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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal anti-CD40
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que reconoce un antigeno
CD40 humano presente sobre la superficie de células dendriticas (DC), células B humanas, y similares.
Especificamente, la presente invencién se refiere a un anticuerpo anti-CD40 humano o un fragmento funcional del
mismo que es sustancialmente antagonista frente a un antigeno CD40 humano sobre la superficie de células
dendriticas (DC), y a un anticuerpo anti-CD40 humano agonista o un fragmento funcional del mismo que se espera
que tenga un efecto terapéutico mayor que los de anticuerpos anti-CD40 humano convencionales.

Antecedentes de la técnica
1. CD40

CD40 es un antigeno con un peso molecular de 50 kDa que esta presente en la superficie de membranas celulares.
CD40 se expresa sobre células B, células dendriticas (DC), determinados tipos de células cancerosas y células
epiteliales timicas. Se sabe que CD40 desempefia un papel clave en la proliferacién y diferenciacion de células B y
DC. Se ha identificado CD40 como antigeno que se expresa en la superficie de células B humanas (E. A. Clark et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4494, 1986, 1. Stamenkovic et al., EMBO J. 8:1403, 1989). Basandose en la
homologia de secuencia de aminoacidos, se cree que CD40 es un miembro de la familia de receptores de TNF, a la
que pertenecen un receptor de NGF de baja afinidad, receptor de TNF, CD27, OX40, CD30 y similares. El gen de un
ligando (CD40L) para CD40 humano y de ratén se ha clonado recientemente, revelando que es una proteina de
membrana de tipo I, y se expresa en células T CD4+ activadas. Se ha mostrado también que CD40L introduce
sefiales de activacion fuertes en células B humanas y de ratén.

La expresion de CD40 se ha confirmado mas a menudo en células dendriticas que en células B, de modo que ha
quedado claro que CD40 desempefia un papel importante. La unién de CD40 con CD40L provoca la activaciéon de
células presentadoras de antigeno (APC). Especificamente, potencia la expresién de moléculas de coestimulacion
tales como CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2), o la produccion de IL-12 (Caux, C., et al.: Activation of human dendritic cells
through CD40 cross-linking. J. Exp. Med., 180:1263, 1994), (Shu, U., et al: Activated T cells induce interleukin-12
production by monocyte via CD40-CD40 ligand interaction. Eur. J. Immunol. 25: 1125, 1995). Las células dendriticas
muestran una fuerte capacidad de presentacion de antigenos, y tienen una fuerte capacidad de activacion de células
T auxiliares (Th). Ademas, se cree que las células dendriticas controlan la diferenciacion de células Th virgenes en
células Th1 o Th2. Cuando se hace que las células dendriticas (DC1) maduren cultivando monocitos de sangre
periférica que son células dendriticas mieloides en presencia de GM-CSF e IL-4 y usando CD40L, las DC1 in vitro
pueden producir IL-12, estimular y activar células Th alovirgenes, y por tanto inducen células T que producen IFNy
(especificamente, promueven la diferenciaciéon en Th1). Puesto que esta accion se inhibe por anticuerpos anti-IL-12,
la reaccién puede estar mediada por IL-12. Por otro lado, cuando se preparan linfocitos-células dendriticas (DC2)
cultivando regiones T de tejido linfatico o células T plasmacitoides presentes en sangre periférica con IL-3 y ligandos
de CD40, las DC2 no pueden producir IL-12, estimular ni activar células Th alovirgenes, inducen células T que
producen IL-4 y por tanto promueven la diferenciacion en Th2. Se cree que las células Th1 estan implicadas en la
activacion de inmunidad celular, y las células Th2 estan implicadas en la potenciacion de la capacidad para
inmunidad humoral asi como la supresion de la capacidad para inmunidad celular. Células T citotoxicas (CTL)
activadas con la ayuda de células Th1 pueden eliminar factores causantes (muchos virus, Listeria monocytogenes,
bacilo de la tuberculosis, protozoos toxoplasma y similares) que se multiplican en el citoplasma y células tumorales.

Se ha mostrado que anticuerpos monoclonales anti-CD40 que reconocen CD40 expresado sobre las superficies de
membranas ejercen una variedad de actividades bioldgicas en células B. Los anticuerpos monoclonales anti-CD40
se clasifican en gran medida en anticuerpos agonistas y antagonistas que tienen un impacto en la interaccion entre
CD40 y CD40L.

2. Anticuerpo agonista

Se conoce la activacion de células B como una accion de anticuerpos agonistas. Por ejemplo, se ha notificado que
anticuerpos anti-CD40 inducen adhesion celular (Barrett et al., J. Immunol. 146: 1722, 1991; Gordon et al., J.
Immunol. 140: 1425, 1988), potencian el tamafio celular (Gordon et al., J. Immunol. 140: 1425, 1988; Valle et al.,
Eur. J. Immunol. 19: 1463, 1989), inducen la division de células B que se activan sélo con anticuerpos anti-IlgM,
anticuerpos anti-CD20 o éster de forbol (Clark y Ledbetter, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4494, 1986; Gordon et al.,
LEUCOCYTE TYPING Ill. A. J. McMicheal ed. Oxford University Press. Oxford, p. 426; Paulie et al., J. Immunol. 142:
590, 1989), inducen la division de células B en presencia de IL4 (Valle et al., Eur. J. Immunol. 19: 1463, 1989;
Gordon et al., Eur. J. Immunol. 17: 1535, 1987), inducen la expresion de IgE (Jabara et al., J. Exp. Med. 172: 1861,
1990; Gascan et al., J Immunol. 147: 8, 1991), IgG e IgM (Gascan et al., J. Immunol. 147: 8, 1991) de células
estimuladas con IL-4 y cultivadas sin células T, potencian la secrecion y la expresion sobre la célula (Challa A,
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Allergy, 54: 576, 1999) de Fce RII/CD23 soluble a partir de células B mediante IL-4 (Gordon y Guy, Immunol. Today
8: 339, 1987; Cairns et al., Eur. J. Immunol. 18: 349, 1988) y promueven la produccion de IL-6 (Clark y Shu, J.
Immunol. 145: 1400, 1990). Ademas, se ha notificado que se establecen clones de células B a partir de células B en
cultivo primario humanas afadiendo IL-4 y anticuerpos anti-CD40 en presencia de células de adhesién CDw32+
(Bancherau et al., Science 241:70,1991), y la inhibicion de la apoptosis de células centrales germinales esta
mediada por CD40, independientemente de la funcion de receptores de antigenos (Liu et al., Nature 342: 929,1989).
Tal como se describié anteriormente, se ha identificado CD40 como un antigeno expresado en la superficie de
células B humanas. Por tanto, la mayoria de los anticuerpos aislados se han evaluado principalmente usando la
funcién para inducir la proliferacion y diferenciacion de células B humanas y la actividad para inducir muerte celular
en células cancerosas como indicadores (Katira, A. et al., LEUKOCYTE TYPING V. S. F. Schlossossman, et al. eds.
p. 547. Oxford University Press. Oxford, W. C. Flansow et al., LEUKOCYTE TYPING V. S. F. Schlossossman, et al.
eds. p. 555. Oxford University Press. Oxford, J. D. Pound et al., International Immunology, 11: 11, 1999).

Se mostré que anticuerpos anti-CD40 provocan la maduracion de DC (Z. H. Zhou et al., Hybridoma, 18: 471 1999).
Ademas, se ha notificado el papel de células CD4T en la sensibilizacion de células T CD8 especificas de antigeno
para activar DC por medio de sefializacion por CD40-CD40L. Se mostré que el papel de células T auxiliares CD4 en
la activacion de células dendriticas (DC) puede reemplazarse por el de anticuerpos monoclonales (AcM) anti-CD40
(Shoenberger, S.P., et al.: T cell help for cytotoxic T lymphocytes is mediated by CD40-CD40L interactions. Nature,
480, 1998). Ademas, se mostré en ratones que el organismo puede protegerse no soélo de células tumorales que
expresan CD40 sino también de células tumorales que no expresan el mismo mediante la administracién de
anticuerpos anti-CD40 (French, R. R., et al.: CD40 antibody evokes a cytotoxic T-cell response that eradicates
lymphoma and bypasses T-cell help. Nature Medicine, 5, 1999).

La mayoria de los anticuerpos notificados hasta la fecha no se han aislado usando el efecto sobre DC como
indicador. Sin embargo, en cuanto a la modificacion de las funciones de DC, es probable que anticuerpos
seleccionados por su accion sobre células B sean insuficientes como agentes terapéuticos. Se notificd que entre
anticuerpos monoclonales contra CD40 de ratén, hay clones que reaccionan frente a DC, pero no reaccionan frente
a células endoteliales vasculares y, a la inversa, clones que no reaccionan frente a DC, pero reaccionan frente a
células endoteliales vasculares, dependiendo de los epitopos que reconocen los anticuerpos (Van Den Berg, TK, et
al., Immunology, 88: 294, 1996). Se supone también que la unién y accién de anticuerpos frente a CD40 humanos a
DC difieren dependiendo de los epitopos.

Se sabe que anticuerpos anti-CD40 o ligandos de CD40 pueden suprimir la proliferacion de lineas celulares de
linfoma que expresan CD40 y por tanto pueden inducir la muerte celular (Funakoshi S et al., Blood, 83: 2782, 1994;
Funakoshi S et al., Journal of Immunotherapy, 19, 93, 1996; Z. H. Zhou ef al., Hybridoma, 18: 471 1999; y Joseph A
et al., Cancer Research, 60: 3225, 2000). Lo que es interesante sobre los anticuerpos agonistas es que la funcion
del anticuerpo no siempre coincide siempre con la de CD40L. La accién de activar células B tampoco coincide con la
accion de suprimir el crecimiento tumoral de células B. Se desea desarrollar anticuerpos que tengan tanto capacidad
de activacion de DC como accién de supresion de la proliferaciéon de células tumorales. Ademas, entre los
anticuerpos agonistas, estan presentes tanto anticuerpos que inhiben como los que no inhiben la unién de CD40L a
CD40 (Challa A et al., Allergy, 54: 576, 1999). Por ejemplo, anticuerpos producidos por G28-5 (N.° de la ATCC HB-
9110) compiten con CD40L, de modo que no hay ningun efecto resultante del uso combinado con CD40L. El grado
de activacién de células que expresan CD40 difiere dependiendo de los anticuerpos. Incluso cuando los anticuerpos
presentan actividad agonista débil independientemente, el uso combinado de los anticuerpos con ligandos de CD40
puede promover mas significativamente la actividad en presencia de los anticuerpos, que la actividad resultante de
ligandos de CD40 solos. En contraposicion, incluso cuando los anticuerpos presentan actividad agonista
independientemente, la inhibicion de ligandos de CD40 puede disminuir la actividad en presencia de los anticuerpos
en un mayor grado que la actividad resultante de ligandos de CD40 solos (Pound et al., International Immunology,
11:11, 1999). Se mostré que con anticuerpos que no compiten con ligandos de CD40, puede lograrse una supresion
mas fuerte de la proliferacion en presencia de ligandos de CD40, aunque la accion de supresion de la proliferacion
de células tumorales del propio anticuerpo sea débil (Joseph A et al., Cancer Research, 60: 3225, 2000). Por
consiguiente, se desea desarrollar anticuerpos que se unen a CD40 para suprimir la proliferacion celular
independientemente, pero que no inhiban la unién de ligandos de CD40 a CD40. Aprovechando plenamente tales
caracteristicas, hay una posibilidad de desarrollar un agente terapéutico que sea mas eficaz que un CD40L soluble.
Por ejemplo, el CD40L soluble se activa mediante la unién con CD40, y al mismo tiempo, suprime la funcién de
CDA40L presente in vivo. Un anticuerpo que no compite con CD40L no provoca tal supresion, y puede esperarse que
tenga mejores efectos terapéuticos por el efecto sinérgico.

3. Anticuerpo antagonista

Mientras tanto, tal como se describié anteriormente, se espera que debido a que CD40 desempefia un papel
importante en la reaccion inmunitaria, puedan desarrollarse agentes terapéuticos para supresion inmunitaria tras
trasplante de 6rganos y contra enfermedad autoinmunitaria inhibiendo la uniéon de CD40 con su ligando. Sawada-
Hase et al., han notificado que la proporcion de células que expresan fuertemente CD40 aumentaba en monocitos
de sangre periférica de pacientes con enfermedad de Crohn. Sin embargo, los anticuerpos que inhiben la union de
CD40 con su ligando no se han entendido bien. Por ejemplo, tales anticuerpos que inhiben la unién pueden ser
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eficaces para el analisis funcional de CDA40, y la terapia contra una enfermedad, para la que se requiere activacion
de CD40. Ademas, también se ha mostrado que los anticuerpos que inhiben ligandos de CD40 tienen el potencial de
ser eficaces como agentes contra enfermedades con las que esta implicada la unién de CD40 con ligandos de
CD40. Sin embargo, se ha notificado que CD40L se expresa en plaquetas sanguineas activadas (V. Henn et al.,
Nature 391: 591, 1998). Por tanto, se ha notificado que existe el riesgo de provocar trombos, si se usan anticuerpos
anti-CD40L como agente terapéutico (T. Kawai et al., Nat. Medi. 6: 114, 2000). Desde un punto de vista de este tipo,
puede esperarse que anticuerpos contra CD40 sean mas seguros que anticuerpos anti-CD40L, como agente
terapéutico de anticuerpo que inhibe la union de CD40 con su ligando. Se requieren anticuerpos anti-CD40 para
suprimir la union de CD40L a CD40, y no activar CD40 mediante el propio anticuerpo.

Aunque se han realizado un gran numero de estudios en el pasado referentes a anticuerpos que se unen
especificamente a CD40 humano y suprimen la unién de CD40L a CD40 sin activar CD40, sdlo se ha notificado un
Unico caso, que es un anticuerpo de raton anti-CD40 humano, denominado 5D12 (J. Kwekkeboom et al.,
Immunology 79: 439, 1993). Ademas, no se ha sabido si los anticuerpos que muestran actividad de neutralizacion
para células B también pueden mostrar o no la misma para DC, es decir, si los anticuerpos pueden neutralizar la
accion de ligandos de CD40. Ademas, se ha notificado que la accidon de anticuerpos biotinilados anti-CD40 de ratén
se potencia mediante reticulacion con avidina (Johnson ef al., Eur J Immunol, 24: 1835, 1994). Se potencio la accion
de ligandos de CD40 solubles contra una linea de células B (células Ramos) usando anticuerpos (M2) contra
etiquetas (FLAG), que se habian proporcionado previamente mediante técnicas de ingenieria genética a los ligandos
solubles, y se midi6 la actividad de neutralizacion. Por tanto, se confirmé que 5D12 (N.° de la ATCC HB-11339)
presenta solo una actividad de neutralizacion ligera.

Se ha encontrado recientemente que 5D12, un anticuerpo antagonista, tiene actividad agonista por si mismo, como
resultado de reticulacion incluso en ausencia de CD40L. Convencionalmente, se ha notificado que la accion de
anticuerpos frente a CD40 de ratdn se potencia mediante reticulacion de biotina con avidina (Johnson et al., Eur J
Immunol, 24: 1835, 1994). Ademas, se ha sabido que el tratamiento en fase sélida de anticuerpos frente a CD40
usando anticuerpos anti-inmunoglobulina tratados en fase sélida sobre una placa conduce a un aumento en la
actividad para suprimir la proliferaciéon de células tumorales. Se ha creido que esto es un efecto que resulta del
tratamiento en fase solida. Sin embargo, no se sabia que cuando se afiaden anticuerpos anti-inmunoglobulina a una
disolucién de cultivo para la reticulacion de anticuerpos anti-CD40, pueda ser posible incluso para anticuerpos
antagonistas mostrar actividad agonista. Si los anticuerpos que van a usarse para la terapia tienen antigenicidad,
puede producirse un efecto completamente opuesto, de manera que se producen anticuerpos que se unen a
anticuerpos frente a CD40 en un cuerpo humano, y con los que se reticulan anticuerpos frente a CD40, de modo que
se produce una actividad igual que la de ligandos de CD40. Por consiguiente, en vista de la seguridad de un agente
terapéutico, es muy importante mantener la antigenicidad de los anticuerpos a un bajo nivel. Considérese un caso en
el que se desarrolla un agente terapéutico mediante tecnologia de humanizacion basandose en la secuencia de una
region variable de un anticuerpo de ratdén. Puesto que se sabe que los anticuerpos humanizados tienen
inmunogenicidad, pueden producirse anti-anticuerpos anti-CD40 humanizados tras la administracion.
Especificamente, puede haber un riesgo de que los anticuerpos se vuelvan anticuerpos agonistas. Incluso si la
antigenicidad es baja, pueden reticularse anticuerpos anti-CD40 con receptores de anticuerpos (FcR). A partir de
estos puntos, un anticuerpo antagonista preferido es un anticuerpo humano que se une especificamente a CD40,
suprime la uniéon de CD40L y no activa CD40 incluso mediante reticulacion, y presenta union débil a FcR.

Sumario de la invenciéon

Tal como se describié anteriormente, las funciones de DC se han analizado recientemente cada vez mas, de modo
que CD40 ha comenzado a reconocerse como un gen importante en el control de las funciones de DC. Partiendo de
estos antecedentes, el fin de la presente invencién es proporcionar mediante el empleo de un sistema de evaluacién
usando DC, un anticuerpo anti-CD40 humano o un fragmento funcional del mismo, que es sustancialmente
antagonista también frente a un antigeno CD40 humano en la superficie de células dendriticas (DC), y un anticuerpo
anti-CD40 agonista humano o un fragmento funcional del mismo que se espera que tenga un efecto terapéutico
mayor que el del anticuerpo convencional anti-CD40 humano.

Como resultado de estudios intensivos referentes a la preparacion de anticuerpos contra CD40 humano, se ha
completado la presente invencion teniendo éxito en la produccion de un anticuerpo antagonista y anticuerpo
agonista novedoso que se cree que tienen un efecto terapéutico contra la enfermedad mayor que el del anticuerpo
anti-CD40 conocido convencionalmente. Es decir, la presente invencion es tal como sigue.

[1.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo que se produce mediante el hibridoma KM341-1-19 (n.°
de registro FERM BP-7759).

[2.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo producido mediante el hibridoma
KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759).

[3.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
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maduras de una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo
producido mediante el hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759), estando representadas la secuencia
de aminoacidos de la region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera respectivamente por
SEQ ID NO: 28 y 30.

[4.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una regioén variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera de un anticuerpo, estando
representadas la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena
ligera respectivamente por SEQ ID NO: 28 y 30.

[5.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos que oscilan
respectivamente entre la 212 Q y la 1482 S de SEQ ID NO: 28 y oscilan entre el 21° E y la 1242 K de SEQ ID NO: 30.

[6.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, estando codificadas la
secuencia de aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera
respectivamente por secuencias de acido nucleico aisladas del hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-
7759).

[7.] Un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos que estan
codificadas respectivamente por secuencias de acido nucleico que oscilan entre la 1102 C y la 4932 A de SEQ ID
NO: 27 y que oscilan entre la 892 G y la 400% A de SEQ ID NO: 29.

[8.] El anticuerpo del fragmento funcional del anticuerpo de uno cualquiera de [1] a [7], que es un anticuerpo
humano.

[9.] Una composicion farmacéutica que contiene como principio activo el anticuerpo del fragmento funcional del
anticuerpo de uno cualquiera de [1] a [8].

[10.] Un agente inmunopotenciador, agente antitumoral o agente anti-enfermedad autoinmunitaria, que contiene
como principio activo el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de uno cualquiera de [1] a [8].

[11.] Uso del anticuerpo o el fragmento funcional del anticuerpo de uno cualquiera de [1] a [8] para la produccién de
una composicion farmacéutica para el tratamiento de pacientes que necesitan inmunopotenciacion, para el
tratamiento de tumores o para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias.

[12.] Hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759).
[13.] Un acido nucleico que codifica para la secuencia de aminoacidos de la porciéon madura de una region variable

de cadena pesada aislada a partir del hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759), en el que la region
variable de cadena pesada esta codificada por una secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 27.

[14.] Un acido nucleico que codifica para la secuencia de aminoacidos de la porcién madura de una region variable
de cadena ligera aislada a partir del hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759), en el que la region
variable de cadena ligera esta codificada por una secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 29.
[15.] El acido nucleico segun [13] o [14], que es ARN o ADN.

[16.] Un vector que comprende el acido nucleico de [13] o [14].

[17.] Una célula huésped que comprende el vector de [16].

[18.] Un método de produccién de un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que comprende cultivar la
célula huésped que comprende un vector que tiene el acido nucleico de [13] y el acido nucleico de [14] y que
expresa el anticuerpo del fragmento funcional del anticuerpo.

[19.] El fragmento funcional tal como se define en [2], que comprende una region variable de cadena pesada o una
region variable de cadena ligera de un anticuerpo producido mediante el hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro
FERM BP-7759).

[20.] El fragmento funcional tal como se define en uno cualquiera de [3] a [5], que comprende las porciones maduras
de una region variable de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 28 o una regién variable de cadena ligera

representada por SEQ ID NO: 30.

En el presente documento se dan a conocer:
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(1) Un anticuerpo contra un CD40 humano, o un fragmento funcional del mismo, que tiene al menos una propiedad
seleccionada de las siguientes propiedades (a) a (f) de:

(a) actuar sobre células dendriticas para producir IL-12 en presencia de LPS e IFNy;

(b) tener actividad para actuar sobre células dendriticas provocando que las células maduren, que es mayor que la
de un anticuerpo G28-5;

(c) tener actividad para promover que una linea de células B establecida exprese CD95, que es mayor que la del
anticuerpo G28-5;

(d) tener actividad para suprimir la proliferacion de una linea de células B establecida, que es mayor que la del
anticuerpo G28-5;

(e) inducir la muerte celular de una linea de células B establecida; y
(f) no inhibir la unién de ligandos de CD40 a CD40.

(2) El anticuerpo anterior o el fragmento funcional del mismo de la presente invencion, en el que la maduracion de
células dendriticas se realiza a una concentracion de 20 ug/ml o menos. Ademas, el anticuerpo o el fragmento
funcional del mismo promueve que la linea de células B establecida exprese CD95 a la concentraciéon de anticuerpo
de 20 ug/ml o menos. Los ejemplos de la linea de células B establecida incluyen Ramos, HS-Sulton o similares.

(3) Ademas, el anticuerpo anterior o el fragmento funcional del mismo de la presente invencidon conduce a la
produccion de 100 pg/ml o mas de IL-12 cuando se afiaden los anticuerpos con una concentracion de 0,1 ug/ml o
mas a células dendriticas con una concentracion de 1x10° células/ml, y la produccién de 1000 pg/ml o mas,
preferiblemente 10000 pg/ml o mas de IL-12 cuando se afiaden los anticuerpos con una concentraciéon de 1 pg/ml o
mas.

(4) Ademas, dentro del intervalo de concentracion de anticuerpo de entre 0,01 pg/ml y 10 ug/ml, el anticuerpo
anterior o el fragmento funcional del mismo de la presente invenciéon, que promueve que la linea de células B
establecida (célula Ramos) exprese CD95 con una eficacia de aproximadamente 2 a 3 veces mayor o mas que la
expresada por un anticuerpo G28-5 como control. Por ejemplo, con una concentracion de anticuerpo de 0,01 ug/ml,
la expresion se promueve con una eficacia de aproximadamente 2 a 6 veces mayor o mas que la expresada por el
anticuerpo G28-5 como control. Con una concentracion de anticuerpo de 0,1 pg/ml, la expresion se promueve con
una eficacia de aproximadamente 2 a 7 veces mayor o mas que la expresada por el anticuerpo G28-5 como control.
Con una concentracion de anticuerpo de 1 ug/ml, la expresion se promueve con una eficacia de aproximadamente 2
a 7 veces mayor o mas que la expresada por el anticuerpo G28-5 como control. Con una concentracion de
anticuerpo de 10 ug/ml, la expresion se promueve con una eficacia de aproximadamente 2 a 6 veces mayor o mas
que la expresada por el anticuerpo G28-5 como control.

(5) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene las secuencias de aminoacidos de una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo que se produce mediante un
hibridoma KM302-1 (n.° de registro: FERM BP-7578), KM341-1-19 (n.° de registro: FERM BP-7759), 2105 (n.° de
registro: FERM BP-8024) o F1-102 (n.° de registro: ATCC PTA-3337).

Nombre N.° de registro Fecha de | Depositado con:
depdsito
KM302-1 FERM BP-7578 9 de mayo de | International Patent Organism Depositary, National
2001 Institute of Advanced Industrial Science and Technology
KM341-1-19 | FERM BP-7759 27 de | (Central 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japon)
septiembre de
2001
2105 FERM BP-8024 17 de abril de
2002
F1-102 ATCC PTA-3337 | 24 de abril de | Coleccion americana de cultivos tipo (American Type
2001 Culture Collection) (10801 University Blvd. Manassas,
Virginia, 20110-2209, EE.UU.)

(6) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido
mediante un hibridoma F2-103, que se codifican respectivamente por ADN de plasmido con n.*® de registro ATCC
PTA-3302 y ATCC PTA-3303; una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del
anticuerpo producido mediante un hibridoma F5-77, que se codifican respectivamente por ADN de plasmido con n.”®
de registro ATCC PTA-3304 y ATCC PTA-3305; o una region variable de cadena pesada y una region variable de

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2491265713

cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma F5-157, que se codifican respectivamente por ADN
de plasmido con n.” de registro ATCC PTA-3306 y ATCC PTA-3307.

Nombre N.° de registro gecha. de | Depositado con:
eposito
Cadena pesada de ATCC PTA-3302 19 de abril | Coleccidon americana de cultivos tipo (American Type
F2-103 (F2-103-H) de 2001 Culture Collection) (10801 University Blvd. Manassas,
Cadena ligera de 19 de abril | Virginia, 20110-2209, EE.UU.)
F2-103 (F2-103-L) ATCC PTA-3303 de 2001
Cadena pesada de 19 de abril
F5.77 (F5-77-H) | ATCCPTA3304 | 40 501
Cadena ligera de 19 de abril
F5-77 (F5-77-L) ATCC PTA-3305 | 40 5001
Cadena pesada de 19 de abril
F5-157 (F5-157-H) ATCC PTA-3306 de 2001
Cadena ligera de 19 de abril
F5-157 (F5.157-L) | ATCC PTA3307 | 40 501

(7) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido
mediante un hibridoma KM341-1-19, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 28 y 30; una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma
2105, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 32 y 34; una regién variable de cadena pesada y
una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma 110, que estan representadas
respectivamente por SEQ ID NO: 36 y 38; una regién variable de cadena pesada y una regién variable de cadena
ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma 115, que estan representadas respectivamente por SEQ ID
NO: 40 y 42; una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido
mediante un hibridoma KM643-4-11, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 52 y 54; una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma
F2-103, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 60 y 62; o una region variable de cadena pesada
y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma F5-77, que estan
representadas respectivamente por SEQ ID NO: 64 y 66.

(8) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que estan codificadas por
secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un hibridoma KM341-1-19, que estan representadas
respectivamente por SEQ ID NO: 27 y 29; una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera que estan codificadas por secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un hibridoma 2105, que estan
representadas respectivamente por SEQ ID NO: 31 y 33; una region variable de cadena pesada y una regién
variable de cadena ligera que estan codificadas por secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un hibridoma
110, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 35 y 37; una regioén variable de cadena pesada y
una region variable de cadena ligera que estan codificadas por secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un
hibridoma 115, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 39 y 41; una region variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera que estan codificadas por secuencias de acido nucleico aisladas a
partir de un hibridoma KM643-4-11, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 51 y 53; una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que estan codificadas por secuencias de acido
nucleico aisladas a partir de un hibridoma F2-103, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 59 y
61; o una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que estan codificadas por
secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un hibridoma F5-77, que estan representadas respectivamente por
SEQ ID NO: 63y 65.

(9) Un anticuerpo frente a un CD40 humano, o un fragmento funcional del mismo, que tiene al menos una propiedad
seleccionada de las siguientes propiedades (g) a (j) de:

(9) neutralizar la accién de ligandos sobre CD40;
(h) neutralizar o aliviar uno o mas efectos que los ligandos, que son para CD40 en una linea de células B
establecida, tienen sobre células que expresan CD40, y tener accion agonista sobre CD40 sobre la linea de células

B establecida anterior mas débil que la de 5D12 debido a reticulacion mediante anticuerpos anti-inmunoglobulina;

(i) aliviar o neutralizar la accion de ligandos de CD40 sobre la linea de células B establecida para aumentar la
expresion de CD95; y

(j) tener accién antagonista sobre CD40 expresado sobre células dendriticas.
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(10) El anticuerpo o el fragmento funcional de (9) anterior puede suprimir la expresion de CD95 en células Ramos
hasta un nivel de aproximadamente el 10% o menos que el de un control, cuando se afiaden anticuerpos con una
concentracion de 0,1 ug/ml a las células Ramos con una concentracion de 1x10° células/ml complementadas con
una cantidad saturada de células que expresan CD40L; puede suprimir la expresiéon de CD95 en células Ramos
hasta el mismo nivel que el de un control negativo, cuando se afiaden los anticuerpos con una concentracion de
1 ug/ml; y puede suprimir la expresion de CD95 en las células Ramos hasta el mismo nivel que el del control
negativo, cuando se afiaden los anticuerpos con una concentracion de 10 pg/ml.

(11) El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de (9) anterior, en el que la proliferacion de células B de las
amigdalas se suprime in vitro en de aproximadamente el 80 al 95% o mas, cuando se afiaden los anticuerpos con
una concentracion de entre 0,001 pg/mly 10 ug/ml a 1x10° células B de las amigdalas complementadas con CD40L
soluble (1 pg/ml). Por ejemplo, cuando se afiaden los anticuerpos con una concentracion de entre 0,01 ug/ml y
10 pg/ml, se suprime la proliferacion de células B de las amigdalas en aproximadamente el 95% o mas. En
particular, cuando se afiaden los anticuerpos con una concentracion de 0,001 pg/ml, se suprime la proliferacion de
células B de las amigdalas en aproximadamente el 80% o mas.

(12) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene secuencias de aminoacidos de una regién variable
de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma KM281-1-
10 (n.° de registro: FERM BP-7579), 4D11 (n.° de registro: FERM BP-7758) o F4-465 (n.° de registro: ATCC PTA-
3338).

Nombre N.° de registro Fecha de | Depositado con:
deposito
KM281-1- FERM BP-7579 9 de mayo de | International Patent Organism Depositary, National Institute
10 2001 of Advanced Industrial Science and Technology (Central 6,
1-1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japon)
4D11 FERM BP-7758 27 de
septiembre de
2001
F4-465 ATCC PTA-3338 | 24 de abril de | Coleccion americano de cultivos tipo (American Type
2001 Culture Collection) (10801 University Blvd. Manassas, VA

20110-2209, EE.UU.)

(13) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido
mediante un hibridoma KM281-1-10, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 44 y 46; una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma
4D11, que estan representadas respectivamente por SEQ ID NO: 48 y 50; o una regioén variable de cadena pesada y
una region variable de cadena ligera del anticuerpo producido mediante un hibridoma F4-465, que estan
representadas respectivamente por SEQ ID NO: 56 y 58.

(14) Un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una regién variable de cadena pesada y una regioén variable de cadena ligera que estan codificadas por
secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un hibridoma KM281-1-10, que estan representadas
respectivamente por SEQ ID NO: 43 y 45; una regién variable de cadena pesada y una regién variable de cadena
ligera de un anticuerpo producido por un hibridoma 4D11, que estan representadas respectivamente por SEQ ID
NO: 47 y 49; o una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que estan codificadas
por secuencias de acido nucleico aisladas a partir de un hibridoma F4-465, que estan representadas
respectivamente por SEQ ID NO: 55 y 57.

(15) Los ejemplos del anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de (1) a (14) anteriores incluyen anticuerpos
humanos.

(16) Una composicion farmacéutica, que contiene como principio activo el anticuerpo o el fragmento funcional del
mismo de uno cualquiera de (1) a (15) anteriores.

(17) Un agente inmunopotenciador, agente antitumoral o agente anti-enfermedad autoinmunitaria, que contiene
como principio activo el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de uno cualquiera de (1) a (8) anteriores.

(18) Un agente inmunosupresor, agente anti-enfermedad autoinmunitaria, agente terapéutico contra alergias o
agente terapéutico contra el sindrome de inhibicion del factor VIIl de coagulacion sanguinea, que contiene como
principio activo el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de uno cualquiera de (9) a (14) anteriores.

(19) En el presente documento, puede determinarse un epitopo de un CD40 humano que el anticuerpo monoclonal
de la presente invenciéon reconoce mediante un método conocido, tal como examinando la unién a oligopéptidos
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sintéticos solapantes obtenidos a partir de la secuencia de aminoacidos primaria de CD40 humano (por ejemplo, Ed
Harlow y David Lane (ed.), Antibodies: A Laboratory Manual, 1988 Cold Spring Harbor Laboratory Press; patente
estadounidense n.° 4708871). También puede usarse un kit de biblioteca de péptidos con el proceso de
presentacion en fago (New England BioLabs) para el mapeo de epitopos. La presente invencidon también abarca un
anticuerpo o un fragmento funcional del mismo que reconoce un epitopo novedoso de CD40 humano que el
anticuerpo o el fragmento funcional del mismo producido por cada uno de los hibridomas anteriores reconoce.

(20) La presente invencion proporciona ademas un acido nucleico (ARN o ADNc) que codifica al menos para la
region variable de una cadena pesada y/o cadena ligera de un anticuerpo aislado a partir de cada uno de los
hibridomas anteriores, un vector que contiene el acido nucleico y una célula huésped que porta el acido nucleico.

La presente invencion se describira en detalle. Esta memoria descriptiva incluye parte o todos los contenidos dados
a conocer en la memoria descriptiva y/o los dibujos de la solicitud PCT PCT/US01/13672 (presentada el 27 de abril
de 2001), la solicitud de patente japonesa n.° 2001-142482 (presentada el 11 de mayo de 2001), la solicitud de
patente japonesa n.° 2001-310535 (presentada el 5 de octubre de 2001) y la solicitud de patente estadounidense
USSN 10/040.244 (presentada el 26 de octubre de 2001) que son documentos de prioridad de la presente solicitud.

Tal como se describe a continuacion, se ha encontrado que un anticuerpo monoclonal conocido 5D12 (n.° de la
ATCC HB-11339) que es antagonista para CD40 en células B no es antagonista para CD40 en DC. Se ha
encontrado ademas que muchos anticuerpos monoclonales muestran actividad agonista por si mismos como
resultado de reticulacion mediante anticuerpos anti-inmunoglobulina, incluso si son anticuerpos antagonistas que
bloguean la acciéon de CD40L.

1. Definicién
Los términos usados en esta memoria descriptiva se definen tal como sigue.

El término “CD40 humano” en la presente invencion significa un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
mostrada por Clark et al. (E. A. Clark et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4494, 1986) o Stamenkovic et al. (l.
Stamenkovic et al., EMBO J. 8: 1403, 1989). Especificamente, el CD40 humano es un polipéptido antigénico que se
expresa sobre la superficie de una célula B, DC, macréfago, célula endotelial, célula epitelial o células tumorales de
estas células.

El término “anticuerpo monoclonal anti-CD40” significa cualquier anticuerpo monoclonal contra CD40 expresado por
una célula, CD40 de longitud completa o CD40 de longitud parcial. Un anticuerpo monoclonal anti-CD40 mas
preferido se une a la porcion extracelular de CD40 y proporciona accién agonista o antagonista sobre las células que
expresan CDA40.

Ademas, el término “anticuerpo” en la presente invencion se deriva de un gen (denominado de manera genérica
“gen de anticuerpo”) que codifica para una regidon variable de cadena pesada, una region constante de cadena
pesada, una region variable de cadena ligera y una region constante de cadena ligera que componen una
inmunoglobulina. El anticuerpo de la presente invencion abarca un anticuerpo que es de cualquier clase de
inmunoglobulina y tiene cualquier isotipo. El término “fragmento funcional” del anticuerpo en la presente invencion es
una parte (un fragmento parcial) de un anticuerpo tal como se definié anteriormente, y significa un fragmento que
conserva una o mas acciones del anticuerpo sobre un antigeno. Los ejemplos especifico de tal fragmento funcional
incluyen F(ab’),, Fab’, Fab, Fv, FV con enlace disulfuro, FV monocatenario (scFV) y polimeros de los mismos (D. J.
King., Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies., 1998 T. J. International Ltd).

El término “anticuerpo humano” en la presente invencion significa un anticuerpo que es el producto de expresion de
un gen de anticuerpo derivado de ser humano.

El término “agonista” significa una accion para promover la unién de ligandos de CD40 a CD40 expresado sobre las
superficies de células tales como células B, células tumorales o células dendriticas, o una accién para proporcionar
células que expresan CD40 con uno o mas efectos que se proporcionan mediante ligandos de CD40 a células que
expresan CD40. El término “anticuerpo agonista” significa un anticuerpo que tiene una accién agonista de este tipo.

El término “antagonista” significa una accién para inhibir la unién de ligandos de CD40 a CD40 expresado sobre las
superficies de células tales como células B, células tumorales o células dendriticas, o una accién para neutralizar
uno o mas efectos que se proporcionan mediante los ligandos de CD40 a células que expresan CD40. El término
“anticuerpo antagonista” significa un anticuerpo que tiene una accién de este tipo.

El término “células dendriticas (DC)” en la presente invencion indica un grupo de células que también se denominan
leucocitos dendriticos que tiene una fuerte funcion de presentacion de antigenos. Las células dendriticas usadas en
el presente documento se inducen cultivando células precursoras positivas para CD34 contenidas en, por ejemplo,
médula 6sea, sangre de cordén umbilical o sangre periférica. Alternativamente, las células dendriticas pueden
obtenerse cultivando monocitos positivos para CD14 en sangre periférica en presencia de GM-CSF e IL-4.
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El término “DC inmaduras” significa DC que son negativas para CD14, fuertemente positivas para CD1a, positivas
para CD83, CD86 y positivas para CMH de clase I

El término “DC maduras” significa DC que son negativas para CD14, positivas para CD1a y que se han vuelto
fuertemente positivas para CD83, CD86 y CMH de clase Il.

El término “activar DC” en la presente invencion significa un cambio en el que se inducen DC en respuesta a la
estimulacion mediante CD40. Por ejemplo, también significa provocar la maduracion de DC inmaduras, la alta
expresion de CD80, CD86 y HLA-clase I, y la potenciaciéon de la produccion de IL-12. Alternativamente, cuando
coexisten células T, también significa estimular células T para promover su proliferacion.

El término “activar células B y una linea de células B” en la presente invencion significa un cambio en el que se
inducen células en respuesta a la estimulacién mediante CD40. Por ejemplo, significa provocar la sintesis de ADN,
promover la incorporacion de timidina y por tanto aumentar la cantidad de expresion de CD95.

2. Obtencion del anticuerpo

Para obtener el anticuerpo de la presente invencion, se prefiere inmunizar ratones usando como antigeno una linea
celular de raton recombinante génica que expresa un CD40 humano o un CD40 humano soluble que se ha
producido y purificado con recombinantes. Se prefiere usar ratones para la inmunizacion para producir anticuerpos
humanos (Tomizuka. et al., Proc Natl Acad Sci USA., 2000 vol. 97: 722). Seleccionando anticuerpos monoclonales
que se unen a CD40 humano soluble que se ha producido y purificado con recombinantes, pueden obtenerse mas
facilmente anticuerpos que reaccionan también frente a CD40 expresado sobre células distintas de células B que en
un caso en el que se seleccionan clones que reaccionan especificamente frente a células B. Pueden producirse
hibridomas mediante el método de Kohler y Milstein et al. (Nature, 1975 vol. 256: 495) usado generalmente en la
produccion de anticuerpos monoclonales usando las células de ganglios linfaticos o esplenocitos de ratones
inmunizados.

Ademas, la unién de CD40L soluble a CD40 se analiza usando un sistema de resonancia de plasmones de
superficie tal como BlAcore 2000 (Biacore), y entonces se seleccionan anticuerpos que no compiten con CD40L.
Ademas, se seleccionan anticuerpos que suprimen independientemente la supresion del crecimiento celular de
linfoma B. Ademas, se realiza la seleccion de anticuerpos usando la condicién de si actian o no sobre DC como
indicador. Esto permite la produccion y seleccion de anticuerpos con ventajas de actuar sobre células dendriticas o
células B sin competir con CD40L, y suprimir la proliferacion de células cancerosas que expresan CD40.

El anticuerpo de la presente invencién se obtiene cultivando el hibridoma asi obtenido. Ademas, se clona un gen que
codifica para un anticuerpo monoclonal humano o una regién variable del mismo a partir de una célula que produce
anticuerpos tal como una célula B o un hibridoma, el gen clonado se incorpora en un vector apropiado, y entonces
se introduce el vector en un huésped (por ejemplo, una linea celular de mamifero, Escherichia coli, célula de
levadura, célula de insecto o célula vegetal), de modo que puede prepararse un anticuerpo recombinante producido
mediante tecnologia de recombinacion génica (P. J. Delves., ANTOBODY PRODUCTION ESSENTIAL
TECHNIQUES., 1997 WILEY, P. Shepherd y C. Dean., Monoclonal Antibodies., 2000 OXFORD UNIVERSITY
PRESS; J. W. Goding., Monoclonal Antibodies: principles and practice., 1993 ACADEMIC PRESS). Ademas, se
genera ganado, cabras, ovejas o cerdos transgénicos, en los que se incorpora un gen de anticuerpo diana en el gen
enddgeno mediante técnicas de generacion de animales transgénicos. A partir de la leche de estos animales
transgénicos, pueden obtenerse anticuerpos monoclonales derivados a partir del gen de anticuerpo en grandes
cantidades. Cuando se cultivan hibridomas in vitro, se hacen crecer, se mantienen y almacenan de una manera
adecuada para diversas condiciones tales como las propiedades de especies celulares que van a cultivarse, fines de
experimentos y estudios, y métodos de cultivo. Entonces, pueden cultivarse los hibridomas usando cualquier medio
de nutrientes que se induce y prepara a partir de un medio de nutrientes conocido o medio basico conocido que se
usa para la produccién de anticuerpos monoclonales en el sobrenadante de cultivo.

3. Seleccion

La seleccion de anticuerpos agonistas se realiza mediante analisis usando linfoma B humano, de modo que pueden
seleccionarse los anticuerpos que promueven la expresion de CD95. Se afiaden ademas anticuerpos a una
disolucion de cultivo de DC purificada, y entonces se seleccionan anticuerpos que provocan maduracion.
Alternativamente, se seleccionan anticuerpos que muestran actividad para hacer proliferar células T en una reaccién
de linfocitos mixtos usando DC inmaduras. Ademas, se afiaden anticuerpos frente a DC maduras, y entonces se
seleccionan anticuerpos que tienen accién para promover la produccion de IL-12. Ademas, se seleccionan
anticuerpos que tienen actividad para suprimir el crecimiento de células tumorales que expresan CD40 o actividad
para inducir la muerte celular de las células tumorales. Puede distinguirse la competicién con CD40L de otros casos
basandose en si el anticuerpo inhibe o no la unién de CD40 soluble con ligandos de CD40 soluble usando, por
ejemplo, un sistema de resonancia de plasmones de superficie (BIOCore). Alternativamente, también puede
distinguirse de otros casos basandose en si el anticuerpo potencia o no la accién de ligandos de CD40 sobre una
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linea de células B.

La seleccién de anticuerpos antagonistas se realiza mediante analisis usando linfoma B humano. La adicion
adicional de CD40L soluble que tiene FLAG como etiqueta en presencia de anticuerpo anti-FLAG permite la
selecciéon de anticuerpos que inhiben mas fuertemente la unidon de CD40L soluble a CD40 sobre las células de
linfoma B humano. Mediante la introduccién de un que codifica para CD40L en lugar de CD40L soluble, también es
posible usar células recombinantes que expresan muchos ligandos de CD40 sobre la superficie celular.
Posteriormente, se reticulan anticuerpos humanos con anticuerpos anti-lgG humana, de modo que se eliminan
clones que activan linfoma B mediante reticulaciéon. Ademas, se seleccionan anticuerpos que muestran actividad
para suprimir la proliferacion de células T en una reaccion de linfocitos mixtos usando DC purificadas y maduradas,
o anticuerpos que tienen accién para suprimir la produccion de IL-12 cuando se afiaden ligandos de CD40 a DC
maduras.

Los anticuerpos que se obtienen tal como se describié anteriormente tienen al menos cualquiera de las siguientes
propiedades que se cree que son terapéuticamente eficaces.

(1) En el caso de anticuerpo agonista

(a) El anticuerpo actia sobre células dendriticas para provocar la producciéon de IL-12 en presencia de LPS
(lipopolisacarido) e IFNy. La concentracion de LPS en este caso oscila entre 10 pg/ml y 10 ng/ml y la concentracion
de IFNy oscila entre 10* M y 102 M. Con una concentracion de anticuerpo de 1 pg/ml o mas, o preferiblemente
0,1 ng/ml 0 mas, la cantidad de produccién de IL-12 es mayor que la de en una prueba usando un anticuerpo G28-5
como control, el anticuerpo anti-CD40 agonista conocido. Cuando se afiaden los anticuerpos con una concentracion
de 0,1 ug/ml o mas a células dendriticas con una concentracion de 1x10° células/ml, 100 pg/ml o mas se produce IL-
12, o cuando se afiaden los mismos con una concentracion de 1 ug/ml o mas, 1.000 pg/ml o mas, o preferiblemente,
10.000 pg/ml o mas se produce IL-12 (véanse los ejemplos 9 y 13).

(b) El anticuerpo tiene accion de unidon a células dendriticas y por tanto provoca la maduracion de las células
dendriticas. Ademas, cuando se cultivaron los anticuerpos con una concentracion de 20 ug/ml o menos,
preferiblemente de 0,1 a 15 pg/ml; mas preferiblemente de 5 a 15 pg/ml con células dendriticas, la actividad que
provoca la maduracién es mas alta que la del anticuerpo G28-5 (véase el ejemplo 9).

(c) El anticuerpo tiene actividad para promover la expresion de CD95 de una linea de células B establecida, que es
mayor que la del anticuerpo G28-5. En este caso, con una concentracion de anticuerpo de 10 ug/ml o mas,
preferiblemente 1 ug/ml o mas, preferiblemente de manera adicional 0,1 pg/ml o mas, todavia preferiblemente de
manera adicional 0,01 ug/ml o mas, y lo mas preferiblemente 0,001 ug/ml o mas, la actividad para promover la
expresion de CD95 es mas alta que la del anticuerpo G28-5 que se usa como control en una prueba. Las razones de
actividad del anticuerpo G28-5, que se us6 en una prueba como control, para promover la expresion de CD95 con
respecto a las mismas del anticuerpo con concentraciones de 10 ug/ml, 1 ug/ml, 0,1 pg/mly 0,01 ug/ml son tal como
se muestran a continuacion (tabla 1).

Tabla 1
Concentracion de anticuerpo Razén
10 pg/ml Aproximadamente 2 veces, de manera preferible aproximadamente 3 veces,
mas preferiblemente 4,5 veces, y preferiblemente de manera adicional 6 veces
1 pg/mi Aproximadamente 2 veces, de manera preferible aproximadamente 5 veces, de

manera mas preferible aproximadamente 6 veces, y mas preferiblemente de
manera adicional 7 veces

0,1 pg/ml 2 veces, preferiblemente 6 veces, de manera mas preferible aproximadamente
7 veces
0,01 pg/mi 2 veces, preferiblemente 4 veces, mas preferiblemente 5 veces, preferiblemente

de manera adicional aproximadamente 6 veces

La expresion promovida de CD95 significa que el anticuerpo activa la linea de células B establecida. En el presente
documento, los ejemplos de la linea de células B establecida incluyen células Ramos y células HS-Sulton. Ademas,
las células Ramos son de linfoma de Burkitt, que son células modelo de células B centroblasticas humanas. Las
células HS-Sulton son de linfoma de Burkitt (véanse los ejemplos 6 y 12).

(d) El anticuerpo tiene actividad para suprimir la sintesis de ADN, incorporacion de timidina y proliferacion de la linea
de células B establecida (células Ramos o células HS-Sulton), que es mas alta que la del anticuerpo G28-5. La
concentracion de anticuerpo en este caso es de al menos 0,05 pug/ml, o preferiblemente de 0,1 a 15 ug/ml (véase el
ejemplo 8).
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(e) El anticuerpo induce la muerte celular de la linea de células B establecida (véase el ejemplo 16).

(f) El anticuerpo no inhibe la unién de ligandos de CD40 a CD40. El término “no inhibe” significa que CD40L puede
unirse a CD40 en el mismo grado que cuando el anticuerpo esta ausente, incluso cuando el anticuerpo se une
previamente a CD40 (es decir, en presencia del anticuerpo). O bien uno de o bien ambos ligandos de CD40 y CD40
pueden ser de un tipo de una proteina que se expresa sobre la membrana o una proteina soluble (véase el ejemplo
11).

Se producen anticuerpos que tienen las propiedades anteriores, por ejemplo, mediante un hibridoma KM302-1
(FERM BP-7578) y un hibridoma KM341-1-19 (FERM BP-7759).

Se determinaron las secuencias de nucleétidos y secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena
pesada (cadena H) y cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monoclonal producido mediante el hibridoma
KM341-1-19 (ejemplo 17). La presente invencion proporciona ADN que codifica al menos para la region variable de
cadena pesada, o la cadena pesada de longitud completa y ADN que codifica para la region variable de cadena
ligera del anticuerpo monoclonal producido mediante el hibridoma KM341-1-19. Los ADN también incluyen otros
ADN que codifican para las mismas secuencias de aminoacidos debido a la degeneracion de codones ademas de
los descritos en el ejemplo 17. Ademas, la presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales o fragmentos
funcionales de los mismos tal como se especifica mediante las secuencias de aminoacidos de al menos las regiones
variables de cadena pesada o las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas de longitud completa, y las
secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena ligera, tal como se da a conocer en el ejemplo 17.

(2) En el caso de anticuerpo antagonista

(g) El anticuerpo neutraliza la accién de ligandos para CD40. En el presente documento, el término “la acciéon de
ligandos” significa tanto la accion de ligandos expresados sobre células T u otras células, como la accién de ligandos
libres para CD40 (véanse los ejemplos 7 y 14).

(h) El anticuerpo neutraliza uno o mas efectos que los ligandos para CD40 en la linea de células B establecida
tienen sobre células que expresan CD40, y no muestran accién agonista frente a CD40 en la linea de células B
establecida anterior mediante reticulaciéon mediante anticuerpos anti-inmunoglobulina. Esta accién es mas débil que
la de 5D12. Los “efectos que los ligandos tienen sobre células que expresan CD40” significa la activacion de las
células que expresan CD40. Especificamente en células B, el efecto significa la activacion de la incorporacion de
timidina y proliferacion de células B, y la activacion de la expresion potenciada de CD95 en la linea de células B
establecida. Ademas, en DC, el efecto significa la activacion de la maduracion de DC, la activacion de la expresion
potenciada de CD86 y HLA-DR, la activacion de la incorporacion de timidina por las células T coexistentes, la
promocion de la proliferacion, la activacion de la produccion de IL-12 e IL-10, y similares. La reticulacion mediante
anticuerpos anti-inmunoglobulina se realiza provocando la presencia de 0,1 pg/ml o mas de anticuerpos anti-
inmunoglobulina en una disolucién de cultivo (véase el ejemplo 7).

(i) El anticuerpo alivia o neutraliza la actividad de CD40L reticulado o CD40L expresado por células para potenciar la
expresion de CD95 en la linea de células B establecida. El anticuerpo también alivia o neutraliza la actividad de
CD40L, cuya accion se potencia mediante reticulacion mediante anticuerpos y similares contra etiquetas. La unién
de ligandos (incluyendo tanto ligandos libres como ligandos expresados por células especificas) para CD40 a células
que expresan CD40 provoca transduccion de sefiales intracelulares, y finalmente provoca que las células expresen
CD95 (Fas) sobre las superficies celulares. Por consiguiente, el anticuerpo antagonista de la presente invencion
inhibe la transduccion de sefales anterior uniéndose a CD40, neutralizando de ese modo la expresion de CD95. La
concentracion de anticuerpo en este caso es de 1 ug/ml o mas, o preferiblemente de 0,1 ug/ml o mas (véanse los
ejemplos 7'y 14).

(j) El anticuerpo es antagonista frente a CD40 en DC. Especificamente, el anticuerpo alivia o neutraliza la actividad
de CD40L para activar DC. Cuando se estimulan DC mediante ligandos en células T que coexisten con las DC, se
activan las células T, de manera que se promueven la incorporaciéon de timidina y similares. En la reaccion de
linfocitos mixtos, en la que se permite que coexistan DC y células T que se derivan ambas de individuos diferentes,
DC interaccionan con células T, provocando de ese modo la activacion de células T. El anticuerpo antagonista de la
presente invencion inhibe la interacciéon anterior uniéndose a CD40, dando como resultado la supresion de la
incorporacion de timidina. La concentracion de anticuerpo en este caso es de al menos 0,001 pg/ml, o
preferiblemente de 0,1 a 10 ug/ml (véase el ejemplo 10).

El anticuerpo antagonista anterior se produce mediante, por ejemplo, hibridomas KM281-1-10 (FERM BP-7579) y
KM281-2-10-1-2 (FERM BP-7580) (9 de mayo de 2001, the International Patent Organism Depositary (IPOD) en el
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Central 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaraki) y
4D11 (FERM BP-7758).

(3) El anticuerpo de la presente invencion puede alterarse para dar un anticuerpo de una subclase diferente (por
ejemplo, véase la publicacion EP314161), mediante modificacion mediante técnicas de ingenieria genética
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conocidas por un experto en la técnica, especificamente mediante sustitucion de una regién que define la subclase
de una cadena pesada de anticuerpo por una region que define otra subclase. Pueden unirse directamente una
region variable de cadena pesada y la regién constante de otra subclase. Por ejemplo, una alteracion de la subclase
del anticuerpo de la presente invencion a IgG2 o 1IgG4 hace posible disminuir el grado de unién del anticuerpo a un
receptor de Fc. Especificamente, se introduce el sitio Nhe | (GCTAGC) en una cadena pesada de anticuerpo
humana, sitio de EU index 118 (Ala), 119 (Ser) segun Kabat et al (Sequence of Proteins of Immunological Interest, 52
Ed. Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)). Mediante digestion usando la enzima
de restriccion, puede realizarse el cambio a otra subclase, IgG, sin alterar el aminoacido. Ademas, la alteracion
artificial de la secuencia de aminoacidos de una region constante, o la unién de una secuencia de region constante
que tiene una secuencia alterada de este tipo con la region variable del anticuerpo de la presente invencién puede
disminuir el grado de union a un receptor de Fc (Lund J., et al., J. Immunol. 1991 vol 147: 2657-2662), o también
puede aumentar o disminuir la actividad de CDC (Tao M., et al., J. Exp. Med. 1991 vol 1025-1028, Idusogie E E., et
al., J. Immunol. 2001 vol. 166: 2571-5). Ademas, para evitar la accion de CCDA, CDC o similares, sélo pueden
seleccionarse previamente anticuerpos de subclase 1gG2 o IgG4. Ademas, la unién de un radiondclido, toxina
bacteriana, agente quimioterapico, profarmaco o similares con el anticuerpo de la presente invencién puede
potenciar adicionalmente el efecto terapéutico contra una enfermedad tal como cancer.

4. Composicién farmacéutica

Una composicién farmacéutica que contiene una preparacion farmacéutica que es el anticuerpo purificado de la
presente invencién también se abarca por el alcance de la presente invencién. Una composicién farmacéutica de
este tipo contiene preferiblemente un diluyente o portador fisioldgicamente aceptable ademas del anticuerpo, o
puede ser una mezcla con otros anticuerpos u otros farmacos, tales como antibioticos. Los ejemplos del portador
apropiado incluyen, pero no se limitan a, una solucién salina fisiolégica, una solucién salina tamponada con fosfato,
una solucion salina de glucosa tamponada con fosfato y una solucion salina fisiolégica tamponada. Alternativamente,
el anticuerpo se liofiliza, y entonces se usa cuando sea necesario afiadiendo la disolucion acuosa tamponada
anterior para su reconstruccion. Los ejemplos de la via de administracién incluyen una via oral y una via parenteral
incluyendo inyecciones intravenosas, intramusculares, hipodérmicas e intraperitoneales o suministro del farmaco.

En este caso, la dosis eficaz que va a administrarse como una combinacién de la dosis eficaz del anticuerpo de la
presente invencion, un diluyente apropiado y un portador farmacoldégicamente aceptable oscila entre 0,1 mg y
100 mg por kg de peso corporal por administracion. La administracion se realiza a intervalos de 2 dias a 8 semanas.

Cuando se usa una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo de la presente invencion, y
particularmente, cuando se usa el anticuerpo agonista, la composicién se usa como farmaco inmunopotenciador
(agente antiviral y farmaco antiinfeccioso), agente antitumoral o agente anti-enfermedad autoinmunitaria. Multiples
ejemplos de estas enfermedades pueden aparecer a la vez. Alternativamente, el anticuerpo también puede usarse
como adyuvante en combinacién con una vacuna tal como un péptido especifico de cancer. Cuando la composicion
contiene el anticuerpo antagonista, es util como agente inmunosupresor (agente profilactico o terapéutico contra
rechazo inmunolodgico o GVHD tras el trasplante de islotes de Langerhans, rifiones o similares) tras el trasplante de
6rganos o un agente anti-enfermedad autoinmunitaria (por ejemplo, contra el reima, o como agente terapéutico
contra esclerosis arterial, esclerosis diseminada, lupus eritematoso sistémico, trombocitopenia idiopatica o
enfermedad de Crohn), agente terapéutico contra alergias tales como asma, o agente terapéutico contra el sindrome
de inhibicion del factor VIII de coagulacion sanguinea. Mdltiples ejemplos de estas enfermedades pueden aparecer a
la vez.

Cuando el anticuerpo anti-CD40 se usa como medio terapéutico contra una enfermedad en la que esta implicado
CD40, puede esperarse que puedan obtenerse anticuerpos que proporcionan un mejor efecto terapéutico
seleccionando los anticuerpos usando la funciéon de DC como indicador.

En el caso del anticuerpo agonista, puede esperarse que puedan obtenerse anticuerpos que tienen una fuerte
accion de inmunopotenciacion seleccionando anticuerpos que pueden activar DC mas eficazmente. Ademas,
usando la promocién de la produccion de IL-12 por DC maduras como indicador, pueden obtenerse anticuerpos que
tienen fuerte accion de induccién de CTL. Mediante la induccién de CTL, pueden obtenerse anticuerpos que son
altamente eficaces para eliminar células infectadas con virus o células tumorales. Ademas, puesto que pueden
esperarse efecto sinérgicos, los anticuerpos preferidos se unen a CD40 sin inhibir la unién de ligandos de CD40 a
CD40. Cuando se considera el tratamiento contra el cancer, si estan presentes anticuerpos que inducen
directamente la muerte celular de células cancerosas que expresan CD40 o suprimen su proliferacion, y activan de
manera eficaz DC, se esperan efectos sinérgicos de éstos, y tales anticuerpos pueden ser un agente terapéutico que
puede usarse contra tumores que no expresan CD40. Se considera que estos anticuerpos son Utiles como agentes
terapéuticos contra enfermedades virales o agentes antitumorales.

Al mismo tiempo, también se espera que anticuerpos que se unen especificamente a CD40 y suprimen la union de
CD40L sin activar CD40 puedan suprimir no sélo la accion de ligandos para células B, sino también la accién sobre
DC. Sin embargo, hasta la fecha se han obtenido anticuerpos usando como indicador su efecto sobre células B. Por
tanto, es altamente significativo obtener anticuerpos que tienen una fuerte accién supresora también sobre células
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dendriticas y desarrollarlos como producto farmacéutico. Ademas, es de interés que el anticuerpo anti-CD40 pueda
tener una accion totalmente opuesta mediante reticulacion tal como se describié anteriormente. Por tanto, se
requieren anticuerpos que no activan CD40 ni siquiera mediante reticulaciéon. También es de interés que anticuerpos
monoclonales derivados a partir de un mamifero no humano tal como un ratén, anticuerpos quiméricos que
consisten en la region variable de un anticuerpo monoclonal de ratén y una region constante de una inmunoglobulina
humana y anticuerpos humanizados que resultan del injerto de CDR, que se han notificado hasta la fecha como
anticuerpos contra CD40 humano, tengan antigenicidad. Por tanto, es deseable un anticuerpo humano como
anticuerpo para inhibir la unién con ligandos de CD40.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra que anticuerpos KM302-1 promovian la expresién de CD95.

La figura 2A muestra que los anticuerpos antagonistas neutralizaban la accion de ligandos de CD40 sobre células
Ramos.

La figura 2B muestra que los anticuerpos antagonistas neutralizaban la accion de ligandos de CD40 sobre células
Ramos.

La figura 3 muestra que anticuerpos KM281-1-10 neutralizaban la accion de ligandos de CD40 sobre células Ramos.
La figura 4 muestra que anticuerpos KM281-1-10 reticulados no promovian la expresion de CD95.

La figura 5 muestra que anticuerpos 5D12 reticulados promovian la expresion de CD95.

La figura 6 muestra el efecto supresor de la proliferacion de anticuerpos KM302-1 sobre células tumorales.

La figura 7 muestra que anticuerpos KM302-1 promovian la maduraciéon de DC.

La figura 8 muestra que anticuerpos KM302-1 promovian la produccién de IL-12 de DC.

La figura 9 muestra que anticuerpos KM281-1-10 neutralizaban la accion de ligandos de CD40 sobre DC.

La figura 10 muestra que anticuerpos KM281-1-10 neutralizaban la accién de ligandos de CD40 sobre DC.

La figura 11 muestra que anticuerpos KM302-1 activaban DC-MLR inmaduras.

La figura 12 muestra que anticuerpos KM341-1-19 y similares promovian la expresién de CD95 de células Ramos.
La figura 13 muestra que anticuerpos KM341-1-19 promovian la produccion de IL-12 de DC maduras.

La figura 14 muestra que anticuerpos KM341-1-19 promovian la produccion de IL-10 de DC maduras.

La figura 15 muestra que anticuerpos 4D11 y similares neutralizaban la accién de ligandos de CD40 sobre células
Ramos.

La figura 16 muestra que anticuerpos KM302-1 mostraban efecto antitumoral en el modelo de ratén trasplantado con
células tumorales humanas.

La figura 17 muestra que anticuerpos KM341-1-19 mostraban un efecto supresor de la proliferacion contra células
tumorales.

La figura 18 muestra que F4-465, 4D11 y KM281-1-10 suprimian la produccion de IgG especifica de antigeno.
La figura 19 muestra que F4-465, 4D11 y KM281-1-10 suprimian la produccion de IgM especifica de antigeno.
La figura 20 muestra que F4-465 suprimia la proliferacion de células de las amigdalas.

B. MEJOR MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

La presente invencion se describira en detalle en referencia a los ejemplos. Sin embargo, el alcance técnico de la
invencion no se limita por estos ejemplos.

[Ejemplo 1] Preparacion de antigeno

(1) Célula
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Las células EL-4 son de una linea de células T establecida derivada de ratén, y pueden obtenerse facilmente (n.° de
la ATCC: TIB-39). Se adquirieron células Ramos B (n.° de la ATCC: CRL-1596) e hibridoma G28-5 (HB-9110) y
5D12 (HB-11339) que producen anticuerpo anti-CD40 de raton de la ATCC.

(2) Expresion y purificacion de antigeno

Se amplificaron regiones extracelulares mediante PCR usando ADNc de CD40 (numero de registro de Genbank:
NM_001250) como molde y los siguientes cebadores en las condiciones de 20 ciclos de 95°C durante 5 segundos,
55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos.

Cebador 1: 5-CCCAGATCTGTCCATCCAGAACCACCCACTGCATGCAGAG-3’ (SEQ ID NO: 1)
Cebador 2: 5-ACAAGATCTGGGCTCTACGTATCTCAGCCGATCCTGGGGAC-3’ (SEQ ID NO: 2)

Se insertd el ADNc amplificado tras la secuencia sefial de melitina y antes de la region FC derivada de IgG2a de
raton o FC derivada de IgG1 humana de un vector pFastBac (Gibco BRL). Para producir CD40, se prepararon
baculovirus recombinantes segun las instrucciones. Se infectaron células Th5 con los virus recombinantes, y
entonces se cultivaron durante 4 dias. Se tratdé el sobrenadante con un filtro de 0,22 nm, se anadié al mismo
proteina G-Sepharose (Amersham Pharmacia) y entonces se agité suavemente la mezcla a 4°C. Tras una noche, se
transfirio la Sepharose a una columna y entonces se lavo con un volumen de 20x de PBS. Se eluy6 proteina FC
frente a CD40 humano con un tampon glicina 20 mM (pH 3,0). Se obtuvo el vector para expresar CD40 sobre las
superficies celulares de Randolph J. Noelle (Inui, S et al., EJI, 20, 1747-1753, 1990). Se escindié el ADNc de
longitud completa con la enzima Xba |, y entonces se inserté en pCDNA3 (INVITROGEN). Se introdujo el vector en
células EL-4, y entonces se cultivaron las células en presencia de G418 0,5 mg/ml (Gibco BRL), obteniendo de ese
modo una cepa de expresion estable. Se confirmé la expresion de CD40 mediante analisis de FACS usando
anticuerpos anti-CD40 humano conjugados con FITC (Pharmingen).

[Ejemplo 2] Generacidon de ratones para la inmunizacion

Los ratones usados para la inmunizacion tenian antecedentes genéticos por los cuales eran homocigotos para
ambas cadena ligera x y cadena pesada de Ig endogenas alteradas, y los ratones albergaban al mismo tiempo un
fragmento del cromosoma 14 (SC20) que contenia un locus génico de cadena pesada de Ig humana, y un transgén
de cadena Igk humana (KCo5). Se generaron estos ratones cruzando ratones de una linea A que tenia un locus
génico de cadena pesada de Ilg humana con ratones de una linea B que tenia un transgén de cadena Igx humana.
Los ratones de la linea A son homocigotos para ambas cadena ligera k y cadena pesada de Ig endogenas alteradas,
y albergan un fragmento del cromosoma 14 (SC20), que puede transmitirse a la progenie, tal como se describe, por
ejemplo, en el informe de Tomizuka et al. (Tomizuka. et al., Proc Natl Acad. Sci USA., 2000 vol. 97: 722). Se
inmunizaron los ratones de la linea A, de modo que se obtuvieron los siguientes hibridomas F2-103 y F5-77.
Ademas, los ratones de la linea B (ratones transgénicos) son homocigotos para ambas cadena ligera k y cadena
pesada de Ig enddgenas alteradas, y albergan un transgén de cadena Igk humana (KCo5), tal como se describe, por
ejemplo, en el informe de Fishwild et al. (Nat Biotechnol., 1996 vol. 14:845).

Se usaron individuos obtenidos cruzando ratones macho de la linea A con ratones hembra de la linea B, o ratones
hembra de la linea A con ratones macho de la linea B, y que tenian una cadena ligera x y cadena pesada de Ig
humana detectadas simultaneamente en los sueros (Ishida & Lonberg, IBC’s 11th Antibody Engineering, Abstract
2000) para el siguiente experimento de inmunizacion. Ademas, los ratones productores de anticuerpos humanos
anteriores estan disponibles de Kirin Brewery Co., Ltd por medio de contrato. Inmunizando los ratones anteriores, se
obtuvieron los siguientes hibridomas KM302-1, KM341-1-19, KM643-4-11, 2053, 2105, 3821, 3822, 285, 110, 115,
KM281-1-10, KM281-2-10-1-2, KM283-5, KM292-1-24, KM225-2-56, KM341-6-9, 4D11, 5H10, 11E1, 5G3, 3811,
3411 y 3417. Ademas, también se usaron ratones quiméricos (Kuroiwa et al., Nat Biotechnol., 2000 vol. 18:1086)
que albergaban cadena lambda de anticuerpo humano notificados por Kuroiwa et al. para el siguiente experimento
de inmunizacién. Se obtuvo un hibridoma F4-465 a partir del raton.

[Ejemplo 3] Preparacién de anticuerpo monoclonal humano contra CD40 humano

Se prepararon anticuerpos monoclonales en este ejemplo segin un método general descrito en la Introduccion de
Procedimientos Experimentales para Anticuerpos Monoclonales (escrito por Tamie ANDO ef al., KODANSHA, 1991).
El CD40 humano usado como inmundgeno en el presente documento fue la FC frente a CD40 humano FC y células
EL-4 que expresan CD40 preparadas en el ejemplo 1. Los animales usados en el presente documento para la
inmunizacion fueron ratones que producian anticuerpos humanos que producian la inmunoglobulina humana
preparada en el ejemplo 2.

Se inmunizaron los ratones que producian anticuerpos humanos con de 2 a 100 pg/inmunizacién de CD40: hFc por
raton. Excluyendo la primera inmunizacién, se mezcld una disolucion de antigeno con un volumen equivalente de
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adyuvante incompleto de Freund (Sigma), y entonces se inyecto por via subcutanea en varias posiciones separadas.
Se realiz6é la inmunizacién de 3 a 4 veces aproximadamente cada de 10 dias a 3 semanas. Para la primera
inmunizacion, se usé adyuvante incompleto de Freund (Sigma). Se recogi6 sangre de la cola del raton, y entonces
se midieron los anticuerpos y y « contra CD40 en el suero usando ELISA. De 3 a 4 dias antes de la extirpacion del
bazo, se realiz6 la inmunizacion final inyectando 20 pug de CD40: Fc disuelta en PBS por medio de la vena caudal.

Se inmunizaron los ratones que producian anticuerpos humanos con células EL-4 de ratén que expresaban CD40
humano. Se suspendieron células EL-4 (10° células/ml) en PBS, y entonces se mezclaron suavemente con un
volumen equivalente de adyuvante RIBI emulsionado previamente con PBS. Se realizd la inmunizacién con las
células de 3 a 5 veces aproximadamente cada de 10 dias a 3 semanas. Cuando no se usé el adyuvante, se
irradiaron las células con rayos X con 8000 rad para su uso.

Se obtuvo quirdrgicamente el bazo de los ratones inmunizados. Se mezclaron los esplenocitos recogidos con
mieloma de raton SP2/0 (n.° de la ATCC: CRL1581) a una razén de 5 a 1. Se fusionaron las células usando
polietilenglicol 1500 (Boehringer Mannheim) como agente para la fusion celular, preparando de ese modo un gran
numero de hibridomas. Se realizé la seleccidon de hibridomas mediante cultivo en medio DMEM que contenia HAT
(Gibco BRL) complementado con suero de ternero fetal al 10% (FCS), hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina
(T). Ademas, se obtuvieron clones individuales mediante el método de dilucion limitante usando medio DMEM que
contenia HT. Se realizé el cultivo en una placa de microtitulacion de 96 pocillos (Beckton Dickinson). Se realizé la
seleccion de clones de hibridomas que producian anticuerpos monoclonales humanos anti-CD40 humano mediante
medicion usando ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) y clasificador celular activado por
fluorescencia (FACS), tal como se describe mas adelante en el ejemplo 4.

Se realizd la seleccion del hibridoma que producia anticuerpo monoclonal mediante ELISA mediante 3 tipos de
analisis de ELISA y FACS tal como se describe a continuacion. Por tanto, se obtuvo un gran numero de hibridomas
que producian anticuerpos monoclonales humanos que tenian cadena y de inmunoglobulina humana (hlgy) y cadena
ligera k de inmunoglobulina humana, y tenian reactividad especifica frente a CD40 humano. En cualquiera de los
siguientes ejemplos incluyendo este ejemplo, y las tablas y las figuras que muestran los resultados de pruebas de
los ejemplos, cada clon de hibridoma que producia el anticuerpo monoclonal humano anti-CD40 humano de la
presente invencion se indicé usando simbolos. Un clon representado mediante los simbolos seguido por “anticuerpo”
significa un anticuerpo que se produce por cada uno de los hibridomas, o un anticuerpo recombinante que se
produce por una célula huésped que porta un gen de anticuerpo (longitud completa o una regioén variable) aislado del
hibridoma. Ademas, dentro de un intervalo contextualmente claro, el nombre de un clon de hibridoma puede
expresar el nombre de un anticuerpo.

Los siguientes clones de hibridoma representan clones individuales.

Anticuerpo agonista:

KM302-1, KM341-1-19, KM643-4-11, 2053, 2105, 3821, 3822, 285, 110, 115, F1-102, F2-103, F5-77 y F5-157.
Anticuerpo antagonista:

KM281-1-10, KM281-2-10-1-2, KM283-5, KM292-1-24, KM225-2-56, KM341-6-9, 4D11, 5H10, 11E1, 5G3, 3811,
3411, 3417 y F4-465.

Se depositaron 3 clones de hibridoma KM 302-1, KM 281-1-10 y KM 281-2-10-1-2 entre ellos el 9 de mayo de 2001,
se depositaron los clones K341-1-19 y 4D11 el 27 de septiembre de 2001 y se deposité el clon 2105 el 17 de abril de
2002, en el International Patent Organism Depositary en el National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (Central 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén) segun el tratado de Budapest. Se depositaron
plasmidos que tenian las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de F2-103, F5-77 y F5-157 el 19 de
abril de 2001, y se depositaron los clones de hibridoma F1-102 y F4-465 el 24 de abril de 2001 en la ATCC
(Coleccion Americana de Cultivos Tipo, 10801 University Blvd., Manassas, Virginia, EE.UU.) segun el tratado el
Budapest (tabla 2).

Tabla 2

Nombre N.° de registro
KM302-1 FERM BP-7578
KM281-1-10 FERM BP-7579
KM281-2-10-1-2 FERM BP-7580
KM341-1-19 FERM BP-7759
4D11 FERM BP-7758
2105 FERM BP-8024
F1-102 ATCC PTA-3337
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ATCC PTA-3338
ATCC PTA-3302
ATCC PTA-3303
ATCC PTA-3304
ATCC PTA-3305
ATCC PTA-3306
ATCC PTA-3307

F4-465

Cadena pesada de F2-103 (F2-103-H)
Cadena ligera de F2-103 (F2-103-L)
Cadena pesada de F5-77 (F5-77-H)
Cadena ligera de F5-77 (F5-77-L)
Cadena pesada de F5-157 (F5-157-H)
Cadena ligera de F5-157 (F5-157-L)

[Ejemplo 4] Seleccion de hibridomas
Deteccion de anticuerpo monoclonal que tiene cadena y de inmunoglobulina humana

Se afiadi6 la FC de ratén frente a CD40 humano (1 pg/ml) preparada en el ejemplo 1 a 50 pl/pocillo a cada pocillo de
una microplaca de 96 pocillos para el ELISA (Maxisorp, Nunc) y se incubd a 4°C para que la FC de raton frente a
CD40 humano se adsorbiera a la microplaca. A continuacion, se desecho el sobrenadante, y entonces se afiadié un
reactivo de bloqueo (Block Ace, DAINIPPON PHARMACEUTICAL) a cada pocillo, seguido por incubacion a
temperatura ambiente para el bloqueo. Se afadié el sobrenadante de cultivo (50 pl) de cada hibridoma a cada
pocillo para la reaccion, y entonces se lavo cada pocillo con un tampén fosfato que contenia Tween20 al 0,1% (PBS-
T). Entonces se diluyé 5.000 veces anticuerpo de cabra anti-IgG (y) humana (Sigma, A0170) marcado con
peroxidasa con PBS-T que contenia FBS al 1%. Se afadio la disolucion (50 pl/pocillo) a cada pocillo, y entonces se
realiz la incubacion. Se lavo la microplaca 3 veces con PBS-T, y entonces se afiadié una disolucion de sustrato
cromogénico (TMB, 50 pl/pocillo, SUMITOMO BAKELITE) a cada pocillo, seguido por incubacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se afiadié una disolucion de detencion (50 pl/pocillo) a cada pocillo para detener la
reaccion. Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm con un lector de microplacas. Se analizo el
sobrenadante de cultivo de pocillos positivos mediante FACS, y entonces se seleccionaron los pocillos en los que se
tiferon células Ramos. Se clonaron las células en los pocillos mediante el método de dilucion limitante, y entonces
se obtuvieron las células de 1 clon por pocillo. Se confirmé el estado positivo para hk mediante ELISA usando la FC
de ratén frente a CD40 humano. Como resultado, se obtuvieron anticuerpos anti-CD40 humano de 173 clones de 20
ratones. Se mostraron algunos de estos anticuerpos en la tabla 3 (anticuerpos agonistas) y la tabla 4 (anticuerpos
antagonistas). Entre los anticuerpos agonistas, al menos KM341-1-19 y 2105 no competian significativamente con
ligandos en una prueba competitiva usando células que expresan CD40L, células que expresan CD40 y los
anticuerpos.

Tabla 3 Anticuerpo agonista

Hibridoma Antigeno Subclase | DC Célula tumoral
KM302-1 FC de ratén frente a CD40 IgG4 activada proliferacién suprimida
KM341-1-19 | EL-4 que expresa CD40 humano | 1gG2 activada proliferacién suprimida
KM643-4-11 FC de ratén frente a CD40 IgG1 no implementado | no implementado
2053 FC de ratén frente a CD40 IgG2 no implementado | no implementado
2105 FC de ratén frente a CD40 IgG2 no implementado | no implementado
3821 EL-4 que expresa CD40 humano | 1gG3 no implementado | no implementado
3822 EL-4 que expresa CD40 humano | 1gG3 no implementado | no implementado
285 FC de ratén frente a CD40 IgG1 no implementado | no implementado
110 FC de ratén frente a CD40 IgG4 no implementado | no implementado
115 FC de ratén frente a CD40 IgG4 no implementado | no implementado
F2-103 FC de ratén frente a CD40 IgG1 no implementado | no implementado
F5-77 FC de ratén frente a CD40 IgG1 no implementado | no implementado

Tabla 4 Anticuerpo antagonista
Hibridoma Antigeno Subclase | Efecto de reticulacion | DC-MLR
KM281-1-10 FC de ratén frente a CD40 IgG1 bajo suprimida
KM281-2-10-1-2 | FC de ratén frente a CD40 IgG1 bajo no implementado
KM283-5 FC de ratén frente a CD40 IgG4 significativo no suprimida
KM225-2-56 FC de ratén frente a CD40 IgG4 significativo no implementado
KM292-1-24 FC de ratén frente a CD40 IgG2 significativo no implementado
KM341-6-9 EL-4 que expresa CD4 humano IgG1 significativo no implementado
4D11 FC de ratén frente a CD40 IgG1 bajo no implementado
5H10 FC de ratén frente a CD40 IgG1 bajo no implementado
11E1 FC de ratén frente a CD40 IgG1 bajo no implementado
5G3 FC de ratén frente a CD40 IgG2 significativo no implementado
3811 EL-4 que expresa CD40 humano | IgG1 significativo no implementado
3411 EL-4 que expresa CD40 humano | IgG2 significativo no implementado
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3417 EL-4 que expresa CD40 humano | IgG2 significativo no implementado
F4-465 EL-4 que expresa CD40 humano | IgG1 no implementado no implementado

Se detectaron anticuerpos monoclonales que tenian cadena ligera x (Igx) de inmunoglobulina humana de una
manera similar al método de ELISA descrito anteriormente para cadena y de inmunoglobulina humana excepto
porque se usaron anticuerpos de cabra anti-lgk humana (diluidos 1.000 veces, 50 pl/pocillo, Southern Biotechnology)
marcados con peroxidasa.

Se identificé la subclase de cada anticuerpo monoclonal de una manera similar al método de ELISA anterior para
cadena y de inmunoglobulina humana, excepto porque se usé un anticuerpo de oveja anti-lgG1 humana, anticuerpo
de oveja anti-lgG2 humana, anticuerpo de oveja anti-lgG3 humana o anticuerpo de oveja anti-lgG4 humana (cada
uno diluido 2.000 veces, 50 pl/pocillo, The Binding Site) marcado con peroxidasa.

Prueba de reaccion de cada anticuerpo monoclonal contra células humanas que expresan CD40

Se estudié la reactividad de cada anticuerpo monoclonal contra una linea de células Ramos que se notifica que
expresa CD40 mediante analisis de FACS.

Se suspendio la linea de células Ramos a una concentracion de 2x10%/ml en un tampén de tincion (SB) de NaNs al
0,1% y PBS que contenia FCS al 2%. Se distribuy6 la suspensién de células (100 pl/pocillo) en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos (Beckton Dickinson). Se afiadio el sobrenadante de cultivo (50 pl) de cada hibridoma, y
entonces se realizé la incubacion a temperatura helada durante 30 minutos. Se usaron anticuerpos de IgG1 humana
contra albumina sérica humana como control negativo, y se prepararon a una concentracion de 2 ug/ml con un
medio de cultivo de hibridomas. Se afiadieron 50 pl de la disolucion, y entonces se realizé la incubacion a
temperatura helada durante 15 minutos. Tras lavar con SB, se afiadieron 50 ul de anticuerpo anti-ser humano
marcado con fluorescencia de R-PE (Southern Biotechnology) diluido 250 veces, y entonces se realizo la incubacion
a temperatura helada durante 15 minutos. Tras lavar dos veces con SB, se suspendio el producto en de 300 a 500 pl
de un tampodn de FACS, y entonces se midio la intensidad de fluorescencia de cada célula mediante FACS (FACSort
y FACScan, Beckton Dickinson). Como resultado, se seleccionaron anticuerpos que tenian actividad de unién para
la linea de células Ramos.

[Ejemplo 5] Preparacion de cada anticuerpo
Se preparo6 el sobrenadante de cultivo que contenia anticuerpos monoclonales mediante el siguiente método.

Se obtuvo un hibridoma que producia anticuerpo G28-5 de la ATCC (n.° de la ATCC HB-9110). Se aclimataron
hibridomas que producian anticuerpos anti-CD40 en medio eRDF (Kyokutoseiyaku) que contenia insulina bovina
(5 pg/ml, Gibco BRL), transferrina humana (5 pg/ml, Gibco BRL), etanolamina (0,01 mM, Sigma) y selenito de sodio
(2,5x10° nM, Sigma). Se cultivaron los hibridomas en un matraz agitador. Cuando la tasa de células viables de los
hibridomas alcanzé el 90%, se recogio6 el sobrenadante de cultivo. Se aplicé el sobrenadante recogido a filtros de
10 um y 0,2 um (German Science) para eliminar residuos miscelaneos tales como hibridomas.

Se purificaron anticuerpos anti-CD40 a partir del sobrenadante de cultivo anterior mediante el siguiente método. Se
sometié el sobrenadante de cultivo que contenia los anticuerpos anti-CD40 a purificacion por afinidad usando una
columna de proteina A Hyper D (NGK INSULATORS, LTD) o una columna de proteina G (para purificar IgG1 de
ratéon, Amersham Pharmacia Biotech) segun las instrucciones adjuntas usando PBS (-) como tampén de adsorcion y
tampon citrato de sodio 0,1 M (pH 3) como tampoén de elucion. Se afiadié disolucion de NaHPO,4 o Tris-HCI 1 M
(pH 8,0) para ajustar la fraccion de elucion para que tuviese un pH de alrededor de 7,2. Se sustituy6 la disolucion de
anticuerpo preparada con PBS (-) usando una membrana de didlisis (corte de 10000, Spectrum Laboratories) o una
columna SP (Amersham Pharmacia Biotech), y entonces se realiz6 la esterilizacion mediante filtracién usando un
filtro de membrana MILLEX-GV (MILLIPORE) con un tamafio de poro de 0,22 um. Se hall6é la concentracion del
anticuerpo purificado midiendo la absorbancia a 280 nm y luego calculando con 1 mg/ml a DO de 1,45.

[Ejemplo 6] Promocién de la expresion de CD95 en células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 agonista

Se inoculé una suspension de células Ramos de 5,0x10° células/ml a 100 wl/pocillo (5x‘|04 células por pocillo) en una
placa de 96 pocillos. Se diluy6 el sobrenadante de cultivo de hibridomas o el anticuerpo purificado hasta 20 pg/ml
con un medio, y entonces se afiadio la disoluciéon a una concentracion de 100 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos.
Tras el cultivo durante la noche, se recogieron las células y entonces se analizaron mediante FACSCan o FACSsort
(Beckton Dickinson) usando anticuerpos anti-CD95 marcados con R-PE (Pharmingen NJ). La figura 1 muestra el
resultado. Los ejes horizontales en la figura 1 indican la intensidad de expresion de CD95. La adicion de anticuerpos
se indica con una linea gruesa, y la no adicion de anticuerpos se indica con una linea fina. Se mostré que los
anticuerpos KM302-1 promovian la expresion de CD95 mejor que los anticuerpos G28-5, que eran los anticuerpos
conocidos. Es decir, se mostré que el anticuerpo KM302-1 era mas eficazmente agonista.
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[Ejemplo 7] Supresion de la expresion de CD95 en células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 antagonista

Se inoculd una suspension de células Ramos de 1,0x10° células/ml a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se
ajusto el sobrenadante de cultivo de hibridomas o el anticuerpo purificado a 2 pg/ml con un medio, y entonces se
afadié a 100 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos. Se afiadieron ligandos de CD40 solubles (4 pg/ml, ALEXIS
CORPORATION) y anticuerpos anti-FLAG (4 pg/ml, M2, Sigma) a los medios, y entonces se afadieron los medios a
50 pl/pocillo a la placa de 96 pocillos. Tras el cultivo durante la noche, se recogieron las células y entonces se
analizaron mediante FACS usando anticuerpos anti-CD95 marcados con R-PE (Pharmingen NJ). Las figuras 2A y
2B, y 3 muestran los resultados. Los ejes horizontales en las figuras indican la intensidad de expresion de CD95. Se
suprimié la expresion de CD95 hasta el mismo grado que la de un control negativo mediante los anticuerpos
producidos por cada uno de los siguientes hibridomas: KM281-1-10, KM281-2-10-1-2, KM283-5, KM292-1-24 y
KM225-2-56.

En la figura 3, los anticuerpos KM281-1-10 (panel inferior) suprimieron la expresion de CD95 mas eficazmente que la
de los anticuerpos 5DC2 (panel central), el anticuerpo conocido, suprimié soélo ligeramente la expresion de CD95.
Especificamente, se mostré que el anticuerpo KM281-1-10 era mas eficazmente antagonista. Por tanto, se mostré
que el anticuerpo monoclonal humano era un anticuerpo antagonista.

Efecto de reticulacion mediante anticuerpo anti-inmunoglobulina

Se inoculd una suspension de células Ramos de 1,0x10° células/ml a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se
ajusto el sobrenadante de cultivo de hibridomas o el anticuerpo purificado a 2 pg/ml con un medio, y entonces se
afiadié a 100 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos. Se afiadieron anticuerpos anti-lgG humana (Sigma, 13382) o
anticuerpos anti-IgG de raton (Biosource, AMI3401) a 4 ug/ml a los medios, y entonces se afiadieron los medios a
50 wl/pocillo a una placa de 96 pocillos. Tras el cultivo durante la noche, se recogieron las células, y entonces se
analizaron mediante FACS usando anticuerpos anti-CD95 marcados con R-PE (Pharmingen NJ). Las figuras 4 y 5
muestran los resultados. Los ejes horizontales en las figuras indican la intensidad de expresion de CD95. Se
suprimi6 la expresion de CD95 mediante los anticuerpos producidos por cada uno de los hibridomas KM281-1-10 y
K281-2-10-1-2. A la inversa, se potencio la expresién de CD95 mediante los anticuerpos producidos por cada uno de
los siguientes hibridomas, 5D12, K283-5, KM292-1-24 y KM225-2-56.

[Ejemplo 8] Supresion de la proliferacion en células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 agonista

Se inocul6 una suspension de células Ramos y HS-Sulton de 1,0x10° células/ml a 100 wl/pocillo a una placa de 96
pocillos. Se afnadié a los medios una mezcla de cantidad equivalente de los anticuerpos purificados o ligandos de
CDA40 solubles, y anticuerpos anti-FLAG (M2). Tras 2 dias de cultivo, se afiadieron 10 pl de *H-timidina 100 uCi/ml
(Amersham Pharmacia). Tras 18 horas, se recogié el producto de cultivo en un instrumento Printed Filtermat A
(Wallac) usando un colector Macro 96 (SKATRON), se seco y entonces se sumergié bien en Betap;Scint (Wallac).
Tras el envasado, se midio la actividad usando un contador de centelleo liquido 1205 BETAPLATE. La figura 6
muestra los resultados. En la figura, los ejes longitudinales indican la cantidad de ®H-timidina incorporada por las
células, y los ejes horizontales indican la concentracion del anticuerpo o CD40L en la disolucion de cultivo. Cuando
se afadieron los anticuerpos KM302-1 a células Ramos y células HS-Sulton, la cantidad de timidina incorporada era
inferior que la de anticuerpos G28-5 convencionales y CD40L. Por tanto, se mostré que el anticuerpo KM302-1 es un
anticuerpo agonista que puede suprimir eficazmente la proliferacion de células tumorales.

[Ejemplo 9] Activacion de células dendriticas mediante anticuerpo agonista frente a CD40
(1) Materiales y métodos

Se adquirié IL-4 humana recombinante de Genzyme techne. Se adquirieron perlas de MACS anti-CD14 humano de
Miltenyi Biotech GmbH. Se adquiri6 Lymphoprep de Nycomed Pharma AS. El medio usado para el cultivo fue
RPM11640 (Gibco BRL) complementado con FCS inactivado con calor al 10% (Cell Culture Technologies), HEPES
10 mM (Sigma), 2-mercaptoetanol 55 uM (Gibco BRL) y sulfato de estreptomicina (MEIJI SEIKA KAISHA, LTD.),
cuando se indujeron DC. Se lavaron las células en un procedimiento de tincién con PBS (Sigma) complementado
con FCS al 2% (Cell Culture Technologies) y Azaid al 0,02%. Cuando se congelaron las células, se uso6 Cell banker
(Nippon Zenyaku Kogyo).

(2) Induccion de DC derivadas de monocitos

Se prepararon células mononucleares (PBMC) a partir de sangre periférica mediante centrifugacion en gradiente de
densidad usando Lymphoprep. Se sometieron las células a seleccion positiva usando perlas de MACS anti-CD14
humano, para separar las células en una fracciéon negativa y una fraccion positiva para CD14. Se afnadieron GM-
CSF humano recombinante (50 ng/ml) e IL-4 humana recombinante (100 ng/ml) a la fraccion positiva, seguido por el
cultivo en medio RPMI1640 complementado con FCS al 10% en una placa de 6 pocillos. Al comienzo del cultivo, se
cultivaron las células a una concentracién de 1 x 10%ml (3 ml por pocillo). Durante el cultivo, se intercambiaron los
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medios una vez cada 2 dias. Se realiz6 el intercambio de medio tomando muestras del 10% de la disolucion de
cultivo en un tubo de centrifugacion, centrifugando la disolucion, eliminando el sobrenadante, suspendiendo con una
nueva disolucién de cultivo (que contenia citocina y similares a la concentracion anterior) en un volumen 2 veces
mayor que la disolucion de cultivo de la que se tomaron muestras, y entonces devolviendo la suspension a cada
pocillo. El dia 6 de cultivo, se recogleron las células, se calculd el numero de células, y entonces se suspendieron las
células a una concentracién de 1x10%/ml en el medio anterior. Se afiadieron anticuerpos anti-CD40 o los controles de
isotipo de los mismos al medio, y entonces se cultivaron durante 4 dias adicionales en una placa de 24 pocillos.
Durante este periodo, no se reallzo intercambio de cultivo (nimero de células por pocillo de 1x10° células, y
concentracion de células de 1x10%/ml).

(3) Tincion de células y analisis mediante citdbmetro de flujo

Para la tincion, se usaron anticuerpos anti-HLA-DR (control de isotipo: IgG2a de rata), anticuerpos anti-CD86
(control de isotipo: IgG1 de rata) y anticuerpos anti-CD83 (control de isotipo: IgG2b de rata). En primer lugar, se
afiadieron los anticuerpos, y entonces se realizé la incubacion a 4°C durante 30 minutos. Tras 3 lavados, se realizo
el analisis usando el instrumento FACS Calibur (Beckton Dickinson).

(4) Aumento en la capacidad de secrecion de IL-12 de DC maduras

Tras obtenerse DC inmaduras tal como se describi6 anteriormente, se afiadieron LPS (400 pg/ml) e IFNy (102 M), y
entonces se realizé el cultivo durante 2 dias, obteniendo de ese modo DC maduras. A las DC maduras, se la
afadieron anticuerpos anti-CD40 10 ug/ml o el control de isotipo. Para el sobrenadante tras 24 horas, se midi6 la
produccion de IL-12 usando ELISA (Pharmingen).

(5) Resultados y discusion

La figura 7 muestra el efecto de anticuerpos KM302-1, los anticuerpos agonistas, sobre la maduracion de DC, y la
figura 8 muestra el efecto de anticuerpos KM302-1 sobre la produccion de IL-12 de DC maduras. Se comparo el
grado de maduracién con anticuerpos G28-5 como control. Cuando se examinaron la expresion de CD86 y la de
HLA-DR, la expresion estaba elevada adicionalmente, es decir, el grado de maduracion aument6 en el caso de
anticuerpos KM302-1 en comparacién con el caso de anticuerpos G28-5. También se mostré que la secrecion de IL-
12 aumenté mediante el tratamiento de DC maduras con anticuerpos KM302-1. Por consiguiente, se mostré que los
anticuerpos KM302-1 actuaban como anticuerpos agonistas sobre DC.

[Ejemplo 10] DC-MLR

Se centrifugd sangre (sangre periférica) recogida de un ser humano normal a 2000 rpm durante 10 minutos, y
entonces se absorbid el suero. Se resuspendié la fraccién de células sanguineas con PBS, y entonces se coloco
suavemente sobre Ficoll (Amersham Pharmacia). Se realizé la centrifugacion a 2000 rpm durante 30 minutos, de
modo que se recogié una porcion de PBMC en la capa intermedia, se lavé dos veces con PBS y entonces se uso
para un determinado proceso de separacion de células usando MACS.

Se realiz6 la separacién de monocitos para cultivar DC segun las instrucciones adjuntas usando MACS (Miltenyi
Biotec GmbH). Esto se explica brevemente tal como sigue. Se anadleron 800 pl de tampon de MACS y 200 pl de
CD14 de MACS (Miltenyi Biotec GmbH, 502-01) a PBMC (1x10°), y entonces se trataron a 4°C durante 15 minutos.
Se adsorbieron las células a una columna LS de MACS, y entonces se lavaron. Se recogieron las células adsorbidas
a la columna como monocitos. Se afiadié HLA-DR de MACS (Miltenyi Biotec. GmbH, 461-01) a las células que no se
adsorbieron a la columna. Se eliminaron células positivas para HLR-DR con una columna BS, preparando de ese
modo una fraccién células T. Se midi6 la proporcion de células positivas para CD3 mediante FACS, y entonces se
calculé un ndmero sustancial de células T a partir del nUmero de células totales en la fraccién de células T. Se
cultivaron los monocitos obtenidos en medio RO (medio PPMI complementado con B-mercaptoetanol (Gibco) y
HEPES (SIGMA)) que contenla IL-4 100 ng/ml (R&D system), G-CSF 50 ng/ml (KIRIN) y FCS al 10% (SIGMA) a una
concentracion de 1x10° células/ml en una placa de cultivo de 6 pocillos. El dia 5 tras el cultivo, se anadié LPS
10 ng/ml (DIFCO) para que las células se diferenciasen en DC maduras.

Se realizé MLR mezclando células T y DC maduras, que se habian aislado de diferentes seres humanos. La razon
celular de células T con respecto a DC se determiné como 1:80, y el nimero de células T se determiné como 2x10°
células/pocillo. En primer lugar, se afiadieron anticuerpos frente a DC para que la reaccién avanzara durante 30
minutos. Posteriormente, se afiadieron células T, se realizé el cultivo durante 4 dias y entonces se afiadieron 10 pl
de *H-Timidina 100 pCi/ml (Amersham Pharmacia). 14 horas mas tarde, se recogieron las células en un instrumento
Printed Filtermat A (Wallac) usando un colector Macro 96 (SKATRON), se secaron y entonces se sumergieron bien
en Betap;Scint (Wallac). Tras el envasado, se midio la actividad usando un contador de centelleo liquido 1205
BETAPLATE. Se realizé6 MLR usando DC inmaduras mezclando células T con DC maduras, que se habian aislado
de diferentes seres humanos. Con una razén celular de células T con respecto a DC de 1:40, se realizé6 MLR de
manera similar. Las figuras 9 y 10 muestran los resultados. Se mostré que la adicion de anticuerpos KM281-1-10
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disminuyo la incorporacién de timidina, y por tanto podia suprimirse MLR. Ademas, se mostré en la figura 10 que
anticuerpos KM283-5 y 5D12 no podian suprimir DC-MLR. Es decir, sélo el anticuerpo KM281-1-10 es un anticuerpo
antagonista que neutraliza la accion de ligandos de CD40 sobre DC. Ademas, la figura 11 muestra los resultados del
examen del efecto de anticuerpos KM302-1, que son anticuerpos agonistas, sobre MLR usando DC inmaduras. La
activacion de DC promovio la interaccion con células T, y provocé un aumento en la incorporacion de timidina. Estos
resultados indicaron que KM302-1 es un anticuerpo agonista que actia sobre DC inmaduras.

[Ejemplo 11] Efecto de anticuerpo frente a CD40 sobre la unién de CD40L a CD40

Se provoco que anticuerpos anti-CD40 se unieran a FC humana frente a CD40 inmovilizada usando BlAcore 2000
(Biacore), y entonces se midieron los cambios en la cantidad de unién de CD40L soluble a CD40. Segun las
instrucciones adjuntas al sistema, se inmovilizé FC humana frente a CD40 soluble sobre un chip CM (CM5, Biacore).
A continuacién, se afadieron anticuerpos anti-CD40 25 pg/ml para unirse a CD40. Ademas, se afiadi6 CD40L
soluble 10 pg/ml para la union. Se midio la diferencia entre las cantidades de union antes y después de la adicién de
CD40L. Cuando se afadié IgG de control, la cantidad de unién de CD40L era de 100 UR. Tras la adicion de
anticuerpos KM302-1, la cantidad de uniéon de CD40L era de 110 UR, y tras la adicion de anticuerpos KM283-5 la
cantidad de uniéon de CD40L era de 18 UR. Por tanto, se mostré que el anticuerpo KM302-1 no inhibe la unién de
CD40L a CDA40.

[Ejemplo 12] Promocion de la expresion de CD95 en células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 agonista

Se analizaron anticuerpos purificados de los hibridomas obtenidos en el ejemplo 4 segun el método del ejemplo 6,
entonces se seleccionaron clones que producian anticuerpos agonistas (numero de células por pocillo: 5x10%
concentracion de células: 2,5x10°/ml). La figura 12 muestra los resultados. En la figura, el eje horizontal indica la
concentracion de anticuerpo en disoluciones de cultivo, y el eje longitudinal indica las intensidades de fluorescencia
promedio, es decir, intensidades de expresion de CD95. A una concentracion de 0,01 ug/ml o mas, se mostré que
anticuerpos KM341-1-19 y 2105 promovian la expresion de CD95 de células Ramos mas eficazmente que
anticuerpos G28-5, que son anticuerpos de ratén conocidos. Especificamente, se mostré que anticuerpos KM341-1-
19 y 2105 eran anticuerpos agonistas mas eficaces. Ademas, la actividad agonista (para aumentar la expresion de
CD95 de células Ramos) de anticuerpos KM341-1-19 y 2105 (0,01 ug/ml) era superior a la de anticuerpos G28-5
(10 pg/ml) (figura 12). La tabla 5 resume, a cada concentracion de anticuerpo, cuantas veces es el nivel de
expresion de CD95 mayor o menor al expresado por la adicion de anticuerpos G28-5.

Tabla 5
Concentracion de anticuerpo (ug/ml) K341-1-19 2105 F5-77 F2-103
0,01 57 3,9
0,1 7,0 71 1,2 1,2
1 57 5,1 1,7 1,8
10 4,5 3,3 2,0 1,7

[Ejemplo 13] Activacion de células dendriticas mediante anticuerpo agonista frente a CD40

Segun el método del ejemplo 9, se examiné el efecto de anticuerpos agonistas frente a CD40 sobre la produccién de
IL-12 y la produccion de IL-10 por DC maduras. Se midié IL-10 mediante el método de ELISA (Pharmingen). Las
figuras 13 y 14 muestran los resultados. Se mostrdé que la secrecion de IL-12 aumentaba mediante el tratamiento
con anticuerpos KM341-1-19. En contraposicién, incluso cuando se permiti®6 que coexistiesen células L
recombinantes que expresaban ligando de CD40 (2x10° células/ml) que se habian irradiado con rayos X (5000 rad),
las concentraciones de IL-12 e IL-10 en disoluciones de cultivo eran de 254 y 51 pg/ml, respectivamente. Eran
inferiores a cuando se afiadieron anticuerpos KM341-1-19 1 ug/ml.

Tal como se describié anteriormente, se mostré que anticuerpos KM341-1-19 actian sobre DC como anticuerpos
agonistas eficaces. La actividad agonista de anticuerpos KM341-1-19 (0,1 pg/ml) para provocar que DC maduras
secretasen IL-12 era superior a la de anticuerpos G28-5 (100 pg/ml). La actividad agonista de anticuerpos KM341-1-
19 (1 ug/ml) para provocar que DC maduras secretasen IL-12 era 100 veces o mas mayor que la de anticuerpos
G28-5 (100 pg/ml) (figura 13). Ademas, la actividad agonista de anticuerpos KM341-1-19 (1 pg/ml) para provocar
que DC maduras secretasen IL-10 era 10 veces o mas mayor que la de anticuerpos G28-5 (100 ug/ml) (figura 14).
Ademas, puesto que la subclase de anticuerpo KM341-1-19 era IgG2, el anticuerpo tiene una afinidad de union
inferior por el receptor de Fc que la de IgG1 o IgG3. Su capacidad para sensibilizar la actividad de destruccion de
células NK y su capacidad para activar el sistema del complemento también son débiles. Por consiguiente, puede
haber un riesgo bajo de que la funcién de células que expresan CD40 o el numero de las propias células disminuya
debido al anticuerpo. Ademas, el anticuerpo no se reticula faciimente por un receptor de Fc, de modo que puede
esperarse que el efecto del farmaco se controle facilmente sin ninguna fluctuacién grande en actividad agonista in
vivo debido a reticulacion.
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[Ejemplo 14] Supresion de la expresion de CD95 en células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 antagonista

Se inoculé una suspension de células Ramos de 1, 0x10° células/ml a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos de
fondo plano (nimero de células por pocillo: 5x10* ). Se afiadieron anticuerpos purificados diluidos con medio a
100 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos. Se prepararon células L de ratén recombinante que expresaban ligando de
CD40 humano (véase Sprlggs M.K. et al., J. Exp. Med., 176: 1543, 1992; Garrone, P. et al., J. Exp. Med., 182: 1265,
1995 y similares) a 1 Ox10 células/ml. Se afnadieron las células preparadas a 50 pl/pocillo (el numero de células
Ramos por pOC|IIo 5x10% concentracion de células Ramos 2,5x10* células/ml; el nimero de células L de ratén por
pocillo: 5x10%; concentramon de células de raton: 2,5x10" células/ml). Tras el cultivo durante la noche, se recogieron
las células, y entonces se analizaron mediante FACS usando anticuerpos anti-CD95 marcados con R-PE. La figura
15 muestra los resultados. En la figura, el eje longitudinal indica la intensidad de fluorescencia promedio, es decir, la
intensidad de expresién de CD95. Mientras que los anticuerpos 5D12 conocidos suprimieron la expresion
ligeramente, anticuerpos 4D11 suprimieron, incluso a una concentracion de 0,1 pug/ml, la expresion de CD95 en el
mismo grado que el de un caso de un control negativo en el que no se habian afadido células que expresaban
CD40L. Ademas, a una concentracion de 1 ug/ml, 4D11, F4-465 y KM281-1-10 suprimieron la expresion de CD95 en
el mismo grado que el del caso del control negativo en el que no se habian afiadido células que expresaban CD40L.
Estos resultados mostraron que anticuerpos 4D11, F4-465 y KM281-1-10 son anticuerpos antagonistas mas
eficaces. La tabla 6 muestra valores relativos de la intensidad de fluorescencia promedio correspondiente a cada
concentracion de anticuerpo, cuando el valor del caso de control en el que no se afiadieron anticuerpos antagonistas
se determina como 100.

Tabla 6
Concentracion de anticuerpo (ug/ml) 5D12 4D11 F4-465 KM281-1-10
0,1 77,6 11,8 49,6 60,1
1 72,3 0,01 2,5 7,3
10 69,5 0 1,1 2,6

[Ejemplo 15] Efecto antitumoral en modelo de trasplante de células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 agonista

Se inyectaron por via intravenosa anticuerpos anti-asialo GM1 a ratones C.B.17/lcr-scidJc1 de 5 semanas de edad
(CLEA JAPAN). 1 dia después, se inyectaron por via intravenosa 5x10° células Ramos como células tumorales. 1
dia después, se inyectaron por via intravenosa anticuerpos KM302-1 o anticuerpos de IgG humana anti-albumina
sérica humana como control negativo. Las dosis por ratén de anticuerpos KM302-1 fueron de 1, 10y 100 pg, y las
mismas de los anticuerpos de control negativo fueron de 100 ng. Se administré cada uno de estos anticuerpos una
vez a 5 ratones. La figura 16 muestra los resultados. Para el dia 34 tras el trasplante, todos los ratones del grupo al
que se le administroé el control negativo habian muerto, mientras que los 5 ratones de cada uno de los grupos a los
que se les administraron 10 pg y 100 pg de anticuerpos KM302-1 sobrevivieron. Por tanto, se confirmé el efecto
antitumoral de anticuerpos KM302-1. El anticuerpo KM302-1 es de la subclase 1gG4, de modo que la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (CCDA) mediada por receptor de Fc y la activacion del sistema del complemento
son débiles. A pesar de estas caracteristicas, se observé que la administracion Unica de 10 pg de anticuerpos
KM302-1 prolongé el tiempo de supervivencia de ratones que llevaban tumores.

[Ejemplo 16] Supresion de la proliferacion de células Ramos mediante anticuerpo anti-CD40 agonista

Se preparo una suspension de células Ramos a 1x10* células/ml en un medio RPMI1640 complementado con FBS
al 10%, y entonces se distribuyeron 100 pl de la suspension en una placa de 96 pocillos. Se afiadié una disolucion
de ligandos solubles o anticuerpos KM341-1-19 a 20 ug/ml usando medio. Se permitié que coexistieran anticuerpos
anti-FLAG (M2) con la misma concentracion que la de los ligandos con los ligandos solubles (la concentracion en la
disolucion de reaccioén era de 10 ug/ml), potenciando de ese modo la actividad. Tras 5 dias de cultivo, se afiadieron
a cada pocillo 20 pl de reactivo MTS (Promega), y entonces se permitié que reaccionara durante de 2 a 3 horas. Se
midieron diferencias en la absorbancia entre los pocillos libres de células y libres de anticuerpos y se midieron los
pocillos que contenian células y anticuerpos a una longitud de onda de 490 nm, midiendo de ese modo el recuento
de células viables. Ademas, se compard la accion de supresion de la proliferacién con la de anticuerpos G28-5
usando una placa con fondo de U de 96 pocillos de manera similar. Se afadieron anticuerpos KM341-1-19 o
anticuerpos G28-5 preparados a 2 pg/ml usando medio. La figura 17 muestra los resultados. En pocillos a los que se
les habian afadido anticuerpos KM341-1-19, se observaron células muertas, el numero de células era
significativamente inferior al de pocillos a los que se les habian afiadido anticuerpos G28-5 o ligandos, y la
absorbancia también era baja. Estos resultados indican que se suprimi6 la proliferacion de células tumorales, y se
indujo muerte celular.

[Ejemplo 17] Clonacién de ADNc de gen de anticuerpo

Se cultivaron hibridomas que producian anticuerpos KM341-1-19, 2105, 110, 115, KM281-1-10, 4D11, KM643-4-11,
F4-465, F2-103 y F5-77, y entonces se recogieron las células mediante centrifugacion. Se anadié TRIZOL (Gibco
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BRL) a las células, y entonces se extrajo el ARN total segun las instrucciones adjuntas. Se realizé la clonacion de las
regiones variables del ADNc de anticuerpo segun las instrucciones adjuntas usando un kit de amplificacion de ADNc
SMART RACE (CLONTECH). Usando 5 ng de ARN total como molde, se construyé ADNc de 12 hebra. Para
amplificar las cadenas pesadas (cadena H) de KM341-1-19, 2105, 110, 115, KM281-1-10, 4D11, KM643-4-11, F2-
103 y F5-77, se usaron Z-Taq (Takara) y UMP y cebadores hh6, y se repitid un ciclo de 98°C durante 1 segundo y
68°C durante 30 segundos 30 veces. Ademas, usando 1 pl de la disolucidon de reaccion como molde y NUMP y
cebadores hh3, se repitio un ciclo de 98°C durante 1 segundo y 68°C durante 30 segundos 20 veces. Para amplificar
la cadena pesada de F4-465, se usaron UMP y cebadores hh2 y un kit de PCR Advantage 2 (Clonthech, n.° de cat.
1910), y se realizaron 5 ciclos de 94°C durante 5 segundos y 72°C durante 3 minutos, 5 ciclos de 94°C durante 5
segundos, 70°C durante 0 segundos y 72°C durante 3 minutos, y 25 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 68°C
durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos.

Cebador hh6: 5-GGT CCG GGA GAT CAT GAG GGT GTC CTT-3’ (SEQ ID NO: 3)
Cebador hh3: 5-GTG CAC GCC GCT GGT CAG GGC GCC TG-3’ (SEQ ID NO: 4)
Cebador hh2: 5-GCT GGA GGG CAC GGT CAC CAC GCT G-3' (SEQ ID NO: 5)

Posteriormente, se purificd el producto de PCR amplificado usando un kit de purificacion de PCR (QIAGEN), y
entonces se determind la secuencia de nucleétidos usando hh4 como cebador. Alternativamente, se subcloné el
producto en PCR-Script (Stratagene, Lajolla, CA) o PCR-Blunt (Invitrogene, Carlsbad, CA), y entonces se realizé la
secuenciacion. Basandose en la informacién de secuencia, se sintetizaron cebadores especificos de cadenas
pesadas de anticuerpos. Se sintetizé un cebador 341 H en el caso de KM341-1-19, un cebador 2105Hsal en el caso
de 2105, un cebador 110Hsal en el caso de 110 y 115, un cebador 281Hsal en el caso de KM281-1-10, un cebador
4D11Sal en el caso de 4D11, un cebador 643Hsal en el caso de KM643-4-11, cebador en 5’ H11-9 en el caso de F4-
465, un cebador F2-103H en el caso de F2-103 y cebador F5-77H en el caso de F5-77. Usando los cebadores
especificos de cadenas pesadas de anticuerpos y hh4, se amplifico el ADNc a partir del ADNc de 12 hebra, y
entonces se determind la secuencia de la direccion opuesta usando el producto amplificado como molde y los
cebadores especificos de anticuerpos.

Cebador hh4: 5-GGTGCCAGGGGGAAGACCGATGG-3’ (SEQ ID NO: 6)

Cebador 341H: 5-atatgtcgacGCTGAATTCTGGCTGACCAGGGCAG-3' (SEQ ID NO: 7)

2105sal: atatgtcgacTCCCAGGTGTTTCCATTCAGTGATCAG (SEQ ID NO: 8)

110Hsal: atatgtcgacTTCCATTCGGTGATCAGCACTGAACAC (SEQ ID NO: 9)

281Hsal: atatgtcgacTTTGAGAGTCCTGGACCTCCTGTG (SEQ ID NO: 10)

4D118Sal: atatgtcgacGAGTCATGGATCTCATGTGCAAG (SEQ ID NO: 11)

643Hsal: atatgtcgacCCAGGGCAGTCACCAGAGCTCCAGAC (SEQ ID NO: 12)

H11-9 en 5: -ACC GTG TCG ACT ACG CGG GAG TGA CT (SEQ ID NO: 13)

F2-103 H: accgtgtcgacgctgatcaggactgcaca (SEQ ID NO: 14)

F5-77 H: accgtgtcgacggtgatcaggactgaacag (SEQ ID NO: 15)

Se amplificaron las cadenas ligeras (cadenas L) de KM341-1-19, 2105, 110, 115, KM281-1-10, 4D11, KM643-4-11,
F2-103 y F5-77 usando UMP y cebadores hk2 y repitiendo 30 veces un ciclo de 98°C durante 1 segundo y 68°C
durante 30 segundos. Se amplifico la cadena ligera de F4-465 usando UMP y cebadores hL2 y repitiendo 30 veces
un ciclo de 98°C durante 1 segundo y 68°C durante 30 segundos. Se purificé el producto de PCR amplificado
usando un kit de purificacion de PCR, y entonces se determind la secuencia de nucleétidos usando cebadores hk6 o
hL2. Basandose en las secuencias, se sintetizaron cebadores especificos de cadenas ligeras. Se sintetiz6 un
cebador 341K en el caso de KM341-1-19, cebador 2053KBgl en el caso de 2105, cebador 110KBgl en el caso de
110 y 115, cebador 281KBgl en el caso de KM281-1-10, 4D11KBgl en el caso de 4D11, cebador 643KBgl en el caso
de KM643-4-11, cebador lamda en 5’ en el caso de F4-465 y cebador F2-103K en el caso de F-103 y F5-77.

En el caso de 341-1-19, 110, 115, KM643-4-11, KM281-1-10, 4D11 y 2105, se amplifico el ADNc a partir del ADNc
de 12 hebra usando el cebador especifico de cadenas ligeras y cebador hk6. Entonces se determiné la secuencia de
ambas direcciones usando el producto amplificado como molde. Para F4-465, F2-103 y F5-77, se realizd

subclonacion en PCR-Script (Stratagene, Lajolla, CA) o PCR-Blunt (Invitrogene, Carlsbad, CA) para determinar la
secuencia.
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Cebador hk2: 5-GTT GAA GCT CTT TGT GAC GGG CGA GC-3' (SEQ ID NO: 16)
Cebador hL2: 5-TCT TCT CCA CGG TGC TCC CTT CAT-3’ (SEQ ID NO: 17)
Cebador 341K: 5’-atatagatct GAACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGG-3’ (SEQ ID NO: 18)
2053KBgl: atatagatct CGCGGGGAAGGAGACTGCTCAGTT (SEQ ID NO: 19)
110KBgl: atatagatctAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGC (SEQ ID NO: 20)
281KBgl: atatagatct GAGCTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGG (SEQ ID NO: 21)
4D11KBgl: atatagatctTAAGCAAGTGTAACAACTCAGAGTAC (SEQ ID NO: 22)
643KBgl: atatagatct GAGGAACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGG (SEQ ID NO: 23)
Lamda en 5’: -AACTCCAGATCTGCCTCAGGAAGCAGCATC (SEQ ID NO: 24)
F2-103K: aactccagatctagggcaagcagtggtaac (SEQ ID NO: 25)

Cebador hk6: 5-TGGCGGGAAGATGAAGACAGATGGTG-3’ (SEQ ID NO: 26)

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de 341-1-19 que codifican para regiones variables de cadena
H y cadena L de longitud completa y las secuencias de aminoacidos de cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 50% adenina
(A) desde el extremo 5 de SEQ ID NO: 27, y el codén de terminacion es TGA que comienza a partir de la 14722
timina (T). El limite de la regidn variable y la region constante del anticuerpo se ubica entre la 4932 adenina (A) y la
4942 guanina (G) desde el extremo 5. En la secuencia de aminoacidos, la region variable de cadena H oscila entre
el extremo N-terminal y el 148° residuo de serina (S) de SEQ ID NO: 28, y la region constante es de la 1492 alanina
(A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2)
que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la 202 serina (S) de SEQ ID NO: 28. Se
cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 212 glutamina (Q) de SEQ ID NO: 28.

El punto de inicio de la traduccion del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 292 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 29, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4002 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la region variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1242 lisina (K) de SEQ ID NO: 30. El
analisis del extremo N-terminal de la proteina de cadena L purificada revelé que la secuencia sefial de la cadena L
oscila entre el extremo N-terminal y la 202 glicina (G) de SEQ ID NO: 30, y el extremo N-terminal de la proteina
madura es el 21" acido glutamico (E) de SEQ ID NO: 30.

Cadena H de 341-1-19 (SEQ ID NO: 27):
GTCGACGCTGAATTCTGGCTGACCAGGGCAGCCACCAGAGCTCCAGACAA
TGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTGCCCGTGCTGGGCCTCCCATGGGGTGT
CCTGTCACAGGTCCAACTGCAGCAGTCAGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCT
CGCAGACCCTCTCACTCACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCA
ACAGTGCTACTTGGAACTGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAGACCTTGAGT
GGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATCGTGATTATGTAGGAT
CTGTGAAAAGTCGAATAATCATCAACCCAGACACATCCAACAACCAGTTCT
CCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTATATATTACTGTAC
AAGAGCACAGTGGCTGGGAGGGGATTACCCCTACTACTACAGTATGGACGT
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CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCTTCAGCCTCCACCAAGGGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAG
CGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCA GCTGT‘
CCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTC
CAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGC
CCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC
CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTG
CGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGT.TCAACTGGT
ACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGA
GCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCA
GGACTGGC_TGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGC
CTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCT-GCCCCCAT.CCCGGGAGGAGATGACCAAGA
ACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCAC
ACCTCCCATGCTGGACTCAGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCAC
CGTGGACAAGAGCAGGT.G.GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA’I‘GCTCCGTGA
TGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAATGAGGATCC |

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de 341-1-19 (SEQ ID NO: 28)
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLSQVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSA
TWNWIRQSPSRDLEWLGRTYYRSKWYRDYVGSVKSRIIINPDTSNNQFSLQL
NSVTPEDTAIYYCTRAQWLGGDYPYYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVF
PLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
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KPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
. . .

Cadena L de 341-1-19 (SEQ ID NO: 29):
ACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTC
TCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGAC
ACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTC
CTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCA
CTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACT
CTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGC
AGCGTAGCAACACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGTACG
Secuencia de aminoacidos de la cadena L de 341-1-19 (SEQ ID NO: 30)
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLA
WYQ QKPGQAPRLLIYIjASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC
QQRSNTFGPGTKVDIKRT

Se muestran a continuacion los ADN de 2105 que codifican para la region variable de cadena H y region variable de
cadena L y las secuencias de aminoacidos de cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 702 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 31. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 4952 adenina (A) y la 4962 guanina (G) desde el extremo 5'. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal y el 142° residuo de serina (S) de SEQ ID NO: 32, y la
region constante es de la 1492 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la
192 cisteina (C) de SEQ ID NO: 32. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es el 20° acido
glutamico (E) de SEQ ID NO: 32.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 282 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 33, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4052 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1262 lisina (K) de SEQ ID NO: 34. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 20? glicina (G) de SEQ ID NO: 34. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es el 21" 4cido glutamico (E) de SEQ ID NO: 34.

Cadena H de 2105 (SEQ ID NO: 31)
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CTGAACACAGACCCGTCGACTCCCAGGTGTTTCCATTCAGTGATCAGCACT
GAACACAGAGGACTCACéATGGAGTTGGGACTGAGCTGGATTTTCCTTTTG '
GCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGG
AGGCTTGGTACAGCCTGGéAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGG
ATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAA
GGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCTTGGTGCA
TGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGA
ACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGT
ATTACTGTGCAAGAGATAGGCTATTTCGGGGAGTTAGGTACTACGGTATGGA
CGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGG
Secuencia de aminoacidos de la cadena H de 2105 (SEQ ID NO: 32)

MELGLSWIFLLAILKGVQCEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYA
MHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSLVHADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMN

SLRAEDTALYYCARDRLFRGVRYYGMDVWGQGTTVTVSSASTK
Cadena L de 2105 (SEQ ID NO: 33)
CTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCT
CTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGAC
ACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTC
CTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCA
CTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACT
CTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGC
AGCGTAGCCACTGGCTCACTTTCGGCGGGGGGACCAAGGTGGAGATCAAA
CGTACGGTG | '

Secuencia de aminoacidos de la cadena L de 2105 (SEQ ID NO: 34)
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLA
WYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC
QQRSHWLTFGGGTKVEIKRTV ' |

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de 110 que codifican para la region variable de cadena H y
region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y la cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 602 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 35. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 4792 adenina (A) y la 4802 guanina (G) desde el extremo 5'. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 36 y el 140° residuo de serina (S), y la
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region constante es de la 1412 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la

192 cisteina (C) de SEQ ID NO: 36. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 202 glutamina (Q)
de SEQ ID NO: 36.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 352 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 37, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4212 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1292 lisina (K) de SEQ ID NO: 38. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la

cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 222 cisteina (C) de SEQ ID NO: 38. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es la 232 valina (V) de SEQ ID NO: 38.

Cadena H de 110 (SEQ ID NO: 35)

CTGAACACAGACCCGTCGACTTCCATTCGGTGATCAGCACTGAACACAGA
GGACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTA:
AGAGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGT
CCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGG
AGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGATGGAAGTATTAAATACTATGCAGACTC
CGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGC
GAGAGAGGGCTACAATATTTTGACTGGTTATTTTGGCTACTGGGGCCAGGG
AACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGG |

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de 110 (SEQ ID NO: 36)
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYG
MH WVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSIKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCAREGYNILTGYFGYWGQGTLVTVSSASTK

Cadena L de 110 (SEQ ID NO: 37)
TCACAGATCTAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCC
CCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTG
TCATCTGGATGACCCAGTCTCCATCCTTACTCTCTGCATCTACAGGAGACAG
AGTCACCATCAGTTGTCGGATGAGTCAGGGCATTAGCAGTGATTTAGCCTG
GTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTGAGCTCCTGATCTCTGCTGCATC
CACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCTGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAACTTA

TTACTGTCAACAGTATTATAGTTTTCCGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAA
GGTGGAAATCAAACGTACG

Secuencia de aminoéacidos de la cadena L de 110 (SEQ ID NO: 38)
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MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCVIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGISS
DLAWYQQKPGKAPELLISAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFAT
YYCQQYYSFPWTFGQGTKVEIKRT

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de 115 que codifican para la region variable de cadena H y
region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 602 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 39. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 4792 adenina (A) y la 4802 guanina (G) desde el extremo 5'. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 40 y el 140° residuo de serina (S), y la
region constante es de la 1412 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la
192 cisteina (C) de SEQ ID NO: 40. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 20? glutamina (Q)
de SEQ ID NO: 40.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 352 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 41, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4212 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1292 lisina (K) de SEQ ID NO: 42. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 222 cisteina (C) de SEQ ID NO: 42. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es la 232 valina (V) de SEQ ID NO: 42.

Cadena H de 115 (SEQ ID NO: 39)
CTGAACACAGACCCGTCGACTTCCATTCGGTGATCAGCACTGAACACAGA
GGACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTA
AGAGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGT
CCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTT
CAGTAGC'TA’I‘GGCATGCACTGGGTCCGCC.AGGCTCCAGGCAAGGGGCTGG
AGTGGGTGGCAGTTATATGGAATGATGGAAGTATTAAATACTATGCAGACTC
CGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGC
GAGAGAGGGCTACAATATTTTGACTGGTTATTTTGGCTACTGGGGCCAGGG
AACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGG '
Secuencia de aminoacidos de la cadena H de 115 (SEQ ID NO: 40)
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYG
MHWVRQAPGKGLEWVAVIWNDGSIKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCAREGYNILTGYFGYWGQGTLVTVSSASTK

Cadena L de 115 (SEQ ID NO: 41)
TCACAGATCTAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCC
CCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTG
TCATCTG GATGACCCAGTCTCCATCCTTACTCTCTGCATCTACAGGAGACAG
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AGTCACCATCAGTTGTCGGATGAGTCAGGGCATTAGCAGTGATTTAGCCTG
GTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTGAGCTCCTGATCTCTGCTGCATC
CACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCTGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAACTTA
TTACTGTCAACAGTATTATAGTTTTCCGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAA
GGTGGAAATCAAACGTACG

Secuencia de aminoacidos de la cadena L de 115 (SEQ ID NO: 42)
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCVIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGISS
DLAWYQQKPGKAPELLISAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFAT '
YYCQQYYSFPWTFGQGTKVEIKRT |

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de 281-1-10 que codifican para la region variable de cadena H
y region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 522 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 43. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 4682 adenina (A) y la 4692 guanina (G) desde el extremo 5’. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 44 y el 139° residuo de serina (S), y la
region constante es de la 1402 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la
192 serina (S) de SEQ ID NO: 44. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 20? glutamina (Q)
de SEQ ID NO: 44.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 412 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 45, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4242 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1282 lisina (K) de SEQ ID NO: 46. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 20? glicina (G) de SEQ ID NO: 46. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es el 21° acido glutamico (E) de SEQ ID NO: 46.

Cadena H de 281-1-10 (SEQ ID NO: 43)
CTGAACACAGACCCGTCGACTTTGAGAGTCCTGGACCTCCTGTGCAAGAA '
CATGAAACATCTGTGGTTCTTCCTTCTCCTGGTGGCAGCTCCCAGATGGGT
CCTGTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTT
CGGAGACCCTGTC.CCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTGGTT
ACTAC'I;GGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGG-AGTGGATT
GGGTATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACAATCCCTCCCTCAAGAGTC
GAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGA
ATTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCCCCCT
TCCACGGTGACTACAAATGGTTCCACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGG

30



10

15

20

25

30

35

ES 2491265713

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de 281-1-10 (SEQ ID NO: 44)
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYY
WSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLNSVT
AADTAVYYCARAPLHGDYKWFHPWGQGTLVTVSSASTK
Cadena L de 281-1-10 (SEQ ID NO: 45)
TCACAGATCTGAGCTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAACCC
CAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAG
AAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
GAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAG
CCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTG
CATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCT
GGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCA
GTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGATCACCTTCGGCCAAGGG
ACACGACTGGAGATCAAACGTACG
Secuencia de aminoacidos de la cadena L de 281-1-10 (SEQ ID NO: 46)
METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYL
AWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYY
CQQYGSSPITFGQGTRLEIKRT

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de 4D11 que codifican para la region variable de cadena H y
region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 162 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 47. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 456 adenina (A) y la 4572 guanina (G) desde el extremo 5. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 48 y el 147° residuo de serina (S), y la
region constante es de la 1482 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la
262 serina (S) de SEQ ID NO: 48. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 272 glutamina (Q)
de SEQ ID NO: 48.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 592 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 49, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4422 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1282 lisina (K) de SEQ ID NO: 50. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 222 cisteina (C) de SEQ ID NO: 50. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es la 212 alanina (A) de SEQ ID NO: 50.

Cadena H de 4D11 (SEQ ID NO: 47)
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ATATGTCGACGAGTCATGGATCTCATGTGCAAGAAAATGAAGCACCTGTGG
TTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGGCTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAG
CTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTACTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT '
CACCTGCACTGTCTCTGGCGGCTCCATCAGCA GTCCTGGTTACTACGGGGG
CTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTA
TAAAAGTGGGAGCACCTACCACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCA
TATCCGTAGACACGTCCAAGAACCAGTT{CTCCCTGAAGCTGACCTCTGTGA
CCGCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTACGAGACCTGTAGTACGATATTT
TGGGTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG
CTAGC

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de 4D11 (SEQ ID NO: 48)
MDLMCKKMKHLWFFLLL\(AAPRWVLS QLQLQESGPGLLKPSETLSLTCTVSG
GSISSPGY YGGWIRQPPGKGLEWIGSIYKSGSTYHNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCTRPVVRYFGWFDPWGQGTLVTVSSAS

Cadena L de 4D11 (SEQ ID NO: 49)
AGATCTTAAGCAAGTGTAACAACTCAGAGTACGCGGGGAGACCCACTCAG
GACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGE
TCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTGCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCT
CCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCT
CCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAATTTGGAAAGTGGGGTCCCATCAA
GGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCC
TGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCC
GACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACG

Secuencia de aminoacidos de la cadena L de 4D11 (SEQ ID NO: 50)

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISS
ALAWYQQKPGKAPKLLIYDASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAT
YYCQQFNSYPTFGQGTKVEIKRT

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de KM643-4-11 que codifican para la region variable de
cadena H y region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 12 adenina
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(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 51. El limite de la region variable y la regiéon constante del anticuerpo se
ubica entre la 4472 adenina (A) y la 4482 guanina (G) desde el extremo 5. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 52 y el 149° residuo de serina (S), y la
region constante es de la 1502 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la

20?2 serina (S) de SEQ ID NO: 52. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 212 glutamina (Q)
de SEQ ID NO: 52.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 382 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 53, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4092 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1242 lisina (K) de SEQ ID NO: 54. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 20? glicina (G) de SEQ ID NO: 54. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es el 21° acido glutamico (E) de SEQ ID NO: 54.

Cadena H de KM643-4-11 (SEQ ID NO: 51)

ATGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTGCCCGTGCTGGGCCTCCCATGGGGTG
TCCTGTCACAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGTCCAGGACTGGTGAAGCCC
TCGCAGACCCTCTCATTCACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGC
AACAGTGCTGCTTGGAACTGGATCAGGCA GTCCCCATCGAGAGGCCTTGA
GTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAAAGATTATGCAGT
_ATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAACCAGTT
CTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACCCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTG
TGCAAGAGGGTATTACTATGGTTCGGGGAGCTATCCCTACTACTACCAAATG
GACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC'I"AGC

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de KM643-4-11 (SEQ ID NO: 52)
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLSQVQLQQSGPGLVKPSQTLSFTCAISGDSVSSNSA
AWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWYKDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQL
NSVfPEDTAVYYCARGYYYGSGSYPYYYQMDVWGQG'fTVTVSSAS '

Cadena L de KM643-4-11 (SEQ ID NO: 53)
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AATTGAGGAACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAGCCCCAG
CTCAGCTTCTCTTCCTCCTQCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAAT
TGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGTGC
CACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTA
CCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAA
CAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTA
CTGTCAGCAGCGTAGCAACACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCA

AACGAAC
Secuencia de aminoacidos de la cadena L de KM643-4-11 (SEQ ID NO: 54)

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGESATLSCRASQSVSSYLA
WYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC

QQRSNTFGGGTKVEIKR

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de F4-465 que codifican para la region variable de cadena H y
region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codon ATG que comienza a partir de la 472 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 55. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 4842 adenina (A) y la 4452 guanina (G) desde el extremo 5. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 56 y el 146° residuo de serina (S), y la
region constante es de la 1472 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la
192 serina (S) de SEQ ID NO: 56. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es la 20? glutamina (Q)
de SEQ ID NO: 56.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 812 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 57, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4402 (C). En la secuencia de
aminoacidos, la region variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1202 treonina (T) de SEQ ID NO: 58. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 192 alanina (G) de SEQ ID NO: 58. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es la 202 serina (S) de SEQ ID NO: 58.

Cadena H de F4-465 (SEQ ID NO: 55)
CTGAACACAGACCCGTCGACTACGCGGGAGACCACAGCTCCACACCATGG
ACTGGACCTGGAGGATCCTATTCTTGGTGGCAGCAGCAACAGGTGCCCACT
CCCAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCC
TCAGTGAAGGTCCCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTAGCTATGCTA
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TGAATTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGG
ATCAACACCAACACTGGGAACCCAACGTATGCCCAGGGCTTCACAGGACG
GTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGC
AGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGTAGTA
CCAGTTGCTATGAGGGTAACTCACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGC
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de F4-465 (SEQ ID NO: 56)
MDWTWRILFLVAAATGAHSQVQLVQSGSELKKPGASVKVPCKASGYTFTS YA
MNWVRQAPGQGLEWMGWINTNTGNPTYAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQIS
SLKAEDTAVYYCAREVVPVAMRVTHYYYGMDVWGQGTTVTVSSAST

Cadena L de F4-465 (SEQ ID NO: 57)
CTGGGTACGGTAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCACAGATCTGCCT
CAGGAAGCAGCATCGGAGGTGCCTCAGCCATGGCATGGATCCCTCTCTTCC
TCGGCGTCCTTGTTTACTGCACAGGATCCGTGGCCTCCTATGAGCTGACTC
AGCCACCCTCAGTGTCCGTGGCCCCAGGACAGACAGCCAGCATCACCTGT,
TCTGGAGATAAATTGGGGGATAATTTTACTTGCTGGTATCAGCAGAAGCCA
GGCCAGTCCCCTGTGCTGGTCATCTTTCAGGATTGGAAGCGGCGCCCAGGG
ATCCCTGCGCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGGAACACAGCCACTCTGACC
ATCAGCGGGACCCAGGCTATGGATGAGGCTGACTATTACTGTCAGGCGTGG
GACATCAGCACTGTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT
CAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAG
CTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCG
GGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGG
AGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCC
AGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTA
CAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCC
CTACAGAATGTTCATGAATTCAGATCCGTTAACGGTTACCAACTACCTAGAC
TGGATTCGTGACCAACATA

Secuencia de aminoacidos de la cadena L de F4-465 (SEQ ID NO: 58)
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MAWIPLFLGVLVYCTGSVASYELTQPPSVSVAPGQTASITCSGDKLGDNFTCW

YQQKPGQSPVLVIFQDWKRRPGIPARFSGSKSGNTATLTISGTQAMDEADYYC

QAWDISTVVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYP
GAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSC

QVTHEGSTVEKTVAPTECS

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de F2-103 que codifican para la regién variable de cadena H y
region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 322 adenina
(A) desde el extremo 5’ de SEQ ID NO: 59. El limite de la region variable y la region constante del anticuerpo se
ubica entre la 4632 adenina (A) y la 4642 guanina (G) desde el extremo 5'. En la secuencia de aminoacidos, la region
variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 60 y el 144° residuo de serina (S), y la
region constante es de la 1452 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un software de prediccion
de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el extremo N-terminal y la

192 cisteina (C) de SEQ ID NO: 60. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura es el 20° acido

glutamico (E) de SEQ ID NO: 60.

El punto de inicio de la traduccién del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 292 A desde

el extremo 5’ de SEQ ID NO: 61, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4152 adenina (A). En la secuencia

de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1292 lisina (K) de SEQ ID NO: 62. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la

cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 222 cisteina (C) de SEQ ID NO: 62. Se cree que el extremo N-

terminal de la proteina madura es el 23° Asp (D) de SEQ ID NO: 62.

Cadena H de F2-103 (SEQ ID NO: 59)
GCTGA’I‘CAGGACTGCACACAGAGAACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCT
GGGTTTTCCTTGTTGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGG
TGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCT-CC
TGTGCAGTCTCTGGATTCACCTTCAGTACCTACTGGATGCACTGGGTCCGC
CAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGTGTGGGTCTCACGTATTAATAGTGATGGG

' AGTAGCACAACCTACGCGGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGA
" GACAACGCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGA
GGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGAGTACTATGGATCGGGGA
GTTATCCTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGT
CTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC

CAAGAGCACCTCT

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de F2-103 (SEQ ID NO: 60)
MEFGLSWVFLVAILKGVQCEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFSTYW
MHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGSSTTYADSVKGRFTISRIjNAKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCARDRVLWIGELSYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTS
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Cadena L de F2-103 (SEQ ID NO: 61)
GGGGAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTC
AGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAAATGTGACATCC
AGATGACCCAGTCTCCTTCCACCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCA
CCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGAGTATTAGTAACTGGTTGGCCTGGTATC
AGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGCTCTATAAGGCATCTGGTT
TAGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAA
TTCACTCTCACCATCAACAGCCTGCAGCCTGATGATTTTGCAACTTATTACT
GCCAACAGTCTAATAGTTATTCGTGGACGTTCGGCCACGGGACCAAGGTGG
AAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGA
TGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTT
CTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATC
GGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCT
ACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA_GCAGACTACGAGAAACAC
AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGA

Secuencia de aminoacidos de la cadena L de F2-103 (SEQ ID NO: 62)

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKCDIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISN
WLAWYQQKPGKAPKLLLYKASGLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFA
TYYCQQSNSYSWTFGHGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN

NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD YEKH
KVYACEVTHQGL '

Se muestran respectivamente a continuacion los ADN de F5-77 que codifican para la region variable de cadena Hy
region variable de cadena L y las secuencias de aminoacidos de la cadena H y cadena L.

El punto de inicio de la traduccion del ADN de la cadena H es un codén ATG que comienza a partir de la 1002
adenina (A) desde el extremo 5 de SEQ ID NO: 63. El limite de la regiéon variable y la region constante del
anticuerpo se ubica entre la 5282 adenina (A) y la 5292 guanina (G) desde el extremo 5. En la secuencia de
aminoacidos, la region variable de cadena H oscila entre el extremo N-terminal de SEQ ID NO: 64 y el 143° residuo
de serina (S), y la region constante es de la 1442 alanina (A) y los siguientes residuos. Se predijo mediante un
software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la cadena H oscila entre el
extremo N-terminal y la 192 cisteina (C) de SEQ ID NO: 64. Se cree que el extremo N-terminal de la proteina madura
es el 20° acido glutamico (E) de SEQ ID NO: 64.

El punto de inicio de la traduccion del ADN de la cadena L es un codén ATG que comienza a partir de la 592 A desde
el extremo 5’ de SEQ ID NO: 65, y la region variable oscila entre el extremo 5’ y la 4452 adenina (A). En la secuencia
de aminoacidos, la regién variable oscila entre el extremo N-terminal y la 1292 lisina (K) de SEQ ID NO: 66. Se
predijo mediante un software de prediccion de secuencia génica (Signal P ver. 2) que la secuencia sefial de la
cadena L oscila entre el extremo N-terminal y la 222 cisteina (C) de SEQ ID NO: 66. Se cree que el extremo N-
terminal de la proteina madura es el 23° Asp (D) de SEQ ID NO: 66.

Cadena H de F5-77 (SEQ ID NO: 63)
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GGTCTATATAAGCAGAGCTGGGTACGTCCTCACATTCAGTGATCAGCACTG
AACACAGA(SCCG'i'CGACGGTGATCAGGACTGAACAGAGAGAACTCACCAT
‘GGAGTTTGGG CTGAGCTGGCTTTTTC'I_'TGTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCA
GTGTGAGGTTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGG_GAGGCTTGGTACAGCCTGGGG
GGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGC
CATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAG
CTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCC
GGT,TCACCATCTCCAGAGA.CAATTCCAAGA‘ACACG CTGTATCTGCAAATGA
ACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGATGGG
GGGTACTATGGTTCGGGGAGTTATGGGTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGA
ACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC
CTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTG
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCC

Secuencia de aminoacidos de la cadena H de F5-77 (SEQ ID NO: 64)
MEFGLSWLFLVAILKGVQCEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAM
SWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCAKDGGYYGSGSYGYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP

SSKSTSGGTAALGCLVKDYFP

Cadena L de F5-77 (SEQ ID NO: 65)
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CAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGGGGGAGTCAGACCCAGTCA
GGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCT
GCTCTGGTTCCCAGGTTCCAGATGCGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATC
TTCCGTGTCTGGATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAG
TCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAG
CCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGGATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATC
AAGGTTCAGCGGCAGTGGATTTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAG
CCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAGCAGTTT
CCCTCGGACATTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACGTACGGTGG
CTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGG
AACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAA
AGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGA
GTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACC
CTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGA.
AGTCACCCATCAGGGCCTGA

Secuencia de aminoacidos de la cadena L de F5-77 (SEQ ID NO: 66)
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSGSVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYAGSSLQSGVPSRFSGSGFGTDFTLTISSLQPEDFAT
YYCQQASSFPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGL

[Ejemplo 18] Expresion de proteina de anticuerpo en célula animal

Se incorporé el fragmento de ADN obtenido anteriormente que contenia la region variable del anticuerpo en un
vector apropiado tal como N5KG1 (IDEC Pharmaceuticals, patente estadounidense 6001358), preparando de ese
modo un vector de expresion de anticuerpos. Como célula huésped para la expresion, por ejemplo, se usa
apropiadamente CHO-Ras (Katakura Y., et al., Cytotechnology, 31: 103-109, 1999). El vector puede introducirse en
la célula huésped mediante, por ejemplo, electroporacion. Se linealizaron aproximadamente 2 ug del vector de
expresion de anticuerpos con una enzima de restriccion. Se introdujo el gen en 4x10° células CHO-Ras en
condiciones de 350 V y 500 pF usando un electroporador de Bio-Rad, y entonces se inocularon en una placa de
cultivo de 96 pocillos. Se afiadié un farmaco correspondiente al marcador de seleccion del vector expresion, y se
continué cultivando. Cuando se observaron colonias, se seleccionaron lineas que expresaban anticuerpos mediante
el método descrito en el ejemplo 4. Pueden purificarse anticuerpos de las células seleccionadas segun el ejemplo 5.

[Ejemplo 19] Accidén supresora de la produccion de anticuerpos especificos de antigenos del anticuerpo antagonista
frente a CD40

Se sensibilizaron ratones que tenian un antecedente genético por el cual eran homocigotos para CD40 alterado
enddgeno de ratén y albergaban un transgén de un gen de CD40 humano (Yasui. et al. Int. Immunol. 2002 vol 14:
319) mediante inyeccion intraperitoneal de 100 pg (en una cantidad de NP-CGG) de un complejo de conjugados de
4-hidroxi-3-nitrofenilacetil-y-globulina de pollo (NP-CGG: distribuido por el profesor Hitoshi KIKUTANI, Research
Institute for Microbial Diseases, Universidad de Osaka) y ARAM (ARAM: motivo de activacion de reconocimiento de
antigeno, Antigen Recognition Activation Motif). Se administraron 30 o 100 pug de cada anticuerpo monoclonal por
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medio de la vena caudal inmediatamente antes de la sensibilizacion con antigeno. Se administraron 100 ug de
anticuerpo de IgG4 humano anti-albumina humana como control negativo. 7 dias tras la sensibilizacién, se recogié
sangre del plexo venoso orbital, y entonces se midieron las cantidades de anticuerpos de IgG1 e IgM especificos de
NP en los sueros mediante el método de ELISA. Se realizé el método de ELISA afadiendo albumina sérica bovina
unida a NP (NP-BSA: 2,5 pg/ml) (50 pl/pocillo) a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos para ELISA
(Maxisorp, Nunc), incubando a 4°C y luego absorbiendo NP-BSA. A continuacién, se desechd el sobrenadante, se
afadié un reactivo de bloqueo (Super Block, Pierce) a cada pocillo, y entonces se realizé la incubacion a
temperatura ambiente para el bloqueo. Entonces se lavé cada pocillo 3 veces con un tampén fosfato que contenia
Tween20 al 0,1% (PBS-T). Posteriormente, se afiadié cada suero diluido con PBS-T que contenia BlockAce al 10%
(50 pl/pocillo) a cada pocillo, seguido por incubacion a 37°C durante 2 horas para la reaccion. Se lavo la microplaca
3 veces con PBS-T. Se afiadié (50 pl/pocillo) a cada pocillo una disolucion preparada diluyendo 1.000 veces
anticuerpos de cabra anti-lgG1 o IgM de raton marcados con fosfatasa alcalina (COSMO BIO, 1070-04 o 1020-04)
con PBS-T que contenia BlockAce al 10%, seguido por 2 horas de incubacién a 37°C. A continuacion, se lavo la
microplaca 3 veces con PBS-T, se afiadié una disolucion de sustrato cromogénico (50 pl/pocillo, Sigma104, sustrato
de fosfatasa) a cada pocillo, y entonces se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm con un lector de
microplacas. Las figuras 18 y 19 muestran los resultados. En las figuras, los ejes longitudinales indican valores
obtenidos mediante conversion usando como unidad el suero diluido 10.000 veces en el caso de anticuerpo de I1gG1,
y el suero diluido 100 veces en el caso de anticuerpo de IgM. En este caso, se preparoé el suero inyectando NP-CGG
dos veces en ratones C57BL/6, recogiendo sangre de los ratones y reuniendo el suero. La administracion de 100 ug
de cada uno de los anticuerpos F4-465, 4D11 y KM281-1-10 suprimi6 fuertemente la produccion de anticuerpos de
IgG1 e IgM especificos de NP.

[Ejemplo 20] Supresion de la proliferacion de células B de las amigdalas mediante anticuerpo antagonista frente a
CD40

Se obtuvieron amigdalas humanas del Children’'s Hospital (San Diego, California, EE.UU.). Se cortaron las
amigdalas en trozos pequefios, se trituraron y entonces se hicieron pasar a través de un filtro celular de malla de
nailon de 70 micrometros, preparando de ese modo una suspension celular. Se lavé la suspension celular varias
veces con PBS, se contd el niumero de células y entonces se crioconservo la suspension con el 90% de suero
humano (ICN) y el 10% de DMSO. Tras descongelar, se resuspendieron las células en un medio RPMI convencional
complementado con suero humano al 10% y anfotericina 2,5 ng/ml (fangizon, Gibco/BRL), y entonces se usaron.

Se afadieron 1x10° células a una placa de 96 pocillos, y entonces se afiadieron anticuerpos anti-CD40 humano a
concentraciones de 0,01, 0,1, 1,0 y 10 ug/ml. Se realiz6 la prueba por triplicado a cada concentracién. Se afadieron
CD40L marcado con flag 1 pg/ml (Alexis) y anticuerpos potenciadores frente a CD40L 1 ug/ml (Alexis) a cada pocillo,
seguido por 3 dias de cultivo. Entonces, se afiadié 1 uCi de [3H] timidina a cada pocillo. De 12 a 15 horas mas tarde,
se recogieron las células, y entonces se midio la proliferacion de células B de las amigdalas usando un contador de
centelleo liquido. Se determiné el recuento obtenido cuando habian proliferado células B debido a la estimulacion de
CD40L y no se habia afiadido anticuerpo como 100, y se determind el recuento obtenido cuando no se habia
afadido CD40L y no se habian estimulado células B como 0. Por ejemplo, cuando el recuento relativo medido era de
30, se expreso esto en este experimento como que se habia producido una inhibicién de la proliferacion del 70%.

5D12, que es el anticuerpo antagonista conocido, no mostré una inhibicién de la proliferacion de mas del 50%
incluso con la concentracion de anticuerpo de 100 pg/ml. F4-465 mostré una supresion de la proliferacion de
aproximadamente el 80% incluso con la concentracion de anticuerpo tan baja como 0,01 pg/ml, y mostré una
supresion de la proliferacion de aproximadamente el 95% con una concentraciéon de anticuerpo de 0,1 a 10 ug/ml
(figura 20).

Aplicabilidad industrial

La presente invencién proporciona un anticuerpo contra CD40. El anticuerpo de la presente invencion incluye tanto
un anticuerpo que actua de manera agonista sobre CD40 como un anticuerpo que actia de manera antagonista
sobre CD40. Por tanto, estos anticuerpos son utiles como, por ejemplo, agente inmunopotenciador y agente
inmunosupresor, respectivamente.

Texto libre de lista de secuencias

SEQ ID NO: 1: ADN sintético

SEQ ID NO: 2: ADN sintético

SEQ ID NO: 3: ADN sintético

SEQ ID NO: 4: ADN sintético
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

5: ADN sintético

6: ADN sintético

7: ADN sintético

8: ADN sintético

9: ADN sintético

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

21:

22:

23:

24

25:

26:

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético

ADN sintético
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<120> ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD40

<130> PH-1569-PCT

<140>
<141>

<150> Documento PCT/US01/13672
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<150> Documento US09/844.684

<151> 27-04-2001

<150> Documento JP2001/142482

<151> 11-05-2001
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<150> Documento US10/040.244
<151> 26-10-2001

<160> 66
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 1

cccagatctg tccatccaga accacccact gcatgcagag
<210> 2

<211> 41

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 2

acaagatctg ggctctacgt atctcagccg atcctgggga ¢
<210> 3

<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 3

ggtccgggag atcatgaggg tgtcctt
<210>4
<211> 26

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 4

gtgcacgccg ctggtcaggg cgectg
<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 5
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gctggagggc acggtcacca cgcetg

<210>6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 6

ggtgccaggg ggaagaccga tgg

<210>7

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400>7
atatgtcgac gctgaattct ggctgaccag ggcag

<210> 8

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 8

atatgtcgac tcccaggtgt ttccattcag tgatcag
<210>9

<211> 37

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 9

atatgtcgac ttccattcgg tgatcagcac tgaacac
<210> 10

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 10
atatgtcgac tttgagagtc ctggacctcc tgtg
<210> 11
<211>33

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 11
atatgtcgac gagtcatgga tctcatgtgc aag

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 12
atatgtcgac ccagggcagt caccagagct ccagac
<210> 13
<211> 26

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 13
accgtgtcga ctacgcggga gtgact
<210> 14
<211> 29

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 14
accgtgtcga cgctgatcag gactgcaca
<210> 15
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 15

accgtgtcga cggtgatcag gactgaacag
<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 16
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gttgaagctc tttgtgacgg gcgagce

<210> 17

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 17
tcttctccac ggtgcetecct tecat
<210> 18
<211> 35

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 18
atatagatct gaactgctca gttaggaccc agagg

<210> 19

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 19
atatagatct cgcggggaag gagactgctc agtt
<210> 20
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 20

atatagatct agtcagaccc agtcaggaca cagc
<210> 21

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 21
atatagatct gagctgctca gttaggaccc agaggg
<210> 22
<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 22
atatagatct taagcaagtg taacaactca gagtac

<210> 23

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 23
atatagatct gaggaactgc tcagttagga cccagagg
<210> 24
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 24
aactccagat ctgcctcagg aagcagcatc
<210> 25
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 25
aactccagat ctagggcaag cagtggtaac
<210> 26
<211> 26

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN sintético

<400> 26

tggcgggaag atgaagacag atggtg
<210> 27

<211> 1480

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 27

46

36

38

30

30

26



gtcgacecte
cttcctcate
gcagecagtca
ctccggggac
gagagacctt
aggatctgtg
gcagctgaac
gctgggagee
caccgtetet
gagcacctlcc
ggtgacggtg
cctacagtece
cggcacccag
gacagttgag
accgtecagte
tgaggtcacg
gtacgtggac
cagcacgttc
gEgagtacaag
caaaaccaaa
' gatgaccaag
cgeegtgeag
gctggactca
ECagcagEEE
Ecagaagagc

<210> 28

<211> 474

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

aattctgget

ttcctgcceg

ggtccaggac
agtgtctcta
gagtggctes
aaaagtcgaa
tctgtgacte
gattacccct
tcagecteoca
gagagcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacacct
cgcaaatgtt
ttcectettee
tgcgtggteg
gecgtggage
cegtgtggtca
tgcaaggtct
gEgcagecce
aaccaggtca
tgegagagea
gacggctect
aacgtcttct
ctectcectgt

ES 2491265713

gaccagggca
tgctgegecct
tggtgaagece
gcaacagtge
gaaggacata
taatcatdaa
CCgaggacac
actactacag
ccaagggece
cggccctegg
caggcgctct
actcccteag
gcaacgtaga
gtgtcgagty
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatge
gcgtectcac
ccaacaaagg
gagaaccaca
gcectgaccotg
atgggcagee
tcttecteta
catgctccgt
ctecggetaa

Eccaccagag
cccatgegggt.
ctcgeagacce
tacttggaac
ctacaggtcce
cccagacaca

ggctatatat

tatggacgte
atcggtette
ctgcctgete
gaccégcggc
cagegtggte
tcacaagccc
cccaccgtge
caaggacace
ccacgaagac
caagacaaag
cgttgtgcac
ccteccagee
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc
gatgcatgag
atgaggatcc

47

ctccagacaa
gtcctgtcac
ctctecactea
tggatcagge
aagtggtate
tccaacaace
tactgtacaa
tEgggccaag
ccecctggege
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct
agcaacacca
ccagcaccac
ctcatgatet
cccgaggtec
CCAacgEEage
caggactgge
cccatcgaga
ctgcecceat
ggcttctace
tacaagacca
accgtggaca
gctetgeaca

tgtctgtcte
aggtccaact
cctgtgecat
agtccccatc
gtgattatgt
agttctecet
gagcacagtg
gEEgaccacggt
cctgetecag
tcccoccgaace
tcccagetgt
cqagcaacft
aggtggacaa
ctgtgegcagg
CcCggaccce
agtttaactg
agcagitcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
CCCgBEEagga
CCcagcgacat
cacctececat
agagcaggtg
accactacac

60-

120
180
240
300
360
420
480 -
540
600

660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1480



Met

Gly

Lys

Val

Arg
65

Arg

Thr

Asp

Tyr

Thr
145

Pro

Val

Ala

Ser

Val

Pro

Ser

50

Asp

Val

Leu

Ser

- 35

Ser

Leu

Asp Tyr

Ser

Asn

Thr Ala

115

Pro Tyr

130

Val

Cys

Lys

Leu

Ser

Ser

Asp

Thr
195

Ser

Ser.

20

Gln

Asn

Glu

Val

Asn

100

Ile

Tyr

Ser

Arg

Tyr

180

Ser

Phe

Gln

Thr

Ser

Trp

Gly

85

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Ser

165

Phe

Gly

Leu

Val

Leu

Ala

Leu

70

Ser_

Phe

Tyr

Ser

Ser

150

Thr

Pro

Val

ES 2491265713

Ile

Gln

Ser

Thr
55

Gly

- Val

Ser

Cyg

Met

135

Thr

Ser

Glu

His

Phe
Leu
Leu

40

Trp

L'__lfs
Leu
Thr
120
Asp
Lys
Glu

Pro

Thr
200

Leu

Gln
25

Thr

Asn

Thr

Ser

Gln

105

Arg

Val

Gly

Ser

Val
185

Phe

48

Pro
10

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

90

L eu

Ala

Trp

Pro

Thr
170

Thr

Fro

Val
Ser
Ala
Ile
Tyr

75
Ile
Asn
Gln
Gly
Ser
155
Ala
Val

Ala

Leu

Gly

Ile

Arg

- 60

Arg
Ile
Ser
Trp
Gln
140
Val
Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Ser
45

Gln

Ser

Ile

Val

Leu
125

Gly.

Phe

Leu

Trp

Leu
205

Leu

Gly

30

Gly

Ser

Lys

Asn

110

Gly

Thr

Pro.

Gly

Asn
180

Gln

Pro
15

Lleu

Asp

Pro

Trp

Pro

Trp
Val
Ser
Ser
Tyr

80

Asp

95

Pro

Gly

Thr

Leu

Cys

175

Ser

Ser

Glu
Asp
Val
Ala
160
Leu

Gly

Ser



Gly

Gly
225

Lys
Cys
Lys
Val
Tyr
305
Glu
His
Lys
Gln
Met
i85

Pro

Asn

Leu
210

Thr

Val

Pro

Pro

Yal

290

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

370

Thr

Ser

Tyr

Tyr
Gln
Asp
Ala
Lys
275

Val

Asp

Phe

Asp
Leu
355
Arg
Lys

Asp

Lys

Ser

Thr

Lys

Pro

260

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

340

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
420

Leu

Tyr

Thr

245

Pro

Val

Val

Ser

Thr

230

Val

Val

Leu

Ser

Glu

310

Ser
325

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
405

Thr

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

390

Val

Pro
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Ser Val Val

215

Cys

Glu

Ala

Met

His

295

Val
Phe
Gly
Ile
Val
375
Ser

Glu

Pro

Asn

Arg

Gly

Ile

Val

Lys

Pro

265

Ser

280

Glu

His

Arg

Lys

Glu

360

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

Asn

Val

Glu

345

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu
425

49

Thr
Asp
Cys
250
Ser

Arg

- Pro

Ala

Val

Val

His
235

Cys

Val

Thr

Glu

Lys
315

Ser

330 .

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
410

Lys

Ile

Pro

Leu

395

Asn

Asp Ser

Pro
220

Lys

Val

Phe

Pro

Val

300

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

380

Val

Gly

Asp

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

285

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

365

Ser

Lys

Gln

Gly

Ser
Ser
Cys
Phe
270
Val
Phe
Pro
Thr
Val
350
Thr
Arg
Gly

Pro

Ser
430

Asn

Asn

Pro

255

Pro

Thr

Asn
Arg
Val
335
Ser
Lys
Glu

Phe

Glu
415

Phe

Phe

Thr -
240

Pro
Pro
Cys
Trp
Elu
320
Yal
Asn
Gly
Glu
Tyr
400

Asn

Phe
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Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
440

435

445

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

450

455

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

460

465 470

<210> 29

<211> 406

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
actgctcagt taggacccag agggaaccat ggaagcccca goctcagectte tcttectect 60
gctactctge ctcccagata ccaccggega aattgtgtig acacagtctc cagccaccet 120
gtetttgtect ccaggggaaa gageccacccet ctectgecagg gecagtecaga gtgttageag 180
ctacttagce tggtaccaac agaaacctgg ccaggetccc aggetcctca tctatgatge 240
atccaacagg gccaciggea tcccageccag gttcagtgge agtgggtctg ggacagactt 300
cactctecace atcagecagec tagagecctiga agatt;tgca gtttattacf gtcagcageg 360
tagcaacact ttcgpccctg ggaccaaagt ggatatcaaa cgtacg 4086

<210> 30

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leq Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 - 5 10 15

Asp. Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20 25 30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
' 35 40 45

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro

50
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50

Arg Leu Leu Ile Tyr

65

Arg Phe Ser Gly Ser

85

Ser Leu Glu Pro Glu

100

Asn Thr-Fhe Gly Pro

<210> 31
<211> 508
<212> ADN

115

<213> Homo sapiens

<400> 31

ctgaacacag
ggactcacca
cagtgtgaag
agactctect
caagctccag
gtgcatgegg
ctgtatctgc
gataggctat
gtcaccgtct

<210> 32

<211> 146
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 32

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Leu Ala Ile Leu Lys Gly

1

acccgtcgac
tggagttgeg
tgcagctggt
gtgcagcctce
ggaagggect
actctgtgaa
aaatgaacag
ttcggggagt
cctcagetag

5

ES 2491265713

99

60

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly

70

75

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

90

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln

105

Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg
120

tcccaggtgt
actgagectgg
geagtetgeg
tggattecacc

ggagtgggtce

gggecgatte

tctgagaget
taggtactac
caccaagg

ttccattcag
attttecttt
ggaggcttgg
tttgatgatt
tcaggtatta
accatctcca
gaggacacgg
ggtatggacg

10

125

tgatcagcac
tggetatttt
tacagectgg
atgccatgeca
gttggaatag
gagacaacgc

.ccttgtatta

tctggggecea

Ile

Pro Ala

80

Thr
95

Gln
110

Thr

tgaacacaga
aaaaggigtc
caggtccctg
ctgggtccgg
tggtagettg
caagaactcc
ctgtgcaaga
agggaccacg

15

Ile Ser

Arg Ser

120
180
240
300
360
420
480
508

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

51
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Pro Gly

Asp
- 50

Asp

Glu
65

Trp

Asp Ser

Ser Leu

Tyr Tyr

Met Asp
130

Thr
145

Lys

<210> 33
<211> 414
<212> ADN

20

Arg Ser

35

Tyr Ala

Val Ser

Val Lys

Met His Trp

Gly Ile Ser

Gly Arg Phe

ES 2491265713

Leu Arg Leu Ser
40

55

70

85

Leu
100

T?r

Cys Ala

115

Val Trp

<213> Homo sapiens

<400> 33

ctgctcagtt
ctactctgge
tetttgtete

tacttagcct

tccaacaggg
actctcacca
agecactgge

<210> 34
<211> 129
<212> PRT

aggacccaga
tcccagatac
Caggggaaag
ggtaccaaca
ccactggcat
tcageagect
tcactttcgp

<213> Homo sapiens

Gln Met Asn

Arg Asp Arg

Gly Gln Gly

Val

Trp

Thr

Ser

Leu

25

Cys Ala

Arg Gln

Asn Ser

Ile Ser

a0
Leu Arg
105

Phe Arg

120

135

Eggaaccatg
caccggagaa
agecaceccte
gaaacctgge
cccagccagg
agagecctgaa
CEEEEEEAcCC

Thr

Thr’?al

gaagccccag
attgtgttiga
tcetgcageg
caggctccca
ttcagtggca
gattttgcag
aaggtggaga

52

Ala

Ala
Gly
ﬁrg.
Ala
Giy

Thr

Ser Gly
- 45
Pro Gly
60
Ser Leu
75

Asp Asn

Glu Asp

Val Arg

125

Val
140

Ser

ctcagcttct
cacagtctec
ccagtcagag
Egctcctcat
gteggetctge
tttattactg
tcaaacgtac

30

Phe Thr Phe

Lys Gly Leu.

Val His Ala

80
Ala

Lys Asn

95
Thr Ala
110

Leu

Tyr Tyr Gly

Ser Ala Ser

cttcctectg 60

agccaccctg 120
tgttagecage 180
ctatgatgca 240
gacagacttc 300
tcageagegt 360
gete 414
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<400> 34

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
' 20 25 30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 . 40 45

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
50 55 80

Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala
65 70 75 . : 80

Arg Phe Se; Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 90 95

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tfr Cys Gln Gln Arg Ser
100 _ 105 110

His Trp Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lré Arg Thr
115 120 . . 125

Val

<210> 35

<211> 493

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

ctgaacacag acccgtcgac ttccattcgg tgatcagcac tgaacacaga ggactcacca 60
tggagtttgg getgagetge gttttecteg ttgetettit aagaggtgtc cagtgtcagg 120

53
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tgcagectggt
gtgcagegte
gcaagggect
actccgtgaa
aaatgaacag
atattttgac

ctagcaccaa EEE

<210> 36

<211> 144

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Met Glu Phe
1

Yal Gln Cys

Pro Gly. Arg

35

Ser Tyr
50

Ser

Glu
65

Trp Fai
Asp Ser Val
Thr

Leu Tyr

Tyr Cys
115

Tyr

Tyr Trp Gly

130
<210> 37

<211> 427
<212> ADN

Gly Leu

Gln

20
Ser
Gly
Ala
Lys
Leu

100

Ala

Gln

9.

Val

Leu

Met

Val

Gly

85

Gln

Arg

Gly

ES 2491265713

ggagtctggg ggaggegteg
tggattcacc ttcagtaget
ggagtgeggteg gcagttatat
gggccgattic accatctcca
cctgagagec gaggacacgg
tggttatttt gectactggg

Ser Trp

Gln Leu

Arg Leu

His Trp

55

Ile
70

Trp

Arg Phe

Met Asn

Glu Gly

Leu
135

Thr

Val

Val

Ser

40

Val

Tyr

Thr

Ser

Tyr

120

Val

tccagectgg
atggcatgca

ggtatgatgg

gagacaattc
ctgtgtatta
gccagggaac

Phe Leu

10

Glu
25

Ser

Cys Ala

Arg Gln

Asp Gly

Ile Ser

90

Leu
105

Arg
[le

Asn

Thr Val

54

Val

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

Ala

Leu

Ser Ser

gaggtcccetg
ctgggtecge
aagtattaaa
caagaacacg
ctgtgcgaga
cctggtcacc

Ala Leu

Gly Gly

Ser Gly

45

Pro Gl¥

60

Ile Lys
75

Asp Asn

Glu Asp

Thr Gly

125

Ala
140

agactctcct
caggctccag
tactatgcag
ctgtatetge
gagggctaca
Etctcctcag

Leu Arg Gly

15

Val
30

Val Gln

Phe’ Phe

Lys Gly Leu

Tyr Tyr Ala
: B0

Ser Lys Asn

95

Thr
110

Ala Val

Tyr Phe Gly

Ser Thr Lys

180
240
300
360
420
480

493
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ES 2491265713

<213> Homo sapiens

<400> 37

tcacagatct. agtcagaccc agtcaggaca cagcatggac atgagggtcc
cetggggetc ctgetgetet ggeteccagg tgecagatgt gtcatctgga
tccatcctta ctctectgeat ctacaggaga cagagtbacc atcagttgte
gggéattagc aﬁtgatttag cctggtatca gcaaaaacca gggaaagccco
gatctctget geatccactt tgcaaagtgg ggtcccatca aggttcagtg
tgggacagat ttcactctca ccatcagetg cctgeagtct gaagattttg
ctgtcaacag tattatagtt ttccgtggac gttcggecaa gggaccaagg
acgtacg '

<210> 38

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leun
1 5 . 10

Leu Pro Gly Ala Arg Cys Val Ile Trp Met Thr Gln Ser
20 25

Leu Ser ﬁla Ser Thr Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys
35 40 45

Gln Gly Ile Ser Ser Asp Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
50 55 60

Ala Pro Glu Leu Leu Ile Ser Ala Ala Ser Thr Leu Gln
65 70 75

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
' 85 ' 90

Ile Ser Cys Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

55

ccgctcaget
tgacccagte
ggatgagtca
ctgagetect
gcagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa

Leu Leu Trp
15

Pro Ser Leu
30

Arg Met Ser
Pro Gly Lys
Ser Gly Val

80

Thr Leu Thr
95

Cys Gln Gln

60

120
180
240
300
360
420
427



ES 2491265713

100 105 110
Tyr Tyr Ser Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

115 120 125

Lys Arg Thr
130
<210> 39
<211> 492

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 39

10

ctgaacacag
tggagttigg
tegcagctggt
gtgcagegte
gcaagggget
actccgtgaa
aaatgaacag
atattttgac
ctagcaccaa

acccgtcgac
gctgagetge
ggagtctgge
tggattcace
ggagtgggte
gEggccgatte
cctgaﬁagcc
tggttatttt
EB

ttccattegg
gttttcecteg
EEagBCcELEE
ttcagtagct
gcagttatat
accatctcca
gﬁggacacﬁg
ggctactggg

tgatcageac
ttgctettitt
tccagecctegg
atggcatgca
ggaatgatgg
gagacaattc
ctgtgtatta
gccagggaac

tgaacacaga
aagaggtegtc
gaggtccctg
ctgggteege
aagtattaaa
caagaacacg
étgtgcgaga
cciggtcace

ggactcacca
cagtgtcagg
agactctect
caggctecag
tactatgcag
ctgtatectge
E2gggctaca
gtctcctecag

60

120
180
240
300
360
420
480

1492

<210> 40

<211> 144

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

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

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln
20 25 30

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
' 35 40 45

Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

56
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15

ES 2491265713

50 55 60
Glu

65

Val Ala Val Ile
70

Trp Ile

Asp Gly Ser
75

Trp Asn Lys Tyr Tyr

Lys
95

Ser Val Lys Gly Arg Phe ﬁsn Ser

85

Asp Thr Ile Ser Arg Asp

90
Thr

Leu Tyr Leu Gln Met

100

Glu Thr

110

Asn Ser Leu Arg Ala Ala

105

Asp

Cys Ala Arg Glu
115

Gly
125

Tyr Tyr Gly Tyr Asn Ile Leu Thr Phe

120

Tyr

Ser Ala Ser Thf

140

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

135

Trp
130

Tfr

<210> 41

<211> 427

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ala
80

Asn

Val

Gly

Lys

tcacagatct
cctggggcte
tccatcctta
gggcattage
gatctetget
tggegacagat
ctgtcaacag
acgtacg

agtcagacce
ctgctgectet
ctctctegecat
agtgatttag
gcateccactt
ttcactcteca
tattatagtt

agtcaggaca
ggct&ccagg
ctacagpgaga
cctggtatca
tgcaaagtge
ccatcagetg
tteccgtggac

cagcatggac
tgccagatgt
cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcecatcea
cctgecagtet
gttcggccaa

atgagggtce
gtcatctgga
atcagttgte
gggaaagece
aggttcagtg
Eaagattttg
gggaccaagg

ccgetcaget 60
tgacccagte 120
ggatgagtca 180
ctgagetect 240
gcagtggate 300
caacttatta 360
tggaaatcaa 420

427

<210> 42

<211> 131

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

57



Leu Pro

Leu Ser

Gln Gly

50

Ala
65

Pro
Pro Ser
Ile Ser

Trr_Tyr

Gly
20

Ala
35

Ser

Ile Ser

Glu Leu

Arg Phe

Ala Arg

Thr

Ser

Leu

Ser

ES 2491265713

Cys Val

Gly

Asp

Leu
55

Asp

Ile
70

Ser

Gly Ser

85

Leu
100

Cys

Ser Phe

- 118

Lys Arg
130

Thr

Gln Ser

Pro Trp

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ala

Gly

Asp

Fhe

10

Trp Met

25

Val Thr
40

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Thr Gln Ser

Ile Ser Cys

45
Gln Gln
60

Lys

Thr
75

Leu Gln

Thr Asp

90 -

Phe
105

Ala

Gly Gln

120

.Giy

Thr Tyr Tyr

Thr Lys
125

Phe

15

Pro Ser

30

Arg Met

Pro

Gly

Ser Gly

Leu

Ser

Lys

Val

80

Leﬁ
95

Thr

Cys Gln

110

Val Glu

G]p

Ile

<210> 43

<211> 481

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43

10

ctgaacacag
ctgtgegttet
caggagtcge
tctggtggcet
ctggagtgga
agtcgagtca
gtgaccgctg
aaatggttcc
E

acccgtegac
tccttetect
gcccaggact
ccatcagtge
ttggegtatat
ccatatcagt
CEgacacggc
acccctggeg

tttgagagte
gEgtggcagect
ggtgaagcct
ttactactgg
ctattacagt
agacacgtce
cgtgtattac
ccagggaacce

ctggacctee
cccagatpeg
tcggagacee
agctggatce
gggagecacca
aagaaccagt
tgtgcgagag
ctggtcaccg

tgtgcaagaa
tcectgteccea
tgtcccticac
ggcageccecee
actacaatcce
tctoccctgaa
ccceettgea
tetectcage

catgaaacat
getgeagetg
ctgcactgte
agggaaggga
ctcccteaag
gcectgaattet
cggtgactac
tagcaccaag

60

120
180
240
300
360
420
480
481

<210> 44
<211> 143

58
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 44

Met Lys His Leu
1

Val Leu Ser Gln
20

Pro Ser Glu Thr
35

Ser Gly Tyr Tyr
50

Glu Trp Ile Gly
65

Ser Leu Lys Ser

Phe Ser Leu Lys
100

Tyr Cys ﬁ]ﬁ Arg
115

Trp Gly Gln Gly
130

<210> 45

<211> 430

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

ES 2491265713

Trp Phe Phe
5

Yal Gln Leu
Leu Ser Leu

Trp Ser Trp
b5

Tyr Ile Tyr
70

Arg Val Thr
85

Leu Asn Ser

Ala Pro Leu

Thr Leu Val
135

Leu
Gln
Thr
40
Ile
Tyr
Ile
Val
His
120

Thr

59

Leu

Glu
25

Cys

Arg

Ser

Ser

Thr

105

Gly

Val

Leu
10

Ser

Thr

Gln

Gly

Val

90

Ala

Asp

Ser

Val

Gly

Val

Pro

Ser

75

Asp

Ala

Tyr

Ser

Ala

Pro

Ser

Pro
.60

Thr

Thr

Asp

Lys

Ala
140

Ala

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Ser

Thr

Trp

125

Ser

Pro

Leu

30
Gly
Lys
Tyr
Lys
Ala
110

Phe

Thr

Arg

15
Val
Sef
Gly
Asn
Asn

95

Val

His

Lys

Trp

Lys
Ile
Leu
Pro

80
Gln

Tyr

Pro
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tcacagatct
tetetteete
tccaggcace
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgtacg

gagctgctca
ctgctactcet
ctgtetttet
agcagctact
ggtgcaycca
gacttcactce
cagtatggta

ES 2491265713

gttaggacce
ggctcccaga
ctccageggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcaccgat

dgagggaacc
taccaccgga
aagagccace
ccigcagaaa
tggcatccea
cagactggag
caccttcgge

<210> 46
<211> 130
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Met Glu Thr

1

Asp
Leu
Val
Pro

65
Asp
Ser

Gly

Arg

<210> 47

Thr

Pro
35

Ser

Ser Ser

50

Arg Leu

hig Phe

Arg Leu

Ser
115

Ser

Thr
130

Pro

Gly

- 20

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

100

Pro

Ala
Glg
Glu
Tyr
Ile
Gly

85

Pro

Ile

Gln

I]e

Arg

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Leu
Val
Ala
Ala

55
Gly
Gly

Asp

Phe

Phe Leu

10

Leu

Thr
25

Leu Gln

Thr
40

Leu Ser

Trp Tyr Gln

Ala Ser Ser

Thr
90

Ser Gly

Phe Ala Val

105

Gly
120

Gln Gly

60

Leu
Ser
'C}s
Gln
Arg
Asp
Tyr

Thr

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctectgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacac

Leu Leu

Pro

Ala
45

Arg

Lys Pro

60
Ala Thr
75

Phe Thr

Tyr

Cys

Leu
125

Arg

cagcgcagct
tgacgcagte
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagteg
ttgcagtgta
gactggagat

Gly.

Trp

Thr
30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Leu Pro
15 .

120
180
240
300
360
420
430

Leu Ser.

Gln Ser
Gln Ala

Ile Pro
B0

Thr Ile
95

Gln Tyr

Ile Lys
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15

<211> 462
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

atatgtcgac
ctgciggtesg
gegactactga
agcagtcctg
attgggagta
accatatccg
ECAagacacgg
ccclggggee

<210> 48

<211> 149
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 48

Met Asp Leu Met Cys Lys Lys Met

1

Leu

Ser

Thr
50

Ile
65

Lys Ser Gly

Val Ala

Gly Pro

Val Ser

Arg Gln

gagtcatgga
cggctcecag
agcecttcgga
gttactacgg
tctataaaag
tagacacgtce
ctgtgtﬁtta
agggaaccct

5

20

35

85

ES 2491265713

tcteatgtec

atgggtqctg

gaccctgtece
gggctggate
tgggagcacc
caagaaccag
ctgtacgaga
gEgtcaccgtce

Ala Pro Arg Trp Val

Gly Leu Leu Lys Pro

aagaaaatga
tcccagetgce
ctcacctgea
cgccagecce
taccacaacc
ttctocctga
cctgtagtac
tcctcageta

10

25

Ser

40

Gly Gly Ser Ile Ser

55

Pro Pro Gly Lys Gly

70

Ser Thr Tyr His Asn

Ser

Leu

Pro
90

61

Lys His Leu

Leu Ser Gln

Glu Thr

Pro Gly

Glu Trp

Ser Leu

agcacctgtg
agctgcagga
ctgtetetgeg
Cagggaaggg
cgtccctcaa
agctgagete
gatattttegg
EC

Trp Phe

Leu Gln

Ser
45

Leu.

Tyr
60

Tyr

Ile Gly

75

Lys Ser

gttettecte
gtcgggccca
cggctecate
getggagteg
gagtcgagtc
tgtgaccgce
gtgéttcgac

Phe Leu
.15

Leu Gln
30

Leu Thr

Gly Gly

Ser Ile
80

Arg Val
95

Thr

Leu

Glu

Cys

Trp

Tyr

60

120
180
240
300
360
420
462
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15
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Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys

100

105

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Arg
120

115

125

Arg Tyr Phe Gly Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr
130

135

.¥a1 Ser Ser Ala Ser

145

<210> 49
<211> 448
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

agatcttaag
ggacatgagg
atgtgccate
caccatcact
accagggaaa
atcaaggttc
gecetgaagat
agggaccaag
<210> 50

<211> 130
<212> PRT

caagtgtaac
gtcccégctc
cagttgacce
tgccgggeaa
gctcctaage
agcggcagteg
tttgcaactt
Etggaaatca

<213> Homo sapiens

<400> 50

aactcagagt
agctectgeg
agtctceate
gtcagggecat
tcctegatcta
gatctgggac
attactgtca
aacgfacg

acgcgegeag.
gcttctgetg

cteccctgtet
tagcagtget
tgatgectee
agatttcact
acagtttaat

140

acccactcag
ctctggctcee
gecatetgtag
ttagecectggt
aatttggaaa
ctcaccatca
agttacccga

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu

1

10

Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser

20

25

Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

62

Leu Ser Ser
110

Pro Val Val

Leu Val Thr

gacacagcat
caggtgcecag
gagacagagt
atcagcagaa
Etgeggtcce
gcagectgea
cgttcggeeca

Leu Leu Trp
15

Pro Ser Ser
30 '

Arg Ala Ser

60

120
180
240
300
360
420
448



Gln Gly
50

Ala Pro
65

Pro Ser

Ile Ser

Phe Asn

Arg Thr
130

35

Ile Ser

Lys Leu

Arg Phe

Ser

Leu

Ser

ES 2491265713

Ala
55

Ile
70

Gly

85

Leu
100

Ser

Ser Tyr

115

Gin

Pro

Pro

Thr

Leu 315
Tyr Asp
Ser Gly
Glu Asp

Phe Gly

40

Trp
Ala
Ser

.90
Phe
105

Gln

120

Tyr Gln
Ser Asn
Gly Thr
ﬁlﬁ Thr

Gly Thr

45

Gln
60

Lys

Leu Glu

75

Asp Phe

Tyr

Tyr

Val
125

Lys

Pro Gly

Ser Gly

Lys

Val

80

Thr Leu

95

Cys Gln

110

Glu Ile

Thr
Gln

Lys

<210> 51

<211> 453

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

10

atgtctgtct
caggtacage
acctgtgeca
cagtccccat
aaagattatg
cagttctece
agagggtatt
caagggacca

ccttcctcat
tgcagcagtc
tctecgegga
cgagaggecct
cagtatctgt
tgcagetgaa
actatggttc
cggtcaccgt

cttcetgece
aggtccagga
cagtgtctect
tgagtggcte
gaaaagtcga
ctctgtgace
gEggagetat
ctcecteaget

gtgctgggce
ctggtgaage
agcaacagfg
ggaaggacat
ataaccatca
cCCcEaggaca
ccctactact
age

tceccatggegg
cetcgeagac
ctgcttggaa
actacaggtc
acccagacac
cggetgtgta
accaaatgga

tgtectgtea
ceteteatte
ctggatcagg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgea
cgtctgeege

60

120
180
240
300
360
420

- 453

<210> 52

<211> 151

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

63
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Met Ser

Gly Val
Pro

Lys

Ser
50

Val

Arg Gly

65

Lys Asp

Thr Ser

Asp Thr

Ser Tyr

130

Val
145

Thr

<210> 53
<211> 414
<212> ADN

Val Ser Phe

5

Ser Gln
20

Leu

Ser Gln Thr

35

Ser Asn Ser

Leu Glu Trp

Ala Val
85

Tyr

Asn Gln
100

Lys
Ala
115

Pra Tyr Tyr

Val Ser Ser

<213> Homo sapiens

<400> 53

aattgaggaa
cttcctectg
agccaccctg
tgttagcage
ctatgatgca
gacagacttc
tcagcagegt

ctpctcagtt
ctactctgge
tctttgtete
tacttagecct
tccaacaggg
actctcacca
agcaacactt

Val Tyr

ES 2491265713

Leu

Val Gln

Leu Ser

Ala Ala

55
Leu Gly
70

Ser Val

Phe

Ser

Tyr Cys

Leu

Phe
40

Trp

Arg

Lys

Leu

Ala

Ile Phe Leu Pro

10

Gln Gln
25

Thr Cys

Asn Trp

Thr Tyr

Ser Arg

90

Gln Leu
105 -

Arg Gl?

120

Gln
135

Tyr

Ala
150

Ser

aggacccaga
tcccagatac
caggggaaag
ggtaccaaca
ccactggecat
tcagcageet
tcEEcEgage

Met

Asp Val

gggaaccatg
caccggagaa
tgccaccctc
gaaacctggc
cccagccagg
agagcctgaa
gaccaaggtg

64

Val Leu Gly

Ser Gly Pro

Ala Ile Ser

45

Ile Arg Gln

60
Tyr Ser
75

Arg

Ile Thr Ile

Asn Ser .Val

Leu

Gly

30
Gly
Ser
Lys

Asn

Thr

110

Tyr
125

Tyr Tyr

Trp Gly Gln

140

gaagccccag
attgtgttga
tcctgecagee
caggctceca
ttcagtggea
gattttgcag
gagatcaaac

Gly

ctcagecttet 60

cacagtctee 120
ccagtcagag 180
ggctecteat 240
gtgggtctgg 300
tttattactg 360

gaac

.Fra

Pro Trp
15

Leu ¥al

Asp Ser

Ser

Tyr
BO

Trp
Fro Asp
95

Pro Glu

Gly

Ser

Thr Thr
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15

<210> 54

<211>125

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Met Glu Ala Pro

1

Asp Thr Thr

Leu Ser an

Gly
20

Gly

35 -

Val Ser Ser

50

Arg Leu Leu
65

Arg Phe Ser

Ser Leu Glu

Asn Thr Phe
115

<210> 55

<211> 495

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Gly

ES 2491265713

Ala Gln Leu
5

Glu Ile Val

Glu Ser Ala

Leu Ala Trp
55

Tyr Asp Ala
70

Ser Gly Ser
85

Glu Asp Phe

Gly Gly Thr

Leu
Leu
Thr

40
Tyr
Ser
Gly

Ala

Lys
120

65

Phe

Thr
25

Leu-

Gln

Asn

Thr

Val

105

Val

Leu Leu Leu Leu Trp
10

Gln Ser Pro Ala Thr
30

Ser Cys Arg Ala Ser
45

qu'Lys Pro Gly Gln
60

Arg Ala Thr Gly Ile
75

Asp Phe Thr Leu Thr
90 :

Tyr Tyr Cys Gln Gln
' 110

Glu Ile Lys ﬁrg
125

Leu Pro
15

Leu.Ser
Gln Ser
Ala Pro

Pro Ala
80

Ile Ser
95

Arg Ser
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ctgaacacag
gaggaﬁcnta
atctgggtct
atacaccttc
gtggatggga
acggtttgtc
aaaggctgag
ggtaactcac
ctcagctage

<210> 56
<211> 149
<212> PRT

acccgtcgac
ttecttgeteg
gagttgaaga
actagctatg
tggatcaaca
ttctcettgg
gacactgceg
tactactacg
accaa

<213> Homo sapiens

<400> 56

Met Asp
1

Ala His

Pro Gly

Thr Ser

50

Glu
65

Trp
Gln Gly
Thr Ala
Tyr

Tyr

Tyr Tyr

Trp

Thr Trp

Gln Val

20

Ser

Ala
35

Ser Val

Tyr Ala Met

Met Gly Trp

Phe Thr Gly

85
Leu Gln
100

Tyr

Cys Ala Arg

115

Gly Met

ES 2491265713

tacgcgggag
Cagcagcaac
agCCclgggec
ctatgaattg
ccaacactgg
acacctctgt
tgtattactg
gtatggacgt

Arg Ile

Gln Leu

Lys Val

Leu
Val

Pro

accacagctc
aggtgcccac
ctcagtgaag
ggtgcgacag
gaacccaacg
cagcacggca
tgcgagagag
ctggggccaa

Phe Leu

10

Gln
25

Ser

Cys Lfs

40

Trﬁ
55

Asn

Ile
70

Asn

Arg Phe

Ile Ser

Glu Val

Yal

Thr

Val

Ser

Val

Arg Gln

Asn Thr

Phe Ser

90
Leu Lys
105

Pro Val

120

Asp Val

Trp

Gly Gln

66

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala

Gly

cacaccatgg
tcccagegtge
gtcccctgca
Ecccctggac
tatgcecagg
tatctgcaga
gtagtaccag
EBEacCacgg

Ala Ala

Ser Glu

Ser Gly
45

Pro Gly
60

Asn Pro
75

Asp Thr
Glu Asp
Met Arg

125

Thr Thr

actggacctg
agctggtgca
aggcttcteg
aagggcttega
gcttcacagg
tcagcagcct
ttgctatgag
tcaccgtete

Ala Thr Gly

15
teu Lys
30 '

Lys

Tyr Thr Phe

Gln Gly Leu

Thr Ala

80

Tyr

Val
g5

Ser

Thr
110

Ala Val

Val Thr His

Val Thr Val

60

120
180
240
300
360
420
480
485

Ser
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15

130

Ser Ser Ala Ser Thr

145

<210> 57
<211> 830
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57

ctgggtacgg
gcatcggage
gcacaggate
gacagacage
atcagcagaa
cagggatcce
Ecgggaccca
tggtattcegg
tcactectgtt
tcataagtga
tcaaggcggs
gcagetacct
tcacgecatga
agatccgtta

taaccgtcag
tgcctcagee
cgtggectee
cagcatcacce
ECCaggccag
tgcgegatte
ggctatggat
CEBaggEgacc
cccgecctoe
cttctacccg
agtggagacc
gagcctgacg
agggagcacc
acggttacca

ES 2491265713

135

atcgectgga
atggcatgga
tatgagectga
tgttctggag
tcccetgtge
tctggcteca
gaggctgact
aagctgaccg
tctgaggage
ggagccgtga
accacaccct
cctgagcagt
gtggagaaga
actacctaga

gacgccatca
tcccoctetett
ctcagccace
ataaattgge
tggteatett
agtctgggaa
attactgtca
tcctaggteca
ttcaagccaa
cagtggecetg
ccaaacaaag
ggaaﬁtccca
cagtggcccce
ctggattegt

140

cagatctgece
ccteggegte
ctcagtgtce
ggataatttt
tcaggattgg
cacageccact
ggcgtgggac
gcccaagget
caaggccaca
gaaggcaéat
caacaacaag
cagaagctac
tacagaatgt
gaccaacata

<210> 58

<211> 231

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Met Ala Trp Ile Pro Leu Phe Leu Gly Val Leu Val Tyr
1 5 10

Ser Val Ala Ser Tyr Glu Leﬁ Thr Gln Pro Pro Ser Val
20 25

Pro Gly Gln Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Lys
35 40 45

67

tcaggaagca
cttgtttact
Etggccccag
acttgctget
aagCEECcECe
ctgaccatca
atcagcactg
gccceclcge
ctgegtetegtc
agcagcceeg
tacgcggcca
agctgccagg
tcatgaattc

Cys Thr Gly
15

Ser Val Ala
30

Leu Gly Asp

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
830



Asn

Val
65

Ser

Gln

Thr

Lys

Gln

145

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
225

<210> 59
<211> 520
<212> ADN

Phe Thr
50

Ile Phe
Gly Ser
Ala Met

Val Val
115

Ala Ala
130

Ala Asn
Ala Val
Yal Glu

Ser Ser
195

Tyr Ser
210

Ala Pro

<213> Homo sapiens

<400> 59

Cys

Gln

Lys

Asp

100

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

180

Tyr

Cys.

Thr

Trp
Asp
Ser

85
Glu
Gly

Ser

Ala

Tyr

Trp

70

Gly

Ala

Gly

Yal

Thr

150

Val
165

Thr

Leu

Gln

Glu

Ala

Thr

Ser

Yal

Cys
230

ES 2491265713

Gln
55

Lys

Asn

Asp

Gly

135

Leu

Trp

Frq

Leu

Thr

215

Ser

Gln

Arg
Thr
Tyr
Thr

120

Leu
Uél
Lys
Ser
Thr

200

His

68

Lys

Arg

Ala

Tyr

Pro

Pro

Thr

90

Cys

105 |

Lys

Phe

Cys

Ala

Lys

185

Pro

Glu

Leu

Pro

Leu

ﬁsp
170

_G]n

Glu

Gly

Gly Gln
60

Gly Ile
75

Leu Thr
Gln Ala
Thr Val
Pro Ser

140

Ile Ser

155

Ser Ser
Ser Asn
Gln Trp

Ser Thr
220

Ser

Pro

Ile

Trp

Leu

125

Ser

Asp

Pro

ﬂsn

Lys

205

Val

Pro

Ala
Ser
Asp
110
Gly
Glu
FPhe
Val
Lys
190

Ser

Glu

Val

Arg

Gly

95

Ile

Gln

Glu

Tyr

Lys

175

Tyr

His

Lys

Leu

Phe
80

Thr

Ser
Pro
Leu
Pro
160
Ala
Ala
Arg

Thr
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gctgatcagg
tgttgctatt
agttcagcct
ctactggatg
taatagtgat
cagagacaac
ggctgtgtat
tatggacgtc
atcggtcttc

<210> 60
<211> 163
<212> PRT

actgcacaca
ttaaaaggtg
EggegEgtcce
cactgggtce
gggagtagca
gccaagaaca
tactgtgcaa
tégggtcaag
ccecctggcac

<213> Homo sapiens

<400> 60

Met Glu
1.

¥al Gln

Pro Gly

Thr
50

Ser

Val
65

Trp
Ser

Asp

Thr Leu

Tyr Tyr

Phe

Gly Leu

Glu
20

Cys Val

Gly
35

Ser Leu

Tyr Trp Met

Val Ser Arg

Val Lys Gly

85
Leu Gln
100

Tyr

Cys Ala Arg

115

ES 2491265713

gagaactcac
tccagtgtga
tgagactctc
gccaagetee
caacctacge
cgetgtatet
gagatagagt
ggaccacggt
cctcectecaa

catggagttt
ggtgcagetg
ctgtgcagte
SEEEaagEEE
ggacteccgtg
gcaaatgaac
actatggate
caccgtetee
gagcacctct

Ser Trp

Gln Leu Ya

Arg Lgu

Val

Ser

Phe Leu

10

1 Glu
25

Ser

Cys Ala

40

His Trp Va

55

Ile
70

Asn

Arg Phe

Met

Asn

Asp Arg

Ser

Thr

Ser

Val

1 Arg Gln

Asp Gly

Ile Ser

90

Leu
105

Arg

Leu Trp

120

69

Val
Gly
Val
Ala
Ser

75
Arg

Ala

Ile Gly

gggctgaget
gtggagtcceg
tctggattca
ctggteteee
aagggccegat
agtctgagag
ggggagttat
tcagctageca

Ala Ile

Gly

Gly

Gly
45

Ser

Pro Gly

60

Ser Thr

Asp Asn

Glu Asp

Glu
125

gegttttect
geggaggcett

ccttcagtac

tctcacgtat
tcaccatctce
ccgaggacac
cctactacgg
ccaagggcce

Lys Gly

Leu
’ 15

¥al Gln

Leu
30
Phe

Thr Phe

Lys Gly Leu

Thr Tyr

80

Ala

Lys Asn

95

Thr
110

Ala Val

Leu Ser

Tyr

Ala

60

120
180
240
300
360
420

480

520
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15
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Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

145 150 155 160
Ser Thr Ser
<210> 61
<211> 698
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 61
geggagtcag acccagtcag gacacagecat ggacatgagg gtccccegete agetectggg 60
geteetgetg ctetggetee caggtgecaa atgtgacate cagatgacece agtctectte 120
caccctgtct gecatctgtag gagacagagt caccatcact tgccgggeca gtcagagtat 180
tagtaactgg ttggcctggt atcagcagaa accaggga'aa gccecctaage tectgetcta 240
taaggcatct ggtttagaaa gtgg'ggtccc atcaaggttc agcggcagtg gatctgegac 300
agaattcact ctcaccatca acagcctgca goctgatgat titgcaactt attactgeca 360
acagtctaat agttattcgt ggacgttcg@ ccacgggacc aaggtggaaa tcaaacgtac 420
Egtggctgca ccatctgtet tcatcttcec geocatctgat gagecagttga aatctggaac 480
tgcctotgtt gtgtgcctge tgaataactt ctatcccaga gaggccaaag tacagtggaa 540
ggtggataac gececctoccaat cgggtaacte ccaggagagt gtcacagage aggacagc'aa 600
ggacagcacc tacagcctca gcagcaccct gacgectgagc aaagcagact acgagaaaca 660
caaagtctac gectgecgaag tcacccatca gggcctga 698
<210> 62
<211> 223
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 62
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 : 15
Leu Pro Gly Ala Lys Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr

20 25 30

70



Leu

Gln

‘Ala

65

Pro

Ile

Ser

Lys

Glu

145

Fhe

Gln

Ser

Glu

<210> 63

Ser

Ser

o0

Pro

Ser

Asn

Asn

Arg

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Ala
35

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

- 195

Lys
210

<211> 630
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 63

His

Ser Val

Ser Asn

Leu Leu

Phe Ser
85

Leu Gln
100

Tyr Ser

Yal Ala

Lys Ser

Arg Glu
165

Asn Ser
180

Ser Leu

Lys Val

Gly

Trp

Leu

70

Gly

Pro

Trp

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

ES 2491265713

Asp

Leu
55

Tyr
Ser
Asp
Thr
Pro
135
Thr
Lyg
Glu

Ser

Ala
215

Arg
40

Ala

Lys

Gly

Asp

Phe

120

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

_EDU

Cys

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

105

Gly

Val

Ser

Gln

Val

185

Leu

Glu

71

Thr
Tyr
Ser
Gly

a0
Ala
His
Phe
?a}
Trp
170
Thr

Thr

Val

Ile

Gln

Gly

75

Thr

Thr

Gly

Ile

Val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Thr

an

60
Leu
Glu
Tyr
Thr
Phe
140
Cys
Val

Gln

Ser

Cys

45

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

- 205

His
220

Gln

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

110

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

Leu
95

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Ser
Lys
Val
80
Thr
Gln
Ile
Asp
Asn
160
Leu

Asp

Tyr
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ggtctatata
ccgtocgaceg
ctttttcttg
ggaggctigg
tttagcaget
tcagetatta
accatctcca
gaggacacgg
gggtactttg
gegcccatcgg
ctgggctece

agcagagcetg
tgatcaggac
tggctatttt
tacagcctgg
atgccatgag
gtggtagtgg
gagacaattc
ccgtatatta
actactgege
tettecececet
tggtcaagga

<210> 64
<211>177

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Met Glu Phe

1

Val

Pro

Ser
50

Glu
65

Asp

Thr

Gln Cys

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

Gly Leu

Glu
20

Val

Ser Leu

35

Ala Met

Ser Ala

Lys Gly

85
Leu Gln
100

ES 2491265713

ggtacgtcct
tgaacagaga
aaaaggtgte
EEgBtccctg
ctgggtecge
tggtagecaca
caagaacacg
ctgtgcgaaa
cCcagggaace
ggcaccctee
ctacttccee

Ser Trp

Gln Leu

Arg Leu

Leu

Leu

Ser

cacattcagt
gaactcacca
cagtgtgagg
agactctcct
caggctccag
tactacgcag
ctgtatctge
gatggggest
ctggtcaceg
tccaagagca

Phe Leu ¥V

10
Glu
25

Ser

Cys Ala

40

Ser Trp
55

Ile Ser
70

Arg Phe

Met Asn

Val

Gly

Thr

Ser

Arg Gln A

Gly G

Ser

Ser A
90

Ile

Arg A

Leu
105

72

Gly

Ala

gatcagcact
tggagittigg
tgcagetgtt
gtgcagecctce
ggaaggggcet
actccgtgaa
aaatgaacag
actatggttc
teteccteage
cctctgggge

al Ala Ile

Gly Gly

Ser Gly

45
la Pro
60

Gly

ly
75

Ser Thr

rg Asp Asn

la Glu

Asp

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr
110

gaacacagac
gctgagcteg
ggagtctgeg
tggattcace
ggagtggetc
Eggccegtte
cctgagagee
Egggagttat
tagcaccaag
cCacagcggcc

Lys Gly

15

Val Gln

30

Thr Phe

Gly

Leu

Ala
80

Tyr

Lys Asn

95

Ala Val

120
180
240
300
360
420
480
540
600
630
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15

Tyr

Tyr

Ser

145

Thr

Pro

<210> 65
<211>728
<212> ADN

115

ES 2491265713

135

130

165

<213> Homo sapiens

<400> 65

caagcagtgg
ggacatgagg
atgcgacatc
caccatcact
accagggaaa
atcaaggttec
gcctgaagat
ccaagggacc
gecatctgat
ctatcccaga
ccaggagagt
gacgctgage
gggcctga

<210> 66

<211> 223
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 66

taacaacgca
gtcceccgete
cagatgacce
tgtcgggcga
gcecectaage
agcggcagtg
tttgcaactt
aaggtggaga
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagage
aaagcagact

gagtacgcgg
agctecctgge
agtctecate
gtcagggtat
tcctgatcta
gatttgggac
actattgtca
tcaaacgtac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca

170

gEEEggagtcag
getectgetg
ttoccgtgtet
tagcagctgg
tgctggatce
agatttcact
acaggctage
ggtggctgcea
tgecctetgtt
gEgtggataac
ggacagcacc
caaagtctac

73

Tyr Cys Ala Lys Asp Gly Gly Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser Tyr
120

125

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Yal Ser Ser
130

140

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

155

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

acccagtcag
ctetggttee
ggatctgtag
ttagcetggt
agtttgcaaa
ctcaccatca
agtttcccte
ccatctgtct
gtgtgnétg:
geectecaat
tacageetca
gcctgcgaag

Giy

Ala

Ser

160

175

gacacagcat
caggttecag
gagacagagt
atcagcagaa
gtgegggtcec
gcagcctgea
ggacattcgg
tcatctteee
tgaataactt
cggktaactn
gcageaccct
tcacccatca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
728



Met

Phe

Val

Gln

Ala

Asp

Pro

Ser

Gly

50

Pro

65

Pro
Ile
Ala
Lys
Glu
145
Phe
tln
Ser

Glu

Ser
Ser
Ser
ATE
130
Gln
Tyr
Ser

Thr

Lys
210

Met

Gly

Gly

35

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Arg Val

Ser Arg
20

Ser Val
Ser Ser
Leu Leu
Phe Ser

85

Leu Gln
100

Phe Pro
Val ﬁla

Lys Ser

Arg Glu

ES 2491265713

Pro Ala

Cys Asp

Gly Asp

Trp Leu
55

Ile Tyr
70

Gly Ser

Pro Glu,

Arg Thr
Ala Pro
135

Gly Thr
150

Ala Lys

165

Asn Ser
180

Ser Leu

Lys Val

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala
215

Gln

Ile

Arg

40

Ala

Ala

Gly

Asp

Phe

120.

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

74

Leu

Gln
25

Val
Trp
Gly
Phe
Phe
105
Gly
Val
Ser
Gln
Val
185

Leu

Glu

Leu

10
Met
Thr
Tyr
Ser
Gly

a0
Ala
Gln
Phe
Val
Trp
170
Thr

Thr

Val

Gly
Thr
Ile
Gln
Ser

75
Thr
Thr
Gly
Ile
Val
155
Lys

Glu

Leu

Leu Leu

Gln Ser

Thr Cys
45

Gln Lys
60

Leu Gln

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

128

Phe Pro

140

Cys Leu

Val Asp

Gln Asp

Ser Lys
205

Thr His Gln

220

Leu

Pro

30

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

110

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Leu Trp
15 '

Ser Ser

Ala Ser
Gly Lys

Gly Val
80

Leu Thr
95

Gln Gln
Glu Ile
Ser Asp
Asn &sﬁ

160
Ala Leu
175
Lys Asp

Asp Tyr

Leu
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

ES 2491265713

REIVINDICACIONES

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo que se produce mediante el hibridoma KM341-1-19 (n.° de
registro FERM BP-7759).

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de una region
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo producido mediante el
hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759).

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo
producido mediante el hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759), estando representadas la
secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera
respectivamente por SEQ ID NO: 28 y 30.

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo,
estando representadas la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera respectivamente por SEQ ID NO: 28 y 30.

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos que oscilan
respectivamente entre la 212 Q y la 1482 S de SEQ ID NO: 28 y que oscilan entre el 21° E y la 1242 K de
SEQ ID NO: 30.

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos de las porciones
maduras de una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, estando
codificadas la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera respectivamente por secuencias de acido nucleico aisladas a partir del hibridoma KM341-1-19
(n.° de registro FERM BP-7759).

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo, que tiene secuencias de aminoacidos que estan
codificadas respectivamente por secuencias de acido nucleico que oscilan entre la 1102 C y la 4932 A de
SEQ ID NO: 27 y que oscilan entra la 892 G y la 400% A de SEQ ID NO: 29.

Anticuerpo o fragmento funcional del anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es
un anticuerpo humano.

Composicion farmacéutica que contiene como principio activo el anticuerpo del fragmento funcional del
anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Agente inmunopotenciador, agente antitumoral o agente anti-enfermedad autoinmunitaria, que contiene
como principio activo el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

Uso del anticuerpo o el fragmento funcional del anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8 para la produccién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de pacientes que necesitan
inmunopotenciacion, para el tratamiento de tumores, o para el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias.

Hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759).

Acido nucleico que codifica para la secuencia de aminoacidos de la porcién madura de una regién variable
de cadena pesada aislada a partir del hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759), en el que la
region variable de cadena pesada esta codificada por una secuencia de acido nucleico representada por
SEQ ID NO: 27.

Acido nucleico que codifica para la secuencia de aminoacidos de la porcién madura de una regién variable
de cadena ligera aislada a partir del hibridoma KM341-1-19 (n.° de registro FERM BP-7759), en el que la
region variable de cadena ligera esta codificada por una secuencia de acido nucleico representada por SEQ
ID NO: 29.

Acido nucleico segun la reivindicacion 13 6 14, que es ARN o ADN.

Vector que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 13 6 14.

Célula huésped que comprende el vector segun la reivindicacion 16.

75
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18.

19.

20.

ES 2491265713

Método de produccion de un anticuerpo o un fragmento funcional del anticuerpo, que comprende cultivar la
célula huésped que comprende un vector que tiene el acido nucleico segun la reivindicacion 13 y el acido
nucleico segun la reivindicacion 14 y que expresa el anticuerpo o el fragmento funcional del anticuerpo.

Fragmento funcional segun la reivindicacion 2, que comprende una region variable de cadena pesada o una
region variable de cadena ligera de un anticuerpo producido mediante el hibridoma KM341-1-19 (n.° de
registro FERM BP-7759).

Fragmento funcional segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que comprende las porciones

maduras de una region variable de cadena pesada representada por SEQ ID NO: 28 o una region variable
de cadena ligera representada por SEQ ID NO: 30.
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Fig. 2B
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig.9
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Fig. 10

——KM281-1-10
~—k— KM283-5
——5D12

—o— control

5 1 0,2 0,04
concentracion de anticuerpo (pg/ml)

87




incorporacion de timidina (cpm)

70000
60000
50000
40500
30000
20000

10000

ES 2491265713

Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17A
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Fig. 18
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