr Asn Phe Pro Ser Ser Glu Pro Arg Ala Lys His Ser val
260 265 270

Lys IlTe Arg Ala Ala Asp val Arg Ile Leu Asn Trp Ser Ser Trp Ser
275 280 285

Glu Ala Ile Glu Phe Gly Ser Asp Asp Gly
290 295

<210> 206
<211> 378
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 206

139



Glu

Arg

Thr

Glu

Cys

65

Arg

Thr

Asn

Phe

Lys

Phe

Thr

Pro

50

Leu

Gly

Ala

Cys

Leu
130

Ser

Asp

Phe

35

Arg

His

Phe

Ala

Thr

115

Tyr

Asp

Ser

20

Ser

Leu

Glu

Gln

Gln

100

Trp

Ile

Leu

Arg

Lys

Ser

Gly

Gln

85

Asn

Ala

Arg

Arg

Thr

Cys

Asn

val

70

Lys

Phe

Arg

AsSn

Thr

Met

Phe

Asn

55

Thr

Leu

Ser

Gly

Ser

135

val

Asn

Leu

40

Glu

Phe

Leu

Cys

Pro

120

Lys

ES 2 424 468 T3

Ala

Leu

25

Thr

Cys

Glu

Tyr

Phe

105

Thr

Arg

Pro

10

Ser

Asp

Ser

val

Pro

90

Ile

Ala

Arg

Ala

Trp

Lys

Cys

His

75

Asn

TYyr

Pro

Arg

Ser

Asp

Lys

Thr

60

val

Ser

Asn

Arg

Glu
140

140

Ser

Cys

Asn

45

Phe

Asn

Gly

Ala

Asp

125

Ile

Leu

Gln

30

Arg

Arg

Thr

Arg

ASp

110

val

Arg

Asn

15

Glu

val

Glu

Ser

Glu

95

Leu

Gln

Cys

val

Asn

val

Ile

Gln

80

Gly

Met

Tyr

Pro



ES 2 424 468 T3

Tyr Tyr Ile Gln Asp Ser Gly Thr His val Gly Cys His Leu Asp Asn
145 150 155 160

Leu Ser Gly Leu Thr Ser Arg Asn Tyr Phe Leu val Asn Gly Thr Ser
165 170 175

Arg Glu Ile Gly Ile Gln Phe Phe Asp Ser Leu Leu Asp Thr Lys Lys
180 185 190

ITe Glu Arg Phe Asn Pro Pro Ser Asn val Thr val Arg Cys Asn Thr
195 200 205

Thr His Cys Leu val Arg Trp Lys Gln Pro Arg Thr Tyr Gln Lys Leu
210 215 220

Ser Tyr Leu Asp Phe GIn Tyr Gln Leu Asp val His Arg Lys Asn Thr
225 230 235 240

Gln Pro Gly Thr Glu Asn Leu Leu Ile Asn val Ser Gly Asp Leu Glu
245 250 255

Asn Arg Tyr Asn Phe Pro Ser Ser Glu Pro Arg Ala Lys His Ser val
260 265 270

Lys Ile Arg Ala Ala Asp val Arg Ile Leu Asn Trp Ser Ser Trp Ser
275 280 285

Glu Ala Ile Glu Phe Gly Ser Asp Asp Gly Asn Leu Gly Ser val Tyr
290 295 300

Ile Tyr val Leu Leu Ile val Gly Thr Leu val Cys Gly Ile val Leu
305 310 315 320

141



10

15

20

25

30

Gly Phe Leu

val Pro Gln

Phe Lys Arg Phe

325

Ile Lys Asp Lys

340

ES 2 424 468 T3

330

345

Leu Arg Ile Gln Arg Leu Phe Pro Pro

335

Leu Asn Asp Asn His Glu val Glu Asp

350

Glu Ile Ile Trp Glu Glu Phe Thr Pro Glu Glu Gly Lys Gly Tyr Arg

355

Glu Glu val
370

<210> 207
<211> 333

<212> ADN

Leu Thr val Lys

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab1
<400> 207

cagtctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgagg

attttcggcg
<210> 208
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctggetc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab1

<400> 208

360

Glu
375

gccctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

gctcaccgtc

Ile Thr

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

365

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagctc

142

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gatcagcacg

60

120

180

240

300

333



10

15

Gln Ser val

val

Arg

val
35

Tyr Asp

Ile
50

Leu

Ser
65

Gly

Gln Ala

Ser Ile

<210> 209
<211> 333

<212> ADN

Thr

Tyr

Ser

Glu

Ser

Leu Thr

Ile

20

Ser

Ser

Trp

His

Asn

Lys Ser

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Pro Pro

Thr

Gly

Gln
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Thr Ile

100

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab2
<400> 209

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggceg

<210> 210

tgactcagec

ggagcggctc

cagcccccaa

tctectgecte

atgaggctga

gagggaccaa

Ala

Phe

AsSp Tyr

Gly Gly

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

val
10

Ser Ser

Ser Ser

25

Gly

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75

Tyr Cys GIn

90
Gly Thr
105

Lys

tctggggcecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

Gly Ala Pro

Asn Ile Gly

30

Ala
45

Thr Pro

val
60

Pro Asp

Ala Ile Thr

Ser Tyr Asp

val
110

Leu Thr

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

143

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Ser

95

Leu

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab2

<400> 210

GIn Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile

50

ser Ala
65

Gln Ala

Leu Ser

<210> 211

<211> 333

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

<212> ADN

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab3

<400> 211

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

sSer

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

144

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

15

20

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcgggg
<210> 212
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgecte

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab3
<400> 212

GIn Ala val

val

Arg

val
35

Tyr Asp

Ile
50

Leu

Ser Ala Ser

65

Gln Ala Asp

Leu Ser

<210> 213

Thr

Tyr

Gly

Leu Thr

Ile
20

Ser

ser Trp

His Asn

Lys Ser

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

gtcctcagtg
caacatcggg
actcctcatc
caagtctggc
ttattactgc

ggtcaccgtc

Pro Ser

Thr

Gly

GlIn
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ser val

100

Ala

Phe

Asp Tyr

Gly Gly

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

val
10

Ser Ser

Ser Ser

25

Gly

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

90
Gly Thr
105

Lys

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

Gly Ala

Ile

AsSn

Ala

45

Thr

val Pro

60

Ala Ile

Ser

Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Ser

95

Leu

110

145

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4
<400> 213

caggctgtge

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 214
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab4

<400> 214

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

146

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333



10

15

20

Gln Ala val

val

Arg

val
35

Tyr Asp

Ile

50

Leu

Ser Ala

65

Gln Ala

Leu Ser

<210> 215

<211> 333

<212> ADN

Thr

TYyr

Ser

Asp

Gly

Leu Thr

Ile
20

Ser

Ser

Trp

His

Asn

Lys Ser

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

Pro Ser

Thr

Gly

Gln
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ser

100

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab5
<400> 215

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg

<210> 216

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctectgectc

atgaggctga

gagggaccaa

Ala

val pPhe

Asp Tyr

Gly Gly

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

val
10

Ser Ser

Ser Gly Ser

25

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

90
Gly Thr
105

Lys

tctggggccc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagect

cagtcctatg

cta

Gly Ala

Ile

Asn

Ala
45

Thr

val
60

Pro

Ile

Ala

Ser

Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

ASD

Thr

Asp

val

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu
Phe

Arg

Leu
80

Gly

Ser Ser

95

Leu

110

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

147

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333
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15

20

25

30

ES 2 424 468 T3

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab5

<400> 216

GIn Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 217

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab6

<400> 217

cagtctgtgc tgactcagcc gccctcagtg tctggggecc cagggcagag ggtcaccatc

148

60



10

15

20

25

tcctgtactg ggagcggetc caacatcggg

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc

cctgaccgat tctctggctc caagtctggce

caggctgagg atgaggctga ttattactgc

gttttcggcg gagggaccaa gctgaccgtc
<210> 218

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abb6

<400> 218

Gln Ser val Leu Thr Gln

Arg

TYyr

Leu

ser

65

Gln

Leu

<210> 219

<211> 333

val

Asp

Ile
50

Gly

Ala

Ser

Thr ITe Ser Cys
20

val Ser Trp Tyr
35

Tyr His Asn Asn

Ser Lys Ser Gly
70

Glu Asp Glu Ala
85

Gly Ser val Phe
100

<212> ADN

Pro

Thr

Gln

Lys
55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln
40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcect

gcgaccgttg

cta

Ser

ser
25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val Ser
10

Gly Ser

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu
75

Cys Ala
90

Thr Lys

atgtaagctg gtaccagcag

acaagcggcc ctcaggggtc

ccctggecat cactgggctc

aggccggect gagtggttcg

Gly Ala Pro

Asn Ile Gly
30

Thr Ala Pro
45

val Pro Asp
60

Ala 1le Thr

Thr val Glu

Leu Thr val
110

149

Gly GlIn
15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu
80

Ala Gly
95

Leu

120

180

240

300

333



10

15

20

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab7
<400> 219

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggceg
<210> 220
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab7

<400> 220

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggccc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggccat

acagcagcct

150

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333



10

15

Gln Ala

val

Arg

TYyr

Asp

Ile
50

Leu

Ser Ala

65

Gln Ala

Leu Ser Gly

<210> 221
<211> 333

<212> ADN

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Leu Thr

Ile
20

Ser

Ser

Trp

Asn

His

Lys Ser

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

Pro Ser

Thr

Gly

Gln
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ser val

100

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab8
<400> 221

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg

<210> 222

tgactcagcc

ggagcggcetc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

Ala

Phe

Asp Tyr

Gly Gly

gtcctcagtg
caacatcggg
actcctcatc
caagtctggc
ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

val
10

Ser Ser

Ser

25

Gly Ser

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

90
Gly Thr
105

Lys

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

Gly Ala

Ile

Asn

Ala
45

Thr

val
60

Pro

Ile

Ala

Ser

Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Ser

95

Leu

110

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

151

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

30

ES 2 424 468 T3

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab8

<400> 222

Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 223

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab9

<400> 223

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

152

60

120



10

15

20

25

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatce

cctgaccgat tctctgcctc caagtctgge

caggctgacg atgaggctga ttattactgc

gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc
<210> 224

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab9

<400> 224

Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly
20

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln Gln
35 40

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg
50 55

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser
65 70

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr
85

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly
100

<210> 225
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2 424 468 T3

tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

acctcagcct ccctggecat cactgggetc

cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg

cta

Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GlIn
10 15

Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
25 30

Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
45

Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
60

Ala Ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
75 80

Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser
90 95

Gly Thr Lys val Thr val Leu
105 110

153

180
240
300

333



10

15

20

<220>
<223> Ab10
<400> 225

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggeg
<210> 226
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgcctc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab10

<400> 226

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggeccat

acagcagcct

154

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333



10

15

20

Gln Ala val

val

Arg

val

35

Tyr Asp

Ile

50

Leu

Ser Ala

65

Gln Ala

Leu Ser

<210> 227

<211> 333

<212> ADN

Thr

Tyr

Ser

Asp

Gly

Leu Thr

Ile Ser

20

Ser Trp

His

Asn

Lys Ser

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Pro Ser

Thr

Gly

Gln
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ser val

100

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab11
<400> 227

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 228

<211> 111

tgactcagec

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgecte

atgaggctga

gagggaccaa

Ala

Phe

Asp Tyr

Gly Gly

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

val
10

Ser Ser

Ser Gly Ser

25

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

90
Gly Thr
105

Lys

tctggggtcec

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

Gly Ala

Ile

AsSn

Ala

45

Thr

val
60

Pro

Ile

Ala

Ser

Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

Gly Gln

15

Ala Pro

Leu

Lys

Phe

Arg

Leu
80

Gly

Ser Ser

95

Leu

110

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

155

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333
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15

20

25

30

ES 2 424 468 T3

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab11

<400> 228

GIn Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly val Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 229

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab12

<400> 229

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

156

60

120

180



10

15

20

25

30

ES 2 424 468 T3

cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggecat cactgggetc

caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcgagcc gaccgagatc

cgcttcgggg gagggaccaa gctcaccgtc cta
<210> 230

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab12

<400> 230

GIn Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Ash Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
S0 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Glu
85 90 95

Pro Thr Glu Ile Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

<210> 231

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab13

157

240

300

333



10

15

<400> 231

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gtcttcgggg
<210> 232
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab13
<400> 232

GIn Ala val

val

Arg

val
35

Tyr Asp

Ile
50

Leu

Ser Ala

65

GIn Ala

Thr Gly

Thr

Tyr

Ser

Asp

Ile

Leu Thr

Ile
20

Ser

Ser

Trp

Asn

His

Lys Ser

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

gtcctcagtg
caacatcggg
actcctcatc
caagtctggc
ttattactgc

ggtcaccgtc

Pro Ser

Thr

Gly

Gln
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ile
100

Ala

val pPhe

Asp Tyr

Gly Gly

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

val
10

Ser Ser

Ser Gly Ser

25

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

20
Gly Thr
105

Lys

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcaggac

Gly Ala

Ile

Asn

Ala
45

Thr

val
60

Pro

Ile

Ala

Ser

Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gggcatcatc

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser

95

Arg

Leu

110

158

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

30

<210> 233

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab14
<400> 233

caggctgtge

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gagttcgggg
<210> 234
<211> 111

<212> PRT

tgactcagecc

ggagcggcetc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab14

<400> 234

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggccc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcec

ccctggecat

acagcgagga

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

caggatgacg

Gln Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

5

10

15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro

20

25

30

159

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

30

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Ala Ser

65

Gln Ala Asp

Asp Arg Met

<210> 235
<211> 333
<212> ADN
<213> Homo s
<220>

<223> Ab15
<400> 235

caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gccttcgggg
<210> 236
<211> 111
<212> PRT
<213>Homo s
<220>

<223> Ab15

Ser Trp

His

Asn

Lys Ser

Tyr Gin

Asn Lys

Gly Thr

Gln
40

Arg
55

Ser

70

Glu
85

Asp

Thr Glu

100

apiens

tgactcagcc

ggagcggcetc

cagcccccaa

tctctgecte

atgaggctga

gagggaccaa

apiens

Ala Asp

Phe Gly

Tyr

Gly

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

90
Gly Thr
105

Lys

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

Thr Ala
45

Pro Lys Leu

val Pro Phe

60

Asp Arg

Ala Ile Thr Gly Leu

80
Ser Glu
95

Ser Tyr Asp

val
110

val Thr Leu

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccagcag

acaagcggcc ctcaggggtc

ccctggecat cactgggctc

acagccagtt gattagcgcc

160

60

120

180

240

300

333



10

15

20

<400> 236

GIn Ala val

val

Arg

val
35

Tyr Asp

Ile
50

Leu

Ser Ala

65

Gln Ala

Leu Ile

<210> 237

<211> 333

<212> ADN

Thr

Tyr

ser

Asp

ser

Leu Thr

Ile
20

Ser

Ser

Trp

Asn

His

Lys Ser

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Pro Ser

Thr

Gly

GlIn
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ala Ala

100

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab16
<400> 237

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgagg

gttttcgggg

<210> 238

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

Ala

Phe

Asp Tyr

Gly Gly

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggce

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

val
10

Ser Ser

Ser Ser

25

Gly

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75
Gln

Tyr Cys

90

Gly Thr

105

Lys

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcect

gcgacctccg

cta

Gly Ala

Ile

Asn

Ala
45

Thr

val
60

Pro

Ala Ile

Ser Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Gln

95

Leu

110

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acgagatcct

161

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab16
<400> 238

Gln Ala val Leu

Arg val Thr Ile
20

Tyr Asp val Ser
35

Leu Ile Tyr His
50

Ser Ala Ser Lys
65

GIn Ala Glu Asp

Leu Ser Gly Ser
100

<210> 239

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Ab17

<400> 239

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2 424 468 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

val

162

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Ser

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Glu

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu
80



10

15

20

caggctgtge

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcgggg
<210> 240
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggcetc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab17
<400> 240

Gln Ala val

Arg val

val

35

Tyr Asp

Ile
50

Leu

Ser Ala

65

Gln Ala

Leu Ser

<210> 241

Thr

Tyr

Ser

Asp

Gly

Leu Thr

Ile
20

Ser

Ser Trp

Asn

His

Lys Ser

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

Pro Ser

Thr Gly

Gln
40

Gln

Lys
55

Arg

Thr Ser

70

Glu
85

Asp

Ser val

100

Ala

Phe

Asp Tyr

Gly Gly

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgaccgtcg

cta

val
10

Ser Ser

Ser Gly Ser

25

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Leu

75

Ser

Tyr Cys Ala

90
Gly Thr
105

Lys

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

aggacggcct

Gly Ala

Asn Ile

Ala

45

Thr

val
60

Pro
Ala Ile
Thr

val

val Thr

Pro

Gly
30

Pro

Asp

Thr

Glu

val

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

Gly GlIn

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Asp Gly

95

Leu

110

163

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

30

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab18
<400> 241

caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

ctcttcgggg
<210> 242
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectce

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab18

<400> 242

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

ES 2 424 468 T3

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcec

ccctggcecat

acagccagtg

164

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gaaccagccc

60

120

180

240

300
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10

15

20

Gln Ala val Leu Thr Gln Pro Ser
5
Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly
20
Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln Gln
35 40
Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg
50 55
Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser
65 70
GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr
85
Trp Asn GIn Pro Leu Phe Gly Gly
100
<210> 243
<211> 333
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab19
<400> 243
caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc
caggctgacg atgaggctga ttattactgc
atcttcgggg gagggaccaa gctcaccgtc
<210> 244
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val
10

Ser Ser

Ser Ser

25

Gly

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Leu

75

Ser

Tyr Cys Gln

90
Gly Thr

105

Lys

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

Gly Ala

Ile

Asn

Ala
45

Thr

val
60

Pro

Ala Ile

Ser Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val

Gly GIn

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

ser GlIn

95

Leu

110

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagccggaa

165

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

cccccacgtc

60

120

180

240

300
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20

25

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab19

<400> 244

Gln Ala val

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Asn

<210> 245

<211> 333

val

Asp

Ile

50

Ala

Ala

Pro

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

His

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab20

<400> 245

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

val
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Ile

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly
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Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

Leu

166

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Arg
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caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggcg
<210> 246
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcec

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 246

Gln Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr

50

Ser Ala Ser

65

Leu Thr Gln

Ile
20

His

Lys

Asn Asn

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

Pro Ser

Ser Cys Thr Gly

Ser Trp Tyr Gln Gln

40

Lys Arg
55

Ser Gly Thr Ser

70

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr

Leu Ser Gly

<210> 247

85

100

Ser val Phe

Gly Gly

ES 2 424 468 T3

tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc

gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

acctcagecct ccctggecat cactgggetc

gcgaccgtgg acgaggccct gagtggttcg

cta

Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

10 15
Ite Gly Ala Pro

Ser Gly Ser Asn

25 30

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
45

Leu

Ser Gly val
60

Pro Pro Asp Arg Phe

Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
75 80

Cys Ala Thr val Asp Glu Ala
90 95

Tyr

Thr val Leu
110

Gly Thr Lys val
105

167

60

120

180

240

300
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30

<211> 360

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab 6 — Linea no germinal

<400> 247

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga
tctttcagtc
<210> 248
<211>120

<212> PRT

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

cgctaacgtt

<213> Homo sapiens

<220>

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

gggectctgg

<223> Ab 6 — Linea no germinal

<400> 248
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gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcectc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

168

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

60

120

180

240

300

360
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15

Gln val GIn Leu val Gln Ser

Ser val Lys val Ser Cys Lys
20

Ser Ile His Trp val Arg Gln
35

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu
50 55

Gln Gly Arg val Thr Met Thr
65 70

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg
85

Ser Ile val Gly Ser Phe Ser
100

Gly Thr Met val Thr val Ser
115

<210> 249

<211> 333

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab 6 — Linea no germinal

<400> 249

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Pro

ser
120
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Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Leu
105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Leu

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

169

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys



10

15

caggctgtge

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcgggg
<210> 250
<211> 111

<212> PRT

tgactcagcc

ggagcggcetc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<220>

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

gctcaccgtc

<223> Ab 6 — Linea no germinal

<400> 250

Gln Ala val

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Leu

<210> 251

val

Asp

Ile

50

Ala

Ala

Ser

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

Leu Thr Gl

Ile
20

Ser Cy

Ser Trp Ty

His Asn As

Ser GI
70

Lys

Glu Al

85

Asp

Ser val Ph

100

n Pro Ser

s Thr

Gly

Gln
40

r Gln

n Lys
55

Arg

Ser

y Thr

a Asp

Tyr

e Gly Gly

Ser
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tctggggcecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgacggtcg

cta

val
10

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

aggccggcct

Gly Ala Pro

Ile Gly

30

Asn

Ala
45

Thr Pro

val
60

Pro Asp

Ala 1le Thr

Thr val Glu

val
110

Leu Thr

170

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

Gly Gln

15

Ala Pro

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ala
95

Gly

Leu

60

120

180

240

300
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<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 251

GIn val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
S 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr
20 25 30

<210> 252

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 252

Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly
5 10

<210> 253

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 253

Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Ile
20 25 30

<210> 254

<211> 11
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 254

Trp Gly GIn Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
S 10

<210> 255

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 255

Gln Ser val Leu Thr Gln Pro Pro Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gin
15

5 10

Arg val Thr Ile Ser Cys
20

<210> 256

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 256

Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

5 10
<210> 257
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6
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<400> 257

Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
5 10 15

Leu Ala Ile Thr Gly Leu GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 258

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223>Ab 6

<400> 258

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una molécula de anticuerpo aislada y un excipiente farmacéuticamente
aceptable, donde la molécula de anticuerpo comprende un dominio VH de anticuerpo y un dominio VL de anticuerpo,
comprendiendo el dominio VH de anticuerpo las regiones determinantes de la complementariedad de cadena
pesada (CDR) HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y comprendiendo el dominio VL las CDR de cadena ligera LCDR1,
LCDR2 y LCDR3, donde las secuencias de aminoacidos de las CDR son:

HCDR1 SEQ ID NO: 53

HCDR2 SEQ ID NO: 54

HCDR3 SEQ ID NO: 55

LCDR1 SEQ ID NO: 58

LCDR2 SEQ ID NO: 59y

LCDR3 SEQ ID NO: 60.

2. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la molécula de anticuerpo es una molécula de
anticuerpo humano o humanizado.

3. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde la molécula de anticuerpo
comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 52 del dominio VH de anticuerpo.

4. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la molécula de
anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 218 del dominio VL de anticuerpo.

5. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4, donde la molécula de anticuerpo es una
1gG4.

6. Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la molécula de anticuerpo es una molécula de
anticuerpo IgG4 humano que comprende una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 52 de dominio VH y una
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 218 del dominio VL.

7. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes para utilizar en un método de
tratamiento de la artritis reumatoide, asma, respuesta alérgica, esclerosis multiple, leucemia mieloide, aterosclerosis,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica o inflamacion de las vias respiratorias inducida por el humo.

8. Una composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el tratamiento comprende administrar la
composicion combinada o junto con uno o0 mas de los siguientes: AINE, corticosteroides y farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (FARME).

9. Una composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 8, donde el tratamiento comprende administrar la
composicion combinada con uno o mas de los siguientes: inhibidores de cox, prednisona, Humira (adalimumab),
metotrexato, Arava, Enbrel (Etanercept), Remicade (Infliximab), Kineret (Anakinra), Rituxan (Rituximab), Orencia
(Abatacept), sales de oro, antimalaricos, sulfasalazina, d-penicilamina, ciclosporina A, diclofenac, ciclofosfamida y
azatioprina.

10. Una composicién para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, donde el tratamiento comprende administrar la
composicion combinada con metotrexato.

11. Un método para producir una molécula de anticuerpo que comprende cultivar una célula huésped que contiene
el &cido nucleico que codifica la molécula de anticuerpo, a continuacién purificar la molécula de anticuerpo, donde la
molécula de anticuerpo compite por la union al dominio extracelular de GM-CSFRa con una molécula de anticuerpo
que tiene la SEQ ID NO: 52 del dominio VH y la SEQ ID NO: 218 del dominio VL.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11, donde la molécula de anticuerpo se une al dominio extracelular
de GM-CSFRa humano con una afinidad (Kp) inferior a 5 nM en un ensayo de resonancia de plasmon superficial.

13. Un método para producir una molécula de anticuerpo para GM-CSFRa humano, comprendiendo el método
proporcionar, a través de la insercién, supresion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de un dominio VH de partida que comprende HCDR1, HCDR2 y HCDR3, un dominio VH que sea una
variante de la secuencia de aminoacidos del dominio VH de partida; donde
la CDR1 del VH de partida tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 53;
la CDR2 del VH de partida tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 54; y
la CDR3 del VH de partida tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 55;

combinar el dominio VH asi proporcionado con uno o mas dominios VL para proporcionar una o mas
combinaciones VH/VL;
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donde dichos dominios VL se proporcionan a través de la insercion, supresion o sustitucion de uno o mas
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de un dominio VL de partida que comprende LCDR1, LCDR2 y
LCDRS3; donde
la CDR1 del VL de partida tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 58;
la CDR2 del VL de partida tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 59; y
la CDR3 del VL de partida tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 60; y

analizar la combinaciéon o combinaciones VH/VL para identificar una molécula de anticuerpo para GM-
CSFRa humano.
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% cambio de formma maximo
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% liberacion de TNFa maxima
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Liberacion de TNFa de monocitos
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Peso del bazo (% del peso corporal)
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Peso del bazo como el % del peso corporal
2 x 500 ng de hGMCSF, titulacién del mAc de prueba (1 inyeccion)

il

PBS hGM hGM+ hGM+ hGV hGM+ hGh+
16 mgkg 5.3 mg/kg 178 mgkg 0.59mg/kg 16 mgkg
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Anticuerpo 6 isotipo
Figura 8
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