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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-ILT7
Campo técnico
La presente invencién se refiere a un anticuerpo que se une a ILT7 humano.

Antecedentes de la técnica

El interferén a (IFNa: a continuacion en el presente documento, “interferén” se abrevia como IFN) y el interferén 3
(IFNB) se conocen como IFN tipo 1 que presentan actividad antiviral o actividad antitumoral. Por otro lado, también
se ha revelado que IFNoa esté relacionado con la enfermedad autoinmunitaria. Por ejemplo, se ha notificado la
produccion anémala de IFNa en pacientes con las siguientes enfermedades autoinmunitarias. También se ha
sugerido que los sintomas de las enfermedades autoinmunitarias pueden reducirse mediante la neutralizacion de
IFNa.

Lupus eritematoso sistémico (Shiozawa et al., Arthr. & Rheum. 35, 412, 1992)
Reumatismo crénico (Hopkins et al., Clin. Exp. Immunol. 73, 88, 1988)

Se notificaron casos en los que los sintomas de las enfermedades autoinmunitarias se habian manifestado o
empeorado mediante la administracion de IFNo2 o IFN recombinantes (Wada et al., Am. J. Gastroenterol. 90, 136,
1995; Perez et al., Am. J. Hematol. 49, 365, 1995; Wilson LE et al, Semin Arthritis. Rheum. 32, 163-173, 2002.).

Ademas, también se ha revelado que IFNa induce la diferenciacién de células dendriticas. La célula dendritica es
también una célula presentadora de antigeno. Por tanto, se considera que la induccién de diferenciacion de células
dendriticas consiste en un importante mecanismo en enfermedades autoinmunitarias. Se ha sugerido que existe una
profunda asociaciéon entre la induccion de diferenciacion de células dendriticas de IFNo y la aparicion de lupus
eritematoso sistémico (Blanco et al., Science, 16:294, 1540-1543, 2001). Por tanto, se ha sefialado que IFNa esta
estrechamente relacionado con la actividad antitumoral asi como con enfermedades autoinmunitarias. Ademas,
IFNo esta profundamente implicado en la aparicién de psoriasis (Nestle FO et al., J. Exp. Med. 202, 135-143, 2005).

Se identificaron células productoras de interferén (IPC) como células que producen IFN tipo 1 en grandes cantidades
asociadas con infeccién viral. Se presentan pocas IPC en la sangre. Se considera que los linfocitos de sangre
periférica representan el 1% o menos de las IPC. Sin embargo, las IPC tienen una capacidad muy elevada para
producir IFN. La capacidad de produccién de IFN de las IPC alcanza, por ejemplo, 3000 pg/ml/1 0* células. Es decir,
puede decirse que la mayor parte del IFNa o IFNB en la sangre, que se produce en la infeccion viral, resulta de las
IPC, aunque haya pocas células.

Por otro lado, las IPC son células dendriticas linfoides no diferenciadas que se consideran como células precursoras
de las células dendriticas. Las IPC pueden denominarse células dendriticas plasmocitoides. Las IPC se diferencian
en células dendriticas mediante estimulacién viral e inducen la produccion de IFNy o IL-10 por células T. Las IPC
también se diferencian en células dendriticas mediante la estimulacién por IL-3. Las células dendriticas
diferenciadas mediante la estimulacion por IL-3 inducen la produccién de citocina Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) por células
T. Por tanto, las IPC tienen propiedades que les permiten diferenciarse en distintas células dendriticas mediante
diferente estimulacién.

Por consiguiente, las IPC tienen dos perfiles: células productoras de IFN y células precursoras de células
dendriticas. Ambas células desempenan un papel importante en el sistema inmunitario. En otras palabras, IPC es
una de las células importantes que soportan el sistema inmunitario en diversos aspectos.
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Documento no de patente 5: Bianco et al., Science, 16:294, 1540-1543, 2001
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Descripcion de la invencion

Problemas que debe resolver la invencion

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un anticuerpo que se una al transcrito 7 similar a
inmunoglobulina (ILT7), para regular por disminucién la actividad de IFN de las IPC.

Medios para resolver los problemas

Para regular la actividad de un factor humoral tal como IFN, la administracién de anticuerpos, que reconocen el
factor, es eficaz. Por ejemplo, se ha realizado el intento de tratar enfermedades autoinmunitarias mediante
anticuerpos contra interleucina (IL)-1 o IL-4 (Guler et al., Arthritis Rheum., 44. S307, 2001). Ademas, se supone que
los anticuerpos neutralizantes pueden servir como agentes terapéuticos de enfermedades autoinmunitarias como
con el interferén (Stewart, TA. Cytokine Growth Factor Rev. 14; 139-154, 2003). Puede predecirse que el mismo
enfoque que se describi6 anteriormente es eficaz con el IFN producido por las IPC. Sin embargo, un enfoque se este
tipo se basa en la inhibicion del efecto del factor humoral tras la produccién del factor. Si la produccién del factor
humoral deseado puede controlarse directamente, pueden lograrse efectos terapéuticos mas sustanciales. Se han
notificado anticuerpos, que reconocen IPC humanas. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal anti-BDCA-2 es
anticuerpo monoclonal especifico de IPC humanas (Dzionek A. et al. J. Immunol. 165: 6037-6046, 2000). Se
encuentra que anticuerpo monoclonal anti-BDCA-2 es eficaz en la inhibicion de la produccion de IFN por IPC
humanas (J. Exp. Med. 194: 1823-1834, 2001.). Ademas, también se ha notificado que anticuerpos monoclonales,
que reconocen células productoras de interferon en ratones, inhiben la produccién de interferén (Blood 1 de junio de
2004; 103/11: 4201-4206. Epub diciembre de 2003). Se notificé que el nimero reducido de células dendriticas se
debia a anticuerpos monoclonales contra células dendriticas plasmocitoides en ratones (J. Immunol. 2003, 171:
6466-6477).

De manera similar, sera Gtil que se proporcionen anticuerpos que reconozcan IPC humanas y que puedan regular la
actividad. Por ejemplo, los presentes inventores han mostrado ya que un anticuerpo, que reconoce Ly49Q, se une
especificamente a IPC de raton. Sin embargo, el anticuerpo contra Ly49Q no interfirid en la actividad de IPC de
raton (Blood, 1 de abril de 2005, Vol. 105, N.2 7 y pags. 2787-2792.; documento W02004/13325). Por otro lado, ILT7
se conoce como molécula cuya expresion especifica se observa en células dendriticas plasmocitoides (Ju XS et al. y
Gene. 28 de abril de 2004; 331: 159-64.; documento WO03/12061). Sin embargo, no se ha obtenido ningun
anticuerpo contra ILT7. Por tanto, también se desconocen los efectos de los anticuerpos sobre las IPC. ILT7 es una
proteina de membrana que contiene un motivo similar a inmunoglobulina. Se ha notificado como una de las
moléculas expresadas en células del sistema mieloide o el sistema linfatico (Colonna M et al, Seminars in
Immunology 12:121-127, 2000.). Una pluralidad de moléculas con estructuras anélogas a ILT7 se denomina familia
de ILT. La familia de ILT también es estructuralmente similar a los receptores inhibidores de células citotoxicas
(KIR). ILT7 tiene cuatro dominios similares a inmunoglobulina tipo C como con otras moléculas de la familia de ILT.
Se considera que ILT7 envia sefales de activacién al interior de la célula como con ILT1, proteina similar a ILT1,
ILT8 y LIR6a. Se ha confirmado que una molécula perteneciente a la familia de ILT se expresa en células del
sistema hemocitico (Young et al., Imnmunogenetics 53: 270-278, 2001; “The KIR Gene Cluster. “Carrington, Mary y
Norman, Paul. Bethesda (MD): National Library of Medicine (EE.UU.), NCBI; 2003).

Entonces, se detectd una alta expresion de ILT7 en células dendriticas plasmocitoides (PDC) y se detectd una baja
expresion de ILT7 en células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC) mediante hibridacién sustractiva. ILT2 e
ILT3 se expresaron no s6lo en PDC sino también en DC obtenidas de células positivas para CD34 o MDDC. Sin
embargo, puesto que el ARNm en ILT7 se expresé especificamente en PDC, se encontr6 que el ARNm podria servir
como marcador de PDC. Adicionalmente, se encontrd que en ese momento, la expresiéon de ILT7 se reducia por la
estimulaciéon de CpG (Ju XS et al. Gene. 28 de abril de 2004; 331: 159-64.; documento WO03/12061).

Los presentes inventores confirmaron que la expresién especifica de ILT7 en IPC estaba facilitada a través del
estudio sobre IPC humanas. Entonces, los presentes inventores intentaron producir anticuerpos de ILT7 y dilucidar
los efectos. Por ejemplo, moléculas que constituyen familias de ILT tales como ILT2 e ILT3 tienen alta conservacion,
particularmente en secuencias de aminoacidos de dominios extracelulares (figura 9). Estas familias de ILT presentan
perfiles de expresion caracteristicos en diversas células sanguineas, respectivamente. Por tanto, es un objeto muy
importante obtener un anticuerpo que pueda distinguir inmunolégicamente entre otras moléculas de la familia de ILT
e ILT7. Sin embargo, de hecho, fue dificil producir un anticuerpo que se uniese especificamente a IPC humanas
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usando ILT7 como inmundégeno debido a los obstaculos descritos a continuacion.

Generalmente, una proteina producida mediante la tecnologia de recombinaciéon génica se usa como inmunégeno
para obtener un anticuerpo que reconoce una cantidad traza de proteinas derivadas de organismos vivos. Los
presentes inventores intentaron expresar ILT7 humano basandose en informaciéon de una secuencia de bases de
ADNc de ILT7 humano, que ya se habia hallado, y la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de
bases (n.% de registro GenBank NM012276). Sin embargo, los presentes inventores no pudieron producir ILT7
humano como recombinante en condiciones normales. La secuencia de aminoacidos parcial de la proteina natural
se intenta usar a menudo como inmundgeno para obtener un anticuerpo de proteina. Sin embargo, hay pocas
secuencias de aminodcidos especificas para ILT7 humano en proteinas puesto que la homologia con las secuencias
de aminoacidos es extremadamente alta en la familia de ILT. Ademas, es necesario seleccionar la regién constituida
por la parte que se reconoce como epitopo por anticuerpos en la superficie de las células con el fin de permitir que
anticuerpos reconozcan moléculas en la superficie de las células. Por tanto, se ha considerado que la formacién de
un anticuerpo que es especifico para ILT7 usando una secuencia de aminoacidos fragmento como inmunégeno no
es realista.

Los presentes inventores mostraron que podia obtenerse un anticuerpo, que se une a las IPC, usando un
inmundgeno especial en tales condiciones. Ademas, los presentes inventores encontraron que el anticuerpo asi
obtenido reconocia especificamente IPC humanas y ademas tenia un efecto de regular la actividad y de ese modo
tuvieron éxito en completar la presente invencién. Es decir, la presente invencion se refiere al siguiente anticuerpo
anti-ILT7, al método de produccion del mismo y al uso del mismo.

Efectos de la invencion

La presente invencion proporciona un inmundgeno util en la produccion de un anticuerpo que se une a ILT7 humano,
no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e ILT3 humano, y suprime la produccion de interferén-o (IFNo)
desde células que expresan ILT-7, o un fragmento que comprende su regién de unioén a antigeno. Un método de
produccion de tal anticuerpo anti-ILT7 humano usando el inmundgeno.

ILT7 es una proteina de membrana perteneciente a la familia de ILT. Particularmente, la secuencia de aminoacidos
de la regién extracelular esta altamente conservada entre las familias de ILT. Por tanto, es extremadamente dificil
producir un anticuerpo que distinga entre las familias de ILT mediante métodos de inmunizacion generales. Los
presentes inventores mostraron que el anticuerpo, que reconoce ILT7 humano, puede obtenerse facilmente usando
células animales en las que ILT7 se coexpresa con proteina de membrana celular. El anticuerpo anti-ILT7, que
puede obtenerse mediante la presente invencién, tiene una alta especificidad que distingue células que expresan
otras familias de ILT de las que expresan IPC humanas.

En una realizacién preferida, el anticuerpo anti-ILT7 humano proporcionado por la presente invencién se une a IPC
humanas. Ademas, el anticuerpo de la presente invencién reconoce especificamente IPC humanas. Por tanto, es util
en la deteccion y el aislamiento de IPC. IPC es una célula que produce la mayor parte del interferén tipo 1. Por tanto,
la deteccién y el aislamiento son importantes en el diagnéstico y el estudio de enfermedades que implican IPC tales
como enfermedades autoinmunitarias. Particularmente, segun los hallazgos de los presentes inventores, la
expresion de ILT7 en las IPC no se reduce con la presencia de IFNa. La expresion de IFNo esta facilitada a menudo
en pacientes con enfermedades autoinmunitarias. Esto significa que el anticuerpo anti-ILT7 de la presente invencion
puede usarse para la deteccion y el aislamiento de las IPC con respecto a los pacientes con enfermedades
autoinmunitarias en las que la expresion de IFNo esta facilitada.

El anticuerpo anti-ILT7 proporcionado por la presente invencién tiene un efecto que regula la actividad de IPC
humanas en una realizacion preferida. Por tanto, el anticuerpo anti-ILT7 de la presente invencion puede usarse para
inhibir la actividad de las IPC. Tal como se describié previamente, la expresién de ILT7 en las IPC no se reduce con
la presencia de IFNao. Por tanto, si se usa la inhibicion de la actividad de las IPC por el anticuerpo de la presente
invencion, puede esperarse un efecto terapéutico sobre los pacientes con enfermedades autoinmunitarias las en que
la expresion de IFNo esté facilitada.

Escasas IPC producen una gran cantidad de IFN. Son necesarios tantos anticuerpos como moléculas de IFN para la
neutralizacion de IFN. Sin embargo, se inhibe la produccidon de activacién celular directamente en la presente
invencion. Como resultado, puede esperarse un fuerte efecto inhibidor sobre IFN aunque se use una cantidad menor
de anticuerpos en comparacion con neutralizaciéon por el anticuerpo anti-IFN. Ademas, en el caso en el que IFN se
produce de manera continua, se predice que la neutralizacion por anticuerpos frente a IFN es una inhibicién
transitoria. En la presente invencién, puesto que se inhibe la actividad de las IPC, puede esperarse el efecto de
inhibicion de la produccion de IFN a lo largo de un periodo de tiempo prolongado.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1a es una fotografia en la que se examina la expresion de ARNm del gen de ILT7 mediante un método de
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RT-PCR. Es el resultado de la expresién analizada de ARNm del gen de ILT7 en inmunocitos humanos.

La figura 1b es un diagrama en el que la expresion de ARNm del gen de ILT7 en diversos tejidos y células humanos
se compara y examina usando un método de PCR cuantitativa. El eje horizontal muestra los tejidos y células
examinados y el eje vertical muestra el nivel de expresion de ILT7, que se normaliza segun el nivel de expresién del
gen de GAPDH.

La figura 2 es un diagrama que muestra estructuras de proteina ILT7, en el que la figura 2(a) muestra una secuencia
de aminodcidos de proteina ILT7 y muestra ademas la secuencia senal de secrecién estimada y el dominio
transmembrana en el dibujo, y la figura 2(b) muestra un diagrama esquematico de proteinas ILT7 que estan
codificadas por vectores de expresién construidos.

La figura 3 es un diagrama que muestra el resultado de que se introdujeran el vector de expresion de ILT7 y el
vector de expresion de FcRy en células y se examiné la expresién en la superficie celular de moléculas de ILT7
mediante FCM. El eje horizontal muestra la intensidad de fluorescencia detectada en anticuerpo anti-FLAG,
concretamente, la intensidad de la expresion en la superficie celular de moléculas de ILT7 a las que se les uni6 una
etiqueta FLAG y el eje vertical muestra el nimero de células.

La figura 4 muestra fotografias en las que se analiz6 la introduccién del vector de expresion de ILT7 y el vector de
expresion de FcRy en células y la asociacion de moléculas mediante inmunoprecipitacién e inmunotransferencia de
tipo Western. Los diagramas en el lado izquierdo muestran los resultados de que se sometié a inmunotransferencia
molécula de ILT7 con anticuerpo anti-FLAG tras la inmunoprecipitacion de molécula de FcRy con anticuerpo anti-
myc (el dibujo superior) y se sometié a inmunotransferencia molécula de FcRy con anticuerpo anti-myc (el dibujo
inferior). De manera similar, los diagramas en el lado derecho muestran los resultados de que se sometié a
inmunotransferencia molécula de ILT7 con anticuerpo anti-FLAG tras la inmunoprecipitaciéon de molécula de FcRy
con anticuerpo anti-FLAG (parte superior) y se sometié a inmunotransferencia molécula de FcRy con anticuerpo anti-
myc (parte inferior).

La figura 5 es una fotografia en la que se examind la glicosilacién de molécula de ILT7 mediante la introduccion de
vector de expresion de ILT7 y vector de expresion de FcRy en la célula y tratamiento con N-glicosidasa. El lado
izquierdo de la fotografia muestra el tamafo de ILT7 en el caso en el que ILT7 no se traté con N-glicosidasa y el lado
derecho de la fotografia muestra el tamario de ILT7 en el caso en el que se realiz6 el tratamiento con N-glicosidasa.

La figura 6a es un diagrama en el que se examiné la capacidad de respuesta del anticuerpo monoclonal anti-ILT7
producido mediante analisis de FCM. (a) muestra el resultado de que se analizé la unién del anticuerpo anti-ILT7 a la
fraccion de IPC de positivas para BDCA-2 usando linfocitos de sangre periférica humanos y doble tincién con el
anticuerpo anti-ILT7 y el anticuerpo anti-BDCA-2. El eje vertical muestra la capacidad de respuesta frente al
anticuerpo frente a BDCA-2 y el eje horizontal muestra la capacidad de respuesta frente a cada uno de los
anticuerpos anti-ILT7 producidos.

La figura 6b es un diagrama en el que se examiné la capacidad de respuesta de los anticuerpos monoclonales anti-
ILT7 producidos mediante analisis de FCM. (b) muestra el resultado en el que se examind la union del anticuerpo
anti-ILT7 a molécula de ILT7 usando células 293T en las que se habian introducido los vectores de expresion de
ILT7 y de FcRy. El eje vertical muestra la capacidad de respuesta de anticuerpo anti-FLAG, concretamente, la
intensidad de expresion de moléculas de ILT7 a las que se les uni6 una etiqueta FLAG y el eje horizontal muestra la
capacidad de respuesta de anticuerpos anti-ILT7 respectivos.

La figura 7 es un diagrama en el que entre los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos, se examiné la
capacidad de respuesta de dos clones frente a linfocitos de sangre periférica humanos mediante analisis de FCM.
Tres gréaficos a la izquierda muestran los resultados de #11 y tres graficos a la derecha muestran los resultados de
#17. En los diagramas en el lado izquierdo, cada eje con la marca de ILT7 muestra la capacidad de respuesta de
ILT7#11. De manera similar, en los diagramas en el lado derecho, cada eje con la marca de ILT7 muestra la
capacidad de respuesta de ILT7#17.

La figura 8 es el resultado en el que se comparé la actividad de unién de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7
ILT7#11 e ILT7#17 producidos frente a linfocitos humanos con la del anticuerpo anti-BDCA-2 y se examind. El eje
vertical muestra la capacidad de respuesta del anticuerpo anti-CD123 y el eje horizontal muestra la capacidad de
respuesta de cada anticuerpo. Es decir, cada anticuerpo se une a una parte de célula positiva para CD123. Es un
diagrama que muestra los resultados en los que se analiz6 la capacidad de respuesta cuando se estimularon células
linfociticas mediante dos clases de CpG e IFNo.

La figura 9a es un diagrama que muestra secuencias de aminoacidos de moléculas de la familia con alta homologia
con moléculas de ILT7. Cada secuencia de amino&cidos de la region extracelular se muestra principalmente como
una alineacion;

La figura 9b es una continuacién de la figura 9a; y la figura 9c es una continuacién de la figura 9b.
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La figura 10 es el resultado en el que se examind la capacidad de respuesta de los anticuerpos monoclonales anti-
ILT7 ILT7#11 e ILT7#17 producidos frente a moléculas de ILT1, ILT2 e ILT3 usando células en las que se
introdujeron sus vectores de expresion. El diagrama superior muestra los resultados en los que se reafirmo la
capacidad de respuesta frente a células en las que se habian coexpresado moléculas de ILT7 con una etiqueta
FLAG, con FcRy. El diagrama inferior muestra los resultados en los que la capacidad de respuesta frente a células
en las que se introdujeron ILT1, ILT2, ILT3 y FcRy (diagrama izquierdo: ILT7#11, diagrama derecho: ILT7#17). El eje
horizontal muestra la capacidad de respuesta de cada anticuerpo anti-ILT7.

La figura 11 es un diagrama que muestra el efecto de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 ILT7#11 e ILT7#17
producidos sobre la capacidad interferogénica de linfocitos humanos. En el diagrama, el eje horizontal muestra la
concentracion de IFNa en un sobrenadante de cultivo cuando se estimularon linfocitos humanos mediante virus
Influenza y el eje vertical muestra los anticuerpos tratados. El término “sin infecciones” indica los resultados de
células que no se estimularon mediante virus Influenza.

La figura 12 es un diagrama que muestra la actividad de CDC de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 ILT7#37,
ILT7#28 e ILT7#33 producidos. Incluso cuando se usaron los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 obtenidos a partir
de cualquier hibridoma, se mostré el 80% o mas de la actividad de CDC a la concentracién de anticuerpo de
0,1 ug/ml o mayor. En el caso de anticuerpos distintos del anticuerpo monoclonal anti-ILT7, no se observo la
actividad de CDC frente a células diana.

La figura 13 es un diagrama que muestra la internalizacion frente a células diana de los anticuerpos monoclonales
anti-ILT7 ILT7#17, ILT7#26, ILT7#37, ILT7#28 e ILT7#33 producidos.

La intensidad de fluorescencia de APC es un indicador de la cantidad del complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-
ILT7 que estaba presente en la superficie de las células antes de la incubacion y se detecta independientemente de
si el complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-ILT7 esta presente en la superficie de la célula diana o se incorpora
en la célula tras la incubacion. Por otro lado, la intensidad de fluorescencia de FITC es un indicador de la cantidad
del complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-ILT7 que permanece en la superficie de las células tras la incubacion.
Es decir, la intensidad de fluorescencia de FITC disminuye mediante internalizacién.

Se ha notificado que ILT7 (transcrito 7 similar a inmunoglobulina) humano es una molécula que se expresa
especificamente en células dendriticas plasmocitoides (Gene. 28 de abril de 2004; 331:1 59-64.; documento
WO03/12061). Alternativamente, también se sabe que ILT7 humano puede usarse como indicador predictivo para el
prondstico de linfoma (documento W02005/24043). Sin embargo, no se ha establecido un método para producir un
anticuerpo que pueda reconocer ILT7 humano.

ILT7 humano consiste en 499 residuos de aminodacido tal como se muestra en SEQ ID NO: 2 y es una proteina
transmembrana tipo 1 que comprende cuatro dominios similares a inmunoglobulina en la estructura y una region
transmembrana (445-466; desde 429 hasta 450 en SEQ ID NO: 2). Entre los 444 residuos de aminoécido incluyendo
el extremo N-terminal, 16 residuos de aminoacido (desde -15 hasta -1, en SEQ ID NO: 2) son secuencias sefal y 17
a 444 residuos de aminoacido (desde 1 hasta 428, en SEQ ID NO: 2) constituyen un dominio extracelular. Por otro
lado, la region C-terminal es un dominio intracelular. La mayor parte de las partes del ILT7 humano son dominios
extracelulares y 33 residuos de aminoacido constituyen un dominio intracelular (desde 467 hasta 499; desde 451
hasta 483, en SEQ ID NO: 2). No se predice que un motivo, que estd implicado en la sefalizacién, esté presente en
un dominio intracelular. Una secuencia de aminoécidos de longitud completa de ILT7 humano se muestra en SEQ ID
NO: 2 y una secuencia de bases de ADNc que codifica para la secuencia de aminoacidos se muestra en SEQ ID
NO: 1. En este caso, las regiones codificantes del péptido maduro (72)..(1520), mostradas en SEQ ID NO: 1, no
comprenden los codones de terminacién e iniciacion. Es decir, las secuencias codificantes de proteina que
comprenden los codones de terminacion e iniciacién en SEQ ID NO: 1 son desde 24 hasta 1523.

Se considera que la sefial de ligando se transmite a las células mediante la asociacion de ILT7 humano con una
molécula de transduccion de sefales. Por ejemplo, la mayor parte de las cadenas 7 del receptor de Fc estan
presentes en células. Ademas, el dominio intracelular contiene un motivo de activacion basado en tirosina
inmunorreceptora (ITAM) que esta implicado en la sefalizacion. ITAM es una parte de secuencia de aminoacidos,
que se observa comunmente en moléculas adaptadoras que estan asociadas con inmunorreceptores tales como
receptores de Fc. Un motivo tal como YxxL (SEQ ID NO: 76), que es una diana de la fosforilacion de tirosinas, esta
comprendido en ITAM y se transmite la sefial mediante la fosforilacion. Los ejemplos conocidos de la molécula de
transducciéon de sefales, que comprende ITAM en un dominio intracelular, incluyen CD3( y DAP12 ademas de la
cadena v del receptor de Fc. Entre estas moléculas de transduccion de sefales, se predice que la molécula asociada
con ILT7 humano es la cadena y del receptor de Fc. Actualmente, no se ha encontrado un ligando, que se una a
ILT7 humano.

Los presentes inventores confirmaron que ILT7 se expresaba especificamente en IPC humanas mediante andlisis de
la expresién génica. Los presentes inventores consideraron que seria Util en el estudio de las IPC que pudiera
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obtenerse un anticuerpo que pueda distinguir ILT7 humano de otras moléculas de manera inmunoldgica. Sin
embargo, existen muchas moléculas con estructuras similares en la familia de ILT incluyendo ILT7. Moléculas tales
como ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT6, o LIR-8 comprenden secuencias de aminoacidos altamente homélogas,
particularmente en sus dominios extracelulares. Por tanto, los presentes inventores consideraron que era dificil
obtener un anticuerpo que pueda distinguir entre estas moléculas usando un péptido de dominio que comprende una
secuencia de aminoacidos parcial que constituye un dominio extracelular como inmunégeno. Entonces, los
presentes inventores han intentado producir un anticuerpo contra ILT7 humano usando las células que expresan
ILT7 humano como inmunégenos.

Sin embargo, el uso de vectores de expresion generales no provoco la expresién de ADNc de ILT7 humano en
células animales. Se ha notificado que la molécula de ILT1 que tiene una estructura muy similar a ILT7 se asocia
con la cadena v del receptor de Fc. Es decir, cuando se usaron células en las que se expresé la cadena vy del
receptor de Fc tales como células RBL (leucemia basofila de rata) y células P815 (mastocitoma de ratén) como
células huésped, se observo la expresion de ILT1 en la superficie celular. Sin embargo, si se forzaba que se
expresase ILT1 en células 293 en las que no se expresaba originariamente la cadena del receptor de Fc, no se
observaba la expresién en la superficie celular. Por otro lado, se mostré que la expresion en la superficie celular de
ILT1 pudo confirmarse cuando se coexpres6 ILT1 con la cadena del receptor de Fc (Nakajima H. et al., J.
Immunology 162:5-8,1999). Sin embargo, no existe informaciéon sobre un inmundégeno para producir anticuerpos
frente a ILT7.

Por ejemplo, en el informe, se usan células RBL en las que se introduce el gen de ILT1 como inmundgenos para
producir anticuerpos frente a ILT1. Los presentes inventores intentaron producir anticuerpos frente a ILT1 usando la
combinacion de células RBL con el gen de ILT7 de la misma manera que se ha descrito. Sin embargo, aunque se
forzase que se expresara ILT7 en células RBL (P815), no se observd expresion en la superficie celular de ILT7, y
por tanto no pudo usarse como inmundgeno.

Los presentes inventores han realizado una investigacion dedicada para obtener el anticuerpo que pueda reconocer
ILT7 humano. Como resultado, los presentes inventores encontraron que podia producirse el anticuerpo deseado
usando una célula transformada especifica como inmunégeno y completaron la presente invencién. Es decir, la
presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une a un anticuerpo monoclonal que se une a ILT7
humano, no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e ILT3 humano, y suprime la produccién de interferon-
o (IFNa) desde células que expresan ILT-7, o un fragmento que comprende su region de unién a antigeno.

En la presente invencién, ILT7 humano puede definirse como una molécula natural que se expresa en IPC humanas
0 una molécula que es inmunoldgicamente equivalente a ILT7 que se expresa en IPC humanas. En la presente
invencion, la unién de anticuerpos a ILT7 humano puede confirmarse, por ejemplo, tal como sigue.

Confirmacion basandose en la capacidad de respuesta frente a células humanas:

Segun los hallazgos de los presentes inventores, la expresion especifica de ILT7 humano se observé en IPC
humanas. Originariamente, se aisl6 ILT7 humano como un gen cuya expresion se observa en células dendriticas
plasmocitoides (Blood. 2002 100; 3295-3303, Gene. 28 de abril de 2004; 331:159-64.). Ademas, también se sabe
que puede usarse como marcador de células dendriticas plasmocitoides (documento WO03/12061). Se supone que
las células dendriticas plasmocitoides y las IPC son en su mayor parte poblaciones celulares idénticas o grandes
partes de las mismas son comunes. Por tanto, no existe contradiccion entre estos informes y los hallazgos de los
presentes inventores.

Considerando tal perfil de expresién de ILT7 humano, en primer lugar, la actividad de unién de IPC o células
dendriticas plasmocitoides a al menos un determinado subconjunto es una de las caracteristicas importantes del
anticuerpo que se une a ILT humano en la presente invencién. Pueden usarse marcadores de superficie celular
especificos para poblaciones celulares respectivas para determinar si una determinada célula es IPC o célula
dendritica plasmocitoide. Por ejemplo, la unién a las células deseadas puede confirmarse mediante tincién doble con
el anticuerpo que se une a marcadores de superficie celular y el anticuerpo cuya actividad de unién debe
comprobarse. Es decir, las IPC en la presente invencién comprenden, por ejemplo, células que expresan BDCA2.

Confirmacion basandose en la capacidad de respuesta frente a células transformadas que expresan el gen de ILT7
humano:

Los presentes inventores encontraron que se reconstruia una caracteristica inmunolégica de ILT7 expresado en IPC
humanas cuando se llevaba a cabo la expresion del gen de ILT7 humano en una condicién especifica. Por tanto, la
capacidad de respuesta frente a ILT7 humano también puede confirmarse basandose en la capacidad de respuesta
de anticuerpos frente a células en las que se introduce de manera artificial un gen que codifica para ILT7.
Concretamente, la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que comprende la secuencia de
aminoacidos que constituye un dominio extracelular como el dominio extracelular y se une a una molécula
coexpresada con la molécula de transduccién de sefales o se refiere a un fragmento que comprende su region de
unién a antigeno. En este caso, el dominio extracelular se compone de una secuencia de aminoacidos que
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corresponde a la posicion 172 a 4442 de la secuencia de aminodcidos N-terminal mostrada en SEQ ID NO: 2 (desde
1 hasta 428 en SEQ ID NO: 2).

Por ejemplo, la caracteristica inmunologica de ILT7 expresada en IPC humanas se mantiene en células
cotransfectadas con un vector de expresién que comprende un ADN que codifica para ILT7 humano y un vector de
expresion que comprende un ADN que codifica para la molécula de transduccion de senales. Por tanto, una célula
transformada, que coexpresa ILT7 humano y la molécula de transduccién de senales, es preferible para confirmar la
afinidad de unién de anticuerpos al dominio extracelular de ILT7 humano en la presente invencion. En la presente
invencion, es deseable usar una célula, que no esta transformada como controles cuando la capacidad de respuesta
de anticuerpos, se confirma usando la célula transformada. Ademas, también es importante confirmar que la unién
de anticuerpos no se detecta usando la misma célula huésped que expresa sélo la molécula de transduccion de
sefiales como control.

En la presente invencién, una molécula, que induce la expresion de ILT7 humano en la superficie celular, puede
usarse como la molécula de transduccién de sefiales para la coexpresion. La molécula de transduccién de sefiales
en la presente invencién también puede definirse como una molécula que puede conferir la caracteristica
inmunoldgica de ILT7 humano natural a al menos el dominio extracelular de la molécula de ILT7 en una célula que
expresa ILT7. Tal como se usa en el presente documento, el término “caracteristica inmunoldgica” de ILT7 humano
natural significa el reconocimiento por un anticuerpo que se une a IPC humanas.

Especificamente, es preferible usar la cadena vy del receptor de Fc o DAP12 como molécula de transduccion de
sefales. En la presente invencién, la cadena y del receptor de Fc es particularmente preferible como la molécula de
transduccion de sefales. La cadena vy del receptor de Fc es una molécula que consiste en las secuencias de
aminodcidos mostradas en SEQ ID NO: 16. La molécula de transduccion de sefiales puede ser un fragmento
siempre que el ILT7 humano que va a coexpresarse se localice en la superficie celular. Siempre que el ILT7 humano
que va a coexpresarse se localice en la superficie celular, se permite la mutacién o adicion de la secuencia de
aminodcidos en las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 16. Es decir, la presente invencién
proporciona métodos para producir células que producen un anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 humano, no
se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e ILT3 humano, y suprime la produccion de interferon-o. (IFNa)
desde células que expresan ILT-7, o un fragmento que comprende su region de unién a antigeno, que comprende
las siguientes etapas de:

(1) administrar a un animal no humano una célula que conserva los siguientes puntos (a) y (b) de manera
expresable:

a. un polinucledtido exdégeno que codifica para una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio
extracelular de ILT7 humano;y

b. un polinucleétido exégeno que codifica para la cadena vy del receptor de Fc (FCcRY); y

(2) producir y seleccionar una célula productora de anticuerpos que produce el anticuerpo que se une a ILT7
humano de células productoras de anticuerpos del animal no humano; y

(3) cultivar la célula asi seleccionada y recuperar un anticuerpo monoclonal del cultivo.

Posteriormente, como el anticuerpo que se une a ILT7 humano en la presente invencion, es preferible usar un
anticuerpo en el que no se observa cruzamiento con poblaciones celulares que se sabe que expresan las familias de
ILT distintas de ILT7. Especificamente, como el anticuerpo que se une a ILT7 humano en la presente invencion, es
preferible usar un anticuerpo en el que no puede observarse la unién a las poblaciones celulares que se sabe que
expresan las familias de ILT distintas de ILT7, en la misma condicién que la condicion en la que se confirmé la unién
a las IPC. Tal como se describi6é ya, por ejemplo, ILT2 e ILT3 se expresan no s6lo en PDC sino también en DC
obtenidas de células positivas para CD34 o MDDC (Gene. 28 de abril de 2004; 331: 159-64.). Por otro lado, la
expresion de ILT7 no puede detectarse debido a la diferenciacion de las IPC en células dendriticas. Por tanto, el
anticuerpo no puede detectar la unién a DC obtenidas de células positivas para CD34 o MDDC en la condicién en la
que puede confirmarse que la unién a las IPC esta comprendida en el anticuerpo que se une a ILT7 humano en la
presente invencion.

Se han notificado los siguientes patrones de expresion en cuanto a otras moléculas de la familia de ILT (“The KIR
Gene Cluster” Carrington, Mary y Norman, Paul. Bethesda (MD): National Library of Medicine (EE.UU.), NCBI; 2003,
Gene. 28 de abril de 2004; 331: 159-64.). Por tanto, un anticuerpo que se une a IPC humanas o PDC y cuya unién a
las siguientes células no puede confirmarse se incluye en un anticuerpo que tiene especificidad para ILT7:

ILT1; células del linaje mieloide (monocitos, DC derivadas de monocitos, macréfagos);

ILT2; PDC, células B, células positivas para CD34, DC derivadas de células positivas para CD34 y DC derivadas de
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monocitos;

ILT3; PDC y DC;

ILT5; monocitos, DC derivadas de células positivas para CD34 y DC derivadas de monocitos; e
ILT8; células del linaje de monocitos.

Es decir, el anticuerpo monoclonal, que se une al dominio extracelular de ILT7 humano en la presente invencion
preferiblemente, comprende un anticuerpo monoclonal que tiene las siguientes caracteristicas inmunoldgicas:

a) el anticuerpo monoclonal se une a IPC humanas; y

b) la union del anticuerpo monoclonal a una o mas células seleccionadas del grupo que consiste en monocitos,
macréfagos, células B, células positivas para CD34 y células dendriticas derivadas de estas células no puede
confirmarse en la condicion para la unién a IPC humanas.

Como el anticuerpo monoclonal de la presente invencion, es preferible usar un anticuerpo en el que la unién a
monocitos, macréfagos, células B, células positivas para CD34 y células dendriticas derivadas de estas células no
puede confirmarse en la condicion para la unién, particularmente a IPC humanas.

Alternativamente, el anticuerpo monoclonal, que se une al dominio extracelular de ILT7 humano en la presente
invencion, comprende preferiblemente un anticuerpo monoclonal que tiene las siguientes caracteristicas
inmunoldgicas:

¢) el anticuerpo monoclonal se une a la célula transformada que se cotransfecta con un vector de expresion que
porta de manera expresiva el ADN que codifica para ILT7 humano y un vector de expresion que porta de manera
expresiva el ADN que codifica para la molécula de transduccién de sefales;

d) la union a la célula huésped antes de la transformaciéon no puede confirmarse en la condicion para la unién a las
células cotransfectadas tal como se describe en c); o

el anticuerpo monoclonal de la presente invencion comprende un anticuerpo monoclonal que tiene las siguientes
caracteristicas inmunoldgicas:

e) la union a la célula huésped que expresa sélo la molécula de transduccion de sefales no puede confirmarse en la
condicion para la union a las células contransfectadas tal como se describe en c).

En la presente invencién, el hecho de que el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 no se cruce con la familia de ILT de
otras moléculas puede confirmarse usando células en las que se forz6 que se expresase cada familia de ILT. Es
decir, para la expresion forzada, se introduce ADNc que codifica para cada familia de ILT de secuencias de
aminoacidos en una célula huésped apropiada. El anticuerpo monoclonal anti-ILT7 cuyo cruzamiento debe
confirmarse se pone en contacto con la célula transformada obtenida. Entonces, puede confirmarse que si no se
observa la unién del anticuerpo a la célula, que expresa moléculas de la familia de ILT distintas a ILT7, el anticuerpo
puede distinguir inmunolégicamente entre ILT7 y otras moléculas de la familia de ILT. Por ejemplo, en los ejemplos
descritos a continuaciéon, se confirma el hecho de que el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 obtenido mediante la
presente invencién no se cruza con ILT1, ILT2 e ILT3. Por tanto, un ejemplo preferible del anticuerpo monoclonal en
la presente invencion es el anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 en el que la unién a ILT1, ILT2 e ILT3 no puede
detectarse en la misma condicion.

Particularmente, ILT2 e ILT3 son genes cuya expresion en las IPC se ha confirmado (Ju et al. Gene 331, 159-164,
2004). Sin embargo, estas moléculas pueden mostrar perfiles de expresion Unicos para cada tipo celular
dependiendo de los niveles de diferenciacion respectivos en las IPC o condiciones tales como la estimulacién con
virus u otras citocinas. El uso de un anticuerpo, que puede distinguir inmunolégicamente estas moléculas de la
familia de ILT de ILT7, permite detectar especificamente cambios en la expresion de ILT7.

La union de un anticuerpo monoclonal cuya actividad de unidén debe confirmarse a diversas clases de células, puede
confirmarse basandose en, por ejemplo, el principio de la citometria de flujo. Para confirmar la capacidad de
respuesta de anticuerpos basandose en el principio de la citometria de flujo, es ventajoso marcar por adelantado los
anticuerpos con una molécula o un grupo atémico que produzca una sefnal detectable. Generalmente, se usan los
marcadores fluorescentes o luminiscentes. Puede usarse un separador de células activado por fluorescencia (FACS)
para analizar la union de los anticuerpos marcados de manera fluorescente a células basandose en el principio de la
citometria de flujo. El uso de FACS permite confirmar de manera eficaz la unién de una pluralidad de anticuerpos a
una pluralidad de células.

Especificamente, por ejemplo, se hacen reaccionar el anticuerpo A que se ha encontrado previamente que puede
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identificar las IPC y el anticuerpo B cuyas caracteristicas de union a IPC deben analizarse, con poblaciones
celulares que comprenden las IPC al mismo tiempo. El anticuerpo A y el anticuerpo B se marcan por adelantado con
una sefial de fluorescencia que se distingue mutuamente por estos anticuerpos. En el caso en el que ambas sefales
se detectan a partir de las mismas poblaciones celulares, puede confirmarse la unién de esos anticuerpos a las
mismas poblaciones celulares. En otras palabras, se encuentra que ambos anticuerpos A y B tienen las mismas
caracteristicas de unién. En el caso en el que se unen a diferentes poblaciones celulares, esta claro que ambos
anticuerpos tienen distintas caracteristicas de unién.

Un ejemplo preferible del anticuerpo monoclonal en la presente invencién puede comprender un anticuerpo
monoclonal que se produce por el hibridoma ILT7#11 o ILT7#17. El hibridoma ILT7#11 y el hibridoma ILT7#17 se
han depositado ante el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada, Autoridad Depositaria
Internacional de Organismos de Patentes con los n.°® de registro FERM BP-10704 y FERM BP-10705 el 21 de
octubre de 2005.

El contenido del depositario especificado es tal como sigue:

(a) Denominacion y direccién de la institucion depositaria, denominacién: Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Industrial Avanzada, Autoridad Depositaria Internacional de Organismos de Patentes, direccion: AIST Tsukuba
Central 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japon (cédigo postal 305-8566)

(b) Fecha de deposito: 21 de octubre de 2005
(c) Nimero de registro: FERM BP-10704 (hibridoma ILT7#11)
(c) Numero de registro: FERM BP-10705 (hibridoma ILT7#17)

El anticuerpo monoclonal de la presente invencion puede ser un fragmento que comprende su regiéon de union a
antigeno. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo que comprende la regiéon de unién a antigeno que se obtiene
mediante digestion enzimatica de IgG puede usarse como el anticuerpo en la presente invencion. Especificamente,
pueden obtenerse fragmentos de anticuerpo tales como Fab y F(ab’). mediante digestion con papaina o pepsina. Se
sabe bien que estos fragmentos de anticuerpo pueden usarse como moléculas de anticuerpo que tienen afinidad por
los anticuerpos. Alternativamente, también pueden usarse anticuerpos construidos mediante recombinacién genética
siempre que se mantenga una actividad de unién a antigeno satisfactoria. Los ejemplos de los anticuerpos
construidos mediante recombinacién genética comprenden anticuerpos quiméricos, anticuerpos trasplantados con
CDR, Fv de cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos lineales y anticuerpos poliespecificos formados de fragmentos
de anticuerpo. Es de conocimiento comin que estos anticuerpos pueden proporcionarse usando anticuerpos
monoclonales o células productoras de anticuerpos que producen los anticuerpos.

El anticuerpo monoclonal de la presente invencién puede obtenerse usando una célula transformada especifica
como inmunoégeno. Es decir, la presente invencion se refiere a un método para producir células que producen un
anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular de ILT7 humano, que comprende las siguientes etapas de:

(1) administrar una célula que expresa una proteina exdégena que comprende el dominio extracelular de ILT7
humano y una molécula exégena que esta asociada con ILT7 humano a animales inmunes; y

(2) seleccionar una célula productora de anticuerpos que produce el anticuerpo que se une a ILT7 humano de
células productoras de anticuerpos de los animales inmunes.

Las células productoras de anticuerpos asi obtenidas o las células productoras de anticuerpos inmortalizadas se
cultivan y los anticuerpos monoclonales deseados pueden recuperarse de los cultivos. Con referencia al método
para inmortalizar células productoras de anticuerpos, se conocen diversos métodos.

En el método para producir el anticuerpo monoclonal de la presente invencion, los ejemplos que pueden usarse de
la molécula, que esta asociada con ILT7 humano para producir una célula transformada que va a usarse como
inmunogeno, comprenden proteinas de membrana celular. Entre ellas, es preferible usar una molécula de
transduccion de sefales, que se localiza en membranas celulares, como proteina de membrana celular en la
presente invencion. El término “molécula de transduccién de senales” significa una molécula que esta asociada con
proteinas y células que tienen estructuras receptoras en el dominio extracelular y transmite la estimulacién de la
unién de ligandos a receptores en células. Los ejemplos de la molécula de transduccion de sefales comprenden la
cadena vy del receptor de Fc, DAP12, o similar. Por ejemplo, es preferible usar la cadena vy del receptor de Fc como
proteina de membrana celular en la presente invencion. Se conocen de manera publica secuencias de aminoacidos
de DAP12 humano y la cadena vy del receptor de Fc asi como una secuencia de bases de ADNc, que codifica para
las secuencias. Una secuencia de bases de la cadena vy del receptor de Fc humano y una secuencia de aminoacidos
que esta codificada por la secuencia de bases se muestran en SEQ ID NO: 15y 16, respectivamente.

En la presente invencién, una célula transformada que va a usarse como inmundgeno puede obtenerse mediante la
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preparacion, por ejemplo, de una célula que porta de manera expresiva los siguientes puntos (a) y (b):

(a) un polinucleétido exdégeno que codifica para una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio
extracelular de ILT7 humano;y

(b) un polinucledtido exdégeno que codifica para la cadena v del receptor de Fc.

En la presente invencion, un polinucledtido exdgeno significa un polinucledtido que se introduce de manera artificial
en una célula huésped. Cuando se usan células humanas como células, se introducen genes humanos en células
humanas. En una combinacion de este tipo, un polinucleétido introducido de manera artificial significa el
polinucleétido exdgeno. Por tanto, la expresion ectdpica de ILT7 humano o la cadena v del receptor de Fc humano
esta comprendida en la expresién del polinucleétido exdgeno.

Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio extracelular de ILT7 humano” significa la secuencia
de aminoacidos desde la posicion 172 hasta la 4442 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 2 que
corresponde al dominio extracelular de la secuencia de aminoacidos (desde 1 hasta 428 en SEQ ID NO: 2). Como
secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular de ILT7 humano en la presente invencién, es
preferible usar la secuencia de aminoacidos que comprende cada regién, por ejemplo, partiendo desde el extremo
N-terminal, en el orden siguiente:

[Secuencia sefal + dominio extracelular + dominio transmembrana + region intracelular]

Alternativamente, una secuencia de aminoacidos, que carece parcialmente de una regién intracelular tal como se
describe a continuacion, esta incluida en la secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular de
ILT7 humano en la presente invencién.

[Secuencia sefal + dominio extracelular + dominio transmembrana + una parte de la region intracelular]

Ademas, una estructura, que carece de una regién intracelular tal como se menciona a continuacion, esté incluida en
la secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular de ILT7 humano en la presente invencion.

[Secuencia sefal + dominio extracelular + dominio transmembrana]

En la estructura, las regiones distintas al dominio extracelular pueden ser secuencias de aminoacidos que se
seleccionan de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, o pueden combinarse con otras
secuencias de amino&cidos que tienen homologia con las regiones. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos que
constituye una secuencia sefal, un dominio transmembrana y una region intracelular puede ser una secuencia de
aminoacidos de moléculas de la familia de ILT distintas de ILT7. O bien, puede combinarse con la secuencia de
aminoacidos de la familia de ILT en especies distintas al ser humano. Ademas, la secuencia de aminoacidos, que
constituye regiones distintas del dominio extracelular, puede comprender una mutacion en el intervalo que puede
mantener la funcion de cada regién. Alternativamente, otras regiones pueden ser intermedias entre cada region. Por
ejemplo, una etiqueta de epitopo tal como FLAG también puede insertarse entre la secuencia sefal y el dominio
extracelular. Particularmente, la secuencia sefal se elimina por el procesamiento durante su transferencia a la
superficie de la membrana celular tras traducirse para dar una proteina. Por tanto, puede usarse una secuencia de
aminoacidos arbitraria, que induce el transito de la proteina traducida a la membrana celular, como la secuencia
sefnal. Mas especificamente, es preferible usar la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) de ILT7 humano como
la secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular de ILT7 humano.

Por tanto, en la presente invencion, puede usarse una secuencia de bases arbitraria que codifica para la secuencia
de aminoacidos que constituye la estructura mencionada anteriormente [secuencia sefal + dominio extracelular +
dominio transmembrana + region intracelular] como el polinucleétido que constituye el polinucleétido exdgeno
descrito en (a). Por ejemplo, la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 2 estd codificada por la secuencia de
bases descrita en SEQ ID NO: 1.

En la presente invencién, un vector de expresion que porta de manera expresiva los polinucleétidos (a) y (b)
mencionados anteriormente puede introducirse en una célula huésped apropiada para obtener una célula
transformada que va a usarse como inmunégeno. Los polinucleétidos (a) y (b) pueden portarse en un vector o
diferentes vectores. Cuando cada polinucleétido se porta en diferentes vectores, las células huésped se
cotransfectan con dos clases de vectores.

Los ejemplos preferibles de la célula huésped en la presente invencion comprenden células de mamifero. Los
ejemplos especificos de la célula huésped comprenden células derivadas de seres humanos, monos, ratones o
ratas. Particularmente, las células derivadas de seres humanos son preferibles como células huésped. Por ejemplo,
es preferible usar células 293T derivadas de ser humano como la célula huésped en la presente invencion. Pueden
obtenerse células 293T como ATCC CRL-11268. Ademas, también pueden usarse células derivadas de animales
inmunes como células huésped. Cuando se usan células derivadas de animales inmunes como inmundégenos, se
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proporciona una pequefa respuesta inmunolégica frente a células huésped. Por ese motivo, puede obtenerse de
manera eficaz un anticuerpo contra el dominio extracelular de ILT7 expresado de manera enddgena. Por tanto, por
ejemplo, cuando se usan ratones como animales inmunes, también pueden usarse células derivadas de ratones
como células huésped.

Los polinucleétidos mencionados anteriormente pueden transformarse en células portandolos en un vector que
puede inducir expresion en células huésped. Pueden usarse vectores disponibles comercialmente, que pueden
inducir la expresion en células de mamifero. Pueden usarse vectores de expresion tales como el vector pCMV-Script
(R), el vector PSG5 (fabricado por Stratagene), pADNc3.1 (fabricado por Invitrogen) para la presente invencion.

Las células transformadas asi obtenidas se administran a animales inmunes junto con componentes adicionales
tales como adyuvantes, si es necesario. Los ejemplos del adyuvante que pueden usarse incluyen adyuvante
completo de Freund, y similares. En caso de usar ratones como animales inmunes, las células transformadas
pueden administrarse en el intervalo de 10* a 10° células, mas especificamente de 10* a 10° células. Generalmente,
se administran mdltiples dosis de inmunégeno a intervalos regulares hasta que se eleva el titulo de anticuerpos. Por
ejemplo, en el caso de una inmunizacion a corto plazo, las células transformadas se administran a intervalos de 2 a
4 dias, mas especificamente a intervalos de 3 dias. Tras administrarse dos o tres veces, las células productoras de
anticuerpos pueden recuperarse. Alternativamente, se administran una vez a la semana y las células productoras de
anticuerpos también pueden recuperarse tras administrarse cinco o seis veces.

En la presente invencién, las células productoras de anticuerpos recuperadas se clonan para proporcionar
anticuerpos monoclonales. Es preferible que las células productoras de anticuerpos se inmortalicen para la
clonacion. Por ejemplo, puede usarse el método de fusién celular tal como se tipifica mediante el método del
hibridoma o transformacion mediante virus de Epstein-Barr (VEB) como el método de inmortalizacion de células
productoras de anticuerpos.

En cuanto a las células productoras de anticuerpos, una célula produce una clase de anticuerpo. Por tanto, el
establecimiento de poblaciones celulares derivadas de una célula (es decir, la clonacién) permite producir
anticuerpos monoclonales. El método del hibridoma implica el proceso en el que se fusionan células productoras de
anticuerpos con una linea celular apropiada, que se inmortaliza y luego se somete a clonacién. Las células
productoras de anticuerpos inmortalizadas pueden clonarse mediante una técnica tal como el método de dilucion
limitante. Se sabe que existen muchas lineas celulares Utiles para el método del hibridoma. Estas lineas celulares
son excelentes en la eficacia de inmortalizacion de células linfociticas y tienen diversos marcadores genéticos que
son necesarios para seleccionar las células fusionadas de manera satisfactoria. Ademas, cuando se pretende la
produccion de células productoras de anticuerpos, puede usarse una linea celular que carece de la capacidad para
producir anticuerpos también.

Por ejemplo, se usan ampliamente los mielomas de ratén P3x63Ag8.653 (ATCC CRL-1580) y P3x63Ag8U.1
(ATCCCRL-1597) como lineas celulares utiles para el método de fusién celular para ratones o ratas. En general, un
hibridoma se produce mediante la fusion de células homogéneas, mientras que un anticuerpo monoclonal también
puede obtenerse a partir del heterohibridoma de una especie diferente entre especies estrechamente relacionadas.

Se conocen de manera publica protocolos especificos de fusion celular. Es decir, se mezclan células productoras de
anticuerpos de animales inmunes con parejas de fusion apropiadas para realizar la fusion celular. Los ejemplos que
pueden usarse de la célula productora de anticuerpos incluyen células esplénicas, células linfociticas recogidas del
ganglio linfatico y células B de sangre periférica. Como parejas de fusién, pueden usarse diversas lineas celulares
descritas previamente. Pueden usarse el método del polietilenglicol y el método de fusion eléctrica para la fusion
celular.

A continuacién, basandose en marcadores selectivos de células fusionadas, se seleccionan las células fusionadas
de manera satisfactoria. Por ejemplo, cuando se usa la linea celular sensible a HAT para la fusién celular, las células
fusionadas de manera satisfactoria se seleccionan mediante la seleccién de células que crecen en medio HAT.
Ademas, se confirma que los anticuerpos producidos por las células seleccionadas tienen la capacidad de respuesta
deseada.

Se examina cada hibridoma basandose en la capacidad de respuesta de anticuerpos. Es decir, se selecciona el
hibridoma que produce anticuerpos que se unen a ILT7 humano mediante el método tal como se describid
previamente. Preferiblemente, cuando el hibridoma seleccionado se subclona y entonces se confirma finalmente la
produccion del anticuerpo deseado, se selecciona el anticuerpo confirmado como hibridoma que produce el
anticuerpo monoclonal de la presente invencién:

Especificamente, el hibridoma deseado puede seleccionarse basandose en la capacidad de respuesta frente a
células humanas o la capacidad de respuesta frente a la célula transformada que expresa el gen de ILT7 humano.
Los anticuerpos, que se unen a células, pueden detectarse basandose en el principio de inmunoensayo. Por
ejemplo, ELISA, que usa células como antigenos, puede utilizarse para la deteccion del anticuerpo deseado.
Especificamente, se pone en contacto un sobrenadante de cultivo del hibridoma con un soporte sobre el que se usa
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la IPC humana o la célula transformada como inmundgeno. En el caso en el que el sobrenadante de cultivo
comprende el anticuerpo deseado, el anticuerpo se atrapa en la célula inmovilizada sobre el soporte. Entonces, se
separa la fase solida del sobrenadante de cultivo, que se lava, si es necesario. Después de eso, puede detectarse el
anticuerpo atrapado en la fase sélida. Un anticuerpo, que reconoce un anticuerpo, puede usarse para la deteccién
de anticuerpos. Por ejemplo, un anticuerpo de ratén puede detectarse mediante un anticuerpo anti-inmunoglobulina
de ratén. La deteccion es facil si se marca el anticuerpo, que reconoce un anticuerpo. Los ejemplos que pueden
usarse del marcador incluyen enzimas, colorantes fluorescentes, colorantes luminiscentes, y similares.

Por otro lado, pueden usarse particulas y una pared interna de una placa de microtitulacién como el soporte sobre el
que se inmovilizan las células. Las células pueden inmovilizarse sobre particulas compuestas por plastico o la
superficie de un recipiente mediante adsorcion fisica. Los ejemplos que pueden usarse del soporte para inmovilizar
células incluyen perlas compuestas por poliestireno y recipientes de reaccién.

En la seleccién de los hibridomas, puede predecirse la produccion del anticuerpo que no es contra ILT7 sino la
célula huésped de la célula transformada usada como inmundégeno. Por ejemplo, tal como se ilustra en los ejemplos,
en el caso en el que se usa una célula humana como inmundgeno y se usa un raton como animal inmune, la célula
humana se reconoce como sustancia foranea. Por tanto, se predice la produccion de un anticuerpo, que se une a la
sustancia foranea. En la presente invencion, se pretende obtener un anticuerpo que pueda reconocer ILT7 humano.
Por tanto, no es necesario obtener un anticuerpo que reconoce antigenos de células humanas distintos de ILT7
humano. Para eliminar los hibridomas, que producen un anticuerpo de este tipo en el examen, los anticuerpos no
deseados pueden adsorberse antes de la confirmacion de la capacidad de respuesta del anticuerpo.

Los anticuerpos no deseados pueden adsorberse por un antigeno al que se une un anticuerpo que se supone que
existe. Especificamente, por ejemplo, un anticuerpo contra antigenos de células humanas distintos de ILT7 humano
puede adsorberse por una célula que no puede detectar la expresién de ILT7 humano. En la presente invencién, es
preferible usar la célula huésped usada para el inmunégeno como antigeno para absorber los anticuerpos no
deseados. Alternativamente, una célula huésped que no expresa el dominio extracelular de ILT7 humano, pero que
expresa una molécula que se asocia con ILT7 puede usarse como el antigeno para absorber los anticuerpos.

En cuanto al anticuerpo monoclonal cuya actividad de union a antigeno se confirma, su efecto real sobre la actividad
de IPC se confirma, si es necesario. El efecto sobre IPC puede confirmarse mediante métodos tales como los
métodos descritos a continuacion.

En cuanto al anticuerpo monoclonal de la presente invencién, se cultiva un hibridoma que produce el anticuerpo
monoclonal y se recupera el anticuerpo monoclonal de la presente invencion del cultivo resultante. El hibridoma
puede cultivarse in vitro o in vivo. En el caso in vitro, el hibridoma puede cultivarse usando un medio de cultivo
conocido tal como RPMI1640. La inmunoglobulina secretada por el hibridoma se acumula en el sobrenadante de
cultivo. Por tanto, el anticuerpo monoclonal de la presente invencién puede obtenerse recogiendo el sobrenadante
de cultivo y purificandolo, si es necesario. Es mas facil purificar la inmunoglobulina cuando no se afiade suero al
medio de cultivo. Sin embargo, con el fin de una proliferacion mas rapida del hibridoma y la facilitacién de la
produccion de anticuerpos, también puede afadirse suero bovino fetal al 10% al medio de cultivo.

El hibridoma también puede cultivarse in vivo. Especificamente, puede realizarse el cultivo intraperitoneal del
hibridoma mediante la inoculacion del hibridoma en la cavidad abdominal de ratones desnudos. Se acumulan
anticuerpos monoclonales en la ascitis. Por tanto, si se obtiene la ascitis y se purifica segin sea necesario, puede
producirse el anticuerpo monoclonal requerido. Los anticuerpos monoclonales obtenidos pueden modificarse o
procesarse apropiadamente segun el uso pretendido.

El anticuerpo monoclonal de la presente invencién puede expresarse mediante la obtencion de ADNc que codifica
para la region de union a antigeno del anticuerpo procedente del hibridoma y la insercion en un vector de expresién
apropiado. Se conoce la técnica en la que se obtiene ADNc que codifica para una region variable de anticuerpo y
entonces se expresa en una célula huésped apropiada. Ademas, también se conoce el método en el que se prepara
un anticuerpo quimérico mediante ligamiento de una regién variable que comprende la regién de unién a antigeno en
una region constante.

Los ejemplos preferibles del anticuerpo monoclonal en la presente invencion comprenden anticuerpos monoclonales
producidos por el hibridoma #11 (ndmero de registro: FERM BP-10704), el hibridoma #17 (ndmero de registro:
FERM BP-10705) o el hibridoma #37. Se describen a continuaciéon secuencias de aminodcidos que constituyen
regiones variables de estos anticuerpos monoclonales asi como secuencias de bases de ADNc que codifican para
las mismas. Por tanto, por ejemplo, los anticuerpos quiméricos que van a obtenerse mediante conjugacion de estas
regiones variables con regiones constantes de otras inmunoglobulinas son preferibles en la presente invencién. En
secuencias de aminoacidos descritas en la lista de secuencias, la secuencia de aminoacidos desde 1 hasta el
extremo C-terminal constituye una proteina madura. Es decir, la secuencia de aminoacidos consecutiva desde 1
hasta el extremo C-terminal para cada secuencia de aminoacidos es una secuencia madura de cada secuencia de
aminoacidos. Por otro lado, la secuencia de aminoacidos representada por un valor numérico desde el extremo N-
terminal hasta -1 es una secuencia sefal.
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Region variable de cadena pesada Region variable de cadena ligera
#11 SEQ ID NO: 38 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 40 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 39 (secuencia de aminoacidos) SEQ ID NO: 41 (secuencia de aminoacidos)
#17 SEQ ID NO: 42 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 44 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 43 (secuencia de aminoacidos) SEQ ID NO: 45 (secuencia de aminoacidos
#37 SEQ ID NO: 46 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 48 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 47 secuencia sefal SEQ ID NO: 49 (secuencia de aminodcidos)

Por ejemplo, puede prepararse un anticuerpo quimérico de raton (region variable)-ser humano (regién constante)
mediante ligamiento de estos genes de regién variable en una regioén constante de cadena pesada de IgG1 humana
y un gen que codifica para la region constante de cadena ligera de IgG1 humana , respectivamente. A continuacién
se describen respectivamente secuencias de aminoacidos de un anticuerpo quimérico de este tipo y secuencias de
bases que codifican para las mismas. Los anticuerpos quiméricos especificados por estas secuencias muestran la
construccion de una realizacion preferida del anticuerpo monoclonal anti-ILT7 en la presente invencion. En las
siguientes secuencias de aminoacidos de anticuerpos quiméricos, la secuencia de aminoacidos desde el extremo N-
terminal hasta -1 corresponde a la secuencia sefial y la secuencia de aminodacidos desde 1 hasta el extremo C-
terminal corresponde a la proteina madura. Es decir, un anticuerpo quimérico compuesto por cadenas pesada y
ligera, que consisten en la secuencia de amino&cidos desde 1 hasta el extremo C-terminal para cada secuencia de
aminodcidos, es preferible en la presente invencion.

Cadena pesada Cadena ligera
#11 SEQ ID NO: 50 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 52 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 51 (secuencia de amino&cidos) SEQ ID NO: 583 (secuencia de aminodcidos)
#17 SEQ ID NO: 51 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 56 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 55 (secuencia de amino&cidos) SEQ ID NO: 57 (secuencia de aminodcidos

Ademas, la actividad de unidon a antigeno del anticuerpo monoclonal también puede injertarse a otras
inmunoglobulinas. La regién variable de inmunoglobulina se compone de una regidon determinante de
complementariedad (CDR) y una region de entramado. La propiedad de unién a antigeno de cada inmunoglobulina
se determina mediante CDR y la region de entramado mantiene la estructura de regién de unién a antigeno. La
secuencia de aminoacidos de CDR es de una diversidad extremadamente grande, mientras que la secuencia de
aminoacidos de la parte de la region de entramado estda altamente conservada. Se sabe que la secuencia de
aminoacidos que constituye la CDR se incorpora en la region de entramado de otras moléculas de inmunoglobulina,
lo que permite el injerto de la actividad de unién a antigeno. Se ha establecido el método en el que la propiedad de
unién a antigeno de diferentes inmunoglobulinas se injerta a inmunoglobulina humana usando este proceso. Tal
como se usa en el presente documento, el término “regidon de unién a antigeno” puede comprender la CDR que se
injerta a la regién de entramado. Por tanto, el término “fragmento que comprende la regién de unién a antigeno” de
un determinado anticuerpo monoclonal” comprende un fragmento de inmunoglobulina humana que comprende la
region variable en la que se injerta la CDR del anticuerpo monoclonal. Por ejemplo, cada una de las secuencias de
aminoacidos de las regiones variables mencionadas anteriormente comprende las siguientes secuencias de
aminodcidos (SEQ ID NO) como CDR.

CDRf{. CDR2 CDR3
cadena pesada de #11 SDYAWN (58) YISYSGSTSYNPSLKSR (59) SPPYYAMDY (60)
cadena ligera de #11 KASQDVGTAVA (61) WASTRHT (62) QQYSSYPLT (63)
cadena pesada de #17  SYWIH (64) RIYPGTGSTYYNEKFKG (65) YPTYDWYFDV (66)
cadena ligera de #17 RASQSISNILH (67) YASQSIS (68) QQSNSWPLT (69)
cadena pesada de #37  SDYAWN (70) YISYSGSTSYNPSLKSR (71) ALPLPWEFAY (72)
cadena ligera de #37 KASQDVGTAVA (73) WASTRHT (74) QQYSSYPYT (75)

Basandose en la informacion de la secuencia de bases que codifica para las secuencias de aminoacidos
mencionadas anteriormente y la informacién de la secuencia de bases que codifica para la region de entramado
(FR) de inmunoglobulina humana, puede disefiarse un cebador y puede amplificarse un ADNc que tiene una
secuencia de bases obtenida mediante conjugacion de ambas secuencias de bases. Se repite la operacion para
cada region de entramado y puede construirse una region variable en la que CDR1, CDR2 y CDRS3 de ratones se
conectan mediante FR humana. Ademas, cuando la secuencia de bases, que codifica para una regién constante de
inmunoglobulina humana, se conjuga segun sea necesario, puede obtenerse un anticuerpo humanizado con la
region constante.

Como el anticuerpo quimérico que comprende las regiones variables mencionadas anteriormente o un anticuerpo
humanizado en el que se injerta una CDR que constituye una regién variable, un anticuerpo con una region
constante derivada de IgG o IgM estd comprendido en un anticuerpo preferible en la presente invencion. Los
presentes inventores confirmaron que el anticuerpo monoclonal contra ILT7 mostré accién de CDC sobre células
que expresan ILT7. Por tanto, el anticuerpo que tiene una region constante derivada de IgG o IgM presenta
citotoxicidad contra células que expresan ILT7 debido al efecto de CDC. Tales anticuerpos son utiles en la inhibicién
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del numero de células que expresan ILT7 tales como las IPC.

El anticuerpo quimérico que puede reconocer ILT7 o anticuerpo humanizado, que se proporciona por la presente
invencion, puede producirse mediante ingenieria genética usando polinucleétidos que codifican para estos
anticuerpos. Por ejemplo, un polinucleétido que es la secuencia de bases descrita en las siguientes SEQ ID NO y
codifica para la secuencia de aminoacidos que constituye una proteina madura para cada secuencia de
aminoacidos, puede usarse como polinucleétido que codifica para la region variable de #11 o #17. La secuencia de
aminoacidos consecutiva desde 1 hasta el extremo C-terminal para cada secuencia de aminoacidos corresponde a
una proteina madura. En el caso en el que cada proteina madura se expresa como una proteina independiente, es
preferible colocar la sefal de secrecion en el extremo N-terminal de cada secuencia de aminoacidos. Por ejemplo,
en las secuencias de aminoacidos mostradas en estas SEQ ID NO, la secuencia de aminoacidos desde el extremo
N-terminal hasta -1 puede usarse como secuencia sefial cuando tales proteinas se expresan en células animales.
Alternativamente, estas regiones variables pueden secretarse como proteinas maduras usando una secuencia sefnal
arbitraria que permite la secrecién de inmunoglobulina.

#11 SEQ ID NO: 50 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 52 (secuencia de bases)
#17 SEQ ID NO: 54 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 56 (secuencia de bases)

De la misma manera tal como se describié anteriormente, en cuanto al polinucleétido que codifica para el anticuerpo
humanizado, puede prepararse un polinucleétido que expresa el anticuerpo humanizado usando la secuencia de
bases que codifica para una proteina que tiene la secuencia sefal que va a afadirse al extremo N-terminal. Cuando
se portan las cadenas pesada y ligera en vectores independientes, ambos vectores se cotransfectan en la misma
célula huésped. Las cadenas pesada y ligera expresadas desde cada vector se usan para construir una molécula de
inmunoglobulina con ambas cadenas. O bien, también puede portarse un polinucleétido que codifica para una
cadena pesada y un polinucleétido que codifica para una cadena ligera en el mismo vector. La célula huésped en la
que se cotransfecta un vector que porta ambos polinucleétidos expresa las cadenas pesada y ligera y produce una
inmunoglobulina que tiene ambas cadenas.

Estos polinucleétidos pueden expresarse como anticuerpos usando un sistema huésped-vector que puede expresar
un gen de anticuerpo. Ademas, en el caso en el que se expresan como una Unica molécula de proteina mediante la
conexion de una region variable de cadena pesada con una region variable de cadena ligera, puede colocarse una
secuencia sefal en el extremo N-terminal de la molécula de proteina. Un ejemplo conocido de una molécula de
anticuerpo de este tipo incluye molécula de scFv en la que una regién variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera se conectan mediante un ligador.

Cada uno de los anticuerpos monoclonales asi producidos esta comprendido en el anticuerpo monoclonal de la
presente invencion. En otras palabras, un anticuerpo monoclonal que consiste en una inmunoglobulina que
comprende la regién de unién a antigeno codificada por un polinucleétido derivado de ADNc que codifica para la
region de union a antigeno de los anticuerpos monoclonales mencionados anteriormente estd comprendido en el
anticuerpo monoclonal en la presente invencién.

Tal como se describié previamente, podrian usarse células RBL en las que se forzé que se expresase el gen de ILT1
como inmundgeno para obtener anticuerpos frente a ILT1. Sin embargo, la expresion de ILT7 en la superficie de
células RBL (P815) no pudo confirmarse y por tanto no pudo usarse como el inmunégeno. Los presentes inventores
descubrieron que la expresién de ILT7 humano en la superficie celular podia inducirse mediante la coexpresion de
ILT7 humano y otras proteinas de membrana celular que se asocian con ILT7 humano. Entonces, los presentes
inventores encontraron que el anticuerpo, que se une a IPC humanas, puede obtenerse usando la célula
transformada cuya expresion se induce asi como inmunégeno y completarse la presente invencién.

Es decir, la presente invencion proporciona el inmunégeno para producir el anticuerpo que se une al dominio
extracelular de ILT7 humano, y comprende células animales en las que se mantienen (a) un polinucleétido que
codifica para la secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular de ILT7 humano; y (b) un
polinucleétido que codifica para la cadena del receptor de Fc de modo que se expresen de manera exdgena o
fracciones de membrana celular de los mismos.

Han pasado ya seis afios o0 mas desde que la estructura de ILT7 humano se hallé en 1998. Sin embargo, el
anticuerpo que puede reconocer especificamente ILT7 no se ha obtenido todavia. Se proporciond por primera vez el
anticuerpo que puede reconocer ILT7 humano usando el inmundgeno de la presente invencion. Es decir, la presente
invencion proporcion6 el anticuerpo que puede reconocer ILT7 humano que puede obtenerse mediante las
siguientes etapas de:

(1) administrar una célula que expresa de manera exdgena una proteina que comprende el dominio extracelular de
ILT7 humano y una molécula que esta asociada con ILT7 humano a animales inmunes;

(2) seleccionar una célula productora de anticuerpos que produce el anticuerpo que se une a ILT7 humano de
células productoras de anticuerpos de los animales inmunes; y
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(3) cultivar las células productoras de anticuerpos seleccionadas mediante la etapa (2) y recuperar un anticuerpo
que puede reconocer ILT7 humano de los cultivos.

Se encuentra que ILT7 humano se expresa especificamente en IPC humanas. En el analisis de la expresion génica
mediante SAGE que se realizé por los presentes inventores, también se confirmé la expresion especifica de ILT7
humano en IPC humanas. Sin embargo, en los anteriores informes, se analizaron los niveles de expresion de ILT7
de ambos casos basadndose en ARNm. Puesto que no se proporcion6 el anticuerpo que puede detectar ILT7
humano, no se analiz6 el estado de expresién de la proteina de manera convencional. El andlisis de la proteina de
ILT7 humano se realiz6 mediante la provision del anticuerpo que se une al dominio extracelular de ILT7 humano en
la presente invencion.

Los presentes inventores confirmaron realmente que el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular de
ILT7 humano basandose en la presente invencion detectaba especificamente IPC humanas. Es decir, la presente
invencion se refiere a un método para detectar células productoras de interferon, que comprende las etapas de:
poner en contacto un anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular de ILT7 humano o un fragmento que
comprende la region de unién a antigeno con una célula de prueba; y detectar el anticuerpo monoclonal que se une
a células o un fragmento que comprende su regién de unidn a antigeno.

La deteccion de ILT7 humano basandose en la presente invencion permite determinar si una determinada célula es
IPC. Es decir, la presente invencién proporciona un método para identificar las IPC usando ILT7 humano como
indicador. O bien, pueden separarse IPC humanas separando las células en las que se detecté ILT7 humano
basandose en la presente invencion. Es decir, la presente invencion proporciona un método para separar las IPC
usando ILT7 humano como indicador.

Basandose en el analisis mediante anticuerpo frente a ILT7 humano, se confirmd que se reducia el nivel de
expresion de ILT7 en las IPC cuya diferenciacion se indujo mediante CpG, y similares. Es decir, las IPC antes de
que se induzca su diferenciacion pueden detectarse especificamente usando ILT7 como indicador. En otras
palabras, el anticuerpo monoclonal de la presente invencion es Util, particularmente en la deteccion de las IPC antes
de su diferenciacion en células dendriticas. Tal como se usa en el presente documento, el término “IPC antes de su
diferenciacion” puede definirse como poblaciones celulares que mantienen la capacidad para producir interferén.

En la presente invencion, el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular de ILT7 humano o el
fragmento que comprende su region de unién a antigeno puede marcarse por adelantado. Por ejemplo, pueden
detectarse facilmente anticuerpos mediante marcaje con colorantes luminiscentes o colorantes fluorescentes. Mas
especificamente, el anticuerpo marcado con colorante fluorescente se pone en contacto con una poblacién celular
que puede comprender las IPC y entonces pueden detectarse células a las que se uni6 el anticuerpo de la presente
invencion usando el colorante fluorescente como indicador. Ademas, las IPC pueden separarse separando las
células en las que el colorante fluorescente se detecta. Puede realizarse facilmente una serie de las etapas
basandose en el principio de FACS. Alternativamente, el anticuerpo de la presente invencién puede unirse por
adelantado a un soporte de fase sélida tal como particulas magnéticas. El anticuerpo unido al soporte en fase sélida
reconoce ILT7 humano y entonces las IPC se atrapan en el soporte en fase sélida. Como resultado, las IPC pueden
detectarse o separarse.

El anticuerpo necesario para el método para detectar las IPC basandose en la presente invencién puede
proporcionarse como reactivo para detectar las IPC. Es decir, la presente invenciéon proporciona un reactivo para
detectar células productoras de interferon, que comprende el anticuerpo monoclonal que se une al dominio
extracelular de ILT7 humano o el fragmento que comprende su regidén de unién a antigeno. El reactivo para detectar
las IPC de la presente invencion puede usarse en combinacién con un control positivo 0 un control negativo ademas
de anticuerpos. Por ejemplo, las células transformadas que expresan el dominio extracelular de ILT7 humano y se
usan para el inmundgeno asi como las IPC obtenidas de ser humano pueden usarse como los controles positivos.
Habitualmente, sélo pueden obtenerse unas pocas IPC humanas a partir de la sangre periférica. Por tanto, es
preferible usar, particularmente una célula transformada como el control positivo en el reactivo de la presente
invencion. Por otro lado, una célula arbitraria, que no expresa ILT7 humano, puede usarse como el control negativo.

Es decir, la presente invencién proporciona un kit para detectar IPC humanas que comprende:

(a) el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular de ILT7 humano o el fragmento que comprende su
region de unién a antigeno; y

(b) la célula que expresa una proteina exégena que comprende el dominio extracelular de ILT7 humano y una
molécula exégena que esta asociada con ILT7 humano.

Los presentes inventores analizaron el efecto del anticuerpo que se une al dominio extracelular de ILT7 humano

sobre las IPC. Como resultado, se confirma que el anticuerpo, que se une al dominio extracelular de ILT7 humano,
inhibe la actividad de las IPC. Es decir, la presente invencion se refiere a un método para inhibir la actividad de
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células productoras de interferén, que comprende una etapa de poner en contacto cualquiera de los siguientes
componentes con células productoras de interferon:

(a) un anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 humano e inhibe la actividad de células productoras de interferén o
un fragmento que comprende su regién de unién a antigeno; y

(b) una inmunoglobulina en la que se injerta una regién determinante de complementariedad del anticuerpo
monoclonal descrito en (a) o un fragmento que comprende su regién de unidn a antigeno.

O bien, la presente invencidn se refiere a un método para inhibir la actividad de células productoras de interferén en
organismos vivos, que comprende una etapa de administrar cualquiera de los siguientes componentes a los
organismos Vvivos:

(a) el anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 humano e inhibe la actividad de células productoras de interferon o
un fragmento que comprende su regioén de unidn a antigeno;

(b) un fragmento que comprende la inmunoglobulina en la que se injerta una regi6on determinante de
complementariedad del anticuerpo monoclonal descrito en (a) o un fragmento que comprende su region de unién a
antigeno; y

(c) un polinucleétido que codifica para los componentes descritos en (a) o (b).

Tal como se usa en el presente documento, el término “células productoras de interferén (IPC)” significa células que
tienen la capacidad para producir IFN y expresar ILT7 en la superficie celular. A continuacién en el presente
documento, a menos que se indique de otro modo, el término “IPC” engloba no sélo células que son células
precursoras de células dendriticas sino también las células que tienen la capacidad para producir IFN y expresar
ILT7 en la superficie celular. Se conocen comuUnmente métodos para identificar tales IPC. Las IPC pueden
distinguirse de otras células sanguineas usando algunos marcadores de superficie celular como indicadores.
Especificamente, se describe a continuacion un perfil de marcadores de superficie celular de IPC humanas
(Shortman, K. y Liu, YJ. Nature Reviews 2: 151-161, 2002). En los Ultimos afos, un determinado informe también ha
sugerido que célula positiva para BDCA-2 se define como IPC (Dzionek, A. et al. J. Immunol. 165: 6037-6046,
2000.). [Profile of cell surface antigens of human IPCs] positiva para CD4, positiva para CD123, negativa para linaje
(CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56) y negativa para CD11c.

Por tanto, también puede decirse que las IPC son células que tienen el perfil de expresion de estos marcadores
conocidos y tienen la capacidad para producir IFN. Ademas, estan comprendidas en las IPC células en organismos
vivos con la capacidad para producir IFN, aunque las células sean una poblacién celular con perfiles diferentes del
patron de expresion del perfil de expresion de estos marcadores.

Ademas, ejemplos de las caracteristicas, que se observan comunmente en IPC humanas, son tal como sigue:
[Caracteristica morfologica de las células]

- Similares a células plasmaticas

- Células redondas con una superficie celular lisa

- El nicleo es relativamente grande

[Caracteristica funcional de las células]

- Durante la infeccién viral, se produce una gran cantidad de interferones tipo 1 en un corto periodo de tiempo.

- Se diferencian en células dendriticas tras la infeccion viral.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inhibicién de la actividad de IPC” significa la inhibicién de al
menos una de las funciones de las IPC. Los ejemplos de la funcién de las IPC incluyen la produccion de IFN y la
supervivencia celular. La supervivencia celular también puede traducirse en el numero de células. Por tanto, en el
caso de inhibir ambas o cualquiera de estas funciones, se dice que se inhibe la actividad de las IPC. Se encuentra
que el IFN tipo 1 producido por las IPC conduce a diversas enfermedades. Por tanto, la inhibicién del nimero de las

IPC y la produccion de IFN es Util para una estrategia de tratamiento médico de esas enfermedades.

Por ejemplo, se ha sefalado la relacion entre el estado patoldgico de enfermedades autoinmunitarias e IFNa. La
mayor parte del IFNa se produce por las IPC. Por tanto, pueden aliviarse estados patolégicos provocados por IFNa
mediante la inhibicién de la produccion de IFNa. Tal como se usa en el presente documento, el término “inhibicion
de la produccion de IFN por IPC” significa la inhibicién de la produccion de al menos uno de los IFN producidos por
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las IPC. Preferiblemente, IFN en la presente invencion es el IFN tipo 1. Entre ellos, IFNa es importante.

Es decir, la presente invencion se refiere a un inhibidor de la produccion de IFN que comprende un anticuerpo que
se une al dominio extracelular de ILT7 como componente activo. O bien, la presente invencion proporciona un
método para inhibir la produccién de IFN que comprende una etapa de administrar el anticuerpo que se une al
dominio extracelular de ILT7. Ademas, la presente invencion se refiere al uso del anticuerpo que se une al dominio
extracelular de ILT7 en la produccién de una composicion medicinal para inhibir la produccion de IFN.

Las células en las que se produce una gran cantidad de IFN por un pequefio nimero de células estan incluidas en
las IPC. Por ejemplo, células precursoras de células dendriticas estimuladas por virus y similares producen la mayor
parte del IFN producido por el organismo vivo. La inhibicién del nimero de las IPC que producen gran cantidad de
IFN da como resultado la supresion de la produccién de IFN. Por tanto, pueden reducirse estados patolégicos
provocados por IFNa mediante la inhibicién del nimero de las IPC. Se confirmé que anticuerpo monoclonal anti-ILT7
se unia a células que expresan ILT7 y entonces se proporcionaba el efecto de citotoxicidad mediante citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) en una realizacion preferible de la presente invencién. El efecto de CDC es
uno de los mecanismos importantes del farmaco anticuerpo. El anticuerpo monoclonal anti-ILT7 de la presente
invencion también tiene potente citotoxicidad contra células que expresan ILT7 tales como las IPC debido al efecto
de CDC de las mismas. Es decir, en cuanto al anticuerpo monoclonal anti-ILT7, puede esperarse el efecto de
inhibicion de la produccién de IFN mediante citotoxicidad contra las IPC, ademés del mecanismo de inhibicion de la
produccion de IFN en una realizacion preferible.

El anticuerpo, que reconoce el dominio extracelular de ILT7 humano que va a usarse para la presente invencion,
puede obtenerse basandose en el método descrito previamente. El anticuerpo en la presente invencion puede ser de
cualquier clase. Las especies de organismo de las que se deriva el anticuerpo no estan limitadas tampoco. Ademas,
puede usarse como anticuerpo un fragmento que comprende la region de uniéon a antigeno del anticuerpo. Por
ejemplo, un fragmento de anticuerpo que comprende la region de unién a antigeno que se obtiene mediante
digestion enzimatica de IgG puede usarse como el anticuerpo en la presente invencién. Especificamente,
fragmentos de anticuerpo tales como Fab y F(ab’). pueden obtenerse mediante digestion con papaina o pepsina. Se
sabe bien que estos fragmentos de anticuerpo pueden usarse como moléculas de anticuerpo que tienen afinidad por
anticuerpos. Alternativamente, también pueden usarse anticuerpos construidos mediante recombinacion genética
siempre que se mantenga una actividad de unién a antigeno satisfactoria. Los ejemplos de los anticuerpos
construidos mediante recombinacién genética incluyen anticuerpos quiméricos, anticuerpos trasplantados con CDR,
Fv de cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos lineales y anticuerpos poliespecificos formados de fragmentos de
anticuerpo. Es de conocimiento comin que estos anticuerpos pueden proporcionarse usando anticuerpos
monoclonales.

En la presente invencion, pueden modificarse anticuerpos, si es necesario. Segun la presente invencion, el
anticuerpo, que reconoce el dominio extracelular de ILT7 humano, tiene un efecto inhibidor sobre la actividad de las
IPC. Es decir, se contempla que el propio anticuerpo tenga citotoxicidad contra las IPC. Se conocen subclases de
anticuerpos que presentan una potente actividad efectora. Alternativamente, el efecto inhibidor sobre la actividad de
IPC puede potenciarse ademas modificando anticuerpos con un agente citotoxico. A continuacién se describen
ejemplos del agente citotoxico.

Toxinas: entotoxina de Pseudomonas (PE), toxina diftérica, ricina

Radiois6topos: Tc™", S, 87y

Agentes anticancerigenos: calicheamicina, mitomicina, paclitaxel

Pueden conjugarse toxinas que consisten en proteinas con anticuerpos o sus fragmentos con un reactivo
bifuncional. Alternativamente, un gen que codifica para una toxina se conecta a un gen que codifica para un
anticuerpo y también pueden obtenerse proteinas de fusién de ambos genes. También se conoce el método para
conjugar anticuerpos con radioisétopos. Por ejemplo, se conoce el método para marcar anticuerpos con
radiois6topos usando un agente quelante. Ademas, los agentes anticancerigenos pueden conjugarse con
anticuerpos usando cadenas de azucar o el reactivo bifuncional.

Los presentes inventores han confirmado un fenémeno en el que un anticuerpo monoclonal que se une a ILT7
expresado en una membrana celular se incorpora en células tras su unién (internalizacion). Por tanto, los agentes
citotoxicos pueden suministrarse a células mediante la puesta en contacto de anticuerpos conjugados con estos
agentes citotoxicos de la presente invencion con células que expresan ILT7. Es decir, la presente invencion
proporciona un inhibidor activo de células que expresan ILT7 que comprende el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 con
el que se conjuga el agente citotéxico como componente activo. O bien, la presente invencién se refiere al uso del
anticuerpo monoclonal anti-ILT7 con el que se conjuga el agente citotoxico en la produccién del inhibidor activo de
células que expresan ILT7. Ademas, la presente invencion proporciona un método para inhibir la actividad de células
que expresan ILT7 que comprende una etapa de administrar el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 con el que se
conjuga el agente citotéxico.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2526079 T3

En la presente invencion, un anticuerpo cuya estructura se modifica de manera artificial también puede usarse como
componente activo. Por ejemplo, se conocen diversos métodos de modificacion para mejorar la citotoxicidad y
estabilidad de anticuerpos. Especificamente, se conoce una inmunoglobulina en la que se modifican cadenas de
azucar de cadenas pesadas (Shinkawa, T. et al. J. Biol. Chem. 278:3466-3473. 2003.). Se potencié la actividad de
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) de la inmunoglobulina mediante la
modificacién de cadenas de azucar. O bien, también se conoce una inmunoglobulina en la que se modifica la
secuencia de aminoacidos de la region Fc. Es decir, se potenci6 la actividad de ADCC aumentando de manera
artificial la actividad de unién de inmunoglobulina al receptor de Fc (Shield, RL. et al. J. Biol. Chem. 276; 6591-6604,
2001.).

IgG, que se une al receptor de Fc, se incorpora en células una vez. Entonces, IgG se une al receptor de Fc que se
expresa en endosoma y se libera en la sangre de nuevo. Este fendmeno se ha revelado. IgG con una alta actividad
de unién con el receptor de Fc tiene una mayor probabilidad de liberarse en la sangre de nuevo tras su incorporacion
en las células. Como resultado, se amplia el tiempo de retencion de IgG en sangre (Hinton, PR. et al. J Biol Chem.
279: 6213-6216. 2004). Ademas de esto, se dice que la modificacion de la secuencia de aminoacidos de la region Fc
provoca un cambio de la actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Estos anticuerpos
modificados pueden usarse como el anticuerpo en la presente invencion.

Cuando el anticuerpo, que se une al dominio extracelular de ILT7 humano, se pone en contacto con las IPC, se
inhibe la actividad de las IPC. Por tanto, estos anticuerpos pueden usarse para un inhibidor o método para inhibir la
actividad de las IPC. Es decir, la presente invencion proporciona un inhibidor activo de las IPC que comprende al
menos un componente seleccionado del grupo que consiste en los siguientes puntos (a) a (c) como componente
activo. O bien, la presente invencion se refiere a un método para inhibir la actividad de las IPC que comprende una
etapa de administrar al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en los siguientes puntos (a) a
(c). Ademas, la presente invencion se refiere al uso de al menos un componente seleccionado del grupo que
consiste en los siguientes puntos (a) a (c) en la produccién del inhibidor activo de las IPC:

(a) el anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 humano o un fragmento que comprende su regién de unién a
antigeno;

(b) la inmunoglobulina en la que se injerta una region determinante de complementariedad del anticuerpo descrito en
(a) o un fragmento que comprende su regién de unién a antigeno; y

(c) un polinucleétido que codifica para componentes descritos en (a) o (b). En la presente invencion, el anticuerpo
monoclonal, que reconoce el dominio extracelular de ILT7 humano, puede usarse como el anticuerpo monoclonal,
que inhibe la actividad de las IPC. En la presente invencién, pueden usarse uno o mas anticuerpos monoclonales.
Por ejemplo, uno o mas anticuerpos monoclonales, que reconocen el dominio extracelular de ILT7 humano, se
combinan para usarse en la presente invencion.

Puede confirmarse que los anticuerpos tienen un efecto inhibidor sobre la produccion de IFN por IPC de la manera
tal como se describe a continuacién. Las IPC producen una gran cantidad de IFN debido a estimulacién viral. Se
administran anticuerpos a las IPC antes de, después de, o al mismo tiempo que la estimulacion de las IPC con virus.
La capacidad para producir cada IFN para las IPC resultantes se compara con la de cada control al que no se
administran anticuerpos. La capacidad para producir IFN puede evaluarse midiendo el IFNo. o IFNJB contenido en el
sobrenadante de cultivo de las IPC. Como resultado de la comparacién, puede confirmarse que los anticuerpos
sometidos a prueba son eficaces en la inhibicién de la capacidad para producir IFN cuando la cantidad de IFN en el
sobrenadante se disminuye significativamente mediante la adicién de anticuerpos. Se conocen estos métodos para
medir IFN. Las IPC producen la mayor parte del IFN en el organismo vivo. Por tanto, puede regularse un estado que
produce IFN en el organismo vivo mediante la inhibicion de la capacidad para producir IFN de las IPC.

En la presente invencién, la actividad de las IPC engloba el mantenimiento del nimero de IPC. Por tanto, la
inhibicion de la actividad de las IPC en la presente invencion comprende la inhibicion del nimero de IPC. Cuando se
confirma que el nimero de IPC se inhibe con la presencia de anticuerpos, puede encontrarse que los anticuerpos
estan inhibiendo la actividad de las IPC. Como con la produccién de IFN, una inmunoglobulina inerte derivada de la
misma especie animal que el anticuerpo cuya actividad debe confirmarse, puede usarse como control comparativo.
El nimero de IPC puede compararse cuantitativamente mediante recuento de las células. El nimero de células
puede contarse con FACS o un microscopio.

Ademas, se dice que las IPC se diferencian en células que inducen Th2 denominadas células dendriticas 2 (DC2)
como resultado de la infeccion con virus o similar. Si puede inhibirse la produccién de IFN de las IPC mediante
estimulacién viral, también puede inhibirse su diferenciacién en Th2. Por tanto, puede esperarse que el anticuerpo
monoclonal de la presente invencion, que inhibe la produccion de IFN, también pueda tener un efecto terapéutico
sobre diversas enfermedades alérgicas. Cuando el anticuerpo, que reconoce el dominio extracelular de ILT7
humano, se administra a un huésped diferente de la especie de organismo de la que se deriva el anticuerpo, es
deseable procesar el anticuerpo en una forma que sea dificil de reconocer como sustancia foranea por el huésped.
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Por ejemplo, la inmunoglobulina no puede reconocerse facilmente como sustancia foranea mediante el
procesamiento del anticuerpo en las siguientes moléculas. Se conoce la técnica para procesar moléculas de
inmunoglobulina tal como se describe a continuacion. Fragmento que comprende la regién de unidén a antigeno que
carece de una region constante (Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, tercera edicion, Academic Press
Limited. 1995; Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996)

Anticuerpo quimérico que se compone de la regién de unién a antigeno del anticuerpo monoclonal y la region
constante de inmunoglobulina del huésped (“Gene Expression Experiment Manual”, Isao Ishida, Tamie Ando, eds.,
Kodansha, 1994)

Anticuerpo sustituido con CDR en el que la regién determinante de complementariedad (CDR) de la inmunoglobulina
del huésped se sustituye por CDR de anticuerpo monoclonal (“Gene Expression Experiment Manual”, Isao Ishida,
Tamie Ando, eds., Kodansha, 1994)

Alternativamente, puede obtenerse un anticuerpo humano usando animales no humanos en los que se incorpora un
gen de anticuerpo humano como animales inmunes, mientras que se usan los animales no humanos. Por ejemplo,
se han puesto en uso préactico ratones transgénicos con genes de anticuerpos humanos para producir anticuerpos
humanos como animales inmunes (Ishida et al., Cloning and Stem Cells, 4: 85-95, 2002). El uso de tales animales
permite obtener el anticuerpo humano que reconoce ILT7 usando inmundégenos tal como se describié previamente.
Es preferible administrar anticuerpo humano a seres humanos.

Alternativamente, también puede obtenerse un gen de region variable de inmunoglobulina humana mediante un
método de presentacién en fago (McCafferty J. ef al., Nature 348:552-554, 1990; Kretzschmar T et. al., Curr Opin
Biotechnol., diciembre de 2002; 13(6): 598-602.). En el método de presentacion en fago, un gen que codifica para
region variable de inmunoglobulina humana se incorpora en un gen de fago. También puede producirse una
biblioteca de fagos usando diversos genes de inmunoglobulina como fuentes. Un fago expresa una region variable
como proteina de fusion de la proteina compuesta por el fago. La region variable expresada por el fago en la
superficie del fago mantiene la actividad de union con un antigeno. Por tanto, se seleccionan de la biblioteca de
fagos, fagos que se unen a antigenos o células en las que se expresan antigenos, permitiendo de ese modo
examinar un fago en el que se expresa una regién variable que tiene la actividad de unién deseada. Ademas, un gen
que codifica para una region variable, que tiene la actividad de unién deseada, se conserva en las particulas de fago
asi seleccionadas. Es decir, en el método de presentacion en fago, puede obtenerse un gen que codifica para una
region variable con la actividad de unién deseada usando la actividad de unién de la region variable como indicador.

En el inhibidor activo de las IPC o el método para inhibir la actividad de las IPC en la presente invencion, el
anticuerpo que reconoce el dominio extracelular de ILT7 humano o el fragmento de anticuerpo que comprende al
menos la region de unién a antigeno del anticuerpo pueden administrarse como proteina o polinucleétido que
codifica para la proteina. En la administracion de polinucleétidos, es deseable usar un vector en el que un
polinucleétido que codifica para la proteina deseada se pone bajo el control de un promotor apropiado de modo que
se exprese la proteina deseada. También puede colocarse en el vector un potenciador y un terminador. Se conoce
un vector que porta un gen de las cadenas pesada y ligera que constituye una inmunoglobulina y que puede
expresar una molécula de inmunoglobulina.

El vector que puede expresar la inmunoglobulina puede administrarse mediante su introduccion en células. En la
administracion a organismos vivos, puede administrarse directamente un vector, que puede infectarse con células
mediante la administracion a los organismos vivos. Una vez que se separan los linfocitos de los organismos vivos,
entonces se introduce el vector en los linfocitos, que pueden devolverse a los organismos vivos de nuevo (ex vivo).

En el inhibidor activo de las IPC o el método para inhibir la actividad de las IPC basandose en la presente invencion,
en cuanto a la cantidad de anticuerpo monoclonal que debe administrarse a los organismos vivos, habitualmente se
administra inmunoglobulina en el intervalo de 0,5 mg a 100 mg, por ejemplo, de 1 mg a 50 mg, preferiblemente de
2mg a 10 mg por kg de peso corporal. Pueden ajustarse apropiadamente los intervalos de administracion del
anticuerpo a organismos vivos de modo que se mantenga una concentracién eficaz de inmunoglobulina en los
organismos vivos durante el periodo de tratamiento. Especificamente, por ejemplo, el anticuerpo puede
administrarse a intervalos de 1 a 2 semanas. La via de administracion es opcional. Los expertos en la técnica
pueden seleccionar apropiadamente una via de administracion eficaz en tratamientos. Los ejemplos especificos de
la misma incluyen administracion oral o parenteral. Los anticuerpos se administran de manera sistémica o tdpica, por
ejemplo, mediante inyeccidn intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal, inyeccidon subcutanea, o
similar. Los ejemplos de una formulacién apropiada para administracion parenteral en la presente invencion incluyen
disoluciones inyectables, supositorios y pulverizaciones. Cuando el anticuerpo se administra a células, se afade
inmunoglobulina al medio de cultivo habitualmente en el intervalo de 1 ug/ml, preferiblemente 10 pg/ml, mas
preferiblemente 50 ug/ml, todavia mas preferiblemente 0,5 mg/ml. En el inhibidor activo de las IPC o método para
inhibir la actividad de las IPC de la presente invencion, el anticuerpo monoclonal puede administrarse a organismos
vivos mediante métodos opcionales. Habitualmente, el anticuerpo monoclonal se combina con un soporte
farmacéuticamente aceptable. Si es necesario, el anticuerpo monoclonal puede combinarse con agentes aditivos
tales como espesantes, estabilizantes, conservantes y solubilizantes. Los ejemplos de un soporte o agente aditivo
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de este tipo incluyen lactosa, acido citrico, acido estearico, estearato de magnesio, sacarosa, almidén, talco,
gelatina, agar, aceite vegetal y etilenglicol. El término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una
agencia reguladora en cada gobierno o enumerado en la Farmacopea en cada pais u otra farmacopea reconocida
generalmente para uso en animales, en mamiferos, y mas particularmente, en seres humanos. El inhibidor activo de
las IPC de la presente invencién también puede proporcionarse en forma de dosis Unicas o multiples de polvos
liofilizados o comprimidos. Ademas, los polvos liofilizados o comprimidos pueden usarse en combinacién con agua
esterilizada para inyeccion, solucion salina fisiol6gica o disolucion tampén para disolver las composiciones de modo
que sea de una concentracion deseada antes de la administracion.

Ademas, cuando el anticuerpo monoclonal se administra como vector, que expresa inmunoglobulina, las cadenas
pesada y ligera se cotransfectan con otro plasmido y cada plasmido puede administrarse en el intervalo de 0,1 a
10 mg, por ejemplo, de 1 a 5 mg por kg de peso corporal. Para introducir los plasmidos en células in vitro, el
contenido de los vectores para su uso es de 1 a 5 ug/10° células. A continuacion en el presente documento, la
presente invencion se describira especificamente con referencia a los ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

A. Andlisis de la expresion de ILT7
A-1) Andlisis usando biblioteca de SAGE

Se compar6 la expresiéon de genes en monocitos humanos, las IPC y las IPC tratadas con VHS y se analiz6
mediante el método de andlisis en serie de la expresion génica (Serial Analysis of Gene Expression) (nombre
comercial; SAGE). El método de analisis es tal como sigue. Se separaron monocitos como células positivas para
BDCA-4 y se separaron las IPC como células positivas para CD14 a partir de sangre periférica humana usando un
clasificador celular. Ademas, se cultivaron las IPC durante 12 horas con la presencia de virus del herpes simple
(VHS) y entonces se prepararon las IPC diferenciadas. Se obtuvieron los ARN de las respectivas células, seguido
por la produccién de una biblioteca de SAGE usando el kit -SAGE (nombre comercial) (fabricado por Invitrogen). Se
analizaron los datos sobre las secuencias de bases obtenidas de aproximadamente 100.000 etiquetas usando el
software de analisis de SAGE (fabricado por Invitrogen). Como resultado, se encontré un gen cuyo valor de
puntuacion de monocito/IPC/IPC+VHS es de 0/16/0, concretamente, ILT7 (n.2 de registro de Gen Bank NM_012276)
conocido como gen, que muestra expresion especifica de IPC. ILT7 es una proteina de membrana con dominios
similares a inmunoglobulina codificados por una secuencia de bases mostrada en SEQ ID NO: 1 (figura 2(a)). Se ha
notificado que el ARNm de ILT7 se expresa en las IPC (Blood 100, 3295-3303 (2002)).

A-2) RT-PCR

Se examind la expresion de ILT7 en células hemociticas con mas detalle. Se aislé cada célula de manera
preparativa a partir de sangre periférica humana mediante el clasificador de células. Se extrajeron los ARN de cada
una de las poblaciones celulares aisladas, a partir de los que se sintetiz6 ADNc. Se realiz6 PCR cuantitativa segun
un método habitual usando como molde el ADNc resultante y se analiz6 el nivel de expresiéon de ARNm de ILT7. Las
condiciones usadas para las secuencias de bases de cebadores y PCR son tal como sigue:

Cebador directo: 5 CTC CAA CCC CTA CCT GCT GTC 3’ (SEQ ID NO: 3) Cebador inverso: 5 TTC CCA AGG CTC
CAC CAC TCT 3’ (SEQ ID NO: 4)

1 ciclo de PCR (a 94°C durante 3 minutos)

25 ciclos de PCR [a 94°C durante 30 segundos, a 58°C durante 30 segundos y a 72°C durante 1 minuto]

1 ciclo de PCR (a 72°C durante 6 minutos). Cuando se examinaron las IPC estimuladas por monocitos, las IPC, los
VHS y células positivas para CD19 (es decir, células B), células positivas para CD3 (es decir, células T), células T
estimuladas por PMA y células positivas para CD56 (es decir, linfocitos citoliticos), se encontr6 que ILT7 se
expresaba especificamente en las IPC (figura 1 (a)).

A-3) RT-PCR cuantitativa

Ademas, se examind la expresién en otros érganos y tejidos mediante PCR cuantitativa usando el instrumento ABI
PRISM 7000 (fabricado por Applied Biosystem). Como panel de ADNc, se usaron panel de ADNc de multiples tejidos
MTC BD (nombre comercial) (Human I; n.? de cat. 636742, Human immune; n.? de cat. 636748, Human blood
fractions; n.2 de cat. 636750; todos ellos fabricados por Becton Dickinson) y el mismo ADNc derivado de células
hemociticas tal como se describe en el punto 2).

Las secuencias de bases usadas de cebadores son tal como sigue:
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Cebador directo para ILT7: 5 CCT CAA TCC AGC ACA AAA GAA GT 3’ (SEQ ID NO: 5)
Cebador inverso para ILT7: 5 CGG ATG AGA TTC TCC ACT GTG TAA 3 (SEQ ID NO: 6)
Cebador directo para GAPDH: 5" CCA CCC ATG GCA AAT TCC 3’ (SEQ ID NO: 7)
Cebador inverso para GAPDH: 5° TGG GAT TTC CAT TGA TGA CAA G 3’ (SEQ ID NO: 8)

Se realizé la PCR usando un instrumento ABI PRISM 7000 (fabricado por Applied Biosystem) y el kit de mezcla
maestra de PCR SYBR green (fabricado por la misma compafiia). Se us6 el software Sequence Detection System
(fabricado por la misma compaiia) para el andlisis.

Las condiciones de reaccion son tal como sigue:
Etapa 1: 1 ciclo de PCR (a 50°C durante 2 minutos)
Etapa 2: 1 ciclo de PCR (a 95°C durante 10 minutos)

Etapa 3: 40 ciclos de PCR (a 95°C durante 15 segundos, a 60°C durante 1 minuto). Se comparoé la expresion del gen
de ILT7 entre cada tejido mediante normalizacion al nivel de expresion del gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), que se sabe que se expresa de manera constitutiva. Como resultado, se observé que
ILT7 no se expresaba en ningln 6rgano distinto de tejidos linfoides y se expresaba especificamente en las IPC.

B. Produccion de vectores de expresion de ILT7 y FcRy

Posteriormente, se llevé a cabo la clonacién de genes y la produccién de vectores de expresion para expresar
proteinas ILT7.

B-1) Clonacion de genes de ILT7

Se extrajo ARN de poli (A)* separado de sangre periférica humana de las IPC, a partir del que se sintetiz6 ADNc
usando cebador de oligo dT y el sistema Super Script Choice para el kit de sintesis de ADNc. Se ligé un adaptador
de EcoRI en el ADNc sintetizado, que se ligé en el vector pME18S escindido por EcoRlI, dando como resultado la
produccion de una biblioteca de ADNc de IPC humanas. Se amplificé el gen de ILT7 mediante un método de PCR
usando como molde la biblioteca de ADNc producida asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de
bases. Se usé 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO CO., LTD.) para la reaccién PCR. Se
fijaron las condiciones de reaccién a 25 ciclos de PCR [a 94°C durante 15 segundos, a 55°C durante 30 segundos y
a 68°C durante 2 minutos] tras 1 ciclo de PCR a 94°C durante 2 minutos. Cebador directo: 5° CAG GGC CAG GAG
GAG GAG ATG 3’ (SEQ ID NO: 9) Cebador inverso: 5 TCA GCA GAC ACT TCC CCA ACT 3’ (SEQ ID NO: 10)

Se separ6 el fragmento de ADNc de ILT7 de 2 kb y se recuper6é mediante electroforesis usando gel de agarosa al
1%, que se clon6 en el vector de plasmido pCR4 Blunt-TOPO (fabricado por Invitrogen) usando el kit de clonacion
de PCR Zero Blunt TOPO (fabricado por Invitrogen). Se analizaron las secuencias de bases de los genes obtenidos,
y se encontr6 que se obtuvo el gen de ILT7 deseado mostrado en SEQ ID NO: 1.

B-2) Produccion de vectores de expresion de ILT7 etiquetados con FLAG

Se construyé un plasmido que expresa una proteina en la que se fusionaron etiquetas FLAG a los extremos N- y C-
terminales de ILT7, respectivamente. Se fusioné ILT7 con una etiqueta, que permitia la confirmacion de la expresion
de la proteina ILT7 mediante deteccion de la etiqueta. Se amplificd la secuencia deseada mediante un método de
PCR usando como molde el gen de ILT7 producido tal como se describe en el punto 1) asi como usando cebadores
con las siguientes secuencias de bases. Se us6 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO
CO., LTD.) para la reaccién PCR. Se fijaron las condiciones de reaccion a 25 ciclos de PCR [a 94°C durante 15
segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 2 minutos] tras 1 ciclo de PCR a 94°C durante 2 minutos.
Para N-FLAG ILT7

Cebador directo (SEQ ID NO: 11): 5° CCG ctc gag ATG ACC CTC ATT CTC ACA AGC CTG CTC TTC TTT GGG
CTG AGC CTG GGC [GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG] CCC AGG ACC CGG GTG CAG GCA GAA 3’

Cebador inverso (SEQ ID NO: 12): 5’ C TAG act agt TCA GAT CTG TTC CCA AGG CTC 3’
Para C-FLAG ILT7

Cebador directo (SEQ ID NO: 13): 5 CCG ctc gag ATG ACC CTC ATT CTC ACA AGC 3
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Cebador inverso (SEQ ID NO: 14): 5" C TAG act agt TCA [CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA ATC] GAT CTG TTC
CCAAGGCTC 3

En las secuencias de bases mencionadas anteriormente, cada parte destacada entre paréntesis muestra una
secuencia de bases que codifica para la etiqueta FLAG unida y cada letra minlscula muestra el sitio de escisién
para la enzima de restricciéon Xhol o Spel. Se escindieron por Xhol y Spel los fragmentos de ADN amplificados por
PCR, que entonces se separaron mediante electroforesis en gel. Se recuperaron fragmentos de ADN de 2 kb, que
se ligaron en el vector pME18X escindido por Xhol y Spel de la misma manera que se describidé anteriormente.
Entonces, se construyeron dos tipos de plasmido que pueden expresar la proteina de fusién deseada, es decir
pME18XN-FLAG ILT7 y pME18X-C-FLAG ILT7, respectivamente.

B-3) Clonacion de genes de FcRy

Se considero la proteina FcRy como una proteina que puede asociarse con la proteina ILT7. La presente molécula
es un gen con secuencias de bases y secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y 16 (n.? de registro de
Genbank NM_0041 06, J. Biol. Chem. 265, 6448-6452 (1990)). La molécula es una molécula (cadena 7y) que
constituye FceRlI, es decir un receptor de IgE de alta afinidad. Aunque también se denomina FceRly, se denominara
FcRy a continuacion en el presente documento. A este respecto, la presente molécula también se conoce como
componente de FcRy o FcaR. Se clon6 el presente gen mediante un método de PCR tal como se muestra a
continuacion para producir vectores de expresion. Se amplificé el gen de FcRy mediante un método de PCR usando
como molde la biblioteca de ADNc de IPC humanas tal como se describe en el punto 1) asi como usando cebadores
con las siguientes base secuencias. Se usé 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO CO.,
LTD.) para la reaccion PCR. Se fijaron las condiciones de reaccién a 25 ciclos de PCR [a 94°C durante 15 segundos,
a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 1 minuto] tras 1 ciclo de PCR a 94°C durante 2 minutos.

Cebador directo: 5 CCC AAG ATG ATT CCA GCA GTG 3’ (SEQ ID NO: 17)
Cebador inverso: 5 GGA AGA ACC AGA AGC CAA AGA 3’ (SEQ ID NO: 18)

Se separé el fragmento de ADNc de FcRy de 0,3 kb y se recuperd mediante electroforesis usando gel de agarosa al
2%, que se clono6 en el vector de plasmido pCR4 Blunt TOPO (fabricado por Invitrogen) usando el kit de clonacion de
PCR Zero Blunt TOPO (fabricado por Invitrogen). Se analizaron las secuencias de bases de los genes obtenidos, y
se confirmé que se clond el gen de FcRy deseado mostrado en SEQ ID NO: 15.

B-4) Produccion de vectores de expresion de FcRy etiquetados con Myc

Se construyé un plasmido que expresa una proteina en la que se unié la etiqueta Myc al extremo C-terminal de
modo que pudo confirmarse la expresion de la proteina FcRy. Se amplificd la secuencia deseada mediante un
método de PCR usando como molde el gen de FcRy producido tal como se describe en el punto 3) asi como usando
cebadores con las siguientes secuencias de bases. Se us6 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus (fabricada por
TOYOBO CO., LTD.) para la reaccion PCR. Se fijaron las condiciones a 25 ciclos de PCR [a 94°C durante 15
segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 1 minuto] tras 1 ciclo de PCR a 94°C durante 2 minutos.

Cebador directo (SEQ ID NO: 19): 5° CCG ctc gag ATG ATT CCA GCAGTG GTC TTG 3

Cebador inverso (SEQ ID NO: 20): 5 CTA Gac tag tCT A[CA GAT CCT CTT CAG AGA TGA GTT TCT GCT C] CT
GTGGTGGTT TCTCATG 3

De las secuencias de cebadores mencionadas anteriormente, la parte destacada entre paréntesis muestra una
secuencia de bases que codifica para la etiqueta Myc unida y cada letra miniscula muestra el sitio de escision para
la enzima de restriccién Xhol o Spel. Se escindieron por Xhol y Spel los fragmentos de ADN amplificados por PCR,
que entonces se separaron mediante electroforesis en gel. Se recuperaron fragmentos de ADN de aproximadamente
0,3 kb, que se ligaron en el vector pME18X escindido por Xhol y Spel de la misma manera que se describid
anteriormente. Entonces, se construyd un plasmido que puede expresar la proteina de fusion deseada, es decir
pME18X-Myc-FcRy.

C. Expresion de ILT7 en células animales

Se examin6 la expresion de ILT7 en células animales usando vectores de expresion producidos tal como se
describi6 anteriormente.

C-1) Expresion en células 293T

Se introdujeron ADN que consisten en las siguientes cinco combinaciones en células 293T (7x1 0° células) usando el
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kit de transfeccion Effectene (fabricado por Qiagen). Dos dias tras la introduccion, se llevo a cabo el analisis de
citometria de flujo (andlisis de FCM).

(1) 2 g de pME18X-N-FLAG ILT7

(2) 2 g de pME18X-C-FLAG ILT7

(3) 1 g de pME18X-N-FLAG ILT7 + 1 g de pME18X-Myc-FcRy

(4) 1 g de pME18X-C-FLAG ILT7 + 1 g de pME18X-Myc-FcRy

(5) 2 g de pME18X-Myc-FcRy

Se realiz6 el método de andlisis de FCM de la misma manera que se describe en el punto A-4 del siguiente ejemplo
2. Se uso anticuerpo anti-FLAG conjugado con Cy3 (fabricado por Sigma) para la reaccion y se usé un instrumento
FACScan (fabricado por Becton Dickinson) para el analisis. Como resultado, se encontr6é que solo se expresaba una
pequena cantidad de ILT7 en la superficie celular cuando se hizo reaccionar solo, mientras que se expresaba ILT7
de manera extracelular y robusta cuando coexistia con FcRy (figura 3). Se sabe que FcRy de raton tiene alta

homologia con FcRy humano. Sin embargo, cuando se usaron células p815 (mastocitoma de raton) que expresan
FcRy de ratdbn como huéspedes, no pudo observarse la expresién de ILT7.

C-2) Andlisis mediante inmunoprecipitacion y método de inmunotransferencia de tipo Western

Se expresé ILT7 con FcRy acompafante en la superficie celular, que se confirmé tal como sigue. Tras la
inmunoprecipitacién, se analizaron diversos anticuerpos para cada célula 293T que se coexpresaba con ambos
genes en las respectivas combinaciones descritas en los puntos (1) a (5). Se introdujeron los ADN en células 293T
(7x10° células), a partir de lo cual se recuperaron células 293T dos dias tras la introduccion de la misma manera que
se describe en el punto 1). Se disolvieron fraccionamientos celulares en tampén de lisis (Triton al 0,5%, NaCl
150 mM), que se dej6 sobre hielo durante 20 minutos. Después de eso, se repitié la aspiracion usando una aguja
(27G) varias veces, seguido por centrifugacion a 15 Krpm durante 20 minutos. Se afadié un anticuerpo anti-myc
(2 g, fabricado por Santa Cruz Biotechnology) o anticuerpo anti-FLAG (2 g, fabricado por Sigma) a 200 g de lisado
de los productos resultantes, que se agitaron adicionalmente mediante rotacién a 4°C durante 4 horas. Entonces, se
afnadié a lo mismo mezcla de proteina A/G Sepharose 4 Fast Flow (fabricada por Amersham Bioscience), que se
agitdé mediante rotacion a 4°C durante 1 hora. Entonces, se lavaron las fracciones precipitadas resultantes con
tampon de lisis con la siguiente composicion 3 veces. Tampon de lisis:

TritonX-100 al 0,5%,

HEPES 50 mM (pH 7,6),

NaCl 150 mM,

EDTA 1 mM,

glicerol al 10%,

DTT 1 mM,

PMSF 2 mM,

aprotinina 1 g/ml,

leupeptina 1 g/ml,

pepstatina A 1 g/ml,

quimostatina 0,1 g/ml,

N33VO4 1 mM,

glicerofosfato 0,1 mM.

Se afiadio un tampo6n de muestra para SDS-PAGE a los precipitados lavados, que se sometié a ebullicidon durante 5

minutos y se centrifugd, seguido por la realizacién de la electroforesis con gel de SDS al 10%. Se transfirieron las
muestras desde los geles tras la electroforesis a una membrana de PVDF (membrana de transferencia Immobilon-p:
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fabricada por Millipore) segun un método habitual. Se realiz6 la inmunotransferencia con anticuerpo anti-FLAG y
anticuerpo anti-myc. Se confirmé que la ILT7 asociada con FcRy estaba presente en células 293T porque se observo
su presencia en cada precipitado inmunitario (figura 4).

C-3) Anadlisis de la cadena de azucar

Puesto que se observaron varias bandas de ILT7 en el andlisis de tipo Western, se examind la posibilidad de que
ILT7 estuviese glicosilada. Se sometieron a inmunoprecipitacion 200 g de lisado de células 293T que expresan N-
FLAG ILT7 y Myc-FcRy con anticuerpo anti-FLAG de la manera descrita en los puntos 1) y 2). Después de eso, se
suspendieron las fracciones precipitadas en 60 | de tampdn de N-glicosidasa con la siguiente composicién y se
tomaron alicuotas de 30 pl de cada disolucién resultante en dos tubos. Tampdn de N-glicosidasa:

EDTA 10 mM,

SDS al 0,2%,

TritonX100 al 0,5%,

2-mercaptoetanol al 1% en PBS (tampdn fosfato).

Entonces, se afnadieron 3 unidades de 3 ul de N-glicosidasa (n.2 1365177, fabricada por Roche) a un tubo, que se
hizo reaccionar a 37°C durante 15 horas. Ademas, se afadieron al mismo 7 pul de tampén de muestra, que se
calenté a 100°C durante 5 minutos, seguido por la realizacion de la electroforesis con gel de SDS al 10%. Tras la
electroforesis, se transfirié el gel a una membrana de PVDF, a la que se le afiadié 1 ug de anticuerpo policlonal anti-
ILT7 tal como se describe en el punto 4) y se hizo reaccionar a 4°C durante la noche. Se lavo el producto resultante
con tampon TBS-T y se hizo reaccionar con anticuerpo anti-conejo marcado con HRP diluido 100.000 veces
(fabricado por Jackson) a temperatura ambiente. Entonces, se colore6 con el sistema de deteccion de
inmunotransferencia de tipo Western de ECL (fabricado por Amersham Bioscience). Como resultado, disminuyo el
peso molecular aparente al realizar el tratamiento con N-glicosidasa. Por tanto, se esperaba que se anadieran
cadenas de azucar a ILT7 (figura 5).

C-4) Produccién de anticuerpo policlonal anti-ILT7

Se produjo el anticuerpo policlonal anti-ILT7 usado tal como se describe en el punto 3) tal como sigue. Se sintetiz6
quimicamente un péptido de 23 aminodcidos correspondiente al extremo C-terminal de ILT7
(CSQEANSRKDNAPFRWEPWEQI; SEQ ID NO: 21) y se uni6é a proteina KLH que es un portador, y se usoé el
producto resultante como inmunégeno. Se inmunizaron por via intradérmica conejos con inmundgeno mezclado con
adyuvante completo de Freund. Tras seis inmunizaciones en total (una vez a la semana), se confirmé el aumento del
titulo de anticuerpos en suero y entonces se recogié sangre completa. Entonces, se purificé por afinidad cierta
cantidad de suero usando una columna de péptido de la misma secuencia. Se determind el producto resultante
como anticuerpo policlonal anti-ILT7.

Ejemplo 2

A. Produccion del anticuerpo monoclonal anti-ILT7
A-1) Produccion de inmunogenos

Se prepararon células que iban a usarse como inmundégenos introduciendo genes en células 293T tal como se
describe a continuacion. Se anadieron 46,4 ug de transgén (23,2 ug de pME18X-C-FLAG ILT7 y 23,2 g de pME18X-
Myc-FcRy) al fondo de una placa recubierta con colageno de 100 mm (IWAKI) recubierta con 3 ml de opti-MEM
(GIBCO) y se mezclaron. Posteriormente, aparte de la disolucién de transgén, se diluyeron 58 | de Lipofectamine
(nombre comercial) 2000 (Invitrogen) con 3 ml de opti-MEM, que se dejaron en reposo a temperatura ambiente
durante 5 minutos y se preparé una disolucion de Lipofectamine. Después de eso, se afnadié suavemente la
disolucién de Lipofectamine a la placa que contenia la disolucion de transgén y se mezclaron. Tras estar en reposo a
temperatura ambiente durante 20 minutos, se anadieron suavemente a la placa 10 ml de células 293T, diluidas
hasta 1x10° células/ml usando medio de cultivo DMEM (SIGMA) que contenia FBS (suero bovino fetal) al 10%. Se
sometié el medio resultante a cultivo estatico en un incubador a 37°C bajo CO;, durante 48 horas, del que se
recuperaron células mediante pipeteo. Se usaron las células obtenidas como transfectantes para inmunégenos.

A-2) Produccién de hibridomas
El dia antes de que se inmunizaran con las células, se inyectaron 50 | de emulsién obtenida mezclando 200 | de PBS

con 200 | de complete adyuvante (FREUND) (M606-1, fabricado por Mitsubishi Kagaku latron, Inc.) en las superficies
plantares de ambas patas de cuatro ratones hembra Balb/c (de cuatro semanas de edad) para la inmunizacién. Al
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dia siguiente, se realizé la inmunizacion con 50 | de 2 x10” células suspendidas en 400 | de PBS. Se realizaron las
inmunizaciones segunda y tercera cada cuatro dias. Tres dias tras la tercera inmunizacion, se realizd la fusion
celular tal como sigue. Se recogieron células de ganglios linfaticos de patas de ratones inmunizados. Se mezclaron
células de mieloma de ratéon P3-X63-Ag8-U1 cultivadas en medio de cultivo RPM11640 (SIGMA) que contenia FBS
al 10% con las células derivadas de ganglios linfaticos y mieloma de modo que la razén de las células de mieloma
de ratén con respecto a las células derivadas de ganglios linfaticos y mieloma debe ser de 2:1 a 10:1, a partir de lo
cual se recuperaron células mediante centrifugacion. Se afnadié6 PEG4000 (MERCK) diluido de manera equivalente
con medio de cultivo RPMI 1640 a las fracciones celulares obtenidas, que se sometieron a fusion celular. Tras lavar
las células, se suspendié el producto resultante en 160 ml de medio HAT con FBS al 15% que contenia un
complemente y entonces se inocularon en dieciséis placas de 96 pocillos a 200 I/pocillo. Se intercambié el medio de
cultivo tras tres dias. De una a dos semanas tras la observacion de la formacién de colonias, se realizé la seleccién
primaria.

A-3) Seleccién de hibridoma mediante el método de ELISA celular

Se seleccion6 un hibridoma, que produce anticuerpo diana, mediante el siguiente ELISA celular. Se usaron las
células producidas tal como se describe en el punto 1) a 1x10’ células por placa de 96 pocillos, que se suspendieron
en BSA al 0,5%/EDTA 2 mM/PBS y entonces se tomaron alicuotas en una placa para el ELISA celular (NUNC
249570 96V NW PS) a 100 I/pocillo. Se llevo a cabo la centrifugacion a 2.000 rpm a 4°C y entonces se desechd el
sobrenadante. Se afiadi6 sobrenadante de cultivo muestreado a 50 pl/pocillo, que se hizo reaccionar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se llevd a cabo dos veces una operacion de lavado que implica afadir BSA al
0,5%/EDTA 2 mM/PBS a cada pocillo, centrifugacién a 2.000 rpm a 4°C durante 2 minutos y luego desechar el
sobrenadante. Se afnadieron 50 pl/pocillo de anticuerpo de cabra anti-lgG de raton marcado con peroxidasa diluido
10.000 veces (IM0819; Beckman Coulter) a cada pocillo tras el lavado, lo que se hizo reaccionar durante 30 minutos.
Se llevé a cabo dos veces la operacion de lavado usando BSA al 0,5%/EDTA 2 mM/PBS, seguido por la adicién de
una disolucién colorante. Se sustituy6 la disolucion de anticuerpo preparada por PBS (-) mediante una membrana de
didlisis (cortes de 10.000 fabricada por PIERCE) para dar anticuerpos quiméricos anti-ILT7 purificados.

A-4) Examen de la capacidad de respuesta de anticuerpo mediante andlisis de citometria de flujo (FCM)

Se analiz6 el sobrenadante de cultivo de hibridomas mediante analisis de citometria de flujo (FCM). Se suspendieron
las células producidas tal como se describe en el punto 1) en BSA al 0,5%/EDTA 2 mM/PBS, que se transfirid a un
tubo de centrifuga a 1 x 10° por una muestra, seguido por la adicion de 40 | de cada cultivo y reaccién a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se llevo a cabo dos veces la operacion de lavado que implica afadir 1 ml de BSA al
0,5%/EDTA 2 mM/PBS a cada tubo, centrifugar a 1200 rpm a 4°C durante 3 minutos y desechar el sobrenadante. Se
anadieron 40 | de anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén marcado con FITC diluido 100 veces (IM0819; Beckman
Coulter) a cada pocillo tras lavar, lo que se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se llevo a
cabo dos veces la operacién de lavado usando BSA al 0,5%/EDTA 2 mM/PBS, seguido por analisis usando
citometria de flujo FC500 (Beckman Coulter). Se seleccioné un hibridoma que producia un anticuerpo que no
respondia s6lo a la célula huésped y respondia especificamente en la que se habia introducido el gen. Se cloné el
hibridoma seleccionado mediante el método de dilucién limitante y se obtuvieron los hibridomas #11 y #17 que
producen anticuerpos monoclonales.

B. Examen de la capacidad de respuesta de anticuerpo anti-ILT7

Se coexpreso ILT7 en el que se unié la etiqueta FLAG al extremo N-terminal, con la molécula FcRy en células 293T
de la misma manera que se describe en el punto C-1) del ejemplo 1. Entonces, se confirm6 la capacidad de
respuesta del anticuerpo obtenido en el ejemplo 2 mediante analisis de FCM usando FACScan (Becton Dickinson).
Como resultado, se confirmé que todos los anticuerpos producidos por los hibridomas #11 y #17 que se obtuvieron
tal como se describe en el punto A respondian a las células en las que se introdujo el gen de ILT7 y que expresaban
ILT7 (figura 6 (b)). Ademas, se separaron linfocitos de sangre periférica humana usando Ficoll y entonces se realizé
doble tincién con el anticuerpo anti-ILT7 producido y el anticuerpo anti-BDCA-2 marcado con PE (Miltenyi).
Entonces, se examind la capacidad de respuesta frente a los linfocitos. Como resultado, se detectd la unién del
anticuerpo monoclonal producido por los hibridomas #11 y #17 a células positivas para BDCA-2. Es decir, se
confirmo6 que ambos anticuerpos monoclonales reconocian moléculas de ILT7 expresadas en IPC humanas (figura 6
(a)). Estos anticuerpos monoclonales se designaron como anticuerpo anti-ILT7 #11 y anticuerpo anti-ILT7 #17,
respectivamente. Se realizé un andlisis mas detallado.

Se llevé a cabo analisis de tincion multiple para linfocitos de sangre periférica humanos usando el anticuerpo anti-
ILT7 producido, anticuerpo anti-linaje 1 (anticuerpos anti-CD3, CD14, CD16, CD19, CD56; Becton Dickinson), el
anticuerpo anti-CD123 (Becton Dickinson) y el anticuerpo anti-BDCA-2 (Miltenyi). Como para las fracciones positivas
para anticuerpo frente a ILT7, el marcador de linaje era negativo, CD123 era positivo y BDCA-2 era positivo. A partir
de los resultados, se confirmé que las IPC se tifieron sélo por ILT7 #11 e ILT7 #17 (figura 7).

Ademas, se examino la expresion de diversas moléculas mediante andlisis de FCM cuando se estimularon linfocitos
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de sangre periférica humanos mediante CpG o IFNa durante 24 horas. Se usé CpGODN2216 como CpGA, que
induce la produccién de IFN a partir de las IPC y se us6 CpGODN2006 como CpGB que facilita la maduracion de
células dendriticas (Moseman et al. J. Immunology. 173, 4433-4442, 2004). Se fij6 una compuerta para la fraccién
negativa para el marcador de linaje. Cuando se analizé la capacidad de respuesta del anticuerpo anti-BDCA-2 y el
anticuerpo anti-ILT7 a la poblacion de células positivas para CD123, la mayor parte de las fracciones positivas para
ILT7 desaparecieron incluso tras 24 horas de estimulacién con CpG. Por otro lado, algunas células de BDCA-2
mostraron ser positivas tras 24 horas de estimulacion con CpG (figura 8). Se ha considerado que las IPC se
diferencian en diferentes células inmediatamente tras la estimulacién con CpG. Se indic6 que el anticuerpo anti-ILT7
de la presente invencion era Gtil como anticuerpo especifico de fase frente a las IPC. Ademas, se confirm6 que las
IPC en los linfocitos de sangre periférica no se diferenciaban con la presencia de IFNa, en este caso cuando la
razon de supervivencia era alta, se mantuvo la expresion de ILT7 en las IPC, ademas estaba presente ILT7 de
manera estable en las IPC en enfermedades autoinmunitarias con la posibilidad de que IFN en suero estuviese a un
alto nivel.

C. Examen de la especificidad de anticuerpo anti-ILT7

ILT7 pertenece a la familia de ILT/LIR y existe una pluralidad de moléculas con alta homologia, particularmente con
alta homologia en la region extracelular (figura 9). Se ha notificado que los ARNm de moléculas, especialmente tales
como ILT2 e ILT3 se expresan en las IPC (Ju et al. Gene 331, 159-164, 2004). Por tanto, se confirmé la capacidad
de respuesta de estas moléculas usando células transgénicas.

C-1) Clonacién de la molécula de ILT1 y produccion de vectores de expresion

Se sintetiz6 ADNc a partir de ARN derivado de amigdala humana usando cebador de oligo dT y el sistema
SuperScript Choice para el kit de sintesis de ADNc. A continuacion, se ligd un adaptador de Notl en el vector
pME18S escindido por Notl; dando como resultado la produccion de una biblioteca de ADNc de amigdala humana.

Se amplific6 el gen de ILT1 con una etiqueta FLAG en el extremo C-terminal mediante el método de PCR usando
como molde la biblioteca de ADNc producida asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de bases.
Se usé 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO CO., LTD.) para la reaccion PCR. Se fijaron
las condiciones de reaccién a 25 ciclos de PCR [a 94°C durante 15 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C
durante 2 minutos] tras 1 ciclo de PCR a 94°C durante 2 minutos.

Cebador directo (SEQ ID NO: 22): 5 CCG ctc gag ATG ACC CCC ATCCTCACG GTCC ¥

Cebador inverso (SEQ ID NO: 23): 5° CTA Gac tag tTC A[CT TAT CGT CGT CAT CCT TGT AAT C]CC TCC CGG
CTGCATCTTGY

En las secuencias de cebadores mencionadas anteriormente, la parte destacada entre paréntesis muestra una
secuencia de bases que codifica para la etiqueta FLAG unida y cada letra minlscula muestra el sitio de escision
para la enzima de restriccion Xhol o Spel. Se escindieron por Xhol y Spel los fragmentos de ADN amplificados
mediante PCR, que entonces se separaron mediante electroforesis en gel. Se recuperaron fragmentos de ADN de
aproximadamente 2 kb, que se ligaron en el vector pME18X escindido por Xhol y Spel de la misma manera que se
describid anteriormente. Entonces, se construyd un plasmido que puede expresar la proteina de fusion deseada, es
decir pME18X-C-FLAGILT1. La secuencia de bases y la secuencia de aminodcidos se muestran en SEQ ID NO: 24
y 25.

C-2) Produccién de células que expresan y examen de la capacidad de respuesta de anticuerpo

Como para ILT2 (SEQ ID NO: 26) e ILT3 (SEQ ID NO: 28), se usaron vectores de expresion en los que se clonaron
genes respectivos en sitios Xbal o Xhol de pDNAc4.1 (fabricado por Invitrogen). Se introdujeron los ADN de las
siguientes combinaciones en células 293T (7 x 10° células) de la misma manera que se describe en el punto C-1).
Dos dias tras la introduccién, se llevé a cabo el andlisis de FCM y entonces se analiz6 el anticuerpo anti-ILT7.

(1) 1 ug de pME18X-N-FLAG ILT7 + 1 ug de pME18X-Myc-FcRy

(2) 0,5 ng de pME18X-C-FLAG ILT1 + 0,5 pg de pME18X-Myc-FcRy + 0,5 ug de pDNAc4.1-ILT2 + 0,5 ug de
pDNAc4.1-ILT3

Como resultado, ningun anticuerpo respondié a las células en las que se expres6 ILT1. Por este motivo, se sugirid
que estas anticuerpos anti-ILT7 reconocian especificamente moléculas de ILT7 en las IPC (figura 10).

Ejemplo 3

Efecto del anticuerpo anti-ILT7 sobre la capacidad para producir IFN humano
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Se inocularon linfocitos de sangre periférica humanos en una placa de 96 pocillos a 2 x10° células/pocillo, que se
hicieron reaccionar con 5 ug/ml de diversos anticuerpos a 37°C. Tras 1 hora de cultivo, se afadieron a los mismos
virus Influenza PR8. Tras 24 horas de cultivo, se midi6é IFNa en el sobrenadante de cultivo mediante el kit de ELISA
(Bender Med System). Como resultado, se inhibié la produccion de IFN mediante la adicion de anticuerpo anti-ILT7
(figura 11). Concretamente, se encontr6 que la produccion de IFN por las IPC se vio afectada por el anticuerpo anti-
ILT7 de la presente invencién.

Ejemplo 4
Actividad de CDC de anticuerpo anti-ILT7
A. Produccion del anticuerpo monoclonal anti-ILT7

Se obtuvo un clon que produce un anticuerpo monoclonal de la misma manera que se describe en los puntos A-1) a
A-4) del ejemplo 2. Se examiné la capacidad de respuesta de la misma manera que se describe en el punto B del
ejemplo 2 y se examind la especificidad de la misma manera que se describe en el punto C del ejemplo 2. Como
resultado, se obtuvieron los hibridomas #37, #28 y #33, que producian anticuerpos monoclonales anti-ILT7 con
buena capacidad de respuesta y especificidad. Se midi6 la actividad de CDC tal como se describe a continuacién
usando el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 en el que se produjeron tres clases de estos hibridomas.

B. Determinacion de la actividad de CDC
B-1) El dia previo de la produccién de la diana

Produccién de la linea celular diana (linea celular ILT7-CHQO), se introdujo el siguiente ADN en células CHO-k1, que
se inocularon para que fuesen 6 x 10° células por placa (6 cm de @) usando reactivo de transfeccion Effectene
(fabricado por QLAGEN) y entonces se seleccionaron cepas resistentes usando 800 Lg/ml de Zeocin (fabricado por
Invitrogen). ADN introducido: 1 ug de pDNAc3.1-C-FLAG ILT7 + 2 ug de pME18X-Myc FcRy

Después de eso, se obtuvo una linea celular, que expresaba altamente ILT7, usando el clasificador de células (BD
FACSAria, fabricado por Becton Dickinson). Se confirmé que la linea celular seleccionada expresaba altamente ILT7
mediante analisis de FCM. Se llev a cabo la operacion de andlisis de FCM segun el método tal como se describe
en el punto A-4) del ejemplo 2 excepto porque se uso el instrumento BD FACSCaliber (fabricado por BD) para FCM.
Se usaron los siguientes anticuerpos para un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario, respectivamente.
Anticuerpo primario: anticuerpo de raton anti-ILT7 5 ug/ml (#37), anticuerpo secundario: anticuerpo policlonal de
cabra especifico anti-inmunoglobulina de raton conjugado con R-ficoeritrina (R-PE) (BD)

B-2) Respuesta de células diana a anticuerpos anti-ILT7

Se recuperaron las células diana obtenidas tal como se describe en el punto B-1) (células ILT7-CHO) usando
disolucién de EDTA 5 mM/PBS, que se suspendieron en medio de CDC con la siguiente composicién para que fuese
una concentracion de 4 x 10° células/ml. Se tomaron alicuotas de la suspension en cada placa de 96 pocillos a
50 w/pocillo.

Medio de CDC: RPMI1640

BSA al 0,1%

Penicilina 100 unidades/ml

Estreptomicina 100 ug/ml

Hepes 10 mM (pH 7,6)

L-glutamina 2 mM

Se anadieron 50 pl de disolucion de anticuerpo anti-ILT7 preparada mediante medio de CDC a cada pocillo y se
mezclaron de modo que la concentracion final de anticuerpos debe ser de 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/mly 5 pg/ml.
Ademas, se afadieron a lo mismo 50 pl de medio de CDC que contenia un complemento con la siguiente
composicién y se mezclaron de modo que la concentracion de complemento final debe ser del 6%, seguido por
cultivo a 37°C durante 2 horas. Medio de CDC que contenia un complemento:

1 ml de medio de CDC (véase anteriormente) con complemento de conejo juvenil (n.° de catalogo: CL3441,
fabricado por CEDARLANE).
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Entonces, se centrifugd la suspension (condicion de centrifuga: a 250 G durante 4 minutos) y se recuper6 el
sobrenadante mientras que se prestaba atencion para no contaminarlo con células. Se midi6 la LDH en el
sobrenadante mediante un método habitual, que se determiné como “la cantidad de LDH que se escapaba de la
célula diana por la actividad del complemento” (muestra experimental).

También se prepararon los siguientes parametros con el fin de determinar la actividad de CDC.

Liberacion de LDH espontanea de la célula diana: sélo se cultivaron células diana en el mismo volumen que la
muestra y se prepararon.

Liberacién de LDH maxima de la célula diana: s6lo se cultivaron células diana en el mismo volumen que la muestra,
y entonces se afnadié a la misma la disolucion de TritonX-100 incluida con el kit 60 minutos antes de la recuperacion
del sobrenadante de modo que la concentracion final debe ser del 0,8% y se prepararon.

Control de correccién de volumen: se anadié la misma cantidad de TritonX-100 que la afadida cuando se preparé la
liberacion de LDH méaxima de la célula diana, al medio de cultivo del mismo volumen que la muestra y se preparo.

Fondo de medio de cultivo: se prepararon el medio de cultivo del mismo volumen que la muestra y la disolucién a la
que se anadié medio de CDC que contenia complemento de modo que fuese el mismo volumen que la muestra.

Se rest6 el mismo volumen de medio de cultivo que la muestra de la absorbancia de la diana maxima y la diana
espontanea. Se resto la disolucion a la que se anadié medio de CDC que contenia complemento al medio de cultivo
de modo que fuese el mismo volumen que la muestra, de la absorbancia de la muestra experimental y se corrigio.
Se calculé la actividad de CDC mediante la siguiente ecuacion. Se muestran los resultados en la tabla 1 y la figura
12. Incluso en el caso en el que se usaron anticuerpos monoclonales anti-ILT7 obtenidos de cualquier hibridoma, se
presentaba el 80% o mas de la actividad de CDC cuando la concentracién de anticuerpo era de 0,5 pg/ml o més.

61 muestra experimental — diana espontanea

Actividad de CDC (%) = — : : x 100
diana maxima — control de volumen — diana espontanea
Tabla 1
Concentracion de anticuerpo | Citotoxicidad (prom.) | Citotoxicidad (STD)
#37 0,1 14,78 3,16
0,5 85,50 0,60
1 86,13 2,93
5 90,26 1,87
#28 0,1 18,52 0,60
0,5 80,97 1,62
1 83,64 1,99
5 88,17 3,32
#33 0,1 4,42 1,58
0,5 82,16 3,35
1 85,39 2,78
5 86,18 1,71
IgG2a de ratén 0,1 1,53 0,60
0,5 1,47 2,50
1 3,68 2,90
5 3,06 1,72
Sin Ac 0 2,10 0,49

Ejemplo comparativo 1
Se realizé exactamente la misma operacién de la misma manera que se describe en los puntos B y C del ejemplo 4
excepto porque se us6 IlgG2a de ratdn en lugar de anticuerpo anti-ILT7. Se muestran los resultados en el ejemplo 4

asi como la tabla 5 y la figura. No se observé actividad de CDC para las células diana en anticuerpos distintos del
anticuerpo monoclonal anti-ILT7.

Ejemplos 5

Internalizacion de anticuerpo anti-ILT7 en células diana

A. Anticuerpo monoclonal anti-ILT7
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Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales anti-ILT7. Anticuerpos monoclonales anti-ILT7: #17, #26, #37,
#28 y #33

B. Observacion de internalizacion
B-1) Produccion de linea celular diana (linea celular ILT7-CHO)

Se produjo la linea celular diana (linea celular ILT7-CHO) de la misma manera que se describe en el punto B-1 del
ejemplo 4.

B-2) Respuesta de células diana a anticuerpo anti-ILT7

Se suspendieron las células ILT7-CHO recuperadas en tampén (T(-) + FBS al 10%) enfriado con hielo con la
siguiente composicion a 1 x 10° células/ml usando 5 mM de disolucion de EDTA/PBS.

Medio T (-):

RPMI1640

Penicilina 100 unidades/ml

Estreptomicina 100 mg/mi

Hepes 10 mM (pH 7,6)

L-Glutamina 2 mM

Piruvato de sodio 1 mM

2-Mercaptoetanol 50 M

Suero bovino fetal inactivado por calor al 10%

Se colocé 1 ml de suspension tal como se describié anteriormente en un tubo de centrifuga de 15 ml, que se
centrifugd (condicion de centrifuga: a 1200 rpm, a 4°C, durante 5 minutos) y entonces se desecho6 el sobrenadante.
Se afiadieron 200 pl de suspension de anticuerpo monoclonal anti-ILT7 (10 ug/ml) a los sedimentos celulares, que
se mezclaron e incubaron a 4°C durante 30 minutos, seguido por lavado con medio T (-) enfriado con hielo dos
veces (la cantidad del medio usada: 10 ml por lavado, condicién de centrifuga: a 1200 rpm, a 4°C, durante 5
minutos).

B-3) Modificacion del complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-ILT7 presente en la superficie de células diana

Posteriormente, se modifico el complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-ILT7 presente en la superficie de las células
con un anticuerpo secundario, que estaba marcado con fluorescencia para su deteccion. Se describe a continuacién
el método especifico. Se anadidé anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de ratén marcado con APC (numero de
catalogo: 550826BD, fabricado por Biosciences) que contenia medio T (-) enfriado con hielo a los sedimentos
celulares obtenidos tal como se describe en el punto B-2), que se incubaron con sombreado a 4°C durante 20
minutos, seguido por lavado con medio T (-)enfriado con hielo dos veces (la cantidad del medio usada: 10 ml por
lavado, condicion de centrifuga: a 1200 rpm, a 4°C, durante 5 minutos). Entonces, se afiadié a lo mismo medio T (-)
enfriado con hielo, que se us6 como 1 x 10° células/ml de suspension.

B-4) Induccion de internalizacion mediante incubacién a 37°C

Se dividié por igual la suspensién obtenida tal como se describe en el punto B-3 en dos tubos (es decir, tubos (a) y
(b)). Se incubaron los tubos (a) y (b) a 37°C y 4°C, respectivamente, en condicién de sombreado durante 60 minutos.
Tras la incubacion, se anadié a lo mismo FBS al 1%/PBS (enfriado con hielo) para detener la internalizacién. Se
centrifugé la disolucién resultante (condicién de centrifuga: a 1200 rpm, a 4°C, durante 5 minutos) y entonces se
deseché el sobrenadante, seguido por lavado con el 1% de FBS/PBS (enfriado con hielo) dos veces (la cantidad de
la disolucion: 10 ml por lavado, condicion de centrifuga: a 1200 rpm, a 4°C, durante 5 minutos).

B-6) Modificacion del complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-ILT7 que permanece en la superficie de células
diana tras la incubacion

Se modificé el complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-ILT7 que permanecié en la superficie celular tras la

incubacién con un anticuerpo terciario para la deteccién mediante fluorescencia. Se describe a continuacion el
método especifico. Se afadieron 20 pl de suspension que contenia anticuerpos terciarios (anticuerpo de asno anti-
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IgG de cabra marcado con FITC (numero de catalogo: sc-2024, fabricado por Santa Cruz Biotechnology)) a los
sedimentos celulares obtenidos tal como se describe en el punto B-4), que se mezclaron y se dejaron en reposo a
4°C durante 15 minutos en condicion de sombreado. Se lavé la disolucién resultante con (la cantidad de la
disolucién: 10 ml por lavado, condicion de centrifuga: a 1200 rpm, a 4°C, durante 5 minutos).

B-5) Analisis del anticuerpo anti-ILT7 presente en células diana

Posteriormente, se afadieron 150 pl de FBS al 1%/PBS a los sedimentos celulares obtenidos tal como se describe
en el punto B-5), que se suspendieron y recogieron en un tubo de microtitulaciéon de 1,2 ml, seguido por la
realizacién del analisis de FCM. En el analisis, se analiz6 por separado la intensidad de fluorescencia media (MPI)
de cada célula en FITC y APC. Ademas, se calcul6 la razon de intensidad de fluorescencia (%) mediante la siguiente
ecuacion.

Razén de intensidad de fluorescencia (%) = Intensidad de fluorescencia media de células incubadas a 37° C durante 60 minutos <100

Intensidad de fluorescencia media de células incubadas a 4° C durante 6 minutos

Los resultados se muestran en la tabla 2, la tabla 3 y la figura 13.

Tabla 2
FITC APC
Intensidad de fluorescencia Razén de Intensidad de fluorescencia Razén de
media intensidad de media intensidad de
Temperatura de incubacion fluorescencia Temperatura de incubacion fluorescencia
(¢C) (%) (¢C) (%)
4 37 4 4
#17 35,7 15,9 44,5 1384 1320 95,4
#26 29,8 16,5 55,4 844 816 96,7
#37 51,0 28,5 55,9 2194 2155 98,2
#28 40,6 19,3 47,5 1746 1709 97,9
#33 47,7 22,6 47,4 1882 1845 98,0
IlgG2a 3,7 4,2 116,2 3 3,64 121,3
Especie de anticuerpos primarios Razon de intensidad de fluorescencia (%)
APC FITC
Ejemplo 5 Anticuerpo anti-ILT7 #17 95,4 44,5
Anticuerpo anti-ILT7 #26 96,7 55,4
Anticuerpo anti-ILT7 #37 98,2 55,9
Anticuerpo anti-ILT7 #28 97,9 47,5
Anticuerpo anti-ILT7 #33 98,0 47.4
Ejemplo comparativo 2 IgG2a de ratén 121,3 116,2

La intensidad de fluorescencia de FITC es un indicador de la cantidad del complejo inmunitario ILT7-anticuerpo anti-
ILT7 que permanece en la superficie celular tras la incubacién. La fluorescencia media, la intensidad de FITC en
cuanto a las células incubadas a 37°C durante 60 minutos disminuyé en aproximadamente el 50% en comparacion
con las células incubadas a 4°C.

Por otro lado, la intensidad de fluorescencia de APC es un indicador de la cantidad del complejo inmunitario ILT7-
anticuerpo anti-ILT7 presentado en la superficie celular antes de la incubacion. El complejo inmunitario ILT7-
anticuerpo anti-ILT7 se detecta independientemente de si esta presente en la superficie celular o se incorpora en las
células tras la incubacién. En el ejemplo 5, la intensidad de fluorescencia de APC tras la incubacién en el caso de
incubacién a 37°C era equivalente a la de en el caso de incubacion a 4°C. Se muestra que el complejo inmunitario
ILT7-anticuerpo anti-ILT7 puede estar presente en cualquier sitio de las células diana incluso cuando la incubacion
se realiza a cualquier temperatura. Tal como se mencioné anteriormente, se encontr6é que el anticuerpo monoclonal
anti-ILT7 provocaba la internalizacién de ILT7 mediante la incubacion a 37°C.

Ejemplo comparativo 2

Se realiz6 exactamente la misma operacion de la misma manera que se describe en el ejemplo 5 excepto porque se
uso6 IgG2a de ratén en lugar de anticuerpo anti-ILT7. Los resultados se muestran en el ejemplo 5 asi como la tabla 2,
la tabla 3 y la figura 13. En el caso en el que se usé la IgG2a de ratdn, no se observd ningun cambio en la intensidad
de fluorescencia de FITC y APC, por tanto se encontré que la IgG2a de ratén no provocaba la internalizaciéon de
ILT7.
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Ejemplo 6

Acerca de la estructura del anticuerpo monoclonal de ratén anti-ILT7 humano [Secuencias de regiones variables]

A. Clonacion de ADNc que codifica para la regién variable de anticuerpo de ratén anti-ILT7

A-1) Acerca de hibridomas que producen anticuerpos de raton anti-ILT7

Se usaron los siguientes hibridomas como hibridomas que producen anticuerpos de ratén anti-ILT7.

Hibridoma #11 (namero de registro: FERM BP-1 0704)

Hibridoma #17 (ndmero de registro: FERM BP-10705)

A-2) Aislamiento de los ARN totales

Se aislaron los ARN totales de los hibridomas descritos en el punto A-1) usando el kit disponible comercialmente
“RNeasy Mini Kit” (numero de catalogo: 74106, fabricado por Qiagen) segun las instrucciones adjuntas al kit. En
ambos casos, se obtuvieron aproximadamente 200 pg de los ARN totales a partir de 1 x 107 hibridomas.

A-3) Amplificacién y fragmentacion de ADNc que codifica para una region variable de cadena pesada de raton

Se amplific6 ADNc que codifica para una region variable de cadena pesada de raton mediante el método de 5’
RACE usando 5 ug de los ARN totales aislados tal como se describe en el punto A-2. Como para la amplificacion, se
usé el kit disponible comercialmente “5° RACE System for Rapid Amplification of cDNA ENDs, version 2.0” (nUmero
de catélogo: 18374-058, fabricado por Invitrogen). Se describira especificamente tal como sigue. En primer lugar, se
sintetizo6 ADNc de primera hebra a partir de los ARN totales tal como se describe en el punto A-2) mediante
transcriptasa inversa. Las secuencias de bases de cebadores antisentido (GSP1) usados en ese momento se

muestran en la tabla 4.

Cebadores usados para la amplificacion de un gen que codifica para una region variable de cadena pesada de raton

E;t;rcijggmas Nombres de cebadores SEQ ID NO: | Secuencia

#11 Mu IgG3VH5RACE-GSP1 30 rST;e?O(;,)A TAG TTC CAT TTT ACA GTT ACC 3 (24
Mu IgG3VH5RACE-GSP2 | 31 5 GGG ACC AAG GGA TAG ACA GA 3 (20 meros)

#17 Mu IlgG2aVH5RACE- | 32 5" TCC AGA GTT CCA GGT CAA GGT CAC 3 (24
GSPH1 meros)
Mo, 9GZAVHSRACE- | 54 5 GCC AGT GGA TAG ACC GAT GG 3 (20 meros)

Posteriormente, se degradaron los ARN totales mediante ARNasaH y se purific6 el ADNc de primera hebra que
permanecia como una unica hebra mediante un método de agarosa de bajo punto de fusién (al 1,5%). Ademas, se
unié6 dC (es decir, homopolimero de nucleétido) al extremo 3-terminal del ADNc de primera cadena usando
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Se amplificé el ADNc mediante un método de PCR usando cebadores
de anclaje (SEQ ID NO: 34) que tienen un polimero de nucleétidos complementario a dC (secuencia de anclaje) en
el extremo 3’-terminal y cebadores antisentido (GSP2) mostrados en la tabla 4. Ademas, se usaron como moldes los
productos de PCR obtenidos. Se amplifico el ADNc mediante un método de PCR anidada usando el cebador AUAP
(SEQ ID NO: 35) y los cebadores antisentido (GSP2) mostrados en la tabla 4. Ademés, se purificaron los productos
de PCR mediante un método de agarosa de bajo punto de fusién (1,5%).

Cebador de anclaje para 5’RACE (SEQ ID NO: 34)

5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGl IGG Gll GGG IIG-3’ (36 meros)

Cebador AUAP para 5’RACE (SEQ ID NO: 35)

5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3’ (20 meros)

A-4) Amplificacién y fragmentacion de ADNc que codifica para region variable de cadena ligera de ratén

Se amplific6 ADNc que codifica para una region variable de cadena ligera de ratén a partir de los ARN totales
aislados tal como se describe en el punto A-2) de la misma manera que se describe en el punto A-3). Las
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secuencias de bases de cebadores usados en ese momento se muestran en la tabla 5. Se purificaron los productos
de PCR obtenidos mediante un método de agarosa de bajo punto de fusién (1,5, tabla 5).

Cebadores usados para la amplificacion de un gen que codifica para una region variable de cadena ligera de ratén

Hibridomas usados | Nombres de cebadores | SEQ ID No: Secuencia
#11, #17 36 5 TTC ACT GCC ATC AAT
Mu IgVLSRAGCE-GSP1 CTT CCA CTT 3’ (24 meros)
37 5 GAT GGA TAC AGT
Mu_ - IgVLSRACE- TGG TGC AGC 3 (21
GSP2
meros)

A-5) Confirmacién de la secuencia de bases de ADNc y determinacion de la region CDR

Se clonaron una regién variable de cadena pesada obtenida tal como se describe en el punto A-3) y un fragmento de
ADNCc de region variable de cadena ligera obtenido tal como se describe en el punto A-4) en el vector pCR4 Blunt-
TOPO usando el kit disponible comercialmente “kit de clonacién de PCR Zero Blunt TOPO” (niUmero de catélogo:
1325137, fabricado por Invitrogen) segun las instrucciones adjuntas al kit, que entonces se introdujo en células
competentes de Escherichia coli para dar transformante de Escherichia coli. Se obtuvo el plasmido mencionado
anteriormente a partir del transformante, entonces se confirm6 la secuencia de bases de ADNc en el plasmido
usando el secuenciador automético de ADN “analizador genético ABI PRISM 3100 basado en PCR” (fabricado por
Applied Biosystems). Se extrajeron las secuencias corregidas excluyendo transcritos obtenidos a partir de un ARN
inactivo debido a mutaciones del marco de lectura y sin sentido alrededor de la regién determinante de
complementariedad (denominada a continuacién en el presente documento “region CDR”). Ademas, se comparo la
homologia de la secuencia de bases de ADNc comprendida en el plasmido con la base de datos Kabat y se
determinaron las secuencias de la regién CDR vy la regidn variable en las respectivas regiones variables. También,
como para el hibridoma #37 producido en el ejemplo 4, se determinaron las secuencias de la regién CDR y la region
variable en regiones variables en el mismo procedimiento descrito en los puntos A-1) a A-5) del ejemplo 6 usando el
hibridoma #17. Las secuencias de bases de ADNc de las regiones variables de cadena pesada y regiones variables
de cadena ligera de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos por cada hibridoma y las secuencias de
aminodcidos codificadas por las secuencias se muestran en las siguientes SEQ ID NO.

Regién variable de cadena pesada Regién variable de cadena ligera
#11 SEQ ID NO: 38 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 40 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 39 (secuencia de aminodcidos) | SEQ ID NO: 41 (secuencia de aminoacidos)
#17 SEQ ID NO: 42 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 44 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 43 (secuencia de aminoacidos) | SEQ ID NO: 45 (secuencia de aminoacidos)
#37 SEQ ID NO: 46 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 48 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 47 (secuencia de aminoacidos) | SEQ ID NO: 49 (secuencia de aminoacidos)

[Confirmacion del isotipo de la region constante]

Como para el sobrenadante de cultivo de hibridomas, se confirmé el isotipo de la regién constante del anticuerpo
monoclonal producido usando un kit de isotipado de anticuerpo monoclonal de ratén disponible comercialmente
(nimero de catalogo: MMT1, fabricado por Serotec Product). La regién constante de cadena pesada de anticuerpo
de raton anti-ILT7 humano #11 era Ig 3 y la regidén constante de cadena ligera era Igk. Ademas, cada una de las
regiones constantes de cadena pesada del anticuerpo de ratén anti-ILT7 humano #17 y anticuerpo de raton anti-ILT7
humano #37 era Ig 2a y cada una de la region constante de cadena ligera era Igk.

Ejemplo 7

Produccién de anticuerpos quiméricos
A. Clonacion de ADNc que codifica para la region constante de IgG humana

Se seleccionaron la regiéon constante de cadena pesada de IgG1 humana y la regién constante de cadena ligera
kappa de Ig humana a partir de una biblioteca de ADNc de IPC humanas. Entonces, se clonaron las regiones
seleccionadas en el vector pCR4 Blunt-TOPO usando el kit disponible comercialmente “kit de clonacién de PCR
Zero Blunt TOPO” (nimero de catalogo: 1325137, fabricado por Invitrogen) segln las instrucciones adjuntas al kit,
que entonces se introdujo en células competentes de Escherichia coli para dar transformante de Escherichia coli. Se
obtuvo el plasmido mencionado anteriormente a partir del transformante, entonces se confirmé la secuencia de
bases de ADNc en el plasmido usando el secuenciador automatico de ADN “analizador genético ABI PRISM 3100
basado en PCR” (fabricado por Applied Biosystems).

B. Ligamiento de region variable con region constante y clonacion
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Se usé el ADNc que codifica para la region constante de cadena pesada obtenido tal como se describe en el punto A
y el ADNc que codifica para la region variable de cadena pesada obtenido tal como se describe en el punto A-5 del
ejemplo 6, respectivamente. Ambos ADN tienen una regién en la que se solapa una secuencia de bases de ADN.
Entonces, se obtuvo ADN bicatenario mediante el método de extension del solapamiento usando la regién. El
procedimiento especifico es tal como sigue.

C-1) Preparacion de ADNc que codifica para la cadena pesada de anticuerpo quimérico frente a ILT7

Se digirio el “plasmido con ADNc que codifica para las regiones variables de cadena pesada de #11 y #17” que se
obtuvo tal como se describe en el punto A-5) con las enzimas de restriccion Notl y Xbal, que se purificé mediante el
método de gel de agarosa (al 1,5%). Se disolvieron los productos resultantes en cada tampdn TE con la siguiente
composicion para que fuese de 100 pmol/l para preparar una disolucién del fragmento de ADNc que codifica para la
region variable de cadena pesada.

Tampén TE:
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
pHde 7,5a8,0

Ademas, se traté el “plasmido con ADNc que codifica para la regidon constante de cadena pesada” obtenido tal como
se describe en el punto B de la misma manera que se describi6 anteriormente para preparar 100 pmol/l de
disolucién. Posteriormente, se mezclaron ambas disoluciones y entonces se hibridaron ambas regiones de
solapamiento manteniéndolas en primer lugar a 70°C durante 10 minutos y a continuacién manteniéndolas a 37°C
durante 5 minutos. Después de eso, se amplificé el ADNc mediante un método de PCR y se digiri6 el ADNc obtenido
con las enzimas restriccion Notl y Xbal, que se purific6 mediante un método de gel de agarosa de bajo punto de
fusion (al 1,5%).

C-2) Preparacion de ADNc que codifica para la cadena ligera de anticuerpo quimérico frente a ILT7

Se usé el ADNc que codifica para la region constante de cadena ligera obtenido tal como se describe en el punto Ay
el ADNc que codifica para la region variable de cadena ligera obtenido tal como se describe en el punto A-5 del
ejemplo 6, respectivamente se obtuvo ADNc que codifica para la cadena libera de anticuerpo quimérico frente a ILT7
de la misma manera que se describe en el punto C-1) usando estos ADNc.

C-3) Clonacion

Se cloné el ADNc obtenido tal como se describe en el punto C-1) en el vector de plasmido pDNAc3.1-Zeocin
(fabricado por Invitrogen) usando Notl y Xbal como sitios de clonacion para producir un vector de expresion de
cadena pesada de anticuerpo frente ILT7 quimérico. Ademas, se clon6 el ADNc obtenido tal como se describe en el
punto C-2) en el vector de plasmido pDNAc3.1-hygromycin (fabricado por Invitrogen) usando Notl y Xbal como sitios
de clonacién para producir un vector de expresion de cadena ligera de anticuerpo quimérico frente a ILT7. Los
nombres de cada vector se muestran en la tabla 6.

Nombres de vectores de plasmido

Cadena pesada de anticuerpo frente a ILT7 para | Cadena ligera de anticuerpo frente a ILT7 para
la expresion la expresion

#11 pcDNA-#11VH pcDNA-#11VL

#17 | pcDNA-#17VH pcDNA-#17VL

D. Expresion de anticuerpo quimérico frente a ILT7

D-1) Transformacion transitoria

Se cotransfectaron 1 ug de vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo quimérico frente a ILT7 y 1 ug de
vector de expresion de cadena ligera de anticuerpo quimérico frente a ILT7, que se obtuvieron tal como se describe
en el punto C-3), en células 293T usando el kit de transfeccién Effectine (nUmero de catalogo: 301427, fabricado por
Qiagen). Después de eso, se cultivaron los productos resultantes a 37°C usando medio de cultivo DMEM con FBS
de bajo contenido en IgG al 2% anadido con la siguiente composicion.

Medio de cultivo DMEM con FBS de bajo contenido en IgG al 2% afadido:
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Medio de cultivo DMEM (namero de catélogo: D5796, fabricado por Sigma)

FBS con bajo contenido en IgG al 2% (numero de catalogo: SH30151.03, fabricado por HyClone)

L-Glutamina 2 mM

Penicilina 100 U/ml

Estreptomicina 100 mg/mi

pH72apH 7,4

Tras la introduccion de los vectores, se cultivé el medio resultante durante 96 horas y se recogio el sobrenadante de
cultivo. Entonces, se eliminaron los fragmentos celulares mediante centrifugacion para dar una disolucion de
anticuerpo en bruto.

D-2) Transformacion de homeostasis

Se cotransfectaron 1 ug de vector de expresion de cadena pesada de anticuerpo quimérico frente a ILT7 y 1 g de
vector de expresion de cadena ligera de anticuerpo quimérico frente a ILT7, que se obtuvieron tal como se describe
en el punto C-3), en células YB 2/0 (células derivadas de mieloma de rata, n.2 de la ATCC CRL-1622) usando el kit
de transfeccion Effectine (nimero de catalogo: 301427, fabricado por Qiagen). Entre los vectores de plasmido
usados, el vector para la expresién de la cadena pesada es un marcador para resistencia a Zeocin y el vector para la
expresion de la cadena ligera es un marcador para resistencia a higromicina. Por tanto, pueden hacerse crecer
células en las que se introdujeron ambos vectores en un medio de cultivo al que se afiaden al mismo tiempo Zeocin
e higromicina. Entonces, se cultivaron las células en medio de cultivo RPMI al que se afadieron Zeocin e
higromicina y se selecciond una cepa resistente.

Medio de cultivo RPMI con Zeocin-higromicina afadidas:

Medio de cultivo RPMI1640 (nimero de catalogo: R8758, fabricado por Sigma)

FBS al 10%

HEPES 0,01 M (acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etanosulfénico)

Piruvato de sodio 1 mM

L-Glutamina 2 mM

Penicilina 100 U/ml

Estreptomicina 100 ug/ml

2-Mercaptoetanol 55 uM

Zeocin 0,5 mg/ml

Higromicina 0,5 mg/ml

pH72apH 7,4

Tres dias después de eso, se determind la cantidad de produccion de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo
mediante el método de ELISA. Se seleccion6 una linea celular que producia anticuerpo quimérico frente a ILT7 con
un alto nivel de expresion y células suficientemente aumentadas. Ademas, se realiz6 una Unica clonacion de las
lineas celulares seleccionadas mediante el método de clasificador de células método para obtener las siguientes
lineas celulares.

#11 linea celular que produce anticuerpo quimérico frente a ILT7: linea celular #11-5y

linea celular #11-16

linea celular #17

linea celular que produce anticuerpo quimérico frente a ILT7 #17: linea celular #17-24
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Se cultivaron respectivamente las lineas celulares mencionadas anteriormente (linea celular #11-5, linea celular #11-
16 y linea celular #17-24) en medio de cultivo RPMI con FBS al 5% afnadido con la siguiente composicién. La
temperatura de incubacion y el tiempo de incubacién se fijaron a 37°C y 96 horas, respectivamente.

Medio de cultivo RPMI con FBS al 5% anadido:

Medio de cultivo RPMI1640 (nimero de catalogo: R8758S, fabricado por Sigma)

FBS al 5%

HEPES 0,01 M

Piruvato de sodio 1 mM

L-Glutamina 2 mM

Penicilina 100 U/ml

Estreptomicina 100 g/ml

2-Mercaptoetanol 55 M

pH72apH 7,4

Se recogio6 el sobrenadante de cultivo y entonces se eliminaron los fragmentos celulares mediante centrifugacion
para dar una disolucién de anticuerpo en bruto.

E. Purificacion de anticuerpos

Se purificd cada una de las disoluciones de anticuerpos en bruto obtenidas tal como se describe en los puntos D-1 y
D-2 mediante columna de afinidad de proteina A (rProtein A Sepharose FF, nimero de catalogo: 17-1279-01,
fabricada por Amershram Pharmacia). Las condiciones de purificacion son tal como sigue. Se llevd a cabo una
purificacién por afinidad usando tampén PBS (-) con la siguiente composicion como tampoén de adsorcién y tampén
citrato de sodio 0,1 M (pH 3) como tampdn de elucion segun el manual de instrucciones adjunto. Se anadié Tris-HCI
1 M (pH 8,0) a las fracciones eluidas para ajustar el pH a alrededor de 7,2. Se midieron las DO a de 450 a 620 nm y
entonces se seleccionaron los pocillos que muestran reaccion positiva. Con referencia a la concentracién de
anticuerpos purificados, se determiné la absorbancia a 280 nm y se calcul6 basandose en 1,38 DO/mg/ml. Las

relaciones entre los anticuerpos quiméricos frente a ILT7 obtenidos, los hibridomas a partir de los que se derivo el
gen de la region variable y las células huésped se resumen en la tabla 7.

Tampén PBS (-):

Dihidrogenofosfato de monopotasio 0,2 g/l
Cloruro de potasio 0,2 g/|

Cloruro de sodio 8 g/l
Monohidrogenofosfato de disodio 1,15 g/l
Tabla 7

Anticuerpos quiméricos producidos

Nombrgs de los anticuerpos quiméricos Hibridomas usados Forma - de Cé[ulas en las que
producidos transformacién se introducen
anticuerpo quimérico frente a ILT7 #11 #11 De manera transitoria | 293T

anticuerpo quimérico frente a ILT7 #17 #17

anticuerpo quimérico frente a ILT7 #11-5 | #11 Homeostasis YB 2/0

anticuerpo quimérico frente a ILT7 #11-16 | #11

anticuerpo quimérico frente a ILT7 #17-24 | #17

Se muestran a continuacion, respectivamente, secuencias de bases de ADNc y secuencias de aminodacidos de las
cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos quiméricos producidos. En cada secuencia de amino&cidos, la
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secuencia de aminoacidos desde el extremo N-terminal hasta -1 es una secuencia sefal y la secuencia de
aminoacidos desde 1 hasta el extremo C-terminal es una secuencia de aminoacidos de una proteina madura. Es
decir, las cadenas pesada y ligera, que constituyen estos anticuerpos quiméricos, consisten en la secuencia de
aminoacidos desde 1 hasta el extremo C-terminal de cada una de las siguientes secuencias de aminodacidos.

Cadena pesada Cadena ligera

#11 SEQ ID NO: 50 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 52 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 51 (secuencia de amino&cidos) SEQ ID NO: 583 (secuencia de aminodcidos)
#17 SEQ ID NO: 54 (secuencia de bases) SEQ ID NO: 56 (secuencia de bases)

SEQ ID NO: 55 (secuencia de amino&cidos) SEQ ID NO: 57 (secuencia de amino&cidos)

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporcioné el inmunégeno Util en la produccién del anticuerpo que reconoce especificamente
ILT7 humano y el método para producir el anticuerpo anti-ILT7 usando el inmundgeno. El anticuerpo que reconoce
especificamente ILT7 humano de la presente invenciéon reconoce especificamente ILT7 con la presencia de la
familia de ILT. Por tanto, el anticuerpo de la presente invencion puede usarse para la deteccién y el aislamiento de
ILT7 humano. Por ejemplo, la localizacion de ILT7 también puede analizarse usando el anticuerpo de la presente
invencion. Se considera que ILT7 es una molécula estrechamente relacionada con la diferenciacién y funcion de las
IPC o células dendriticas. Por tanto, el anticuerpo, que reconoce ILT7 con alta especificidad, es Util para el analisis
de funcion de las IPC o células dendriticas. Se conocen células cancerigenas similares a IPC (que tienen la
caracteristica en la que se expresa BDCA-2) (Chaper de L et al. Eur. J. Immunol. 34; 418-426, 2004, Maeda T et al.,
Int. J. Hematol. 81; 148-154, 2005). La confirmacion de la expresion de ILT7 en estas células puede permitir el
diagndstico de cancer y un agente terapéutico.

En el caso de enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo, se sefala la profunda relacion entre IFNo producido por
las IPC y el desarrollo de psoriasis, que es una enfermedad de la piel (Nestle FO et al., J. Exp. Med. 202, 135-143,
2005). Por tanto, puede examinarse la gravedad de psoriasis mediante la identificacién de IPC en el tejido cutaneo
de pacientes con psoriasis, es decir en muestras de biopsia usando el anticuerpo anti-ILT7.

Se sabe que el desarrollo de SIDA en pacientes infectados por el VIH esta correlacionado con el nimero de IPC.
Concretamente, se ha observado gran cantidad de las IPC en pacientes que no muestran sintomas y se ha
observado la reduccion en las IPC en la aparicién (Soumells V. et al., Blood 98; 906-912, 2001). Por tanto, es eficaz
en la prediccién del prondstico de infeccion viral, tal como por VIH.

Por ejemplo, ILT7 es una molécula que se expresa especificamente en IPC humanas. Por tanto, el anticuerpo anti-
ILT7 de la presente invencion puede usarse para detectar, identificar o aislar las IPC. Las IPC son células que
producen la mayor parte del interferén tipo 1. Por tanto, la deteccion, identificacion o el aislamiento es un importante
objetivo en el diagnéstico y el estudio de enfermedades que implican interferén tipo 1. Como tales enfermedades,
pueden ilustrarse diversas enfermedades autoinmunitarias e infecciones en las que esta implicado el interferon en la
formacion del estado patolégico.

Adicionalmente, el anticuerpo anti-ILT7 de la presente invencion tiene el efecto inhibidor sobre la actividad de las
IPC. Por tanto, la actividad de las IPC puede inhibirse usando el anticuerpo anti-ILT7 de la presente invencion.
Ademas, las enfermedades que implican interferén tipo 1 pueden tratarse mediante la inhibicion de la actividad de
las IPC. Especificamente, el anticuerpo anti-ILT7 de la presente invencion es Util para diversas enfermedades
autoinmunitarias e infecciones en las que esta implicado el interferébn en la formacion del estado patolégico.
Particularmente, puesto que el anticuerpo anti-ILT7 tiene una alta especificidad, puede eliminar las IPC de manera
eficaz.

Lista de secuencias

<110> GINKGO BIOMEDICAL RESEARCH INSTITUTE CO., LTD.

<120> Anticuerpo anti-ILT7

<130> G2-A0501P

<150> Documento JP 2005-366465
<151> 20-12-2005

<160> 76

<170> PatentIn versién 3.3
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<210> 1

<211> 1577

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (24)..(1520)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (24)..(71)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (72)..(1520)

<400> 1
cagggccagg aggaggagat gcc atg acc ctc att ctc aca agc ctg ctc ttc 53
Met Thr Leu Ile Leu Thr Ser Leu Leu Phe
- =15 -10

ttt ggg ctg agc ctg g?c CCC agg acc cgg gtg cag gca gaa aac cta 101
Phe Gly Leu Ser Leu Gly Pro Arg Thr Arg val Gln Ala Glu Asn Leu

-5 -1 1 5 10
CCC aaa ccc atc ctg tgg gcc gag cca g?t ccc gtg atc ac¢c tgg cat. 149
Pro Lys Pro Ile Leu Trp Ala Glu Pro Gly Pro val Ile Thr Trp His

15 20 25
aac ccc gtg acc atc tgg tgt cag g?c acc ctg gag gcc cag g?g tac 197
Asn Pro val Thr Ile Trp Cys Gln Gly Thr Leu Glu Ala Gln Gly Tyr
30 35 40
cgt ctg gat aaa gag g?a aac tca atg tcg agg cac ata tta aaa aca 245
Arg Leu Asp Lys Glu Gly Asn Ser Met Ser Arg His Ile Leu Lys Thr
45 50 55

ctg gag tct gaa aac aag gtc aaa ctc tcc atc cca tcc atg atg tgg 293
Leu Glu Ser Glu Asn Lys Vval Lys Leu Ser Ile Pro Ser Met Met Trp

60 ' 65 70
gaa cat gca g?g cga tat cac tgt tac tat cag agc cct gca g?c tgg 341
Glu His Ala Gly Arg Tyr His Cys Tyr Tyr Gln Ser Pro Ala Gly Trp
75 80 85 90
tca gag ccc agc gac ccc ctg gag ctg gtg gtg aca gcc tac agc aga 389
Ser Glu Pro Ser Asp Pro Leu Glu Leu val val Thr Ala Tyr Ser Arg

95 100 105

CCC acc ctg tcc gca ctg cca agc cct gtg gtg acc tca gga gtg aac 437

Pro Thr Leu Ser Ala Leu Pro Ser Pro val val Thr ser Gly val Asn

38



gt
va

att
Ile

cac
His
155

ttc
Phe

cca
Pro

oty

acc
Thr

atc
Ile
235

cct
Pro

agc
Ser

cac
H1s

ctg
Leu

&ty
315

tgg
Trp

cccC
Pro

Glu

tgc
Cys

acc
Thr

gag
Glu
140

aac
Asn

agc
Ser

tac
Tyr

gt
va

ccc
Pro
220

aga
Arg

sty

cct
Pro

aac
Asn

atc
Ile
300

CcCC
Pro

gac
Asp

ccg
Pro

ttc
Phe

tac
Tyr

ctc
Leu
125

gaa
Glu

cat
His

aac
Asn

gt
va

tct
Ser
205

oty

tac
Tyr

cgg
Arg

gt
va

gtc
val
285

gca
Ala

acg
Thr

ccg
Pro

ttg
Leu

ccc
Pro
365

3ty

110

€gg
Arg

aty
3ty

agg
Arg
tgg
Trp
190

agg
Arg

Glu

act
Thr

cag
Gln

agc
Ser
270

tcc
Ser

iy

gt
va

atg
Met

cgt
Ar
35

atg
Met

tca
Ser

tgt
Cys

gac
Asp

aag
Lys

ggt
175

tcg
Ser

aag
Lys

aat
Asn

ctg
Leu

ccc
Pro
255

cgc
Arg

tcc
Ser

cag
Gln

acc
Thr

ttc
Phe
335

ctg
Leu

agt
Ser

cgce
Arg

gcc
Ala

cac
His

ttc
Phe
160

aca
Thr

Glu

ccc
Pro

ctg
Leu
tac
Tyr
240
cag

Gln

tcc
Ser

atc
Ile

tca
Ser
320

act
Thr

aga
Arg

cct
Pro

agce
Ser

tca

Ser

agg
Arg
145

cag
Gln

ttc
Phe

CCC
Pro

tcc
Ser

acc
Thr
225

aag
Lys

gct
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp

tct
Ser
305

ety

ttcC
Phe

tca
Ser

gt
va

tcc
Ser
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cgg
Ar
13
ctc
Leu

gcc
Ala

aga
Arg

agt
Ser

ctc
Leu
210

ctc
Leu

Glu
&y

sty

tcg
ser
290

gac
Asp

Glu

ctt
Leu

atg
Met

acc
Thr
370

aac
Asn

115
ctg
Leu

tcc
Ser

ctg
Leu

tgc
Ccys

gac
Asp
195

ctg
Leu

cag
Gln

3ty

ctc
Leu

&1y
275

gcc
Ala

aga
Arg

aag
Lys

ctg
Leu

tac
Tyr
355

tca
Ser

cCC
Pro

ety

tag
Trp

ttc
Phe

tac
TYyr
180
ccc

Pro

acc
Thr

tgt
Cys

gcc
Ala

tcc
Ser
260

cag
G1In

CCC
Pro

ccc
Pro

gt
Va

acc
Thr
340

sty

gcc
Ala

tac
Tyr

ctg
Leu

acc
Thr

ccc
Pro
165

3ty

ctg
Leu

ctg
Leu

ety

gat
Asp
245

cag
Gln

tac
Tyr

agt
ser

tcc
ser

acc
Thr
325

aag
Lys

gct
Ala

cac
His

ctg
Leu

39

oty

ctg
Leu
150

atg
Met

tat
Tyr

cag
Gln

cag
Gln

tct
Ser
230

oty

gcc
Ala

aga
Arg

gac
Asp

ctc
Leu
310

ctg
Leu

Glu

cat
His

gcg
Ala

ctg
Leu

agg
Arg
135

aac
Asn

sty

gaa
Glu

cta
Leu

ggc
G?y
215
gat
Asp

ctc
Leu

aac
Asn

tgc
Cys

ccc
Pro
295

tca
ser

ctg
Leu

oty

aag
Lys

oty
375

tct
Ser

120

ttc
Phe

tca
Ser

CCC
Pro

aac
Asn

ctg
Leu
200

cct
Pro

gtc
val

ccc
Pro

ttc
Phe

tac
Tyr
280
ctg

Leu

gt
va

tgt
Cys

gca
Ala

tac
Tyr
360

acc
Thr

cac
H1s

act
Thr

cac
His

ctg
Leu

aac
Asn
185

gt
Va

gtc
val

oty

cag
GlIn

acc
Thr
265

3ty

gac
Asp

cag

Gln

cag
Glin

gcce
Ala
345

cag
Gln

tac
Tyr

CcCC
Pro

ctg
Leu

caa
Gln

acc
Thr
170

acc
Thr

tca
Ser

gt
Va

tac
Tyr

cgc
Ar
25

ctg
Leu

gca
Ala

atc
Ile

ccg
Pro

tca
Ser
330

cat
His

gct
Ala

agg
Arg

agt
Ser

485

533

581

629

677

725

773

821

869

917

965

1013

1061

1109

1157

1205

1253



gag
Glu
395

gca
Ala

aca
Thr

ttc
Phe

Ccca
Pro

aga

Ar
475

380

cCcC
Pro

caa
Gln

gt
va

ctc
Leu

agg
Ar
46

gt

g va

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

1y
445

tgc
Cys

Vaf

Glu

aag
Lys

aat
Asn
430

att
Ile

agc
Ser

gag
Glu

ctc
Leu

tca
Ser
415

ctc
Leu

ctg
Leu

cag
Gin

cct
Pro

gt
va
400

gat
Asp

atc
Ile

tta
Leu

gag
Glu

tag
Trp
480

385

gtc
val

tcc
ser

cgc
Arg

ttt
Phe

gca
Ala
465

gaa
Glu
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tca
Ser

aag
Lys

atg
Met

gag
Glu
450

aac
Asn

cag
Gln

aly

act
Thr

&ty
435

gct
Ala

agc
Ser

atc
Ile

gca
Ala

gcc
Ala
420

gt
va

cag
Gln

aga
Arg

act
Thr
405

cca
Pro

gct
Ala

cac
His

aag
Lys

390

gag
Glu

cac
His

oty

agc
Ser

gac
Asp
470

acc
Thr

ctc
Leu

ttg
Leu

cag
GlIn
455

aat
Asn

ctc
Leu

cag
Gln

gtc
val
440

aga
Arg

gca
Ala

aat
Asn

gat
Asp
425

ctg
Leu

agc
Ser

cccC
Pro

tgatgatctg aggaggttct

ggaagactgg ggcagcagtt ggggaagtgt ctgctga

<210>2
<211> 499

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Thr Leu Ile

Pro

Ala

Cys

Asn

val

65

His

Leu

-15

Arg

Glu

Gln

Ser

50

Lys

Cys

Glu

Thr

Pro

Gly

35

Met

Leu

Tyr

Leu

Arg

Gly

20

Thr

Ser

Ser

TYyr

val
100

Leu

val

Pro

Leu

Arg

Ile

Gln

85

val

Thr

Gln

val

Glu

Pro
70

Ser

Thr

Ser
-10
Ala
Ile
Ala
Ile
55

Ser

Pro

Ala

Leu

Glu

Thr

Gln

40

Leu

Met

Ala

Tyr

Leu

Asn

Trp

25

Gly

Lys

Met

Gly

Ser
105

Phe
Leu
10

His
Tyr
Thr
Trp
Trp
90

Arg

40

Phe
Pro
Asn
Arg
Leu
Glu
75

ser

Pro

Gly
Lys
Pro
Leu
Glu
60

His
Glu

Thr

Leu

Pro

val

Asp

45

Ser

Ala

Pro

Leu

Ser

Ile

Thr

30

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser
110

Leu

Leu

15

Ile

Glu

Asn

Arg

Asp

95

Ala

cca
Pro
410

tac
Tyr

ctg
Leu

ccc
Pro

ttc
Phe

Gly

Trp

Trp

Gly

Lys

Leu

1301
1349
1397
1445
1493
1540

1577



Pro

Ser

Arg

Gln

Phe

Pro

Ser

Thr

225

Lys

Ala

Tyr

Trp

Ser

305

Gly

Phe

Ser

val

ser

Arg

Leu

Ala

Arg

Ser

Leu

210

Leu

Glu

Gly

Gly

Ser

290

Asp

Glu

Leu

Met

Thr
370

Pro
115
Leu
Ser
Leu
Cys
Asp
Leu
Gln
Gly
Leu
Gly
Ala
g
Lys
Leu

Tyr

355

Ser

val

Gly

Trp

Phe

Tyr

Pro

Thr

Cys

Ala

Ser

260

Gln

‘Pro

Pro

val

Thr

340

Gly

Ala

val

Leu

Thr

Pro

165

Gly

Leu

Leu

Gly

Asp

245

Gln

Tyr

Ser

Ser

Thr

325

Lys

Ala

His

Thr

Gly

Leu

150

Met

Tyr

Gln

Gln

Ser

230

Gly

Ala

Arg

Asp

Leu

310

Leu

Glu

His

Ala

Ser

Arg

Asn

Gly

Glu

Leu

Gly

Asp

Leu

Asn

Cys

Pro

295

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly
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Ser
Pro
Ash
Leu
200
Pro
val
Pro
Phe
Tyr
280
Leu
val
Cys
Ala
Tyr

360

Thr

val

Thr

His

Leu

Asn

185

val

val

Gly

Gln

Thr

265

Gly

Asp

Gln

Gln

Ala

345

Gln

Tyr

Asn

Leu

Gln

Thr

170

Thr

Ser

val

Tyr

Ar

25

Leu

Ala

Pro

Ser

330

His

Ala

Arg

41

val

Ile

His

Thr

Glu
140

Asn

155 |

Phe
Pro
Gly
Thr
Ile
235
Pro
Ser
His

Leu

Trp
Pro
Glu

Cys

Ser

Tyr

val

Pro

220

Arg

Gly

Pro

Asn

Ile

300

Pro

Asp

Pro

Phe

Tyr

Leu

125

Glu

His

Asn

val

Ser

205

Gly

Tyr

Arg

val

val

285

Ala

Thr

Pro

Leu

Pro

365

Gly

Arg

Gly

Gly

Arg

Arg

Glu

Thr

Gln

Ser

270

Ser

Gly

val

Met

Ser

Cys

Asp

Lys

Gly

Ser

Lys

Asn

Leu

Pro

255

Arg

Ser

Glin

Thr

Phe

335

Leu

Ser

Arg

Ala
His
Phe
160
Thr
Glu
Pro
Leu
Tyr
240
Gin
Ser
Glu
Ile
Ser
320
Thr
Arg

Pro

Ser
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Ser Asn Pro Tyr Leu Leu Ser His Pro Ser Glu
385 390 395

val Ser Gly Ala Thr Glu Thr Leu Asn Pro Ala
405 410

Ser Lys Thr Ala Pro His Leu GIn Asp Tyr Thr
420 425

Arg Met Gly val Ala Gly Leu val Leu Leu Phe
435 440

Phe Glu Ala Gln His Ser Gln Arg Ser Pro Pro
450 455

Ala Asn Ser Arg Lys Asp Asn Ala Pro Phe Arg
465 470 475

Glu Gln Ile

<210> 3
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 3
ctccaacccce tacctgetgtc 21

<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 4
ttcccaaggce tccaccactct 21

<210>5
<211> 23
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 5
cctcaatcca gcacaaaaga agt 23

<210>6
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

42

Pro

Gln

val

Leu

Leu

Lys

Glu

Gly

Cys

val

Glu

Lys

Asn

430

Ile

Ser

Glu

Leu

Ser

415

Leu

Leu

GlIn

Pro

val

400

Asp

Ile

Leu

Glu

Trp
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<400> 6
cggatgagat tctccactgt gtaa 24

<210>7
<211> 18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400>7
ccacccatgg caaattcc 18

<210>8
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 8
tgggatttcc attgatgaca ag 22

<210>9
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400>9
cagggccagg aggaggagat g 21

<210> 10
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 10
tcagcagaca cticcccaact 21

<210> 11
<211> 105
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 11

ccgctcgaga tgaccctcat tctcacaage ctgctcttct ttgggctgag cctgggcegat

tacaaggatg acgacgataa gcccaggacc cgggtgcagg cagaa

<210> 12
<211> 31
<212> ADN

43

60
105
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<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 12
ctagactagt tcagatctgt tcccaaggct ¢ 31

<210> 13
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 13
ccgctcgaga tgaccctcat tctcacaage 30

<210> 14
<211> 55
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 14
ctagactagt tcacttatcg tcgtcatect tgtaatcgat ctgttcccaa ggete . 55

<210> 15

<211> 313

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (7)..(267)

<400> 15

cccaag atg att cca gca gtg gtc ttg ctc tta ctc ctt ttg gtt gaa
Met Ile Pro Ala val val Leu Leu Leu Leu Leu Leu Val Glu
1

5

GIn Ala Ala Ala Leu

caa gca gcg gcc ctg g?a gag cct cag ctc tgc tat atc
Gly GI1

15 20

atc
Ile

aag
Lys

&

ctg
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

gtt
val

aag
Lys
80

ttt
Phe

caa
Gln

tac
Tyr
65

cat
His

ctg
Leu

gt
va
50

acg
Thr

gag
Glu

tat
Tyr
35

cga
Arg

Ty

aaa
Lys

sty

aag
Lys

ctg
Leu

cca
Pro

att
Ile

gca
Ala

agc
Ser

cca
Pro
85

gtc
val

gct
Ala

acc
Thr
70

cag
GlIn

tattcttctt tggcttctygg ttcttc

<210> 16

ctc
Leu

ata
Ile
55

agg
Arg

tag

acc ctc ctc
Thr Leu Leu
40

acc agc tat
Thr Ser Tyr

aac cag gag
Asn GIn Glu

u Pro Gln Leu gys Tyr Ile
5

tac
Tyr

gag
Glu

act
Thr
75

ctg
Leu

tgt
Cys

aaa
Lys
60

tac
Tyr

gat
Asp

cga
Arg
45

tca
Ser

gag
Glu

ctttagaata gatgcggtca

44

gcc
Ala
30

ctg
Leu

gat
Asp

act
Thr

48

96

144

192

240

287

313
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<211> 86

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met ITle Pro Ala val val Leu Leu Leu LSu Leu
1 5 1

Ala Ala Leu SAy Glu Pro Gln Leu %gs Tyr Ile

Phe Leu ggr Gly Ile val Leu Zgr Leu Leu Tyr

Gln gg] Arg Lys Ala Ala g}e Thr Ser Tyr Glu

Tyr Thr Gly Leu Ser Thr Arg Asn Gln Glu Thr
65 70 75

His Glu Lys Pro ggo Gln

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 17
cccaagatga ttccagcagtg 21

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 18
ggaagaacca gaagccaaag a 21

<210> 19
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 19
ccgctcgaga tgattccage agtggtcttg 30

<210> 20
<211> 61
<212> ADN
<213> Attificial

45

Leu

Leu

Cys

val

Asp

Arg

45

Ser

Glu

Glu

Ala

30

Leu

Asp

Thr

Gln Ala
15

Ile Leu
Lys Ile

Gly val

Leu Lys
80
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<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 20
ctagactagt ctacagatcc tcttcagaga tgagtttctg ctcctgtggt ggtttctcat

g

<210> 21
<211> 23
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> una secuencia peptidica sintetizada de manera artificial

<400> 21
gys Ser GIn Glu é]a Asn Ser Arg Lys ,i\gp Asn Ala Pro Phe ?gg val

val Glu Pro 12'6p Glu GIn Ile

<210> 22
<211> 31
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 22
ccgcetecgaga tgacccccat cetcacggtc ¢ 31

<210> 23
<211> 55
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 23
ctagactagt tcacttatcg tcgtcatcct tgtaatcect cccggetgea tettg 55

<210> 24

<211> 1425

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1425)

<400> 24

46

60
61



atg
Met

CcCC
Pro

gct
Ala

tgt
Cys

aaa
Lys
65

cag
Gln

tgt
Cys

gag
Glu

ccc
Pro

tca
Ser
145

gaa
Glu

tgg
Trp

tac
Tyr

cccC
Pro

tca
Ser
225

acc
Thr

acc
Thr

agg
Arg

gag
Glu

cag
Gln
50

tca
Ser

ttc
Phe

cag
Gln

ctg
Leu

agc
Ser
130

cag
Gln

cac
His

gcc
Ala

agg
Arg

agt
Ser
210

ctc
Leu

ctc
Leu

cccC
Pro

acc
Thr

cca
Pro
35

oy

gca
Ala

cccC
Pro

tac
Tyr

gt
va
115

cct
Pro

gt
Va

cca
Pro

atc
Ile

tgc
Cys
195

gat
Asp

tca
Ser

cag
Gln

atc
Ile

cac
His
20

aly

agc
Ser

tcc
Ser

atc
Ile

tac
Tyr
100

gt
vVa

gt
va

gca
Ala

caa
Gln

ttc
Phe
180

tat
Tyr

ctc
Leu

gt
va

tgt
Cys

ctc
Leu

gt
Va

tct
Ser

ctt
Leu

tgg
Trp

cca
Pro
85

agc
Ser

aca
Thr

gt
Va

ttt
Phe
cgc
Ar

165
tcc

Ser

gct
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

gtc
val

acg
Thr

cag
Gln

gt
va

cag
GlIn

gtt
val
70

tcc
Ser

cac
His

ety

acc
Thr

gac
Asp
150

ctg

g Leu

gt
va

tat
Tyr

gag
Glu

cca
Pro
230

tct
Ser

gtc
val

gca
Ala

atc
Ile

gct
Ala
55

aga
Arg

atc
Ile

aat
Asn

gcc
Ala

tta

Leu
135

oty

aac
Asn

oty

gac
Asp

ctc
Leu
215

oty

gat
Asp

ES 2526079 T3

ctg
Leu

oty

atc
Ile
40

gag
Glu

cgg
Arg

acc
Thr

cac
H1s

tac
TYyr
120

oty

ttc
Phe

tcc
Ser

cccC
Pro

tcg
Ser
200

ctg
Leu

cct
Pro

gtc
val

atc
Ile

cac
His
25

cag
Gln

Glu

ata
Ile

tgg
Trp

tca
Ser
105

agc
Ser

sty

att
Ile

C@.t
H1s

gt
va
185

aac
Asn

gtc
val

atg
Met

3ty

tgt
Cys
10

ctc
Leu

oty

tac
Tyr

caa
Gln

gaa
Glu
90

tca
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

ctg
Leu

tcc
ser
170

agc
Ser

tct
Ser

cca
Pro

gt
Va

tac
Tyr

47

ctc
Leu

cCC
Pro

agt
Ser

cat
His

gag
Glu
75

cac
His

Glu

cccC
Pro

gt
va

tgt
Cys
155

C@t
H1s

ccg
Pro

cCccC
Pro

oty

gcc
Ala
235

gac
Asp

sty

aag
Lys

cct
Pro

cta
Leu
60

cct
Pro

gca
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

acc
Thr
140

aag
Lys

gcc
Ala

agt
Ser

tat
Tyr

gtt
val
220

cct
Pro

aga
Arg

ctg
Leu

CcCccC
Pro

gt
va
45

tat
Tyr

47

ety

agt
Ser

ctc
Leu
125

ctc
Leu

gaa
Glu

cgt
Arg

cgc
Arg

gt
va
205

tct
Ser

oty

ttt
Phe

agt
Ser

acc
Thr
30

acc
Thr

agg
Arg

aag
Lys

cgg
Arg

gac
Asp
110
tca
Ser

cag
Gln

gga
G?y
999
2ty
agg
Ar

19

tag

Trp

aag
Lys

gtt
val

ctg
Leu
15

ctc
Leu

ctc
Leu

gaa
Glu

aat
Asn

tat
Tyr
95

cCcC
Pro

gct
Ala

tgt
Cys

gaa
Glu

tag
Trp
175

tgg
Trp

tct
Ser

aag
Lys

agc
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly

tgg
Trp

agg
Arg

aac
Asn

ggc
G?y
80

cac
His

ctg
Leu

ctg
Leu

gtc
val

gat
Asp
160
tcc

Ser

tcg
Ser

cta
Leu

cca
Pro

ctg
Leu
240

tat
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



aag
Lys

gct
Ala

cac
H1s

tgg
Trp
305

tat
Tyr

sty

ttc
Phe

tca
Ser

gt
va
385

tcc
Ser

gtc
val

ctc
Leu

ctg
Leu

o1y
465

gag
Glu

sty

&1y
290

tcg
Ser

gac
Asp

aag
Lys

ctt
Leu

gag
Glu
370

acc
Thr

aac
Asn

tca
Ser

atc
Ile

cta
Leu
450

agg
Arg

<210> 25

<211> 474
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25
Met Thr Pro Ile Leu Thr val

1

ety

ctc
Leu
275

sty

gcc
Ala

aga
Arg

aac
Asn

ctg
Leu
355
cac
His

tca
Ser

cCccC
Pro

gca
Ala
cgc
Ar

435
ttt
Phe

gat
Asp

gaa
Glu
260

tcc
Ser

cag
Gln

ccc
Pro

CcccC
Pro

gt
va
340

acc
Thr

caa
Gln

gcc
Ala

tac
Tyr

tcc
ser
420

atg

g Met

tac
Tyr

245
cgt
Arg

cag
GlIn

tac
Tyr

agt
Ser

tct
Ser
325

acc
Thr

aag
Lys

gct
Ala

cac
His

ctg
Leu
405

cta
Leu

S

gct
Ala

aag
Lys

5

gac
Asp

gcc
Ala

aga
Arg

gac
Asp
310
ctc
Leu

ctg
Leu

Glu

cag
Gln

gt
va
390

ctg
Leu

sty

gt
va

cag
GlIn

gat
Asp
470

ttc
Phe

aac
Asn

tgc
Cys
295

CCC
Pro

tcg
Ser

ctg
Leu

oty

cag
GlIn
375

o1y

tct
Ser
caa
GlIn

gct
Ala

cac

His
455

gac
Asp

ES 2526079 T3

ctc
Leu

ttc
Phe
280

tac
Tyr

ctg
Leu

gt
va

tgt
Cys

gca
Ala
360

aac
Asn

acc
Thr

ctc
Leu

cac
H1s

ggc
G?y
440
agc

Ser

gac
Asp

cag
Gln
265

acc
Thr

agt
Ser

gac
Asp

cag
Gln

cag
Gln
345

ety

cag
GIn

tac
TYr

CcCC
Pro

ccc
Pro
425

ttg
Leu

cag
Gln

gat
Asp

250

cgc
Arg

ctg
Leu

gca
Ala

atc
Ile

ccg
Pro
330

tca
Ser

cat
H1s

gct
Ala

aga
Arg

agt
Ser
410

cag
Gln

gtc
val

aga
Arg

aag
Lys

cct
Pro

&ty

cac
H1s

ctg
Leu
315

gtc
val

cgg
Arg

CccC
Pro

gaa
Glu

tgc
Cys
395

gac
Asp

gat
Asp

ctg
Leu

agc
Ser

tga

ggt
Gly

cct
Pro

aac
Asn
300

atc
Ile

CcCC
Pro

31y

cCa
Pro

ttc
Phe
380

tac
Tyr

ccc
Pro

tac
TYyr

gt
va

cta
Leu
460

tgg
Trp

gt
vVa
285

ctc
Leu

aca
Thr

aca
Thr

cag
Gln

ctg
Leu
365

cgc
Arg

agc
ser

ctg
Leu

aca
Thr

gtc
val
445

caa
Gln

cag
GlIn
270

agc
Ser

tcc
Ser

ety

gta
val

ttc
Phe
350

cat
His

atg
Met

tca
Ser

gag
Glu

gt
Va
430

ctc
Leu

gat
AsSp

255

cccC
Pro

CCC
Pro

tcc
Ser

cag
GlIn

gcce
Ala
335

cac
His

ctg
Leu

ggt
Gly

ctc
Leu

ctc
Leu
415

gag
Glu

oty

gca
Ala

cag
Gln

tcc
Ser

Glu

ttc
Phe
320

cca
Pro

act
Thr

aga
Arg

Ccct

Pro -

agc
Ser
400

gt
va

aat
Asn

att
Ile

gcc
Ala

Leu Ile Cys Leu Gly Leu Ser Leu Gly
10 15

48

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1425



Pro

Ala

Cys

Lys

GIn

Cys

Glu

Pro

Ser

145

Glu

Trp

Tyr

Pro

Ser

225

Thr

Lys

Ala

Arg
Glu
Gln
50

Ser
the
Gln
Leu
Ser
130
Gln
His
Ala
Arg
Ser
210
Leu
Leu

Glu

Gly

Thr

Pro

35

Gly

Ala

Pro

Tyr

val

115

Pro

val

Pro

Ile

Asp

Ser

Gln

Gly

Leu
275

His

20

Gly

Ser

Ser

Ile

Tyr

100

val

val

Ala

Gln

Phe

180

Tyr

Leu

val

Cys

Glu

260

Ser

val

Ser

Leu

Trp

Pro

85

Ser

Thr

val

Phe

Ala

Leu

Gln

val

245

Arg

Gln

Gln

val

GlIn

val

70

Ser

His

Gly

Thr

Asp

Leu

val

Tyr

Glu

Pro

230

Ser

Asp

Ala

Ala
Ile
Ala
55

Arg
Ile
Asn
Ala
Leu
135
Gly
Asn
Gly
Asp
Leu
215
Gly
Asp

Phe

Asn

ES 2526079 T3

Gly
Ile
40

Glu
Arg
Thr
His
Tyr
120
Gly
Phe
Ser
Pro
ser
200
Leu
Pro
val

Leu

Phe
280

His
25

Gln
Glu
Ile
Trp
Ser
105§
Ser
Gly
Ile
His
val
185
Ash
val
Met
Gly
Gln

265

Thr

Leu

Gly

Tyr

Gln

Glu

90

Ser

Lys

Asn

Leu

Ser

170

Ser

Ser

Pro

val

Tyr

250

Arg

Leu

49

Pro

Ser

His

Glu

75

His

Glu

Pro

val

Cys

155

His

Pro

Pro

Gly

Ala

235

Asp

Pro

Gly

Lys
Pro
Leu
60

Pro
Ala
Tyr
Thr
Th r‘y

140

Lys

Ser
Tyr
val
220
Pro
Arg

Gly

Pro

Pro

val

45

Tyr

Gly

Gly

Ser.

Leu

125

Leu

Glu

Arg

Arg

val

205

Ser

Gly

Phe

Trp

val
285

Thr
30

Thr
Arg
Lys
Arg
Asp
110
Ser
Gln

Gly

Gly

Trp
Lys
Glu
val
Gln

270

Ser

Leu
Leu
Glu
Asn
Tyr
95

Pro
Ala
Cys
Glu
Trp
Trp
Sér
Lys
Ser
Leu
255

Pro

Pro

Trp

Arg

Asn

Gly

80

His

Leu

Leu

val

Ser

Leu

Pro

Leu

240

Tyr

Gln

Ser



10

His

Tyr

Gly

Phe

Ser

val

385

Ser

val

Leu

Leu

Gly
465

<210>

<211> 1953
<212> ADN

Gly
Ser
Asp
Lys
Leu
Glu
370
Thr
Asn
Sér
Ile
Leu
450

Arg

26

Gly

Ala

Arg

Asn

Leu

355

His

Ser

Pro

Ala

Arg

Phe

Asp

Gln

Pro

Pro

val

340

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

420

Met

Glu

Tyr

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1953)

<400>

26

atg acc ccc
Met Thr Pro

1

CCcC cgg acc
Pro Arg Thr

atc
Ile

cac
His
20

Tyr Arg

Ser Asp
310

Ser Leu
325

Thr Leu
Lys Glu
Ala Gln

His val
390

Leu Leu
405

Leu Gly
Gly val
Ala Gln

Lys Asp
4

ctc acg
Leu Thr
5

gtg cag
val Gln

Cys

295

Pro

Ser

Leu

Gly

Gln

375

Gly

Ser

Gln

Ala

His

455

Asp

gtc
val

gca
Ala

ES 2526079 T3

Tyr
Leu
val
Cys
Ala
360
Asn
Thr
Leu
His
Gly

Ser

Asp

ctg
Leu

sty

Ser

Asp

Gln

Gln

345

Gly

Gln

Tyr

Pro

Pro

425

Leu

Gln

Asp

atc
Ile

cac
His
25

Ala

Ile

Pro

330

Ser

His

Ala

Arg

Ser

410

GlIn

val

Arg

Lys

tgt
Cys
10

ctc
Leu

50

His Asn Leu Ser Ser Glu
300

Leu Ile Thr Gly Gln Phe
315 320

val Pro Thr val Ala Pro
335

Arg Gly GIn Phe His Thr
350

Pro Pro Leu His Leu Arg
365

Glu Phe Arg Met Gly Pro
380

Cys Tyr Ser Ser Leu Ser
395 400

Asp Pro Leu Glu Leu Vval
415

Asp Tyr Thr val Glu Asn
430

Leu val val Leu Gly Ile
445

Ser Leu Gln Asp Ala Ala
460

ctc ggg ctg agt ctg g?c
Leu Gly Leu Ser igu Gly

CCC aag cccC acc ctc tgg
Pro Lys Pro Thr Leu Trp
30

48

96



gct
Ala

tgt
cys

aaa
Lys
65

3Ty

cgc
Arg

CcCcC
Pro

gcc
Ala

tgt
Cys
145

gaa
Glu

tcg
Ser

tgg
Trp

tct
Ser

aag
Lys
225

acc
Thr

ctg
Leu

cccC
Pro

cgc
Arg

Glu

cag
Gln
50

aca
Thr

cag
Gln

tgt
Cys

ctg
Leu

cag
Gln
130

gac
Asp

gat
Asp

tcc
Ser

tgg
Trp

cta
Leu
210

cca
Pro

ctg
Leu

tat
Tyr

cag
Gln

tcc
Ser
290

cca
Pro
35

a1y

gca
Ala

ttc
Phe

tac
Tyr

gag
Glu
115

CcCC
Pro

tca
Ser

cgc
Arg

tac
Tyr
195

cCcc
Pro

tca
Ser

act
Thr

aag
Lys

gct
Ala
275

tac
Tyr

&ty

oty

CcCC
Pro

CcCC
Pro

tat
Tyr
100
ctg
Leu

agc
ser

cag
Gln

cac
H1s

gcc
Ala
180

agg
Arg

agt
Ser

ctc
Leu

ctg
Leu

gac
As
260

sty

G?y

tct
Ser

cag
Gln

tgg
Trp

atc
Ile
85

oty

gt
vVa

CcCC
Pro

gt
vVa

cca
Pro
165

atc
Ile

tgc
Cys

gat
Asp

tca
Ser

cag
GlIn
245

p oty

ctc
Leu

ggc
Gly

gt
vVa

gag
Glu

att
Ile
70

cca
Pro

agc
Ser

gt
vVa

gt
va

gca
Ala
150

caa
Gln

ttc
Phe

tat
Tyr

ctc
Leu

gt
va
230

tgt
Cys

tcc
Ser

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr
55

aca
Thr

tcc
Ser

gac
Asp

aca
Thr

gt
Va
135

ttt
Phe

tgc
Cys

tcc
Ser

gct
Ala

ctg
Leu
215

cag
Gln

3ty

cgt
Arg

cag
Gln

tac
Tyr
295
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acc
Thr
40

cag
Gln

<99
Arg

atc
Ile

act
Thr

Q?a
Gly
120
aac
Asn

gat
Asp

ctg
L.eu

gt

Va

tat
Tyr
200
gag
Glu

cca
Pro

tct
Ser

gac
Asp

gcc
Ala
280

aga
Arg

cag
Gln

gag

atc
Ile

acc
Thr

gca
Ala
105

gcc
Ala

tca
Ser

aac
Asn

Q?C
Gly
185
gac
Asp

ctc
Leu

W

gat
Asp

ttc
Phe
265

aac
Asn

tgc
Cys

3ty

tac
Tyr

cca
Pro

tag
Trp
90

ety

tac
Tyr

ttc
Phe

tcc
Ser
170

cCC
Pro

tcg
Ser

ctg
Leu

cct
Pro

gct
Ala
250

ctt
Leu

ttc
Phe

tac
Tyr

51

agt
Ser

cgt
Arg

cag
Gln
75

gaa
Glu

cgc
Arg

atc
Ile

sty

att
Ile
155

cag
Gln

gt
Va

aac
Asn

gtc
val

atc
Ile
235

ggc
Gly

cag
Gln

acc
Thr

ggt
Gly

cct
Pro

cta
Leu
60

gag
Glu

cat
His

tca
Ser

aaa
Lys

aat
Asn
140

ctg
Leu

cCcC
Pro

agc
Ser

tct
Ser

cta
Leu
220

gt
vVa

tac
Tyr

ctc
Leu

ctg
Leu

gca
Ala
300

gt
va
45

tat
Tyr

ctt
Leu

gca
Ala

ccc
Pro
125

gta
val

tgt
Cys

cat

His

ccg
Pro

ccc
Pro
205

&ty

gcc
Ala

aac
Asn

gct
Ala

31y
285

cac
His

acc
Thr

aga

Arg

gt
va

o1y

agc
Ser
110

acc
Thr

acc
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

agt
Ser
190

tat
Tyr

gtt
val

cct
Pro

aga
Arg

&ty
270

cct
Pro

aac
Ash

ctc
Leu

gaa
Glu

aag
Lys

cgg
Arg
95

agt
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

cgt
Arg
175

cgc
Arg

gag

tct
Ser

Glu

ttt
Phe
255

gca
Ala

gt
va

ctc
Leu

agg
Arg

aag
Lys

aag
Lys
80

tat
Tyr

gac
Asp

tca
Ser

cag
Gln

oy
160

&ty

agg
Arg

tgg
Trp

aag
Lys

gag
Glu
240

gtt
val

cag
Gln

agc
Ser

tcc
Ser

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912



tcc
Ser
305

cag
Gln

gcc
Ala

caa
Gln

cta
Leu

&y
385

cag
Gln

ctc
Leu

CcCC
Pro

tcg
Ser

atc
Ile
465

ctc
Leu

aga
Arg

aca
Thr

gaa
Glu

gt
va
545

ac
Thr

ttc
Phe

tca
ser

act
Thr

aga
Arg
370

cct
Pro

agc
Ser

gt
va

acc
Thr

gat
Asp
450

ttg
Leu

atc
Ile

aag
Lys

gac
Asp

gaa
Glu
530

gag
Glu

tat
Tyr

tgg
Trp

tat
Tyr

ttc
Phe
355

tca
Ser

gt
va

tcc
Ser

gtc
val

tcc
Ser
435

CcCC
Pro

gt
va

ctc
Leu

gct
Ala

aga
Arg
515

aac
Asn

atg

gcc
Ala

tcg
Ser

gac
Asp

gag
Glu
340

ctt
Leu

acg
Thr

acc
Thr

aaa
Lys

tca
Ser
420

aca
Thr

cag
Gln

gcc
Ala

cga
Arg

gat
Asp
500

oty

ctc
Leu

gac
Asp

Glu

gcc
Ala

aga
Arg
325

aac
Asn

ctg
Leu

tac
Tyr

tca
Ser

ccc
Pro
405

gga
Gly

tct
Ser

agt
Ser

gtc
Va]

cat
His
485

ttc
Phe

ctg
Leu

tat
Tyr

act
Thr

gt
va
565

ccc
Pro
310

gtc
val

gt
va

acc
Thr

caa
Gln

gcc
Ala

1390

tac
Tyr

ccg
Pro

3ty

ggt
Gly

atc
Ile
470

cga
Arg

caa
Gln

cag
Gln

gct
Ala

cgg
Arg

550

aaa
Lys

agc
ser

tcc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

tct
ser
375

cat
His

ctg
Leu

tct
Ser

cct
Pro

ctg
Leu
455

cta
Leu

cgt
Arg

cat
His

tgg
Trp

gcc
Ala
535

agc
ser

cac
H1s
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gac
Asp

ctc
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
360

caa
Gln

gcg
Ala

ctg
Leu

gag
Glu
440

ety

ctg
Leu

cag
Gln

cct
Pro

adg
Arg

520

gt
va

cca
Pro

tcc
Ser

CCC
Pro

tcg
Ser

ctg
Leu
345

3ty

aaa
Lys

oty

act
Thr

ggc
G?y
425
gac
Asp

agg
Arg

ctc
Leu

3ty

gca
Ala
505

tcc
Ser

aag
Lys

cac
His

aga
Arg

ctg
Leu

gt
va
330

tgt
Cys

gca
Ala

tac
Tyr

acc
Thr

cac
H1s
410

ccc
Pro

cag
Gln

cac
H1s

ctc
Leu

aaa
Lys
490

ety

agc
Ser

cac
His

gat
Asp

cct
Pro
570

52

gac
Asp
315

cag
Gln

cag
Gln

gct
Ala

cag
GlIn

tac
Tyr
395

CcCcC
Pro

agc
Ser

CCcC
Pro

ctg
Leu

ctc
Leu
475

cac
His

gct
Ala

cca
Pro

aca
Thr

gaa
Glu
555

agg
Arg

atc
Ile

ccg
Pro

tca
Ser

gat
Asp

gct
Ala
380

agg
Arg

agt
Ser

tcc
Ser

ctc
Leu

oty
460

ctc
Leu

tag
Trp

gt
va

gct
Ala

cag
GlIn
540

gac
Asp

aga
Arg

ctg
Leu

&ty

cag
Gln

gac
Asp
365

gaa
Glu

tgc
Cys

gac
Asp

ccg
Pro

acc
Thr
445

gtt
val

ctc
Leu

aca
Thr

2ty

gcc
Ala
525

cct
Pro

CCC
Pro

Glu

atc
Ile

CCC
Pro

ety
350

cCa
Pro

ttc
Phe

tac
Tyr

CCC
Pro

aca
Thr
430

CcCcC
Pro

gt
Va

ctc
Leu

tcg
Ser

cca
Pro
510

gat
Asp

gca
Ala

ac
Thr
335

tgg
Trp

tgg
Trp

cccC
Pro

aty

ctg
Leu
415

aca
Thr

acc
Thr

atc
Ile

ctc
Leu

acc
Thr
495

gag
Glu

cC
g1a

gat
Asp

gca
Ala

gcc
Ala
575

aly

320 -

gt
va

atg
Met

cgt
Arg

atg
Met

tca
Ser
400

gag
Glu

3ty

3ty

ttc

Phe
480

cag
Gln

CcCC
Pro

cag
Gln

3ty

gt
va
560

tct
Ser

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728



cct cct tcc cca
Pro Pro Ser Pro
580

gcg gaa gag gac
Ala Glu Glu Asp
595

ccc cag gat gt
Pro Gln Asp va
610

aag gca act gag
Lys Ala Thr Glu
625

ccc age atc tac
Pro Ser Ile Tyr

<210> 27

<211> 650

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Thr Pro Ile
1

Pro Arg Thr His
20

Ala Glu Pro Gly
35

Cys GlIn Gly Gly
50

Lys Thr Ala Pro
Gly Gln Phe Pro
Arg Cys Tyr Tyr

Pro Leu Glu Leu
115

Ala Gln Pro Ser
130

Cys Asp Ser Gln

ctg
Leu

agg
Arg

acc
Thr

cct
Pro

gcc
Ala
645

Leu

val

Ser

Gln

Trp

Ile

85

Gly

val

Pro

val

tct
Ser

cag
Gln

tac
Tyr

cct
Pro
630

act
Thr

Thr

Gln

val

Glu

Ile

70

Pro

Ser

val

val

Ala
150

oty

atg
Met

gcc
Ala
615

cca
Pro

ctg
Leu

val
Ala
Ile
Thr
55

Thr
Ser
Asp
Thr
val

135

Phe
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gac
Asp
600

cag
Gln

tcc
ser

cc
gla

Leu

Gly

Thr

40

Gln

Arg

Ile

Thr

Gly

Asn

Asp

ttc
Phe
585

act
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile

Ile

His

25

Gln

Glu

Ile

Thr

Ala

105

Ala

Ser

Gly

ctg
Leu

Glu

cac
His

cac
His
650

Gly
Tyr
Pro
Trp
90

Gly
Tyr

Gly

Phe

53

gac
Asp

gct
Ala

agc
Ser

31y
635

tag

Leu
Pro
Ser
Arg
GlIn
75

Glu
Arg
Ile

Gly

Ile
155

aca
Thr

Ala
ttg

Leu
620

cCccC
Pro

Gly

Lys

Pro

Leu

60

Glu

His

Ser

Lys

Asn

140

Leu

aag
Lys

gca
Ala
605

acc
Thr

tct
ser

Leu

Pro

val

45

TYr

Leu

Ala

Glu

Pro

125

val

Cys

gac
AsSp
590

tct
Ser

ctt
Leu

cca
Pro

Ser
Thr
30

Thr
Arg
val
Gly
Ser
110
Thr

Thr

Lys

aga
Arg

aga
Arg

gct
Ala

Leu

15

Leu

Leu

Glu

Lys

Arg

95

Ser

Leu

Leu

Glu

cag
Gln

gcc
Ala

cgq
Arg

gt
va
640

Gly

Trp

Arg

Lys

Tyr

Asp

Ser

Gln

Gly

1776

1824

1872

1920

1953



Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

225

Thr

Leu

Pro

Arg

Ser

305

Gln

Ala

Gln

Leu

Gly

Gln

Leu

Asp

Ser

Trp

Leu

210

Pro

Leu

Tyr

GlIn

Ser

290

Glu

Phe

Ser

Thr

Ar

37

Pro

Ser

val

Glu

Arg

Tyr

Pro

Ser

Thr

Lys

Ala

275

Tyr

Trp

Tyr

Gly

Phe

355

Ser

val

Ser

val

His

Ala

180

Arg

Ser

Leu

Leu

260

Gly

Gly

Ser

Asp

Glu

340

Leu

Thr

Thr

Lys

Ser
420

Pro

165

Ile

Cys

Asp

Ser

Gln

245

Gly

Leu

Gly

Ala

Ar

32

Asn

Leu

Tyr

Ser

Pro

405

Gly

Gln

Phe

Tyr

Leu

val

230

Cys

Glu

Ser

Gln

Pro

310

val

val

Thr

Gln

Ala

390

Tyr

Pro

Cys
Ser
Ala
Leu
215
Gln
Gly
Arg
Gln
Tyr
295
Ser
Ser
Thr
Lys
Ser
375

Leu

Ser

ES 2526079 T3

Leu

val

Pro

Ser

Asp

Ala

280

Arg

Asp

Leu

Leu

Glu

360

Gln

Ala

Leu

Gly

Asn
Gly
Asp
Leu
Gly
Asp
Phe
265
Asn
Cys
Pro
Sér
Leu
345
Gly
Lys
Gly

Thr

Gly

Ser

170

Pro

Ser

Leu

Pro

Ala

250

Leu

Phe

Tyr

Leu

val

330

Cys

Ala

Tyr

Thr

His

410

Pro

54

Gln

val

Asn

val

Ile

Gly

Gln

Thr

Gly

Asp

315

Gln

GIn

Ala

Gln

Tyr

Pro

Ser

Pro
Ser
Ser
Leu
220
val
Tyr
Leu
Leu
Ala
300
Pro
Ser
Asp
Ala
380
Arg

Ser

Ser

His

Pro

Pro

205

Gly

Ala

Asn

Ala

Gly

His

Leu

Gly

Gln

Asp

365

Glu

Cys

Asp

Pro

Ala

Ser

190

Tyr

val

Pro

Arg

Asn

Ile

Pro

Phe

Tyr

Pro

Thr
430

Arg

Arg

Glu

Ser

Glu

Phe

255

Ala

val

Leu

Ala

Thr

335

Trp

Trp

Pro

Gly

Leu

415

Thr

Gly

Arg

Trp

Lys

Glu

240

val

GlIn

Ser

Ser

Met
Arg
Met
ser
400

Glu

Gly



10

Pro

Ser

Ile

465

Leu

Arg

Thr

Glu

val

545

Thr

Pro

Ala

Pro

Lys

625

Pro

<210>

<211> 1347
<212> ADN

Thr

Leu

Ile

Lys

Asp

Glu

530

Glu

Tyr

Pro

Glu

Gln

610

Ala

Ser

28

Ser

435

Pro

val

Leu

Ala

Met

Ala

Ser

Glu

595

Asp

Thr

Ile

Thr
GIn
Ala
Arg
500
Gly
Leu
Asp
Glu
Pro
580
Asp
val

Glu

Tyr

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<2225 (1)..(1347)

<400>

28

ser

Ser

val

His

485

phe

Leu

Tyr

Thr

val

565

Leu

Arg

Thr

Pro

Ala
645

Gly

Gly

Ile

470

Arg

Gln

Gln

Ala

Ar

55

Lys

Ser

Gln

Tyr

Pro

630

Thr

Pro

Leu

455

Leu

Arg

His

Trp

Ala

535

Ser

His

Gly

Met

Ala

615

Pro

Leu
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Glu
440
Gly
Leu
Gln
Pro
Ar

52

val
Pro
Ser
Glu
600
Gln

Ser

Ala

AsSp
Arg
Leu
Gly
Ala
505

Ser

Lys

Arg

Phe

GlIn

His

Leu

Lys

Gly

Ser

His

Asp

Pro

570

Leu

585

Thr

Leu

Gln

Glu

His

Glu

His
650

55

Pro
Leu
Leu
475
Ala
Pro
Thr
Glu
5

Arg
Asp
Ala
Ser

Gly

Leu
Gly
Leu
Trp
val
Ala
Gln
540
Asp
Arg
Thr
Ala
Leu

620

Pro

Thr

445

val

Leu

Thr

Gly

Ala

525

Pro

Pro

Glu

Lys

Ala

605

Thr

Ser

Pro

val

Leu

Ser

Pro

510

Asp

Glu

Gln

Met

590

Ser

Leu

Pro

Thr

Ile

Leu

Thr

495

Glu

Ala

Asp

Ala

Ala

575

Arg

Glu

Arg

Ala

Gly

Gly

Phe

480

Gln

Pro

Glin

Gly

val

560

Ser

Gln

Ala

Arg

val
640



atg
Met

cccC
Pro

gct
Ala

tgt
Cys

agc
Ser
65

gce
Ala

cgc
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln
145

gcc
Ala

cag
Gln

tac
Tyr

ccc
Pro

a4g9g
Ar

225
cag
Gln

cac
H1s

atc
Ile

agg
Arg

Glu

cag
Gln

50

cca
Pro

aga
Arg

tgt
Cys

Glu

ccg
Pro
130

tca
Ser

Ca_.t
H1s

gct
Ala

agg
Arg

agt
Ser
210

CCC

g Pro

cccC
Pro

tgg
Trp

ccc
Pro

acc
Thr

cca
Pro
35

oty

gca
Ala

ttc
Phe

tac
Tyr

ctg
Leu
115
agt
Ser

cgg
Arg

ccc
Pro

gaa
Glu

tgc
Cys
195

gac
Asp

tca
Ser

ctc
Leu

Glu

acc
Thr

gac
Asp
20

5Ty

acc
Thr

cccC
Pro

tcc
Ser

tat
Tyr
100

gt
va

cct
Pro

agc
Ser

cta
Leu

ttc
Phe
180

ttc
Phe

cccC
Pro

cCccC
Pro

atg
Met

gta
val
260

ttc
Phe

atg
Met

tct
Ser

ctg
Leu

tgg
Trp

atc
Ile
85

cgc
Arg

atg
Met

ctt
Leu

cca
Pro

ctg
Leu
165

CCC
Pro

agc
ser

ctg
Leu

aca
Thr

cct
Pro
245

ctg
Leu

acg
Thr

cag
Gln

gt
va

gag
Glu

gac
Asp
70

CcCa
Pro

agc
Ser

aca
Thr

gt
va

atg
Met
150

Ca_.t
H1s

atg
Met

tca
Ser

Glu

agg
Ar
23

aca
Thr

atc
Ile

gct
Ala

gca
Ala

atc
Ile

gct
Ala
5S

aga
Arg

tcc
Ser

cct
Pro

ety

acc
Thr
135

gac
Asp

ctg
Leu

agt
Ser

cac
H1s

ctc
Leu
215

tcc
Ser

oty

oty
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ctg
Leu

3ty

agc
Ser
40

cgg
Arg

cag
GlIn

atg
Met

gta
val

gcc
Ala
120

tca
Ser

act
Thr

aga
Arg

cct
Pro

3Ty
200

ata
Ile

gtc
val

tca
Ser

gtc
val

ctc
Leu

ccc
Pro
25

tgg
Trp

aac
Asn

aca
Thr

ggc
105

tac
Tyr

sty

ttc
Phe

tca
Ser

gt
va
185

ttc
Phe

gtc
val

tca
Ser

gtc
val

ttg
Leu
265

tgc
Cys
10

ctc
Leu

3ty

tac
Tyr

cca
Pro

gag
Glu
90

tgg
Trp

agt
Ser

aag
Lys

ctt
Leu

gag
Glu
170

acc
Thr

tcc
Ser

tca
Ser

aca
Thr

ccc
Pro
250

gt
vVa

56

ctc
Leu

ccc
Pro

aac
Asn

cgt
Arg

ctg
Leu
75

gac
Asp

tca
Ser

aaa
Lys

agc
Ser

ctg
Leu
155

cac
H1s

tca
Ser

cac
His

sty

gct
Ala
235

cac
H1s

gtc
val

oty

aaa
Lys

tct
Ser

ctg
Leu
60

gag
Glu

tat
Tyr

cag
Gln

cccC
Pro

gt
va
140

atc
Ile

ety

gt
va

tac
Tyr

tcc
Ser
220

gca
Ala

agt
Ser

tcc
Ser

ctg
Leu

CcCC
Pro

gt
va
45

gat
Asp

cCC
Pro

gca
Ala

CCC
Pro

acc
Thr
125

acc
Thr

aag
Lys

gct
Ala

cac
His

ctg
Leu
205

ttg
Leu

aly
S

atc
Ile

agt
Ser

acc
Thr
30

acc
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

sty

agt
Ser
110

ctt
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

cag
Gln

o1y
190

ctg
Leu

Glu

cct
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu
270

ctg
Leu
15

ctc
Leu

atc
Ile

Glu

‘aac

Asn

aga
Arg
95

gac
Asp

tca
Ser

ctg
Leu

cgg
Arg

cag
Gln
175

3ty

tca
ser

ggt
Gly

Glu

aga
Arg
255

ctt
Leu

oty

tag
Trp

tag
Trp

gaa
Glu

aag
Lys
80

tac
Tyr

CcCcC
Pro

gcc
Ala

tgt
Cys

gca
Ala
160

cac
H1s

acc
Thr

cac
H1s

CcCC
Pro

gac
Asp
240

agg
Arg

ctc
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



ES 2526079 T3

tcc ctc ctc ctc ttc ctc ctc ctc caa cac tgg cgt cag g?a aaa cac 864
Ser Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu Gln His Trp Arg Gln Gly Lys His
275 280 285

agg aca ttg gcc cag aga cag gct gat ttc caa cgt cct cca g?g gct 912
Arg 535 Leu Ala Gln Arg ggg Ala Asp Phe Gln ég Pro Pro Gly Ala

gcc gag cca gag ccc aag gac g?g g?c cta cag agg agg tcc agc cca 960
Ala Glu Pro Glu Pro Lys Asp Gly Gly Leu Gln Arg Arg Ser Ser Pro
305 310 315 320

gct gct gac gtc cag gga gaa aac ttc tgt gct gcc gtg aag aac aca 1008
Ala Ala Asp val g;g Gly Glu Asn Phe ggg Ala Ala val Lys ggg Thr

cag cct gag gac g?g gtg gaa atg gac act cgg cag agc cca cac gat 1056
Gln Pro Glu gzg Gly val Glu Met %2? Thr Arg Gln Ser ggg His Asp

gaa gac ccc cag gca gtg acg tat gcc aag gtg aaa cac tcc aga cct 1104
Glu Asp Pro GIn Ala val Thr Tyr Ala Lys val Lys His Ser Arg Pro
355 360 365
agg aga gaa atg gcc tct cct ccc tcc cca ctg tct g?g gaa ttc ctg 1152
Gly

Arg Arg Glu Met Ala Ser Pro Pro Ser Pro Leu Ser Glu Phe Leu
37 375 380

gac aca aag gac aga cag gca gaa gag gac aga cag atg gac act gag 1200
Asp Thr Lys Asp Arg GIn Ala Glu Glu Asp Arg Gln Met Asp Thr Glu
385 390 395 400

gct gct gca tct gaa gcc ccc cag gat gtg acc tac gcc cgg ctg cac 1248
Ala Ala Ala Ser Gég Ala Pro GIn Asp Xio Thr Tyr Ala Arg hgg His
4

agc ttt acc ctc aga cag aag gca act gag cct cct cca tcc cag gaa 1296
Ser Phe Thr ng Arg GIn Lys Ala Tgr Glu Pro Pro Pro s§6 Gln Glu
4 425 4

g?g gcc tct cca gct gag ccc agt gtc tat gcc act ctg gcc atc cac 1344
Gly Ala Sgg Pro Ala Glu Pro 225 val Tyr Ala Thr hsg Ala Ile His
4

taa 1347
<210> 29
<211> 448
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29
qet Ile Pro Thr Phe Thr Ala Leu Leu Cys Leu Gly Leu Ser Leu Gly

Pro Arg Thr Asp Met GIn Ala Gly Pro Leu Pro Lys Pro Thr Leu Trp
20 25 30

Ala Glu Pro Gly Ser val Ile Ser Trp Gly Asn Ser val Thr Ile Trp
35 40 45

Cys GIn Gly Thr Leu Glu Ala Arg Glu Tyr7Arg Leu Asp Lys Glu Glu
50 55 60

57



sSer
65

Ala
Arg
Leu
Leu
Gln
145
Ala
Gln
Tyr
Pro
Arg
Gln
His
Ser
Arg
Ala

305

Ala

Pro

Arg

Cys

Glu

Pro

130

Ser

His

Ala

Arg

Ser

210

Pro

Pro

Trp

Leu

Thr

290

Glu

Ala

Ala

Phe

Tyr

Leu

115

Ser

Arg

Pro

Glu

Asp

Ser

Leu

Glu

Leu

275

Leu

Pro

Asp

Pro

Ser

Tyr

100

val

Pro

Ser

Leu

Phe

180

Phe

Pro

Pro

Met

val

260

Leu

Ala

Glu

val

Trp

Ile

85

Arg

Met

Leu

Pro

Leu

165

Pro

Ser

Leu

Thr

Pro

245

Leu

Phe

Gln

Pro

Gln
325

Asp
70

Pro
Ser
Thr
val
Met
150
His
Met

Ser

Glu

Ile
Leu
Arg

Lys
310

Gly

Arg

Ser

Pro

Gly

Thr

135

Asp

Leu

Ser

His

Leu

215

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

295

Asp

Glu
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Gln
Met
val
Ala
120
Ser
Thr

Arg

Pro

val
Ser
val
Leu
280
Ala

Gly

Asn

Asn

Thr

Tyr

Gly

Phe

Ser

val

185

Phe

val

Ser

val

Leu

265

Gln

Asp

Gly

Phe

Pro

Glu

90

Trp

Ser

Lys

Leu

Glu

170

Thr

Ser

Ser

Thr

Leu

75

Asp

Ser

Lys

Ser

Leu

155

His

Ser

His

Gly

Ala

235

Pro

250

val

His

Phe

Leu

330

58

His

val

Trp

Gln

GlIn

315

Ala

Glu

Tyr

Gln

Pro

val

140

Ile

Gly

val

Tyr

Ser

220

Ala

Ser

Ser

Arg

Ar

30

Arg

Ala

Pro
Ala
Pro
Thr
125
Thr
Lys
Ala
His
Leu
205
Leu
Gly
Gly
Ile
Gln
285
Pro

Arg

val

Lys

_G'Iy

ser

110

Leu

Leu

Glu

Gln

Gly

Leu

Glu

Pro

Leu

Leu

270

Gly

Pro

Ser

Lys

Asn

Arg

95

Asp

Ser

Leu

Arg

Gln

175

Gly

Ser

Gly

Glu

Arg

Leu

Lys

Gly

Ser

Asn
335

Tyr
Pro
Ala
Cys
Ala
160
His
Thr
His
Pro
240
Arg

Leu

His

Pro
320

Thr
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35

40

ES 2526079 T3

Gln Pro Glu Asp Gly val Glu Met Asp Thr Arg
340 345

Glu Asp Pro GIn Ala val Thr Tyr Ala Lys val
355 360

Arg Arg Glu Met Ala Ser Pro Pro Ser Pro Leu
370 375

Asp Thr Lys Asp Arg GIn Ala Glu Glu Asp Arg
385 390 395

Ala Ala Ala Ser Glu Ala Pro Gln Asp val Thr
405 410

Ser Phe Thr Leu Arg GIn Lys Ala Thr Glu Pro
420 425

Gly Ala Ser Pro Ala Glu Pro Ser val Tyr Ala
435 440

<210> 30
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 30
ccatagttcc attttacagt tacc 24

<210> 31
<211>20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 31
gggaccaagg gatagacaga 20

<210> 32
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 32
tccagagtic caggtcaagg tcac 24

<210> 33
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

59

Gln

Lys

Ser

380

Gln

Tyr

Pro

Thr

Ser

His

365

Gly

Met

Ala

Pro

Leu
445

Pro

350

Ser

Glu

Asp

Arg

Ser

430

Ala

His

Arg

Phe

Thr

Leu

415

Gln

Ile

Asp

Pro

Leu

Glu

400

His

Glu

His
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ES 2526079 T3

<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 33
gccagtggat agaccgatgg 20

<210> 34
<211> 36
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<220>

<221> modified_base
<222> (24)..(25)
<223> |

<220>

<221> modified_base
<222> (29)..(30)
<223> |

<220>

<221> modified_base
<222> (34)..(35)
<223> |

<400> 34
ggccacgegt cgactagtac gggnngggnn gggnng 36

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 35
ggccacgcegt cgactagtac 20

<210> 36
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 36
ttcactgcca tcaatcttcc actt 24

<210> 37
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Una secuencia de cebador sintetizada de manera artificial

<400> 37
gatggataca gttggtgcag ¢ 21

<210> 38
<211> 408

60



10

15

20

<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(408)

<220>
<221> si_peptide
<222> (1)..(54)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (55)..(408)

<400> 38

atg
Met

ctg
Leu

tct
Ser
15

agt
Ser

gag
Glu

tct
Ser

ttc
Phe

tac
Tyr
95

sty

aga
Arg

tct
Ser
-1

cag
Gln

gat
Asp

tag
Trp

ctc
Leu

ttc
Phe
80

tgt
Cys

acc
Thr

<210> 39
<211> 136

<212> PRT

gt
Va

gat
Asp
1

tct
Ser

tat
Tyr

atg
Met

aaa
Lys
65

ctg
Leu

gca
Ala

tca
Ser

ctg
Leu
-15

gt
va

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc
G?y
50

agt

Ser

cag
Gln

aga
Arg

gtc
val

<213> Mus musculus

<400> 39

att
Ile

cag
Gln

tcc
Ser

tagg
Trp
35

tac
Tyr

cga
Arg

ttg
Leu

tct
Ser

acc
Thr
115

ctt
Leu

ctt
Leu

ctc
Leu
20

aac
Asn

ata
Ile

atc
Ile

aat
Asn

ccc
Pro
100

gtc
val

ttg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp

agc
Ser

tct
Ser

tct
Ser
85

cct
Pro

tcc
Ser

ES 2526079 T3

tgg
Trp

Glu

tgc
Cys

atc
Ile

tac
Tyr

atc
Ile
70

gt
va

tac
Tyr

tca
Ser

ctg
Leu
-10

tcg
Ser

act
Thr

cgg
Arg

agt
Ser
55

act
Thr

act
Thr

tat
Tyr

ttc
Phe

oty

gtc
val

cag
Gln
40

ggt
Gly

cga
Arg

act
Thr

gct
Ala

61

aca
Thr

cct
Pro

act
Thr
25

ttt
Phe

agc
Ser

gac
Asp

Glu

atg
Met
105

gcc
Ala

aly
10
ey

cca
Pro

act
Thr

aca
Thr

gac
Asp
90

gac
Asp

ttt
Phe

ctg
Leu

tac
TYyr

ety

agc
Ser

tcc
Ser
75

aca
Thr

tac
Tyr

cct
Pro
-5

gt
va

tca
Ser

aac
Asn

tac
TYyr
60

aag
Lys

gcc
Ala

tgg
Trp

2ty

aaa
Lys

atc
Ile

daa
Lys
45

aac
Asn

aac
Asn

aca
Thr

&y

atc
Ile

cct
Pro

acc
Thr
30

ctg
Leu

cca
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

caa
Gln
110

48

96

144

192

240

288

336

384

408
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15

20

Met val Leu

Arg
-15

Ser val

-1

Leu Asp
1

Ser Gln Ser Leu

15

Ser Asp Tyr Ala

Glu Trp Met Gly

50

Ser Leu Ser

Phe Gln

80

Phe Leu

Tyr Ala

95

Cys Arg

Gly Thr Ser val

<210> 40

<211> 381

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(381)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(60)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (61)..(381)

<400> 40

atg gag
Met Glu

aca cat
Thr His

oty
-1

oty

g?t gtt

gaa
y val

Glu

aca tca

gta
Thr Ser

val
15

Ile
Gln
Ser
Trp
35

Tyr
Arg
Leu

Ser

Thr
115

tct
Ser

gac
Asp
1

gac
Asp

Leu

Leu

Leu
20

Asn

Ile

Ile

Asn

Pro
100

val

cag
Gln
-15

att
Ile

agg
Arg

Leu
GIn
Thr
Trp
Ser
Ser
Ser
85

Pro

Ser

gtc
val

gt

va

gtc
val

ES 2526079 T3

Leu phe Thr

-10

Trp.

Glu Ser Gly Pro

Thr val Thr

25

Cys

GIn Phe

40

Ile Arg

Ser Gly

55

Tyr sSer

Ile Thr Arg Asp
70

val Thr Thr Glu

Tyr Tyr Ala Met

105

Ser

ttt
Phe

tac
Tyr

gta

atg
val

Met
-10

tct
Ser

acc
Thr

atg
Met

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

agc
ser
20

tgc
Cys

62

Ala

Gly
10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp
90

Asp

ttg
Leu

cac
H1s

aag
Lys

Phe

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ser
75

Thr

Tyr

ctg
Leu

aaa
Lys

gcc
Ala
25

Pro
-5

val

Ser

Asn

Tyr

Lys

Ala

Trp

tgg
Trp

ttc
Phe
10

agt
Ser

Gly

Lys

Ile

Asn

Thr

Gly

ttg
Leu

atg
Met

cag
GlIn

Ile

Pro

Thr
30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gln
110

tct
Ser
-5

tcc
Ser

gat
Asp

48

96

144
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15

20

gt
va

aaa
Lys
45

cgc
Arg

aat
Asn

agc
Ser

<210>
<211>
<212>

ggt act
G?y Thr
30

cta ctg

Leu Leu

ttc aca
Phe Thr

gtg cag
val Gln

tat cct
Tyr Pro

95
41

127
PRT

gct
Ala

att
Ile

aTy

tct

Ser
80

ctc
Leu

<213> Mus musculus

<400>

41

Met Glu Thr His

Gly

Thr

val

Lys

Arg

Asn

Ser

<210>

<211>
<212>

val Glu

Ser val
15

Gly Thr
30

Leu Leu
Phe Thr
val Gln

Tyr Pro
95

42
414
ADN

Gly
-1

Gly
Ala
Ile
Gly
Ser
80

Leu

<213> Mus musculus

<220>
<221>
<222>

<220>

CDS
(1)..(414)

gta
val

tac
Tyr

agt
Ser
65

gaa
Glu

acg
Thr

Ser
Asp
Asp
val
Tyr
ser
65

Glu

Thr

gcc
Ala

tgg
Trp
50

oty

gac
Asp

ttc
Phe

Gln
~-15
Ile
Arg
Ala
Trp
50

Gly

Asp

Phe

tgg
Trp
35

gca
Ala

tct
Ser

ttg
Leu

&ty

val
val
val
Trp
35

Ala
Ser

Leu

Gly

ES 2526079 T3

tat
Tyr

tcc
Ser

&y
gca

Ala

gct
Ala
100

Phe
Met
Ser
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Ala
100

caa
Gln

acc
Thr

aca
Thr

gat
Asp
85

oty

val
Thr
Ile
GIn
Thr
Thr
Asp

85

Gly

cag
GIn

cgg
Arg

gat
Asp
70

tat
Tyr

acc
Thr

Tyr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

63

aaa
Lys

cac
His
S5

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

Met

-10

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

Lys

cca
Pro
40

act
Thr

act
Thr

tgt
cys

ctg
Leu

Leu

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

&ty

ey

ctc
Leu

cag
Gln

gag
Glu
105

Leu
Lys
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

caa
Gln

gtc
val

acc
Thr

caa
Gln
90

ctg
Leu

Trp

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Leu

tct
Ser

cct
Pro

att
Ile
75

tat
Tyr

aaa
Lys

Leu

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

cct
Pro

gat
Asp
60

agc
ser

agc
Ser

Ser

-5

Ser

Asp

Pro

ASp

60

Ser

Ser

192

240

288

336

381
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15

<221> sig_peptide

<2225 (1)..(57)

<220>

<221> mat_peptide
<222> (55)..(414)

<400> 42

atg
Met

gtc
val

cct
Pro
15

acc
Thr

act
Thr

tat
Tyr
95

3ty

oty

cac
H1s
-1

oty

agc
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala
80

ttc
Phe

gca
Ala

<210> 43
<211> 138

<212> PRT

tgg
Trp

tgc
Cys
1

gct
Ala

tac
Tyr

att
Ile

ttc
Phe
65

tac
Tyr

tgt
Cys

3ty

agc
Ser
-15

cag
Gln

tca
Ser

tgg
Trp

gca
Ala
50

aag
Lys

atg
Met

gca
Ala

acc
Thr

<213> Mus musculus

<400> 43
Met Gly Trp Ser

val His Cys Gln
-1 1

Pro Gly Ala Ser
15

Thr Ser Tyr Trp

tgg
Trp

gtc
val

gt
va

att
Ile
35

agg
Arg

oty

cag
Gin

aga
Arg

acg
Thr
115

Trp
val
val

Ile

gtc
val

cag
Gin

aag
Lys
20

cac
H1s

att
Ile

aag
Lys

ctc
Leu

tac
Tyr
100

gtc
val

val

Gln

Lys

His

ttt
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

tat
Tyr

gcc
Ala

agc
Ser
85

cct
Pro

acc
Thr

Phe

Leu

Leu

20

Trp

ES 2526079 T3

ctc
Leu

aag
Lys

tcc
Ser

gta
val

cct
Pro

aca
Thr
70

agc
Ser

acc
Thr

gtc
val

Leu
Lys
5

Ser

val

ttc
Phe
-10

cag
Gln

tgc
Cys

aaa
Lys

gga
G?y
55

ctg
Leu

ctg
Leu

tac
Tyr

tcc
Ser

Phe
Gln
Cys

Lys

ctc
Leu

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln
40

act
Thr

act
Thr

aaa
Lys

gac
Asp

tca
Ser
120

Leu

-10

Ser

Lys

Gln

64

ctg
Leu

gga
Gly

act
Thr
25

agg
Arg

ggt
Gly

gca
Ala

tct
Ser

tgg
Trp
105

Leu
Gly
Thr

Arg

tca
Ser

gct
Ala
10

tct
Ser

tct
Ser

agt
Ser

gac
Asp

gag
Glu
90

tac
Tyr

Ser

Ala

Ser

25

Ser

act
Thr

aaa
Lys
75

gac
Asp

ttc
Phe

Gly
Glu
10

Gly

Gly

act
Thr
-5

ctg
Leu

tac
Tyr

cag
Gln

tac
Tyr
60

tcc
Ser

tct
Ser

gat
Asp

Thr

Leu

Tyr

Gln

gca
Ala

gt
va

atc
Ile

ggc
cly
45

tac

Tyr

tcc
Ser

gct
Ala

gtc
val

Ala
-5
val

Ile

Gly

&y

agg
Arg

ttc
Phe
30

ctt
Leu

aat
Asn

agc
Ser

gtc
val

tgg
Trp
110

Gly
Arg
Phe

Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

414
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15

20

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

<210>
<211>
<212>

Trp Ile
Lys Phe
Ala Tyr
Phe Cys
95

Ala Gly
44

381
ADN

Ala

Ala

Thr

<213> Mus musculus

<220>
<221>
<222>

<220>

<221> sig_peptide

<222>

<220>

cDS
(1)..(381)

(1)..(60)

<221> mat_peptide

<222> (61)..(381)

<400>
atg
Met
-20

gcc
Ala

gt
va

att
Ile

AP
45g

agg
Arg

agt
Ser

44

gtt ttc
val Phe

tcc aga
Ser Arg

act cca
Thr Pro
15

agc aac
Ser Asn
30

ctt ctc
Leu Leu

ttc agt
Phe Ser

gtg gag
Va? Glu

aca
Thr

ggt
Gly
-1

sty

tac
Tyr

atc
Ile

Ty

act
Thr

Arg
50

Gly

Gln

Arg

Thr

cct
Pro

gat
Asp

gat
Asp

cta
Leu

aag
Lys

agt
ser
65

gaa
Glu

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

val
115

cag
Gln
-15

att
Ile

aga
Arg

cac
H1s

tat
Tyr
50

gga
Gly

gat
Asp

Tyr

Ala

Ser

Pro
100

Thr

att
Ile

gt
va

gtc
val

e
r
35

gct
Ala

tca
Ser

ttt
Phe

ES 2526079 T3

Pro
Thr

Ser
85

Thr

val

ctt
Leu

cta
Leu

agt
Ser
20

tat
Tyr

tcc
Ser

sty

Gly

Leu
70

Leu
Tyr

Ser

ety

act
Thr

ctt
Leu

caa
Gln

cag
Gln

aca
Thr

atg
Met

Thr
55

Thr

Lys

Asp

Ser

ctt
Leu

cag
Gln

tcc
Ser

caa
Glin

tcc
Ser

gat
Asp
70

tat
Tyr

65

40

45

Gly Ser Thr Tyr g5r Asn

Ala Asp Lys §§r Ser Ser

Ser Glu Asp Ser Ala val
90

Trp Tyr Phe Asp val Trp
105

atg
Met
-10

tct
Ser

tgc
Cys

daa
Lys

atc
Ile
55

ttc
Phe

ttc
Phe

ctt
Leu

cca
Pro

agg
Arg

tca
Ser
40

tct
Ser

act
Thr

tgt
Cys

ttc
Phe

gce
Ala

gcc
Ala
25

cqt
H1s

31y

ctc
Leu

caa
Gln

tgg
Trp

acc
Thr
10

agt
Ser

gag
Glu

atc
Ile

agt
Ser

cag
Gln

att
Ile

ctg
Leu

caa
Gln

tct
Ser

CcC
Pro

atc
Ile
75

agt
Ser

tca
Ser
-5

tct
Ser

agt
Ser

cca
Pro

tcc
Ser
60

aac
Asn

aac
Asn

48

96

144

192

240

288

336
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25

ES 2526079 T3

80 85 90
agc tgg ccg ctc acg ttc g?t gct g?g acc aag ctg gag ctg aaa 381
Ser Trp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
95 100 105
<210> 45
<211> 127
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 45
met val Phe Thr Pro Gln Ile Leu Gly Leu Met Leu Phe Trp Ile Ser
-20 -15 -10 -5
Ala Ser Arg Gly Asp Ile val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Igr Leu Ser
-1 1 5
val Thr Pro Gly Asp Arg val Ser‘Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
15 20 25
Ile Ser Asn Tyr Leu His Trp Tyr GIn Gln Lys Ser His Glu Ser Pro
30 35 ' 40
Arg Leu Leu Ile Lys Tyr Ala Ser GIn Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser
45 50 55 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn
65 70 75
Ser val Glu Thr Glu Asp Phe Gly Met Tyr Phe Cys GIn Gln Ser Asn
. 80 85 90
Ser Trp Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
95 100 105
<210> 46
<211> 408
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(408)
<220>
<221> sig_peptide
<2225 (1)..(54)
<220>
<221> mat_peptide
<2225 (55)..(408)
<400> 46
atg aga gt? ctg att ctt ttg tgg ctg ttc aca gcc ttt cct ggt atc 48
Met Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Ile

-15

-10

66



ctg
Leu

tct
Ser
15

agt
Ser

Glu

tct
Ser

ttc
Phe

tac
Tyr
95

oty

tct gat
ser Asp
-1 1

cag tct
Gln Ser

gat tat
Asp Tyr

tgg atg
Trp Met

ctc aaa
Leu Lys
65

ttc ctg
Phe Leu
80

tgt gca
Cys Ala

act ctg
Thr Leu

<210> 47

<211> 136
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 47

Met

Leu

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Arg val
Ser Asp
-1 1

Gln Ser
Asp Tyr
Trp Met

Leu Lys
65

Phe Leu
80

gt
va

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc
G?y
50

agt

Ser

cag
Gln

aga
Arg

gtc
val

Leu
-15

val
Leu
Ala
30’

Ser

cag
Gln

tcc
Ser

tgg
Trp
35

tac
Tyr

cga
Arg

ttg
Leu

gcc
Ala

act
Thr
115

Ile
Gln
Ser
Trp
35

Tyr

Arg

Leu

ctt
Leu

ctc
Leu
20

aac
Asn

ata
Ile

atc
Ile

aat
Asn

ctc
Leu
100

gtc
val

Leu

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Asn

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp

agc
Ser

tct
ser

tct
Ser
85

cca
Pro

tct
Ser

Leu

Gln

Thr

Trp

Ser

ser

ser
85

ES 2526079 T3

gag
Glu

tgc
Cys

atc
Ile

tac
Tyr

atc
Ile
70

gt
va

tta
Leu

gca
Ala

Trp

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

val

tcg
Ser

act
Thr

cgg
Arg

agt
Ser
55

act
Thr

act
Thr

ccc
Pro

Leu

-10

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Thr

aTy

gtc
val

cag
Glin
40

&ty

cga
Arg

act
Thr

tgg
Trp

Phe
Gly
val
Gln
40

Gly

Arg

Thr

67

cct
Pro

act
Thr
25

ttt
Phe

agc
Ser

gac
Asp
Glu
ttt

Phe
105

Thr

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Glu

oly
10
ety

cCa
Pro

act
Thr

aca
Thr

gac
Asp
90

gct
Ala

Ala
Gly
10

Gly
Pro
Thr

Thr

Asp
90

ctg
Leu

tac
Tyr

3ty

agc
Ser

tcc
Ser
75

aca
Thr

tac
Tyr

Phe
Leu
Tyr
Gly
Ser
Ser

75

Thr

gt
va

tca
Ser

aac
Asn

tac
Tyr
60

aag
Lys

gcc
Ala

tag
Trp

Pro
-5
val

Ser

Asn

Lys

Ala

aaa
Lys

atc
Ile

aaa
Lys
45

aac
Asn

aac
Asn

aca
Thr

&ty

Gly
LysS

Ile

Asn

Thr

cct
Pro

acc
Thr
30

ctg
Leu

cca
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

caa
Gln
110

Ile

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

96

144

192

240

288

336

384

408
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20

25

ES 2526079 T3

Tyr Cys Ala Arg Ala Leu Pro Leu Pro Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
95 100 105 110

Gly Thr Leu val Thr val Ser Ala

<210>
<211>

<212> ADN

48
381

<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(381)

<220>

<221> sig_peptide

<2225 (1)..(60)

<220>

<221> mat_peptide

<222 (61)..(381)

<400>
atg
Met
-20

&

aca
Thr

gt
va

aaa
Lys
45

cgc
Arg

aat
Asn

agc
Ser

<210>
<211>

<212> PRT

48

gag
Glu

gtt
val

tca
Ser

&y
30

cta
Leu

ttc
Phe

gt
va

tat
Tyr

49
127

aca
Thr

gaa
Glu

gta
val
15

act
Thr

ctg
Leu

aca
Thr

cag
Gln

cct
Pro
95

cat
H1s

oty
-1

oty

gct
Ala

att
Ile

oty

tct

Ser
80

tac
Tyr

<213> Mus musculus

<400>

49

115

tct
Ser

gac
Asp
1

gac
Asp

gta
val

tac
Tyr

agt
Ser
65

gaa
Glu

acg
Thr

cag
Gln
-15

att
Ile

agg
Arg

gcc
Ala

tgg
Trp
50

oty

gac
Asp

ttc
Phe

gtc
val

gt
va

gtc
val

tgg
Trp
35

gca
Ala

tct
Ser

ttg
Leu

g9g9a g
Gly
1

ttt
Phe

agc
ser
20

tat
Tyr

tcc
Ser

oty

gca
Ala

gta
val

acc
Thr

atc
Ile

caa
Glin

acc
Thr

aca
Thr

gat
Asp
85

0 8%

tac
Tyr

cag
Gln

acc
Thr

cag
Gln

cgg
Arg

gat
Asp
70

tat
Tyr

acc
Thr

68

atg
Met
-10

tct
Ser

tgc
Cys

aaa
Lys

cac
His
55

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

ttg
Leu

cac
H1s

aag
Lys

cca
Pro
40

act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu

ctg
Leu

aaa
Lys

gcc
Ala
25

oty

&y

ctc
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
105

tag
Trp

ttc
Phe
10

agt
Ser

caa
Gln

gtc
val

acc
Thr

caa
Gln
90

ata
Ile

ttg
Leu

atg
Met

cag
Gln

tct
ser

cct
Pro

att
Ile
75

tat
Tyr

aaa
Lys

tct
Ser
-5

tcc
Ser

gat
Asp

cct
Pro

gat
Asp
60

agc
Ser

agc
Ser

48

96

144

192

240

288

336

381



10

15

20

Met
-20
Gly
Thr
val
Lys
Arg

Asn

Ser

Glu

val

Ser

Gly

30

Leu

Phe

val

Tyr

<210> 50

<211> 1401
<212> ADN

Thr
Glu
val
15

Thr
Leu
Thr

Gln

Pro
95

<213> Artificial

<220>

His

Gly

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr

Ser
Asp
1
Asp
val
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Gln

-15

Ile

Arg

Ala

Trp

50

Gly

Asp

Phe

val

val

val

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

ES 2526079 T3

Phe

Met

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

val
Thr
Ile
Gln
Thr
Thr
Asp

85

Gly

Tyr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Met

-10

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

Lys

Leu

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada de manera artificial

<220>

<221> CDS

<222 (1)..(1398)

<220>

<221> si_peptide
<222> (1)..(54)

<220>

<221> mat_peptide
<222> (55)..(1398)

<400>
atg
Met

ctg
Leu

tct
Ser
15

agt
Ser

50
aga
Arg

tct
Ser
-1

cag
Gln

gat
Asp

gt
va

gat
Asp
1

tct
Ser

tat
Tyr

ctg
Leu
-15

gt
Va

ctg
Leu

gcce
Ala

att
Ile
cag
Gln

tce
Ser

tgg
Trp

ctt
Leu

ctt
Leu:

ctc
Leu
20

aac
Ash

ttg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp

tgg
Trp

gag
Glu

tgc
Cys

atc
Ile

ctg
Leu
-10

tcg
Ser

act
Thr

cgg
Arg

ttc
Phe

gga
Gly

gtc
val

cag
Gln

69

aca
Thr

cct
Pro

act
Thr
25

ttt
Phe

gcc
Ala

a1y
10
o1y

CcCa
Pro

Leu
Lys

Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln

Glu
105

ttt
Phe

ctg
Leu

tac
Tyr

ety

Trp

Phe
10

Ser

Gln

val

Thr

Gln
90

Ile

cct
Pro
-5

gt
Va

tca
Ser

aac
Asn

Leu

Met

GlIn

Ser

Pro

Ile
75

Tyr

Lys

ggt
Gly

aaa
Lys

atc
Ile

aaa
Lys

Ser
-5

Ser

Asp

Pro

Asp
60

Ser

Ser

atc
Ile

cct
Pro

acc
Thr
30

ctg
Leu

48

96

144

192



gag
Glu

tct
Ser

ttc
Phe

tac
Tyr
95

3ty

ttc
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

cta
Leu
175

tcc
Ser

CcCcC
Pro

aaa
Lys

ccg
Pro

tcc
Ser
255

gac
Asp

aat
Asn

gt
va

tgg
Trp

ctc
Leu

ttc
Phe
80

tgt
Cys

acc
Thr

ccC
Pro

3ty

aac
Asn
160

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser

act
Thr

tca
Ser
240

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala

gtc
val

atg
Met

aaa
Lys
65

ctg
Leu

gca
Ala

tca
Ser

ctg
Leu

tgc
Cys
145

tca
Ser

tcc
Ser

agc
Ser

aac
Asn

cac
His
225

gtc
val

acc
Thr

Glu

aag
Lys

agc
Ser

&
50

agt
Ser

cag
Glin

aga
Arg

gtc
val

gca
Ala
130

ctg
Leu

oty

tca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr
210

aca
Thr

ttC
Phe

cct
Pro

gtc
val

aca
Thr
290

gtc
val

35

tac
Tyr

cga
Arg

ttg
Leu

tct

Ser

acc
Thr
115

cCcC
Pro

gtc
val

gcc
Ala

oty

3ty
195

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

gag
Glu

aag
Lys
275

aag
Lys

ctc
Leu

ata
Ile

atc
Ile

aat
Asn

ccc
Pro
100

gtc
val

tcc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

ctc
Leu
180

acc
Thr

gt
va

cca
Pro

ttc
Phe
gtc
260
ttc
Phe

ccg
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tct
Ser

tct
Ser

85

cct
Pro

tcc

Ser

tcc
Ser

gac
Asp

acc
Thr
165

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp

ccg
Pro

ccc
Pro
245

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
val

ES 2526079 T3

tac
Tyr

atc
Ile
70

gt
va

tac
Tyr

tca
Ser

aag
Lys
tac
Tyr
150
agc

ser

tcc
Ser

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys
230

cca
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp

Glu

ctg
Leu

agt
Ser
)

act
Thr

act
Thr

tat
Tyr

gcc
Ala

agc
Ser
135

ttc
Phe

ggc
Gly

Cctc
Leu

tac
Tyr
aaa
Lys
215
cca
Pro

aaa
Lys

gt
va

tac
Tyr

gag
Glu
295

cac
His

40
&

cga
Arg

act
Thr

gct
Ala

tcc
Ser
120

acc
Thr

CCC
Pro

gt
va

agc
Ser

atc
Ile
200

gtt
val

gca
Ala

CcCccC
Pro

gt
va

gt
va
280

cag
Glin

cag
Gln

agc
Ser

gac
Asp

Glu

atg
Met
105

acc
Thr

tct
ser

gaa
Glu

cac
H1s

agc
Ser

185

tgc
Cys

cct
Pro

aag
Lys

gt
Va
265

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp

70

act
Thr

aca
Thr

gac
Asp
90

gac
Asp

aag
Lys

3ty

ccg
Pro

acc
Thr
170

gt
va

dac
Asn

CcCcC
Pro

Glu

gac
Asp
250
gac
Asp

STy

aac
Asn

tgg
Trp

agc
Ser

tcc
Ser
75

aca
Thr

tac
Tyr

oty
sty

gt
va
155

ttc
Phe

gt
Va

gt
Va

aaa
Lys

ctc
Leu
235

acc
Thr

gt
va

gt
va

agc
Ser

ctg
Leu

tac
TYyr
60

aag
Lys

gcc
Ala

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr
140

acg
Thr

ccg
Pro

acc
Thr

aat
Asn

tct
Ser
220

ctg
Leu

ctc
Leu

agc
Ser

Glu

acg
Thr
300

aat
Asn

45
aac
Asn

aac
Asn

aca
Thr

&

tcg
Ser
125

gcg
Ala

gt
va

gct
Ala

gt
va

cac
His
205

tgt
Cys

ety

atg
Met

cac
His

gt
va
285

tac
Tyr

sty

cca
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

caa
Gln
110

gtc
val

gcc
Ala

tcg
ser

gtc
val

ccc
Pro
190

aag
Lys

gac
Asp

oty

atc
Ile

gaa
Glu
270

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



10

305

gag tac aag
Glu Tyr Lys
320

aaa acc atc
Lys Thr Ile
335

acc ctg ccc
Thr Leu Pro

acc tgc ctg
Thr Cys Leu

gag agc aat
Glu Ser Asn
385

ctg gac tcc
Leu Asp Ser
400

aag agc agg
Lys Ser Arg
415

gag gct ctg
Glu Ala Leu

g?t aaa tga
Gly Lys

<210> 51
<211> 466
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

tgc
Cys

tcc
Ser

cca
Pro

gtc
val
370

oty

gac
Asp

tgg
Trp

cac
H1s

aag
Lys

aaa
Lys

tcc
Ser
355

aaa
Lys

cag
Gln

Ty

cag
Gln

aac
Asn
435

<223> Constructo sintético

<400> 51
Met Arg val

Leu Ser Asp

- 1
Ser Gln Ser
15

Ser Asp Tyr

Glu Trp Met

Eeu
val
Leu
Ala

Gly
50

Ile

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

gtc
val

gcc
Ala
340

cgg
Arg

a1y

ccg
Pro

tcc
Ser

cag
Gln
420

cac
H1s

Leu
Leu
Leu
20

Asn

Ile

tcc
Ser
325

aaa
Lys

gat
Asp

ttc
Phe

gag
Glu

ttc
Phe
405

sy

tac
Tyr

Leu
Gln
Thr
Trp

Ser

ES 2526079 T3

310

aac
Asn

sty

Glu

tat
TYyr

aac
Asn
390

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr

Trp
Glu
Cys
Ile

Tyr

aaa
Lys

cag
GlIn

ctg
Leu

ccc
Pro
375

aac
Asn

ctc
Leu

gtc
val

cag
Gln

Leu

-10

Ser

Thr

Arg

Ser
55

gcc
Ala

CCC
Pro

acc
Thr
360

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys
440

Phe

Gly

val

Gln

40

Gly

71

ctc cca
Leu Pro
330

cga gaa
Arg Glu
345

aag aac
Lys Asn

gac atc
Asp Ile

aag acc
Lys Thr

agc aag
Ser Lys
410

tca tgc
Ser Cys
425

agc ctc
Ser Leu

Thr Ala

Pro Gly
10

Thr Gly
25

Phe Pro

Ser Thr

315
gcc
Ala

CcCa
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

acC
Thg
395

ctc
Leu

tcc
Ser

tcc
Ser

Phe

Leu

Tyr

Gly

Ser

CcCC
Pro

cag
Gln

gtc
val

gt
va
380

cct
Pro

acc
Thr

gt
va

ctg
Leu

Pro

-5

val

Ser

Asn

Tyr

atc
Ile

gt
va

agc
Ser
365

gag
Glu

cccC
Pro

gt
Va

atg
Met

tct
Ser
445

Gly

Lys

Ile

Lys

Asn

Glu

tac
Tyr
350
ctg
Leu

tag
Trp

gt
va

gac
Asp

cat
His
430

ccg
Pro

Ile

Pro

Thr

30

Leu

Pro

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1401



Ser

Phe

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

val

Glu

Leu

Phe

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Lys Ser

Leu GlIn

Ala Arg

Ser val

Leu Ala

130

Cys Leu
145

Ser Gly

Ser Ser

Ser Leu

Asn Thr

210

His Thr

val phe

Thr Pro

Glu val

Lys Thr

290

Ser val
305

Lys Cys

Arg
Leu
ser
Thr
115
Pro
val
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
q]u
5%
Lys

Leu

Lys

Ile

Asn

Pro

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

val

Ser

ser

85

Pro

ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser
325

ES 2526079 T3

Ile
70

val
Tyr
Ser
Lys
Tyr
150
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
230
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu

310

Asn

Thr
Thr
Tyr
Ala
Ser
135
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys
215
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
295
His

Lys

Arg

Thr

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

val

val

280

Gln

Gln

Ala

72

Asp

Glu

Met

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Thr

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Glu

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
330

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

val

Lys

Leu

235

Thr

val

val

Ser

Leu

315

Ala

Lys
Ala
Trp
Pro
Thr
140
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
220
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
300

Asn

Pro

Asn

Thr

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Met

His

val

285

Tyr

Gly

Ile

Gln

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu



10

15

20

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

<210>
<211>

<212> ADN

Thr

Leu

Cys

Ser

Ala

Lys

52
705

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

<213> Artificial

<220>

Ser

Pro

val

370

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

GlIn

Asn
435

Ala
340

Arg
sy
Pro
Ser
GIn

420

His

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

ES 2526079 T3

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

val

Gln

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada de manera artificial

<220>

<221> CDS

<2225 (1)..(702)

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(60)

<220>

<221> mat_peptide
<222> (61)..(702)

<400>
atg
Met
-20

Y

aca
Thr

gtg

52

gag
Glu

gtt
val

tca
Ser

ggt

aca
Thr

gta
val
15

act

cat
H1s

aly
-1

gct

tct
Ser

gac
Asp
1

gac

Asp

gta

cag
Gln
-15

att
Ile

agg
Arg

gcc

gtc
val

gt
va

gtc
val

tgg

ttt
Phe

atg
Met

agc
Ser
20

tat

gta
val

acc
Thr

atc
Ile

caa

tac
Tyr

cag
Gln

acc
Thr

cag

73

atg
Met
-10

tct
Ser

tgc
Cys

aaa

ttg
Leu

cac
His

aag
Lys

CcCa

Pro

Gln

Ala

Thr
395

Leu

Ser

Ser

ctg
Leu

aada
Lys

gcc
Ala
25

999

GIn

val

val
380

Pro

Thr

val

Leu

tgg
Trp

ttc
Phe
10

agt
ser

caa

val

Ser
365

Glu

Pro

val

Met

Ser
445

ttg
Leu

atg
Met

cag
Gln

tct

Tyr
350

Leu

Trp

val

Asp

His
430

Pro

tct
Ser
-5

tcc
Ser

gat
Asp

cct

48

96

144

192



10

val

aaa
Lys
45

cgc
Arg

aat
Asn

agc
Ser

act
Thr

ttg
Leu
125

CCC
Pro

tac
Tyr

cac
H1s

gtc
val
205

<210>
<211>

<212> PRT

Gly
30

cta
Leu

ttc
Phe

gt
va

tat
Tyr

gt
va
110
aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn

agc
Ser
aaa
Lys
190
aca

Thr

53
234

Thr

ctg
Leu

aca
Thr

cag
Gln

cct
Pro
95

gct
Ala

tct
Ser

tcc
Ser

ctc
Leu
175

gtc
val

aag
Lys

<213> Artificial

<220>

Ala

att
Ile

ety

tct
Ser
80

ctc
Leu

gca
Ala

Sty

gcc
Ala

cag
Gln
160

agc
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

val

tac
Tyr

agt
Ser
65

gaa
Glu

acg
Thr

cca
Pro

act
Thr

aaa
Lys
145

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

ttc
Phe

<223> Constructo sintético

<400>

53

Met Glu Thr

-20

Ala

tag
Trp

50
3ty

gac
Asp

ttc
Phe

tct
Ser

gcc
Ala
130

gta
val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
210

His Ser Gln

-15

Trp
35

gca
Ala

tct
Ser

ttg
Leu

aty

gtc
val
115

tct
Ser

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu
195

agg
Arg

val

Gly val Glu Gly Asp Ile val
-1 1

Thr ser val Gly Asp Arg val

15

ES 2526079 T3

Tyr

tcc
Ser

oty

gca
Ala

gct
Ala
100

ttc
Phe

gtt
val

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr
180

gtc
val

Gln

acc
Thr

aca
Thr

gat
Asp
85

oty

atc
Ile

gt
va

aag
Lys

gag
Glu
165

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

GlIn

cgg
Arg

gat
Asp
70

tat
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gt
va
150

cag
Gln

agc
Ser

cat
H1s

tgc
Cys

Phe val Tyr

Met Thr Gln

5

%er Ile Thr

74

Lys

cac
H1s
55

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

ccg
Pro

ctg
Leu
135
gat
Asp

gac
Asp

daa
Lys

cag
Gln

tag

Met
-10

Ser

Cys Lys A
2

Pro
40

act
Thr

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu

cca
Pro
120

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

gca
Ala

ggc
200

Leu

His

Gly

ety

ctc
Leu

cag
GlIn

gag
Glu
105
tct
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp
185

ctg
Leu

Leu

Lys

5

Gin

gtc
val

acc
Thr

caa
Gln
90

ctg
Leu

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp
170

tac
Tyr

agc
Ser

ser

cct
Pro

att
Ile
75

tat
Tyr

aaa
Lys

ttc
Phe

caa
Glin
155

agc
Ser

tcg
Ser

Trp Leu

Phe Met

10

Ta Ser GIn

Pro

gat
Asp
60

agc
Ser

agc
Ser

cga
Arg

cag
Gln

tat
Tyr
140

tcg
Ser

acc
Thr

aaa
Lys

CCC
Pro

Ser
-5

Ser

Asp

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

705



10

15

20

val

Lys

Arg

Asnh

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

<210>

<211> 1407
<212> ADN

Gly

30

Leu

Phe

val

Tyr

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

54

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

<213> Artificial

<220>

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

Trp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Trp

35

Ala

Ser

Leu

Gly

val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

ES 2526079 T3

Tyr
Ser
Gly
Ala
Ala
100
Phe
val
Trp
Thr
Thr
180

val

Gly

Gln

Thr

Thr

Asp

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln
Arg
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
150
Gln
Ser
His

Cys

Lys

His

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada de manera artificial

<220>

<221> CDS

<2225 (1)..(1404)

<220>

<221> sig_peptide

<2225 (1)..(57)

<220>

<221> mat_peptide

<222> (55)..(1404)

75

Gly

Gly

Leu

Glin

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Gln

val

Thr

Gln

90

Leu

Asp

Asn

Leu

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

GlIn

155

Ser

Glu

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro



<400> 54

atg
Met

gtc
val

cct
Pro
15

acc
Thr

gag
Glu

gag
Glu

act
Thr

tat
Tyr
95

3ty

tcg
Ser

gcg
Ala

gt
va

gct
Ala
175

gt
va

cac
His

tgt
Cys

3ty

cac
His

oty

agc
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala
80

ttcC
Phe

gca
Ala

gtc
val

gcc
Ala

tcg
Ser
160

gtc
val

CcCC
Pro

aag
Lys

gac
Asp

tgg
Trp

tgc
Cys

gct
Ala

tac
Tyr

att
Ile

ttc
Phe
65

tac
Tyr

tgt
Cys

oty

ttcC
Phe

ctg
Leu
145

tgg
Trp

cta
Leu

tcc
Ser

cccC
Pro

daa
Lys
225

agc
ser
-15

cag
Gln

tca
Ser

tgg
Trp

gca
Ala
50

aag
Lys

atg
Met

gca
Ala

acc
Thr

ccc
Pro
130

oty

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
210

act
Thr

tgg
Trp

gtc
val

gt
va

att
Ile
35

agg
Arg

sty

cag
Gln

aga
Arg

acg
Thr
115

ctg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tcc
Ser

agc
Ser
195

aac
Asnh

cac
H1s

gtc
val

cag
Gln

aag
Lys
20

cac
His

att
Ile

aag
Lys

ctc
Leu
tac
Tyr
100
gtc
val

gca
Ala

ctg
Leu

oty

tca
Ser
180

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

ttt
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

tat
Tyr

gcc
Ala

agc
Ser
85

cct
Pro

acc
Thr

CcCcC
Pro

gtc
val

gcc
Ala
165

sTy
sty

aag
Lys

tgc
Cys

ES 2526079 T3

ctc
Lteu

aag
Lys

tcc
Ser

gta
val

cct
Pro

aca
Thr
70

agc
ser

acc
Thr

gtc
val

tcc
Ser

aag
Lys
150

ctg
Leu

ctc

Leu

acc
Thr

gt
va

cca
Pro
230

ttc
Phe
~-10

cag
Gln

tgc
Cys

aaa
Lys

gga
Gly
55

ctg
Leu

ctg
Leu

tac
Tyr

tcc
Ser

tcc
Ser
135

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
215

ccg
Pro

ctc
Leu

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln
40

act
Thr

act
Thr

aaa
Lys

gac
Asp

tca
Ser
120

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tcc
Ser

acc
Thr
200

aag
Lys

tgc
Cys

76

ctg
Leu

sty

act
Thr
25

agg
Arg

3y

gca
Ala

tct
Ser

tgg
Trp
105
gcc
Ala

agc
Ser

ttc
Phe

a1y

ctc
Leu
185

tac
Tyr

aaa
Lys

CCa
Pro

tca
Ser

gct
Ala
10

tct
Ser

tct
Ser

agt
Ser

gac
Asp

gag
Glu
90

tac
Tyr

tcc
Ser

acc

Thr

CcCccC
Pro

gt
va
170

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala

gga
Gly

Glu

oty

ety

act
Thr

aaa
Lys
75

gac
Asp

ttc
Phe

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
155

cac
Hi1s

agc
Ser

tgc
Cys

Glu

cct
Pro
235

act
Thr
-5

ctg
Leu

tac
Tyr

cag
Gln

tac
Tyr
60

tcc
Ser

tct
Ser

gat
Asp

aag
Lys

a1y
140

ccg
Pro

acc
Thr

gt
va

aac
Asn

ccc
Pro
220

gaa
Glu

gca
Ala

gt
va

atc
Ile

ggc
cly
45

tac
Tyr

tcc
Ser

gct
Ala

gtc
val

oty
125

oty

gt
va

ttc

Phe

gt
va

gt
va
205

aaa
Lys

ctc
Leu

ggt
Gly

agg
Arg

ttc
Phe
30

ctt
Leu

aat
Asn

agc
Ser

gtc
val

tgg
Trp
110
cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr

ccg
Pro

acc
Thr
190

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



10

oty

atg
Met
255

cac
Hi1s

gt
va

tac
Tyr

oty

atc
Ile
335

gt
va

agc
Ser

gag
Glu

cCC
Pro

gt
va
415

atg
Met

tct
Ser

<210>
<211>

<212> PRT

gga
240

atc
Ile

gaa
Glu

C@t
His

cgt
Arg
aag
Lys
320
gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gt
va
400

-gac

Asp

C@t
H1s

ccg
Pro

55
468

ccg
Pro

tcc
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gt
va
305

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
385

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

&

<213> Artificial

<220>

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
290

gtc
val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
370

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
450

gtc
val

acc
Thr

gag
Glu
275

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

ccc
Pro
355

ctg
Leu

aat
Asn

tcc
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
435

tga

<223> Constructo sintético

<400>

55

ttc
Phe

cct
Pro
260

gtc
val

aca
Thr

gtc
val

tgc
Cys

tcc
Ser
340

cca
Pro

gtc
val

ety

gac
Asp

tag
Trp
420

cac
H1s

ctc
Leu
245

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys
325

aaa
Lys

tcc
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
G?y
405
cag

Gln

aac
Asn

ES 2526079 T3

ttc
Phe

gtc

val

ttc
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
310

gtc
val

gcc
Ala

cgg
Arg

sty

ccg
Pro

390

tcc
Ser

cag
Gln

cac
H1s

CcccC
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgag
Ar

295
gtc
val

tcc
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

ttc
Phe
375

gag
Glu

ttc
Phe

oty

tac
Tyr

cca
Pro

tgc
Cys

1
280

gag

g Glu

ctg
Leu

aac
Asn

oty

gag
360

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr
440

aaa
Lys

gt
va
265

tac
Tyr

cac
His

aaa
Lys

cag
GlIn
345

ctg
Leu

CcCcC
Pro

aac
Asn

ctc
Leu

gtc
val
425

cag
GIn

ccc
Pro
250

gt
va

gt
va

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala
330

ccc
Pro

acc
Thr

agc
ser

tac
Tyr
tac
Tyr
410
ttc
Phe

aag
Lys

aag
Lys

gt
va

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
315

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
LysS
395

agc
Ser

tca
Ser

agc
Ser

gac
Asp

gac
Asp

oty

aac
Asn
300

tgg
Trp

cca
Pro

aac
Asn

atc
Ile
380

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

acc
Thr

gt
va

gt
va
285

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

cag
Gln
365

gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

tcc
Ser

tcc
Ser
445

ctc
Leu

agc
Ser
270

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

CcCC
Pro

cag
Gln
350

gtc
val

gt
Va

cct

Pro

acc
Thr

gt
va
430

ctg
Leu

Met Gly Trp Ser Trp val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly

77

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1407



val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ala

val

Ala

val
190

His

Cys

Gly

Met

His

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ala

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Cys

Ala

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Glin
1

Ser
Trp

Ala

Ala
Thr
Pro

Gly

CAsn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

-15

val

val

Ile

Arg

50

Gly

GlIn

Arg

Thr

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Gln

Lys

His
35

I]e_

Lys

Leu

Tyr

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Pro
100
Thr
Pro

val

Ala

Lys
Cys
Leu

Glu

ES 2526079 T3

Lys
5
ser
val
Pro
Thr
Ser
85
Thr
val
Ser
Lys
Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

GIn
Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu
Tyr
Ser
Ser
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230

Pro

Thr

-10

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Lys

Asp

Ser

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

78

Gly

Thr

Arg

40

Gly

Ala

Ser:

Trp

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

Ala

Ser

25

Ser

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Leu

Tyr

GlIn

TYyr

Ser

75

Ser

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

val

Ile

Gly

Ala

val

Gly

Gly

val

Phe

val

val

Lys

220

Leu

Thr

val

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser
val
Trp
Pro
125
Thr
Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser
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15

20

His
270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

<210>
<211>

<212> ADN

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Pro

56
705

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

<213> Artificial

<220>

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

val
275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

260

Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420

Asn

ES 2526079 T3

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Trp
Glu
295
L.eu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

Lys

GlIn

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

265

val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425

Lys

<223> Una secuencia de nucleétidos sintetizada de manera artificial

<220>

<221> CDS

<2225 (1)..(702)

<220>

<221> sig_peptide

<222> (1)..(60)

<220>

<221> mat_peptide

79

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445
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<222> (61)..(702)

<400> 56

atg
Met
-20

gcc
Ala

gt
va

att
Ile

agg
Arg
45

agg
Arg

agt
Ser

agc
Ser

act
Thr

ttg
Leu
125

cccC
Pro

oty

tac
Tyr

cac
His

gtc
val
205

gtt

ttc

aca

val Phe Thr

tcc
Ser

act
Thr

agc
Ser
30

ctt
Leu

ttc
Phe

gt
va

tgg
Trp

gt
Va
110

aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn

agc
ser

aaa
Lys
190

aca
Thr

<210> 57

<211> 234
<212> PRT
<213> Attificial

aga
Arg

cca
Pro
15

aac
Asn

ctc
Leu

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro
95

gct
Ala

tct
Ser

Glu

tcc
Ser

ctc
Leu
175

gtc
val

aag
LysS

&y
-1

oty

tac
Tyr

atc
Ile

&ty

act
Thr
80

ctc
Leu

gca
Ala

ety

gcc
Ala

cag
Gln
160

agc
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

cct
Pro

gat
Asp
1

gat
Asp

cta
Leu

aag
Lys

agt
Ser
65

gaa
Glu

acg
Thr

CcCa
Pro

act
Thr

aaa
Lys
145

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

ttc
Phe

cag
Gln
-15

att
Ile

aga
Arg

cac
His

tat
Tyr
50

oty

gat
Asp

ttc
Phe

tct
Ser

gcc
Ala
130

gta
val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
210

att
Ile

gt
va

gtc
val

tgg
Trp

35

gct
Ala

tca
Ser

ttt
Phe

ggt
Gly

gtc
val
115

tct
Ser

cag
GlIn

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu
195

agg
Arg

ES 2526079 T3

ctt
Leu

cta
Leu

agt
Ser
20

tat
Tyr

tcc
Ser

Sty

ety

gct
Ala
100

ttc
Phe

gtt
val

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr
180

gtc
val

gga
Gly

3ty

act
Thr

ctt
Leu

caa
Gln

cag
GlIn

aca
Thr

atg
Met
85

ety

atc
Ile

gt
va

aag
Lys

gag
Glu
165

ctg
Leu

ace
Thr

gag
Glu

ctt
Leu

cag
GIn

tcc
Ser

caa
Gln

tcc

Ser

gat
Asp
70

tat
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gt
va
150

cag
Gln

agc
Ser

cat
His

tgc
Cys

80

atg
Met
-10

tct
Ser

tgc
Cys

aaa
Lys

atc
Ile
55

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

ccg
Pro

ctg
Leu
135

gat
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

tag

ctt
Leu

cca
Pro

agg
Arg

tca
Ser
40

tct
Ser

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu

cca
Pro
120

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

gca
Ala

81y
200

ttcC
Phe

gcc
Ala

gcc
Ala
25

Cq.t
His

oty

ctc
Leu

caa
Gln

gag
Glu
105

tct
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp
185

ctg
Leu

tgg
Trp

acc
Thr
10

agt
Ser

Glu

atc
Ile

agt
Ser

cag
Gln
90

ctg
Leu

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp
170

tac
TYyr

agc
Ser

att
Ile

ctg
Leu

caa
Gln

tct
Ser

CCC
Pro

atc
Ile
75

agt
Ser

aaa
Lys

ttc
Phe

caa
Gln
155

agc
Ser

Glu

tcg
ser

tca
Ser
-5

tct
Ser

agt
Ser

cca
Pro

tcc
Ser
60

aac
Asn

aac
Asn

cga
Arg

cag
Gln

tat
Tyr
140

tcg
Ser

acc
Thr

aaa
Lys

CcCC
Pro

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

705
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<220>

<223> Constructo sintético

<400>

57

Met val Phe Thr Pro

-20

Ala
val
Ile
Arg
45

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

<210>
<211>

<212> PRT

Ser

Thr

Ser

30

Leu

Phe

val

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

58
6

Arg
Pro
15

Asn
Leu
Ser
G]u
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175

val

Lys

Gly
Gly
Tyr
Ile
Gly
Thr
80

Leu
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

<213> Mus musculus

Asp

1

Asp

Leu

Lys

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Gln

-15

Ile

Arg

His

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Ile

val

val

Trp

35

Ala

ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

ES 2526079 T3

Leu

Leu

ser

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Gly

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Met

85

Gly

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

81

Met

-10

Ser

Cys

Lys

Ile

35

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Arg

Ser

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

Phe

Ala

Ala

25

His

Gly

Leu

GlIn

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Trp

Thr

10

Ser

Glu

Ile

Ser

Gln
90

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ile
Leu
Gln
sSer
Pro
Ile
75

Ser
Lys
Glu
Phe
GlIn
155
ser

Ghu

Ser

Ser
-5

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Asn
Asn
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lys

Pro
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(6)

<223> CDR

<400> 58

<210> 59

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(17)

<223> CDR

<400> 59

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

Arg

<210> 60

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(9)

<223> CDR

<400> 60

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(11)

<223> CDR

<400> 61

<210> 62

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(7)

<223> CDR

<400> 62

ES 2526079 T3

Ser Asp Tyr Ala grp Asn
1

ier Pro Pro Tyr gyr‘ Ala Met Asp Tyr

Lys Ala Ser GIn Asp val Gly Thr Ala val Ala
1 5 1

82
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<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(9)

<223> CDR

<400> 63

<210> 64

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(5)

<223> CDR

<400> 64

<210> 65

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(17)

<223> CDR

<400> 65

Arg Ile Tyr Pro Gly Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 1

Gly

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(10)

<223> CDR

<400> 66

<210> 67
<211> 11
<212> PRT

Trp Ala Ser Thr Arg His Thr

1

ES 2526079 T3

5

§1n GIn Tyr Ser Ser Tyr Pro Leu Thr
5

Ser Tyr Trp Ile His
1 5

10

Tyr Pro Thr Tyr Asp Trp Tyr Phe Asp val
1 5 10

83
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60

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(11)

<223> CDR

<400> 67

<210> 68

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(7)

<223> CDR

<400> 68

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(9)

<223> CDR

<400> 69

<210> 70

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(6)

<223> CDR

<400> 70

<210> 71

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(17)

<223> CDR

<400> 71

ES 2526079 T3

Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Asn Tyr Leu His
1 10

5

Iyr Ala Ser GIn Ser Ile Ser

5

GIn Gln Ser Asn ger Trp Pro Leu Thr

%er Asp Tyr Ala grp Asn
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Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

Arg

<210> 72

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(9)

<223> CDR

<400> 72

<210>73

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(11)

<223> CDR

<400> 73

<210> 74

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(7)

<223> CDR

<400> 74

<210> 75

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(9)

<223> CDR

<400> 75

<210> 76
<211>4
<212> PRT

ES 2526079 T3

/i]a Leu Pro Leu Pro Trp Phe Ala Tyr
5

Lys Ala Ser Gln ?sp val Gly Thr Ala V(a).] Ala
1

Irp Ala ser Thr /S\rg His Thr

Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

85
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<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia peptidica sintetizada de manera artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de manera natural

<400> 76
Iyr Xaa Xaa Leu

86



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2526079 T3

REIVINDICACIONES
Anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 humano, no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e
ILT3 humano, y suprime la produccion de interferon-o (IFNo) desde células que expresan ILT7, o un
fragmento que comprende su region de union a antigeno.

Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1, en el que la célula que expresa ILT-7 es una célula
productora de interferon (IPC).

Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la célula es positiva para CD123 o positiva
para BDCA-2.

Anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la célula es negativa
para CD3, negativa para CD14, negativa para CD16, negativa para CD19, negativa para CD20 y negativa
para CD56.

Anticuerpo monoclonal segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el anticuerpo
monoclonal se produce mediante un método que comprende las siguientes etapas de:

(1) administrar a un animal no humano una célula que conserva los siguientes puntos (a) y (b) de manera
expresable:

(a) un polinucledtido exédgeno que codifica para una secuencia de aminoacidos que comprende un
dominio extracelular de ILT7 humano; y

(b) un polinucledtido exdgeno que codifica para la cadena v del receptor de Fc (FcRy);

(2) producir y seleccionar una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que se une a
ILT7 humano desde la célula productora de anticuerpos del animal no humano; y

(3) cultivar la célula asi seleccionada y recuperar un anticuerpo monoclonal del cultivo.

Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 5, en el que la célula es una célula animal; y opcionalmente
en el que la célula es una célula derivada de ser humano; y ademas opcionalmente en la que la célula
derivada de ser humano es una célula 293T.

Anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el fragmento que
comprende su region de unioén a antigeno es Fab, F(ab’)z, Fv de cadena sencilla o diacuerpo.

Método para detectar una célula productora de interferén, que comprende las etapas de:

poner en contacto el anticuerpo monoclonal segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 con una
célula de prueba; y

detectar el anticuerpo monoclonal o el fragmento que comprende su region de unién a antigeno que se une
ala célula.

Agente de supresién de interferén a (IFNa) que comprende el anticuerpo monoclonal segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7 como componente activo.
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