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DESCRIPCION
Anticuerpos de IP-10 y sus usos
Antecedentes de la invencion

La proteina inducible por Interferon gamma 10 (IP-10) (también conocida como CXCL10) es una quimiocina de
10kDa que se identifico originalmente basandose en la expresién del gen IP-10 en células tratadas con Interferon
gamma (IFN-gamma) (Luster, A.D. y col. (1985) Nature 315:672-676). IP-10 muestra homologia con proteinas que
tienen actividad quimiotactica, talescomo factor de plaquetas 4 y beta-tromboglobulina, y con proteinas que tienen
actividad mitogénica, tales como péptido activador de tejido conectivo Ill(Luster, A.D. y col. (1987) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:2868-2871). IP-10 se secreta por diversas células, incluyendo células endoteliales, monocitos,
fibroblastos y queratinocitos, en respuesta a IFN-gamma (Luster, A.D. y Ravetch, J.V.(1987) J. Exp. Med. 166:1084-
1097). También se ha mostrado que IP-10 estd presente en macréfagos dérmicos y células endoteliales en
respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) en piel humana (Kaplan, G. y col. (1987) J. Exp. Med.
166:1098-1108). Aunque originalmente se identificdé basandose en su induccién por IFN-gamma, IP-10 también
puede inducirse por IFN-alfa, por ejemplo en células dendriticas (Padovan, B. y col. (2002) J. Leukoc. Biol. 71:669-
676). La expresion de IP-10 también puede inducirse en células del sistema nervioso central, tales como astrocitos y
microglia, por estimulos tales como IFN-gamma, virus y lipopolisacarido(Vanguri, R. y Farber, J.M. (1994) J.
Immunol. 152:1411-1418; Ren, L.Q. y col. (1998)Brain Res. Mol. Brain Res. 59:256-263). La inmunobiologia de IP-
10 se revisa en, L.F y col. (1997) CytokineGrowth Factor Rev. 8:207-219.

El receptor para IP-10 ha sido identificado como CXCRS3, un receptor de siete transmembranas (Loetscher, M. y
col.(1996) J. Exp. Med. 184:963-969). CXCR3 ha mostrado que se expresa en linfocitos T activados pero no en
linfocitos T en reposos, ni en linfocitos B, monocitos o granulocitos (Loetscher, M. ycol, mencionado anteriormente).
Se ha mostrado que la expresién de CXCR3 se regula positivamente en células NK por estimulacion con TGF-beta 1
(Inngjerdingen, M. ycol. (2001) Blood97:367-375). También se han identificado otros dos ligandos para CXCR3: MIG
(Loetscher, M. ycol, mencionado anteriormente) e ITAC (Cole,K.E. ycol. (1998) J. Exp. Med. 187:2009-2021).

La unién de IP-10 con CXCR3 ha mostrado que media en la movilizacién de calcio y quimiotaxis en linfocitos T
activados (Loetscher, M. ycol., mencionado anteriormente). La quimiotaxis y movilizacion de calcio intercelular
también se inducen por unién de IP-10 con CXCR3 en células NK activadas (Maghazachi, A.A. ycol. (1997) FASEB
J. 11:765-774). Dentro del timo, se ha mostrado que IP-10 es un quimioatrayente de linfocitosT TCRaB" CD8",
linfocitos T TCRY5" y células de tipo NK (Romagnani, P. ycol.(2001) Blood 97:601-607).

IP-10 o su receptor CXCR3 ha sido identificado en diferentes afecciones inflamatorias y autoinmunes, incluyendo
esclerosis multiple(véase por ejemplo, Sorensen, T.L. ycol. (1999) J. Clin. Invest. 103:807-815), artritis reumatoide
(véase por ejemplo, Patel, D.D. ycol. (2001) Clin. Immunol. 98:39-45), colitis ulcerosa (véase,por ejemplo, Uguccioni,
M. ycol.(1999) Am. J. Pathol. 155:331-336), hepatitis (véase, por ejemplo, Narumi, S. ycol. (1997) J. Immunol.
158:5536-5544), lesion de la médula espinal (véase, por ejemplo, McTigue, D.M. ycol. (1998) J. Neurosci. Res.
53:368-376; Gonzalez ycol. 2003. Exp. Neurol. 184:456-463), lupus eritematoso sistémico (véase, por ejemplo,
Narumi, S. ycol. (2000) Cytokine 12:1561-1565), rechazo de trasplantes(véase por ejemplo, Zhang, Z. ycol. (2002) J.
Immunol, 168:3205-3212), sindrome de Sjogren(véase, por ejemplo, Ogawa, N. ycol. (2002) Arthritis Rheum.
46:2730-2741). En consecuencia, son deseables agentes terapéuticos que inhiben la actividad, en particular agentes
que son adecuados para su uso en seres humanos.

El documento WO 02/15932 desvela métodos para tratar enfermedades desmielinizantes.

Liu, M. T. et al (2001) J. Immunol. 167: 4091-4097 desvela la neutralizacion de la quimiocina CXCL10 que reduce la
invasion celular inflamatoria y desmielinizacién y mejora la funcién neurolégica en un modelo viral de esclerosis
multiple.

Carr, D. J. et al (2003) Arvo Annual Meeting Abstract desvela un anticuerpo neutralizador para la quimiocina
CXCL10 que reduce la inflamacién ocular y retarda la propagacién viral después de infeccion por VHS-1 de la
cornea.

Carr, D J et al (2003) J. Virol. 77: 10037-10046 desvela el efecto de un anticuerpo monoclonal anti-CXCL10 en
infeccidn retiniana y queratitis por virus del herpes del tipo 1.

El documento WO 01/09187 desvela anticuerpos monoclonales humanos para Her2/neu.

McKay Brown et al (1996) J. Immunol. 156: 3285-3291 desvela tolerancia a reemplazos de amino&cidos individuales,
pero no multiples, en el anticuerpo V-H CDR2.

Klein, R. S. et al (2004) J. Immunol. 172: 550-559 desvela la induccion independiente del ligando de quimiocina 10
CXC/proteina inducible por IFN 10 de la encefalomielitis autoinmunitaria experimental.
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Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales humanos aislados o partes de unién a antigeno de los
mismos, que se unen especificamente a IP-10 humana, y no reaccionan de forma cruzada con MIG humano, o ITAC
humano. Ademas, los anticuerpos inhiben la unién de IP-10 con su receptor, CXCRS3, inhiben el flujo de calcio
inducido por IP-10 en células que expresan receptor inhiben la migracion de células inducida por IP-10 (quimiotaxis).
Adicionalmente, se ha mostrado que los anticuerpos de la invencién se unen a IP-10 en secciones del cerebro de un
sujeto humano al que se ha diagnosticado esclerosis multiple.

En realizaciones preferidas de la invencion, la IP-10 humana comprende un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos como se expone en SEQ ID N° 121 [Genbank Acc. N°. NP_001556]; el CXCR3 comprende un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en SEQ ID N2 122 [Genbank Acc. N°.
NP_001495]; la IP-10 de mono Rhesus comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en SEQ ID N¢: 123 [Genbank Acc. N°. AAK95955]; la IP-10 de ratén comprende un polipéptido que tiene una
secuencia de aminodcidos como se expone en SEQ ID N 124 [GenbankAcc. N°. NP_067249]; el IMG comprende
un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en SEQ ID N2 125 [Genbank Acc. N°.
NP_002407]; y/o el ITAC humano comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en SEQ ID N2%: 126 [Genbank Acc. N°. NP_005400].

En una realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno del
mismo, en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10 y comprende una region variable de cadena
pesada que es el producto o deriva de un gen de linea germinal de V4 humano seleccionado del grupo que consiste
en un gen de Vy 3-33 humano, un gen de Vy 3-30.3 humano, un gen de Vy 5-51 humano y un gen de Vy 4-61
humano. En otra realizacién, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a
antigeno del mismo, en el que el anticuerpo se une especificamente a IP-10 y comprende una regioén variable de
cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de linea germinal de Vx humano seleccionado del grupo que
consiste en un gen de Vi A27 humano, un gen de Vi L15 humano, un gen de Vi L6 humano y un gen de Vi L18
humano. En otra realizacion mas, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a
antigeno del mismo, en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10 y comprende:

(a) una regioén variable de cadena pesada que es el producto de o derivado de un gen de linea germinal de Vy
seleccionado del grupo que consiste en un gen de Vu 3-33 humano, un gen de Vy 3-30.3 humano, un gen de Vy
5-51 humano y un gen de V4 4-61 humano; y

(b) una regién variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de linea germinal de V,
humano seleccionado del grupo que consiste en un gen de Vi A27 humano, un gen de Vx L15 humano, un gen
de Vi L6 humano y un gen de Vi L18 humano.

En una realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno del
mismo, en el que el anticuerpo comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de Vy 3-33 humano; y
(b) una region variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen Vk humano seleccionado del
grupo que consiste en un gen de Vk A27 humano, un gen de Vk L15 humano y un gen de Vk L6 humano,

en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10.

En otra realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno del
mismo, en el que el anticuerpo comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de Vy 3-30.3 humano; y
(b) una regién variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de Vk L6 humano;

en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10.

En otra realizacion mas, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno
del mismo, en el que el anticuerpo comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de Vy 5-51 humano; y
(b) una regién variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de Vk L18 humano;

en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10.

En otra realizacion mas, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno
del mismo, en el que el anticuerpo comprende:
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(a) una regién variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de Vy 4-61 humano; y
(b) una region variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de Vk A27 humano;

en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10.

En otro aspecto, la invencidon proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o parte de unién a antigeno del mismo,
que comprende una region variable de cadena pesada que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una
regién variable de cadena ligera que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDRS, en el que:

(a) la secuencia de CDRS de regién variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N2: 32, y la secuencia de CDRS3 de region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N¢: 81;

(b) la secuencia de CDRS3 de regién variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N2 24, y la secuencia de CDRS3 de region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC IDN%:73; 0

(c) la secuencia de CDRS3 de regién variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N: 28, y la secuencia de CDR3 de region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N2 77.

En una realizacién preferida, el anticuerpo monoclonal humano aislado o fragmento de unién a antigeno comprende:

(a) una CDR1 de regidn variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 9, una CDR2 de region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID N° 21, una CDR3 de regién variable de cadena pesada que
comprende SEC ID N2 32, una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2 59, una
CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2 70 y una CDRS3 de regién variable de
cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 81;

(b) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2 1, una CDR2 de region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID N° 13, una CDR3 de regién variable de cadena pesada que
comprende SEC ID N 24, una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N 51, una
CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N 62 y una CDR3 de regién variable de
cadena ligera que comprende SEC ID N2: 73; o

(c) una CDR1 de regiodn variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 5, una CDR2 de region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID N2 17, una CDR3 de regién variable de cadena pesada que
comprende SEC ID N2 28, una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2 55, una
CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N 66 y una CDR3 de regién variable de
cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 77.

El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.

En otro aspecto de la invencidn, se proporcionan anticuerpos, o partes de unién a antigeno de los mismos, que
compiten por la unién con IP-10 con cualquiera de los anticuerpos anteriormente mencionados.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser, por ejemplo, anticuerpos de longitud completa, por ejemplo de un
isotipo IgG1 o IgG4. Como alternativa, los anticuerpos pueden ser fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos
Fab o Fab’2, o anticuerpos de cadena sencilla.

La invenciéon también proporciona un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo de la invencién, o parte de
unién a antigeno del mismo, unido con un agente terapéutico, tal como una citotoxina o un isétopo radiactivo. La
invencién también proporciona una molécula biespecifica que comprende un anticuerpo, o parte de unién a antigeno
del mismo, de la invencién, unido a un segundo resto funcional que tiene una especificidad de unién diferente que
dicho anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo.

También se proporcionan composiciones que comprenden un anticuerpo, o parte de uniéon a antigeno del mismo, o
inumoconjugado o molécula biespecifica de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos, o parte de unién a antigeno de los mismos, de la
invencién también estan abarcadas por la invencion, asi como vectores de expresion que comprenden tales acidos
nucleicos y células huésped que comprenden tales vectores de expresién. Ademas, la invenciéon proporciona un
ratén transgénico que comprende transgenes de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana, expresando el
raton un anticuerpo de la invencién, asi como hibridomas preparados de un raténtal, en el que el hibridoma produce
el anticuerpo de la invencién.

En otro aspecto, la invencion proporciona anticuerpos o partes de unién a antigeno de los mismos para su uso en un
método para inhibir una respuesta inflamatoria o autoinmunitaria mediada por linfocitos T o linfocitos NK activados
que comprende poner en contacto los linfocitos T o linfocitos NK con el anticuerpo, o parte de unién a antigeno del
mismo, de la invencién, de modo que se inhiba la respuesta inflamatoria o autoinmunitaria.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537163 T3

En otro aspecto mas, la invencién proporciona anticuerpos o partes de unidén a antigeno de los mismos para su uso
en un método para tratar una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria en un sujeto que necesite tratamiento que
comprende administrar al sujeto el anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo de la invencion, de modo que
se trata la enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria en el sujeto. La enfermedad puede ser, por ejemplo, esclerosis
multiple, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino (por ejemplo, colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn), lupus eritematoso sistémico, diabetes de Tipo |, trastornos cutaneos inflamatorios (por ejemplo, psoriasis,
liquen plano), enfermedad tiroidea autoinmunitaria (por ejemplo, enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto,
sindrome de Sjogren, inflamacién pulmonar (por ejemplo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
sarcoidosis pulmonar, alveolitis linfocitica), rechazo de trasplantes, lesién de la médula espinal, lesion cerebral (por
ejemplo, ictus), enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson), gingivitis, inflamacién inducida por terapia génica, enfermedades de angiogénesis, enfermedad
inflamatoria del rindn (por ejemplo, nefropatia IgA, glomerulonefritis membranoproliferativa, glomerulonefritis de
progresion rapida) y aterosclerosis.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona anticuerpos o partes de unién a antigeno de los mismos para su uso
en un método para tratar una infeccion viral o bacteriana que implica actividad de IP-10 no deseada en un sujeto que
necesite tratamiento que comprende administrar al sujeto el anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la
invencién, de modo que se trate la infeccion viral o bacteriana en el sujeto. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
usarse para tratar la meningitis viral, encefalitis viral 0 meningitis bacteriana. La infeccidn viral para tratar por el
método de la invencion puede mediarse, por ejemplo, por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
hepatitis C (VHC), virus del herpes simple de tipo | (VHS-1) o el virus del Sindrome Respiratorio Agudo Grave
(SARS).

La invencién también proporciona métodos para realizar anticuerpos anti-IP-10 de “segunda generacién” basados en
las secuencias de los anticuerpos anti-IP-10 proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo, la invencion
proporciona un método para preparar un anticuerpo anti-IP-10 que comprende:

(a) proporcionar: (i) una secuencia de anticuerpo de regidén variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de CDR1 seleccionada de SEC ID N%: 5, 9 y 1, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N¢:
17, 21 y 13 y una secuencia de CDRS3 seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 28, 32 y 24; o (ii) una
secuencia de anticuerpo de region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de CDR1
seleccionada de SEC ID N2: 55, 59 y 51, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N%: 66, 70 y 62 y una
secuencia de CDR3 seleccionada de SEC ID N2: 77,81y 73;

(b) alterar al menos un resto de aminodacido dentro de la secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena
pesada y/o la secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena ligera para crear al menos una secuencia de
anticuerpo alterada; y

(c) expresar la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N: 99) ysecuencia de aminoacidos(SEQ ID N¢: 35)
de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 1D4. Las regiones CDR1 (SEQ ID
Ne: 1), CDR2 (SEQ ID N2 13) y CDR3 (SEQ ID N% 24) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinal V, Dy J.

La Figura 1B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 110) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 84)
de la region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 1D4. La regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
51), CDR2 (SEQ IDN®: 62) y CDR3 (SEQ ID N¢: 73) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinal V
yJ.

La Figura 2A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N®%: 100) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 36)
de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 1E1. Las regiones CDR1 (SEQ ID N®:
2), CDR2 (SEQ IDN®: 14) y CDRS3 (SEQ ID N?: 25) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinal V
yJ.

La Figura 2B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 111) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N¢: 85)
de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 1E1. Las regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
52), CDR2 (SEQ IDN®: 63) y CDR3 (SEQ ID N: 74) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinal V
yJ.

La Figura 3A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 101) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N¢: 37)
de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 2G1. Las regiones CDR1 (SEQ ID
Ne¢: 3), CDR2 (SEQ IDN®? 15) y CDR3 (SEQ ID N 26) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinal Vy J.
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La Figura 3B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N®: 112) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N°: 86)
de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 2G1. Las regiones CDR1 (SEQ ID N%:
53), CDR2 (SEQ IDN®: 64) y CDR3 (SEQ ID N¢: 75) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinal V
yJ.

La Figura 4A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 102) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N¢: 38)
de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 3C4. Las regiones CDR1 (SEQ ID
N¢: 4), CDR2 (SEQ IDN®: 16) y CDR3 (SEQ ID N¢% 27) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalV, Dy J.

La Figura 4B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N2 113) ysecuencia de aminodacidos (SEQ ID N*:
87)de la region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 3C4. La regiones CDR1 (SEQ ID
N¢: 54), CDR2 (SEQ IDN¢®% 65) y CDR3 (SEQ ID N 76) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalV y J.

La Figura 5A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N®: 103) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 39)
de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 6A5. Las regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
5), CDR2 (SEQ IDN?: 17) y CDR3 (SEQ ID N¢: 28) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV,
DylJ.

La Figura 5B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 114) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N°: 88)
de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 6A5. Las regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
55), CDR2 (SEQ IDN¢: 66) y CDR3 (SEQ ID N®: 77) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV
yJ.

La Figura 6A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N®%: 104) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 40)
de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 6A8. Las regiones CDR1 (SEQ ID N®:
6), CDR2 (SEQ IDN¢: 18) y CDR3 (SEQ ID N¢: 29) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV y
J.

La Figura 6B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 115) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 89)
de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano6A8.Las regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
56), CDR2 (SEQ IDN®: 67) y CDR3 (SEQ ID N®: 78) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV
yJ.

La Figura 7A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 105) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 41)
de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 6B10.Las regiones CDR1 (SEQ ID
Ne¢: 7), CDR2 (SEQ IDN? 19) y CDR3 (SEQ ID N2 30) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalV, Dy J.

La Figura 7B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID N®: 116) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 90)
de la region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 6B10. Las regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
57), CDR2 (SEQ IDN®: 68) y CDR3 (SEQ ID N¢: 79) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV
ydJ.

La Figura 8A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 106) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N¢: 42)
de la region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 7C10. Las regiones CDR1 (SEQ ID N¢:
8), CDR2 (SEQ IDN®: 20) y CDR3 (SEQ ID N2: 31) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV,
DyldJ.

La Figura 8B muestra la secuencia de nuclettidos (SEQ ID N®%: 117) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®: 91)
de la region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 7C10.Las regionesCDR1 (SEQ ID N&:
58), CDR2 (SEQ IDN¢: 69) y CDR3 (SEQ ID N®: 80) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV
yJ.

La Figura 9A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 107) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N¢: 43)
de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 8F6.Las regionesCDR1 (SEQ ID N¢:
9), CDR2 (SEQ IDN?: 21) y CDR3 (SEQ ID N2 32) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV,
DylJ.

La Figura 9B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N%: 118) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N¢: 92)
de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 8F6.Las regionesCDR1 (SEQ ID N¢:
59), CDR2 (SEQ IDN¢: 70) y CDR3 (SEQ ID N®: 81) se delinean y se indican las derivaciones de linea germinalV
yJ.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537163 T3

La Figura 10A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N2: 108) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N%:
44) de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano10A12.Las regionesCDR1 (SEQ
ID N%: 10), CDR2 (SEQID N¢: 22) y CDR3 (SEQ ID N¢: 33) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalV y J. Como alternativa, el resto de aminoacido 32 dentro de CDR1 puede mutarse de cisteina a serina
(SEQ ID N2: 11), lo que conduce a la secuencia VH de SEQ ID N¢: 45.

La Figura 10B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N2: 119) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N%:
93) de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano10A12. Las regiones CDR1 (SEQ
ID N°: 60), CDR2 (SEQ IDN®: 71) y CDR3 (SEQ ID N2 82) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalVy J.

La Figura 11A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N2: 109) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N2
46) de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 13C4. Las regiones CDR1 (SEQ
ID N%: 12), CDR2 (SEQ IDN®: 23) y CDR3 (SEQ ID N¢: 34) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalV, Dy J.

La Figura 11B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID N2 120) ysecuencia de aminoacidos (SEQ ID N®:
94) de la region variable de cadena ligera del anticuerpo monoclonal humano 13C4. Las regiones CDR1 (SEQ ID
Ne¢: 61), CDR2 (SEQ IDN®%: 72) y CDR3 (SEQ ID N®: 83) se delinean y se indican las derivaciones de linea
germinalVy J.

La Figura 12 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de
1D4, 1E1, 2G1,6A5, 6A8, 7C10 y 10A12 con la secuencia de aminoacidos de Vy 3-33 de linea germinal humana
(SEQ ID N2: 47).

La Figura 13 muestra el alineamiento de lasecuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de
6B10 y 8F6 con la secuencia de aminodcidos de V 3-30.3 de linea germinal humana (SEQ ID N@: 48).

La Figura 14 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada
de3C4 con la secuencia de aminoacidos de V15-51 de linea germinal humana (SEQ ID N%: 49).

La Figura 15 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regioén variable de cadena pesada de
13C4 con la secuencia de aminoacidos de Vu4-61 de linea germinal humana (SEQ ID N°: 50).

La Figura 16 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de
1D4, 2G1, 6A5, 6A8,10A12 y 13C4 con la secuencia de aminoacidos de Vk A27 de linea germinal humana (SEQ
ID N¢: 95).

La Figura 17 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de
1E1, 6B10 y 8F6 con la secuencia de aminoacidos de Vi L6 de linea germinal humana (SEQ ID N°: 96).

La Figura 18 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera de
3C4 con la secuencia de aminodcidos de Vi L18 de linea germinal humana(SEQ ID N¢: 97).

La Figura 19 muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera
de7C10 con la secuencia de aminoacidos de Vi L15 de linea germinal humana(SEQ ID N¢: 98).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales humanos aislados, que se unen especificamente a IP-
10 y que inhiben propiedades funcionales de IP-10. En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la invencién derivan
de secuencias de linea germinal de cadena pesada y ligera particulares y/o comprenden caracteristicas
estructurales particulares tales como regiones de CDR que comprenden secuencias de aminoacidos particulares. La
invencion proporciona anticuerpos aislados, métodos para realizar dichos anticuerpos inmunoconjugados y
moléculas biespecificas que comprenden tales anticuerpos y composiciones farmacéuticas que contienen los
anticuerpos, inmunoconjugados o moléculas biespecificas de la invencién. La invencién también se refiere al uso de
los anticuerpos para inhibir las respuestas inflamatorias o autoinmunitarias, por ejemplo en el tratamiento de
diversas enfermedades inflamatorias o autoinmunitarias, asi como el uso de los anticuerpos en métodos de
tratamiento de infecciones virales que implican actividad de IP-10 no deseada.

Para que la presente invencion se entienda mas facilmente, se definen primero ciertos términos. Se exponen
definiciones adicionales durante la descripcion detallada.

Las expresiones "proteina inducible por interferon gamma 10 " "IP-10," y "CXCL10" se usan de forma intercambiable,
e incluyen variantes, isoformas y especies homologas de IP-10 humana. En consecuencia, los anticuerpos humanos
de la invencién pueden, en ciertos casos, reaccionar de forma cruzada con IP-10 de especies distintas de ser
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humano. En otros casos, los anticuerpos pueden ser completamente especificos para IP-10 humanay pueden no
mostrar reactividad cruzada de especie o de otros tipos. La secuencia de aminoacidos completa de IP-10
humanatiene el nimero de acceso de Genbank NP_001556 (SEC ID N¢% 121). La secuencia de aminoacidos
completa de IP-10 de mono Rhesus tiene el nimero de acceso de Genbank AAK95955 (SEC ID N% 123). La
secuencia de aminoacidos completa de IP-10 de ratén tiene el nimero de acceso de Genbank NP_067249 (SEC ID
Ne: 124).

El término "CXCR3" se refiere al receptor para IP-10 (CXCL10). La secuencia de aminoacidos completa de CXCR3
tiene el numero de acceso de Genbank NP_001495 (SEC ID N: 122).

El término "MIG" se refiere a un ligando de CXCR3, también conocido como monoquina inducida por interferén
gamma, que es distinto de IP-10. La secuencia de aminoacidos completa de MIG humana tiene el nimero de acceso
de Genbank NP_002407 (SEC ID N¢: 125).

El término “"ITAC" se refiere a un ligando para CXCR3, también conocido como quimioatrayente alfa de linfocitos T
inducible por interferén, que es distinto de IP-10. La secuencia de aminoacidos completa de ITAC humano tiene el
numero de acceso de Genbank NP_ 005400 (SEC ID N2: 126).

La expresion "respuesta inmune" se refiere a la accion de, por ejemplo, linfocitos, células presentadoras de
antigenos, células fagociticas, granulocitos y macromoléculas solubles producidas por las células anteriores o el
higado (incluyendo anticuerpos, citocinas y complementos) que da como resultado dafio selectivo a, destruccion de,
o eliminacion del cuerpo humano de patdégenos invasores, células o tejidos infectados con patégenos, células
cancerosas 0, en casos de autoinmunidad o inflamacién patoldgica, células o tejidos humanos normales.

Una "ruta de transduccion de sefal" se refiere a la relacion bioquimica entre diversas moléculas de transduccion de
sefal que desempefian un papel en la transmisién de una sefal de una parte de una célula a otra parte de una
célula. Como se usa en el presente documento, la frase “receptor de superficie celular” incluye, por ejemplo,
moléculas y complejos de moléculas capaces de recibir una sefal y la transmisién de una senal tal a través de la
membranaplasmatica de una célula. Un ejemplo de un “receptor de superficie celular” de la presente invencion es el
receptor CXCR3 con el que se une la molécula IP-10.

El término "anticuerpo” como se denomina en el presente documento incluye anticuerpos completos y cualquier
fragmento de union a antigeno (es decir, “parte de unién a antigeno”) o cadenas individuales de los mismos. Un
“anticuerpo” se refiere a una glucoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, o una parte de un antigeno de las mismas. Cada cadena pesada
esta comprendida por una regién variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como Vy) y una
region constante de cadena pesada. La regidén constante de cadena pesada esta comprendida por tres dominios,
Chi1, Crey Cus. Cada cadena ligera esta comprendida por una regién variable de cadena ligera (abreviada en el
presente documento como V|) y una regién constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera esta
comprendida por un dominio, CiLas regiones Vwy Vipueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco conservadas (FR). Cada Vuy Vi esta compuesta de tres
CDR y cuatro FR, dispuestas de amino-terminal a carboxilo terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que
interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la
inmunoglobulina con tejidos o factores del huésped, incluyendo diversas células del sistema inmune (por ejemplo
células efectoras) y el primer componente (Clqg) del sistema de complemento clasico.

La expresién “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente "parte de anticuerpo”), como se usa en el
presente documento, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conserva la capacidad para unirse
especificamente a un antigeno (por ejemplo, IP-10). Se ha mostrado que la funcién de unién a antigeno de un
anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de
unién abarcados dentro de la expresion “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab,
un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vu, Cy Cua; (ii) un fragmento F(ab’)z, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (i) un
fragmentoFd que consiste en los dominios Vuy Chi; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios Vi y Vude una
rama sencilla de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Wardy col., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un
dominio Vy; y (vi) una regién de determinante de complementariedad (CDR)aislada. Ademas, aunque se codifican
los dos dominios del fragmento Fv, Viy Vu, por genes separados, pueden unirse, usando procedimientos
recombinantes, por un engarce sintético que permite que se realicen como una cadena proteica sencilla en la que
las regionesVLy Vuse emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla
(scFv); véase por ejemplo., Bird y col. (1988) Science 242:423-426; y Huston y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:5879-5883). También se pretende que tales anticuerpos de cadena sencilla estan abarcados dentro de la
expresion "parte de union a antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpos se obtienen usando
técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia, y los fragmentos se exploran con respecto a
utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537163 T3

Un "anticuerpoaislado”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a un anticuerpo que esta
sustancialmente sin otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo
aislado que se une especificamente a IP-10 estando sustancialmente sin anticuerpos que se unen especificamente
a antigenos distintos de IP-10). Un anticuerpo aislado que se une especificamente a IP-10 puede, sin embargo,
tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de IP-10 de otras especies. Ademas, un
anticuerpo aislado puede estar sustancialmente sin otro material celular y/o compuestos quimicos.

Las expresiones "anticuerpo monoclonal" o "composicion de anticuerpo monoclonal" como se usan en el presente
documento se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de composicién molecular sencilla. Una
composicién de anticuerpo monoclonal presenta una especificidad de unidén sencilla y afinidad por un epitopo
particular.

La expresion "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables en las que las regiones tanto marco como CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina de
linea germinal humana. Ademas, si el anticuerpo contiene una region constante, la regién constante también deriva
de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencién pueden
incluir restos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (por
ejemplo mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica in vitro o por mutaciéon somaticain vivo). Sin
embargo, la expresion"anticuerpo humano”, como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos
en los que se hayan injertado secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal
como un raton, en secuencias marco humanas.

La expresién “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que presentan una especificidad de union
sencilla que tienen regiones variables en las que derivan regiones tanto marco como CDR de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales humanos se producen
por un hibridoma que incluye un linfocito B obtenido de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén
transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humano y un transgén de cadena
ligera fusionado con una célula inmortalizada.

La expresion “anticuerpo humano recombinante”, como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a)
anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosdémico para genes de
inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir de los mismos (descrito adicionalmente mas adelante),
(b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada para expresar al anticuerpo humano, por ejemplo, a
partir de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados a partir de una biblioteca de anticuerpos humanos combinatoria,
recombinante, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique
corte y empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina humana con otras secuencias de ADN. Tales
anticuerpos humanos recomendantes tienen regiones variables en las que las regiones marco y CDR derivan de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertas realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos
humanos recombinantes pueden someterse a mutagénesis in vitro (0, cuando se usa un animal transgénico para
secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y por lo tanto las secuencias de aminoacidos de las
regiones Vy yVL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivan de y se relacionan con
secuencias Vy yVL de linea germinal humana, pueden no existir de forma natural dentro del repertorio de linea
germinal de anticuerpos humanos in vivo.

Como se usa en el presente documento, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que
esta codificado por los genes de regidén constante de cadena pesada.

Las frases "un anticuerpo que reconoce un antigeno" y " un anticuerpo especifico para un antigeno” se usan de
forma intercambiable en el presente documento con la expresion "un anticuerpo que se une especificamente a un
antigeno.”

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que "se une especn‘lcamente a IP-10 humana" pretende
referlrse a un anticuerpo que se une a IP-10 humana conuna Kp de 5x 10° M o menos mas preferentemente 2 x
10° M 0 menos, y aun mas preferentemente 1 x 10'® M o menos. Un anticuerpo que "reacciona de forma cruzada
con IP 10 de mono rhesus" pretende referirse a un anticuerpo que se une a IP-10 de mono rhesus con una Kp de 0,5
x 108 Mo menos mas preferentemente 5 x 10° M o menos, y aun mas preferentemente 2 x 10° M o menos. Un
anticuerpo que "no reacciona de forma cruzada con IP-10 de ratén" o "no reacciona de forma cruzada con MIG
humana" o "no reacciona de forma cruzada con ITAC humano" pretende referirse a un anticuerpo que se une a IP-
10 de raton, MIG humana o ITAC humano con una Kp de 1,5 x 10% M o mayor, mas preferentemente una Kp de 5-10
x 108 Mo mayor e incluso mas preferentemente 1 x 10" Mo mayor. En ciertas realizaciones, tales anticuerpos que
no reaccionan de forma cruzada con MIG humana y/o ITAC humano muestran unién esencialmente indetectable
frente a estas proteinas en ensayos de unién convencionales.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que "inhibe la unién de IP-10 con CXCR3" pretende referirse
a un anticuerpo que inhibe la unién de IP-10 con CXCR3 con una Ki de 1 nM o menos, mas preferentemente 0,75
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nM o menos, incluso mas preferentemente 0,5 nM o menos y aun mas preferentemente 0,25 nM o0 menos.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que "inhibe el flujo de calcio inducido por IP-10" pretende
referirse a un anticuerpo que inhibe flujo de calcio inducido por IP-10 con una Clso de 10 nM o menos, mas
preferentemente 7,5 nM o menos, aun mas preferentemente 5 nM o menos y aun mas preferentemente 2,5 nM o
menos.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo que “inhibe migracion celular inducida por IP-10” pretende
referirse a un anticuerpo que inhibe la migracién celular inducida por IP-10 humana con una Clso de 2 pug/ml o
menos, mas preferentemente 1 pug/ml o menos, o aun mas preferentemente 0,5 ug/ml o menos y aun mas
preferentemente 0,25 nug/ml o menos.

El término "Kasoc" 0 "Ka", como se usa en el presente documento, pretenden referirse a la tasa de asociaciéon de una
interaccion anticuerpo-antigeno particular, mientras que el término "Kgs" 0 "Kg", como se usa en el presente
documento, pretende referirse a la tasa de disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular. El término
"kp", como se usa en el presente documento, pretende referirse a la constante disociacion, que se obtiene a partir de
la relacion de Ky y Ka(es decir, Kyo/Ka) y se expresa como una concentracion molar (M). Los valores de Kp para
anticuerpos pueden determinarse usando procedimientos bien establecidos en la técnica. Un procedimiento
preferido para determinar la Kp de un anticuerpo es usando resonancia de plasmén superficial, preferentemente
usando un sistema biosensor tal como un sistema Biacore®.

Como se usa en el presente documento, la expresién "alta afinidad" para un anticuerpo IgG se refiere a un
anticuerpo que tiene una Kp de 10® M o menos, mas preferentemente 10° M o menos y aun mas preferentemente
10" M 0 menos para un antigeno diana. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar para otros isotipos de
anticuerpo. por ejemplo, la unién de "alta afinidad" para un isotipo IgM se refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de
10”7 M o menos, mas preferentemente 10 M 0 menos.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” incluye cualquier animal humano o no humano. La
expresion " animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos tales como
primates no humanos, ovejas, perros, gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

Se describen diversos aspectos de la invencién en méas detalle en las siguientes sub-secciones.

Anticuerpos Anti-IP-10

Los anticuerpos de la invencion se caracterizan por caracteristicas o propiedades funcionales particulares de los
anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos se unen especificamente a IP-10 humana. Adicionalmente, los anticuerpos
pueden reaccionar de forma cruzada con IP-10 de uno o mas primates no humanos, tales como mono rhesus.
Preferentemente, los anticuerpos no reaccionan de forma cruzada con IP-10 de ratén. Ademas, aunque MIG e ITAC
también son ligandos para el receptor CXCRS, los anticuerpos de la invencidon preferentemente no reaccionan de
forma cruzada con MIG humana o ITAC humano.

Preferenteméante, un anticuerpo de la i1r(1)vencic’>n se une a IP-10 con alta afinidad, por ejemplo con una Kp de 10° M o
menos 0 107 M o0 menos o incluso 107" M 0 menos.

Ademas, los anticuerpos de la invencién son capaces de inhibir una 0 mas actividades funcionales de IP-10. Por
ejemplo, en una realizacion, los anticuerpos inhiben la unién de IP-10 con CXCR3. En otra realizacion, los
anticuerpos inhiben flujo de calcio inducido por IP-10. En otra realizacién mas, los anticuerpos inhiben migracién
celular inducida por IP-10 (quimiotaxis).

Se conocen en la técnica ensayos convencionales para evaluar la capacidad de unién de los anticuerpos por IP-10
de diversas especies y/o MIG o ITAC, incluyendo, por ejemplo, ELISA, transferencias de Western y RIA. Se
describen ensayos adecuados en detalle en los Ejemplos. La cinética de unién (por ejemplo, afinidad de unién) de
los anticuerpos también puede evaluarse por ensayos convencionales conocidos en la técnica, tales como por
analisis de Biacore. Los ensayos para evaluar los efectos de los anticuerpos en propiedades funcionales de IP-10
(por ejemplo, unién al receptor, flujo de calcio, quimiotaxis) se describen en mas detalle en los Ejemplos.

En consecuencia, un anticuerpo que "inhibe" una o mas de estas propiedades funcionales de IP-10 (por ejemplo,
actividades bioquimicas, inmunoquimicas, celulares, fisiolégicas u otras bioldgicas, o similares) como se determina
de acuerdo con metodologias conocidas en la técnica y descritas en el presente documento, se entendera que se
refiere a una reduccion estadisticamente significativa de la actividad particular en relacién con la vista en ausencia
del anticuerpo (por ejemplo, o cuando esta presente un anticuerpo de control de especificidad irrelevante).
Preferentemente un anticuerpo que inhibe una actividad de IP-10 efectia una reduccién estadisticamente
significativamente tal en al menos 10 % de parametro medido, mas preferentemente en al menos 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 % 0 90 %, y en ciertas realizaciones preferidas un anticuerpo de la invencion puede inhibir
mas del 92 %, 94 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % de una actividad funcional de IP-10.
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Anticuerpos monoclonales 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4

Son anticuerpos preferidos de la invencién los anticuerpos monoclonales humanos 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8,
6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4, aislados y caracterizados estructuralmente como se describe en los Ejemplos 1 y
2. Otro anticuerpo preferido es 10A12S, en el que el resto de aminoacido 32 de la cadena pesada de 10A12 (dentro
de V4 CDR1) se ha mutado de una cisteina a una serina. Las secuencias de aminoacidos Vy de 1E1, 2G1, 3C4,
6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S y 13C4 se muestran en SEC ID N2 35-46, respectivamente. Las
secuencias de aminoacidos V. de 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 se muestran en SEC
ID N¢: 84-94, respectivamente.

Dado que cada uno de estos anticuerpos puede unirse con el IP-10, las secuencias de Vy y Vi pueden “mezclarse y
emparejarse” para crear otras moléculas de union anti-IP-10 de la invencion. La unién de IP-10 de dichos
anticuerpos “mezclados y emparejados” puede ensayarse usando los ensayos de unién descritos anteriormente y en
los Ejemplos (por ejemplo, ELISA). Preferentemente, cuando se mezclan y se emparejan cadenas Vu y Vi, una
secuencia de Vy de un emparejamiento Vu/VL particular se reemplaza con una secuencia de Vy estructuralmente
similar. De forma similar, preferentemente una secuencia de V. de un emparejamiento de Vw/V_ particular se
reemplaza con una secuencia de V| estructuralmente similar. Por ejemplo, las secuencias de Vy y V. de 1D4, 2G1,
6A5, 6A8, 10A12 0 10A12S son particularmente susceptibles a mezcla y emparejamiento, ya que estos anticuerpos
usan secuencias de Vy y Vi derivadas de las mismas secuencias de linea germinal (VH 3-33 y Vk A27) y por lo tanto
muestran similitud estructural. De forma similar, las secuencias de Vu y V. de 6B10 y 8F6 también son
particularmente susceptibles a mezcla y emparejamiento, ya que también usan secuencias de Vu y V| derivadas de
las mismas secuencias de linea germinal (VH 3-30.3 y Vk L6) y por lo tanto muestran similitud estructural. Como
alternativa, por ejemplo, la secuencia de Vy de 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 o 10A12S puede emparejarse con la VL
de 13C4, ya que las secuencias de Vy de 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 0 10A12S se emparejaban originalmente con
una secuencia de V| de Vk A27 de linea germinal y la secuencia de V| de 13C4 también deriva de Vk A27 de linea
germinal. De forma similar, la secuencia de V. de 7C10 o 1E1 puede emparejarse con la V4 de 1D4, 2G1, 6A5, 6A8,
10A12 0 10A12S, ya que las secuencias de V. de 7C10 y 1E1 se emparejaban originalmente con una secuencia de
Vw/VL de VH 3-33 de linea germinal y las secuencias de Vy de 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 o 10A12S también
derivan de VH 3-33 de linea germinal. Resultara facilmente evidente para el experto en la materia que pueden
crearse otros emparejamientos de Vu/VL de secuencias estructuralmente similares a partir de las secuencias de Vy y
Vi desveladas en el presente documento para anticuerpos monoclonales 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10,
7C10, 8F6, 10A12 y 13C4.

En consecuencia, en un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o parte de unién a
antigeno del mismo que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N¢: 35-46; y

(b) una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N: 84-94;

en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10.
Las combinaciones de cadena pesada y ligera preferidas incluyen:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N 35; y (b)
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 84;
(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 85;
(a) una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID

una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 86;

N
o
Ne¢: 36; y (b)
0
N
0
(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N®: 38;y (b)
o
N
o
N
0
N

237,y (b)

una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 87;
(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 88;
(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 89;
(a) una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 90; o
(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 42;y (b)
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 91; o

(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2 43;y (b)
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 92; o

(a) una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 44 0 45;y
(b) una regién variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 93; o

(a) una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N®: 46; y (b)

2:39;y (b)
°:40;y (b)

2 41;y (b)
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una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N: 94.

En otro aspecto, la invencién proporciona anticuerpos que comprenden las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada
y cadena ligera de 1D4, 1E1,2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S y 13C4, o combinaciones de
los mismos. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 Vy de ID4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6,
10A12, 10A12S y 13C4 se muestran en SEC ID N 1-12. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 V4 de 1D4,
1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 se muestran en SEC ID N2 13-23. Las secuencias de
aminoacidos de las CDR3 de Vi de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 se muestran en
SEC ID N2: 24-34. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 Vi de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10,
8F6, 10A12 y 13C4 se muestran en SEC ID N?: 51-61. Las secuencias de amino&cidos de las CDR2 Vi de 1D4, 1E1,
2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 se muestran en SEC ID N 62-72. Las secuencias de
aminoacidos de las CDR1 Vi de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 se muestran en
SEC ID N¢: 73-83. Las regiones CDR se delinean usando el sistema de Kabat (Kabat, E. A., y col. (1991) Sequences
of Proteins of Immunological Interest, quinta Edicién, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacién
NIH N@. 91-3242).

Dado que cada uno de estos anticuerpos puede unirse con IP-10 y que la especificidad de unién a antigeno se
proporciona principalmente por las regiones CDR1, 2 y 3, las secuencias de CDR1, 2 y 3 de V4 y secuencias de
CDR1, 2 y 3 de V. pueden “mezclarse y emparejarse” (es decir, pueden mezclarse y emparejarse CDR de diferentes
anticuerpos, aunque cada anticuerpo debe contener una CDR1, 2 y 3 de V4 y una CDR1, 2 y 3 de V\) para crear
otras moléculas de unién anti-IP-10 de la invencién. La unién con IP-10 de dichos anticuerpos “mezclados y
emparejados” puede ensayarse usando los ensayos de union descritos anteriormente y en los Ejemplos (por
ejemplo, ELISA). Preferentemente, cuando se mezclan y emparejan secuencias de CDR de Vu, las secuencias de
CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de Vy particular se reemplaza con una secuencia o secuencias de CDR
estructuralmente similares. De forma similar, cuando se mezclan y emparejan secuencias de CDR de V., la
secuencia de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de V| particular preferentemente se reemplaza con una
secuencia o secuencias de CDR estructuralmente similares. Por ejemplo, las CDR1 de Vy de 1D4, 1E1, 2G1, 6A5,
6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 10A12S comparten algo de similitud estructural y por lo tanto son susceptibles a
mezcla y emparejamiento, mientras que las CDR1 de VH de 3C4 y 13C4 no son estructuralmente similares a las
CDR1 de Vy de 1D4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 10A12S y por lo tanto deberia mezclarse y
emparejarse con ellas. Resultara faciimente evidente para el experto en la materia que pueden crearse nuevas
secuencias de Vu y VL sustituyendo una o mas secuencias de region CDR Vu y/o VL con secuencias
estructuralmente similares de las secuencias de CDR desveladas en el presente documento para anticuerpos
monoclonales 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4.

En consecuencia, en otro aspecto, la invencidén proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o parte de unién a
antigeno del mismo que comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N2 1-12;

(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N2: 13-23;

(c) una CDRS3 de region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N2%: 24-34;

(d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N%: 51-61;

(e) una CDR2 de regiodn variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N%: 62-72; y

(f) una CDRS3 de region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N2: 73-83;

en el que el anticuerpo se une especificamente con IP-10.
En una realizacién preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2 1;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 13;
(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N: 24;
(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 51;
(e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N°: 62;y
(f) una CDR3 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 73.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC |
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende SEC |

1 2;

D Ne
D N2 14;
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(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N¢: 25;
(d) una CDR1 de regi6n variable de cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 52;
(e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 63;y
(f) una CDRS de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 74.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 3;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2 15;
(c) una CDRS3 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N°: 26;
(d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 53;
(e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N°: 64;y
(f) una CDR3 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N: 75.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 4;
(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2 16;
(c) una CDRS3 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N%: 27;
(d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 54;
(e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 65; y
(f) una CDR3 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N: 76.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 5;
(b) una CDR2 de regidn variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2 17;
(c) una CDRS3 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 28;
(d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 55;
(e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N°: 66; y
(f) una CDRS de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 77.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de reglon variable de cadena pesada que comprende SEC ID N: 6;
(b) una CDR2 de reglon variable de cadena pesada que comprende SEC ID N°: 18;
(c) una CDRS3 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 29;
(d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 56;
(e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 67;y
(f) una CDRS3 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 78.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N: 7;
b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 19;
c) una CDRS3 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 30;
d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 57;
e) una CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 68;y

(
(
(
g
(f) una CDRS3 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 79.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N¢: 8;
b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N¢: 20;
c) una CDRS de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 31;
d) una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 58;
e) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 69; y

(
(
(
g
(f) una CDRS3 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 80.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de reglon variable de cadena pesada que comprende SEC ID N¢: 9;
(b) una CDR2 de reglon variable de cadena pesada que comprende SEC ID N°: 21;
(c) una CDRS3 de regién variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 32;
(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 59;
(e) una CDR2 de regidn variable de cadena ligera que comprende SEC ID N°: 70; y
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(f) una CDRS3 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 81.
En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 10 u 11;
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 22;

(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N¢: 33;

(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 60;

(e) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N%: 71; y

(f) una CDRS de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 82.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 12;
(b) una CDR2 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2: 23;
(c) una CDR3 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N: 34;
(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2: 61;
(e) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N%: 72; y
(f) una CDRS de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 83.

Anticuerpos que tienen secuencias de linea germinal particulares

En ciertas realizaciones,un anticuerpo de la invencién comprende una regioén variable de cadena pesada de un gen
de inmunoglobulina de cadena pesada de linea germinal particular y/o una region variable de cadena ligera de un
gen de inmunoglobulina de cadena ligera de linea germinal particular.

Como se demuestra en el presente documento, se han preparado anticuerpos humanos especificos para IP-10 que
comprenden una region variable de cadena pesada que es el producto de, o deriva de, un gen VH 3-33, gen VH 3-
30.3, gen VH 5-51 o gen VH 4-61 de linea germinal humana. En consecuencia, la invencién proporciona un
anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno del mismo, en el que el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada que es el producto o deriva de un gen de linea germinal de VH humano
seleccionado del grupo que consiste en: VH 3-33, VH 3-30.3, VH 5-51 y VH 4-61. Preferentemente, el anticuerpo es
especifico para un polipéptido IP-10 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de Genbank N° de Ref.
NP_001556).

Como se demuestra también en el presente documento, se han preparado anticuerpos humanos especificos para
IP-10 que comprenden una regién variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen Vk A27, gen
Vk L15, gen Vk L6 o gen Vk L18 de linea germinal humana. En consecuencia, la invencién proporciona un
anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno del mismo, en el que el anticuerpo comprende una
regién variable de cadena ligera que es el producto o deriva de un gen de linea germinal de Vk humano
seleccionado del grupo que consiste en: Vk A27, Vk L15, Vk L6 y Vk L18. Preferentemente, el anticuerpo es
especifico para un polipéptido IP-10 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de Genbank N° de Ref.
NP_001556).

Son anticuerpos preferidos de la invencién los que comprenden una regién variable de cadena pesada que es el
producto de o deriva de uno de los genes de VH de linea germinal humana enumerados anteriormente y que
también comprenden una regién variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de uno de los genes de Vk
de linea germinal humana anteriormente enumerados. En consecuencia, en otra realizacion, la invencién
proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a antigeno del mismo, en el que el anticuerpo
comprende:

(a) una region variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de linea germinal de VH
humano seleccionado del grupo que consiste en: VH 3-33, VH 3-30.3, VH 5-51 y VH 4-61; y

(b) una regién variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de linea germinal de Vk
humano seleccionado del grupo que consiste en: VK A27, Vk L15, Vk L6 y Vk L18. Preferentemente, el
anticuerpo es especifico para un polipéptido IP-10 humano (por ejemplo, que comprende la secuencia de
Genbank N? de Ref. NP_001556).

La invencion también proporciona anticuerpos que comprenden combinaciones preferidas de regiones variables de
cadena pesada y ligera que son el producto de o derivan de genes de linea germinal de VH y Vk particulares. Por
ejemplo, en una realizacién preferida, la invenciéon proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de
unién a antigeno del mismo, en el que el anticuerpo:

(a) comprende una regién variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de VH 3-33

humano (que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N2: 47);
(b) comprende una regién variable de cadena pesada que es el producto de o deriva de un gen de Vk A27, L1500
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L6 humano (que codifica las secuencias de aminoacidos expuestas en SEC ID N2: 95, 98 y 97, respectivamente);

y
(c) se une especificamente con IP-10.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de o deriva de
un gen de Vk A27 humano. Los ejemplos de anticuerpos que tienen Vy y Vk de VH 3-33 y Vk A27, respectivamente,
incluyen 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 y 10A12S. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una regién variable de
cadena ligera que es el producto de o deriva de un gen de Vk L15 humano. Un ejemplo de un anticuerpo que tiene
Vu y Vk de VH 3-33 y Vk L15, respectivamente, es 7C10. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una regién
variable de cadena ligera de un gen de Vk L6 humano. Un ejemplo de un anticuerpo que tiene Vi y Vk de VH 3-33 y
Vk L6, respectivamente, es 1E1.

En otra realizacion preferida, la invenciéon proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a
antigeno del mismo, en el que el anticuerpo:

(a) comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o derivada de un gen de VH 3-30.3
humano (que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N2: 48);

(b) comprende una regién variable de cadena ligera que es el producto de o derivada de un gen de Vk L6
humano (que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N2%: 96); y

(c) se une especificamente con IP-10.

Los ejemplos de anticuerpos que tienen Vy 'y Vk de VH 3-30.3 y Vk L6, respectivamente, incluyen 6B10 y 8F6.

En otra realizacion preferida, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a
antigeno del mismo, en el que el anticuerpo:

(a) comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o derivada de un gen de VH 5-51
humano (que codifica la secuencia de aminodacidos expuesta en SEC ID N¢: 49);

(b) comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de o derivada de un gen de Vk L18
humano (que codifica la secuencia de aminodacidos expuesta en SEC ID N%: 97); y

(c) se une especificamente con IP-10.

Un ejemplo de un anticuerpo que tiene Vy y Vkde VH 5-51 y Vk L18, respectivamente, es 3C4.

En otra realizacion preferida mas, la invencidn proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una parte de unién a
antigeno del mismo, en el que el anticuerpo:

(a) comprende una region variable de cadena pesada de o derivada de un gen de VH 4-61 humano (que codifica
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N¢: 50);

(b) comprende una regién variable de cadena ligera que es el producto de o derivada de un gen de Vk A27
humano (que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N2: 95); y

(c) se une especificamente con IP-10.

Un ejemplo de un anticuerpo que tiene Vi y Vk de VH 4-61 y Vk A27, respectivamente, es 13C4.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano comprende regiones variables de cadena pesada o
ligera que son "el producto de" o "derivan de" una secuencia de linea germinal particular si las regiones variables del
anticuerpo se obtienen de un sistema que usa genes de inmunoglobulina de linea germinal humana. Tales sistemas
incluyen inmunizar un ratén transgénico que porta genes de inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o
explorar una biblioteca de genes de inmunoglobulina humana presentada en fagos con el antigeno de interés. Un
anticuerpo humano que es "el producto de" o "deriva de" una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal
humana puede identificarse como tal comparando la secuencia de aminoacidos delanticuerpo humano con las
secuencias de aminoacidos de inmunoglobulinas de linea germinal humana y seleccionando la secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal humana que es mas cercana en secuencia (es decir, mayor porcentaje de
identidad) a la secuencia del anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que es "el producto de" o "deriva de" una
secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana particular puede contener diferencias de aminoacidos en
comparacién con la secuencia de linea germinal, debido a, por ejemplo, mutaciones somaticas de origen natural o
introduccion intencionada de mutacion dirigida. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado normalmente es al
menos 90 % idéntico en secuencia de aminodcidos a una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de
inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene restos de aminoacidos que identifican el anticuerpo humano
como humano cuando se comprara con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de
otra especie(por ejemplo, secuencias de linea germinal murina). En ciertos casos, un anticuerpo humano puede ser
al menos 95 %, o incluso al menos 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia
de aminoécidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Normalmente, un anticuerpo humano
derivado de una secuencia de linea germinal humana particular no presentara mas de 10 diferencias de
aminoacidos con la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana.
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En ciertos casos, el anticuerpo humano puede no presentar mas de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2, o 1 diferencias de
aminoacido de la secuencia de aminodacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal.

Anticuerpos homélogos

En otra realizacién mas, un anticuerpo de la invencién comprende regiones variables de cadena pesada y ligera que
comprenden secuencias de aminoacidos que son homélogas de las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos
preferidos descritos en el presente documento, y en el que los anticuerpos conservan las propiedades funcionales
deseadas de los anticuerpos anti-IP-10 de la invencion.

Por ejemplo, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado; o parte de unién a antigeno del mismo, que
comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, en el que:

(a) la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 %
homologa de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 35-46;

(b) la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 %
homéloga de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 84-94;

(c) el anticuerpo se une especificamente con IP-10, y

(d) el anticuerpo muestra al menos una de las siguientes propiedades funcionales:

(i) el anticuerpo inhibe la unién de IP-10 con CXCR3;

(i) el anticuerpo inhibe el flujo de calcio inducido por IP-10;

(iii) el anticuerpo inhibe la migracién celular inducida por IP-10;

(iv) el anticuerpo reacciona de forma cruzada con IP-10 de mono rhesus;
(v) el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con IP-10 de ratén;

(vi) el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con MIG humano;

(vii) el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con ITAC humano.

En diversas realizaciones, el anticuerpo puede mostrar una o0 mas, dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas
o seis 0 mas de las propiedades funcionales enumeradas como (d) a (j) anteriores. El anticuerpo puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.

En otras realizaciones, las secuencias de aminoacidos de Vy y/o Vi pueden ser 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 099 % homodlogas de las secuencias expuestas anteriormente. Un anticuerpo que tiene regiones Vi y Vi que
tiene alta homologia (es decir, 80 % o mayor) con las regiones Vy y VL de SEC ID N2 35-46 y 84-94,
respectivamente, pueden obtenerse por mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida o mediada por PCR) de
moléculas de acido nucleico que codifican las SEC ID N2 35-46 y/u 84-94 seguido de ensayos del anticuerpo
alterado codificado con respecto a funcién conservada (es decir, las funciones expuestas en (c) a (j) anteriores)
usando los ensayos funcionales descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el porcentaje de homologia entre dos secuencias de aminoacidos es
equivalente al porcentaje de identidad entre las dos secuencias. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias
esta en funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia = N°
de posiciones idénticas/N® total de posiciones x 100), teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada
hueco, que es necesario introducir para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. La comparacién de
secuencias y determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede realizarse usando un algoritmo
matematico, como se describe en los ejemplos no limitantes posteriores.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse usando el algoritmo de E.
Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11-17 (1988)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version
2.0), usando una tabla de pesos de restos PAM120, una penalizacion de longitud de hueco de 12 y una penalizacién
de hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse
usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 444-453 (1970)) que se ha incorporado en el
programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando bien una matriz Blossum
62 o bien una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,50
6.

Adicionalmente o como alternativa, las secuencias proteicas de la presente invenciéon pueden usarse ademas como
una “secuencia de consulta” para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas para identificar, por
ejemplo, secuencias relacionadas. Dichas busquedas pueden realizarse usando el programa XBLAST (version 2.0)
de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10. Pueden realizarse busquedas de proteinas por BLAST con el
programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homélogas de
las moléculas de anticuerpos de la invencién. Para obtener alineamientos con huecos para fines de comparacion,
puede utilizarse BLAST con huecos como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-
3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y BLAST con huecos, pueden usarse los parametros por defecto de
los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Anticuerpos con modificaciones conservativas

En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la invencion comprende una region variable de cadena pesada que
comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una region variable de cadena ligera que comprende secuencias
de CDR1, CDR2 y CDRS3, en el que una o mas de estas secuencias de CDR comprenden secuencias de
aminodcidos especificas basadas en los anticuerpos preferidos descritos en el presente documento (por ejemplo,
1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S o 13C4), o modificaciones conservativas de las
mismas, y en el que los anticuerpos conservan las propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-IP-10
de la invencién. En consecuencia, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o parte de unién a
antigeno del mismo, que comprende una region variable de cadena pesada que comprende secuencias de CDR1,
CDR2 y CDRS3 y una regién variable de cadena ligera que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3, en el que:

(a) la secuencia de CDR3 de region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEC ID N°: 24-34, y modificaciones
conservativas de las mismas;

(b) la secuencia de CDR3 de regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminodacidos
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEC ID N¢: 73-83, y modificaciones
conservativas de las mismas;

(c) el anticuerpo se une especificamente con IP-10, y

(d) el anticuerpo muestra al menos una de las siguientes propiedades funcionales:

(i) el anticuerpo inhibe la unién de IP-10 con CXCR3;

(i) el anticuerpo inhibe el flujo de calcio inducido por IP-10;

(iii) el anticuerpo inhibe la migracién celular inducida por IP-10;
(iv) el anticuerpo reacciona de forma cruzada con IP-10 de mono rhesus;
(v) el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con IP-10 de ratén;

(vi) el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con MIG humano;

(

vii) el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con ITAC humano.

En una realizacion preferida, la secuencia de CDR2 de region variable de cadena pesada comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEC ID N% 13-23, y
modificaciones conservativas de las mismas; y la secuencia de CDR2 de regi6on variable de cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos
de SEC ID N2 62-72, y modificaciones conservativas de las mismas. En otra realizacion preferida, la secuencia de
CDR3 de region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las secuencias de aminoacidos de SEC ID N% 1-12, y modificaciones conservativas de las mismas; y la
secuencia de CDRS3 de regidn variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de SEC ID N%: 51-61, y modificaciones conservativas de las
mismas.

En diversas realizaciones, el anticuerpo puede mostrar una o mas, dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas
0 seis 0 mas de las propiedades funcionales enumeradas como (d) a (j) anteriores. Dichos anticuerpos pueden ser,
por ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados o anticuerpos quiméricos.

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresion “modificaciones de secuencias conservativas”
se refiere a modificaciones de aminoacidos que no afectan significativamente o alteran las caracteristicas de unién
del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos. Dichas modificaciones conservativas incluyen
sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos. Pueden introducirse modificaciones en un anticuerpo de la
invencién por técnicas convencionales conocidas en este campo, tales como mutagénesis dirigida y mutagénesis
mediada por PCR. Son sustituciones de aminoacidos conservativas en las que el resto de aminoacido se reemplaza
con un resto de aminodacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de restos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoécidos con cadenas laterales
basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido
glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o mas restos de
aminoacidos dentro de las regiones CDR de un anticuerpo de la invencién pueden reemplazarse con otros restos de
aminoacidos de la misma familia de cadena lateral y el anticuerpo alterado puede ensayarse con respecto a funcién
conservada (es decir, las funciones expuestas en (c) a (j) anteriores) usando los ensayos funcionales descritos en el
presente documento.

Anticuerpos que se unen al mismo Epitopo gue anticuerpos Anti-IP-10 de la invencién

También se desvelan anticuerpos que se unen al mismo epitopo que los diversos anticuerpos anti IP-10 de la
invencion proporcionada en el presente documento, tales como otros anticuerpos humanos que se unen al mismo
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epitopo que los anticuerpos 1D4, 6A5 u 8F6 descritos en el presente documento. Tales anticuerpos adicionales
pueden identificarse basandose en su capacidad para competir de forma cruzada (por ejemplo, para inhibir
competitivamente la unién de una manera estadisticamente significativa) con los anticuerpos 1D4, 6A5 o 8F6 en
ensayos de union de IP-10 convencionales. La capacidad de un anticuerpo de ensayo para inhibir la unién de, por
ejemplo, 1D4, 6A5 o 8F6 con IP-10 humana demuestra que el anticuerpo de ensayo puede competir con ese
anticuerpo con respecto a unién con IP-10 humana; un anticuerpo tal puede, de acuerdo con la teoria no limitante,
unirse al mismo epitopo o uno relacionado (por ejemplo, uno estructuralmente similar o espacialmente préximo) en
IP-10 humana que el anticuerpo con el que compite. En una realizacién preferida, el anticuerpo que se une al mismo
epitopo en IP-10 humana que 1D4, 6A5 u 8F6 es un anticuerpo monoclonal humano. Tales anticuerpos
monoclonales humanos pueden preparase y aislarse como se describe en los Ejemplos.

Anticuerpos obtenidos por ingenieria genética y modificados

Un anticuerpo de la invencién puede prepararse adicionalmente usando un anticuerpo que tenga una o mas de las
secuencias de Vy y/o Vi desveladas en el presente documento como material de partida para obtener por ingenieria
genética un anticuerpo modificado, pudiendo tener dicho anticuerpo modificado propiedades alteradas con respecto
al anticuerpo de partida. Un anticuerpo puede obtenerse por ingenieria genética modificando uno o mas restos
dentro de una o ambas regiones variables (es decir, V4 y/o Vi), por ejemplo dentro de una o mas regiones CDR y/o
dentro de una o mas regiones marco conservadas. Adicionalmente o como alternativa, un anticuerpo puede
obtenerse por ingenieria genética modificando restos dentro de la regién o las regiones constantes, por ejemplo para
alterar la funcién o las funciones efectoras del anticuerpo.

Un tipo de modificacién técnica de region variable que puede realizarse es el injerto de CDR. Los anticuerpos
interaccionan con antigenos diana predominantemente a través de restos de aminoacidos que se localizan en las
seis regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada y ligera. Por esta razén, las
secuencias de aminoacidos dentro de CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las secuencias
fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables de la mayoria de interacciones
anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de anticuerpos de
origen natural especificos construyendo vectores de expresion que incluyen secuencias de CDR del anticuerpo de
origen natural especifico injertado en secuencias marco conservadas de un anticuerpo diferente con diferentes
propiedades (véase, por ejemplo, Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332: 323-327; Jones, P. et al. (1986) Nature
321:522-525; Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. See. USA. 86:10029-10033; Patente de Estados Unidos N°
5.225.539 de Winters, y Patentes de Estados Unidos N° 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370 de Queen et
al.)

En consecuencia, otra realizacion de la invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal aislado, o parte de unién a
antigeno del mismo, que comprende una region variable de cadena pesada que comprende secuencias de CDR1,
CDR2 y CDRS3 que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N¢:
1-12, SEC ID N2 13-23 y SEC ID N¢: 24-34, respectivamente, y una regién variable de cadena ligera que comprende
secuencias de CDR, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID N2 51-61, SEC ID N2 62-72 y SEC ID N@ 783-83, respectivamente. Por lo tanto, dichos
anticuerpos contienen las secuencias de CDR de Vy y Vi de anticuerpos monoclonales 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5,
6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S o 13C4 pero pueden contener aun diferentes secuencias marco conservadas
de estos anticuerpos.

Dichas secuencias marco conservadas pueden obtenerse de bases de datos de ADN publicas o referencias
publicadas que incluyen secuencias de genes de anticuerpos de linea germinal. Por ejemplo, pueden encontrarse
secuencias de ADN de linea germinal para genes de region variable de cadena pesada y ligera humana en la base
de datos de secuencia de linea germinal humana “VBase” (disponible en Internet en www.mrccue.cam.ac.uk/ybase),
asi como en Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, U.S.
Department of Health and Human Services, Publicacion de NIH N° 91-3242; Tomlinson, 1. M., et al. (1992) “The
Repertoire of Human Germline VH Sequences Reveals about Fifty Groups of VH Segments with Different
Hypervariable Loops” J. Mol. Biol. 227: 776-798; y Cox, J. P. L. et al. (1994) “A Directory of Human Germ-line VH
Segments Reveals a Strong Bias in their Usage” Eur. J. Immunol. 24: 827-836.

Son secuencias marco conservadas preferidas para su uso en los anticuerpos de la invencion las que son
estructuralmente similares a las secuencias marco conservadas usadas por anticuerpos seleccionados de la
invencién, por ejemplo, similares a las secuencias Vy 3-33, 3-30.3, 4-61 0 5-51 [SEC ID N 47-50] y/o secuencias
marco conservadas Vi A27, L6, L18 o L15 [SEC ID N2: 95-98] usadas por anticuerpos monoclonales preferidos de la
invencion. Las secuencias de CDR1, 2 y 3 de V4 y las secuencias de CDR1, 2 y 3 de V., pueden injertarse en
regiones marco conservadas que tienen la secuencia idéntica a la hallada en el gen de inmunoglobulina de linea
germinal del que deriva la secuencia marco conservada, o las secuencias de CDR pueden injertarse en regiones
marco conservadas que contienen una o mas mutaciones en comparacion con las secuencias de linea germinal. Por
ejemplo, se ha descubierto que en ciertos casos es beneficioso mutar restos dentro de las regiones marco
conservadas para mantener o potenciar la capacidad de union a antigeno del anticuerpo (véase por ejemplo,
Patentes de Estados Unidos N© 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370 de Queen et al).
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Otro tipo de modificacion de regién variable es mutar restos de aminoacidos dentro de las regiones CDR1, CDR2 y/o
CDR3 de Vy y/o VL para mejorar de este modo una o méas propiedades de unién (por ejemplo, afinidad) del
anticuerpo de interés. Puede realizarse mutagénesis dirigida o mutagénesis mediada por PCR para introducir la
mutaciéon o las mutaciones y el efecto en la unién del anticuerpo, u otra propiedad funcional de interés, puede
evaluarse en ensayos in vitro o in vivo como se describe en el presente documento y se proporciona en los
Ejemplos. Se introducen modificaciones preferentemente conservativas (como se ha analizado anteriormente). Las
mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos, pero son preferentemente
sustituciones. Ademas, normalmente no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco restos dentro de una regién
CDR.

En consecuencia, en otra realizacién, la invencién proporciona anticuerpos monoclonales anti-IP-10 aislados, o
partes de unién a antigeno de los mismos, que comprenden una region variable de cadena pesada que comprende:
(a) una region CDR1 de Vy que comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID N2 1-12, o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, deleciones
o adiciones de aminodcidos en comparacion con SEC ID N%: 1-12; (b) una regién CDR2 de Vu que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N% 13-23, o una secuencia de
aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en
comparacién con SEC ID N2 13-23; (c) una regién CDR3 de Vu que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N®: 23-34, 0 una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres,
cuatro o cinco sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en comparacion con SEC ID N%: 24-34; (d) una
region CDR1 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID
N¢: 51-61, o una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, deleciones o
adiciones de aminoacidos en comparacion con SEC ID N2 51-61; (e) una region CDR2 de V. que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N% 62-72, o una secuencia de
aminoacidos que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en
comparacién con SEC ID N2 62-72; (f) una region CDR3 de V. que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N®: 73-83, 0 una secuencia de aminoacidos que tiene una, dos, tres,
cuatro o cinco sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en comparacién con SEC ID N°: 73-83.

Una mutacién de sustitucion preferida de la invencion es la sustitucion con un resto de serina del resto de cisteina en
la posicién 32, dentro de CDR1, de la cadena Vu del mAb 10A12. Esta forma modificada de 10A12 se denomina en
el presente documento 10A12S. La secuencia de aminoacidos de la cadena Vy de 10A12 se muestra en SEC ID N2
44 y la secuencia de aminoacidos de la cadena Vi de 10A12S se muestra en SEC ID N2 45.

Los anticuerpos obtenidos por ingenieria genética de la invencién incluyen en los que se han realizado
modificaciones en los restos marco conservados dentro de Vy y/o V|, por ejemplo para mejorar las propiedades del
anticuerpo. Normalmente dichas modificaciones de marcos conservados se realizan para reducir la inmunogenicidad
del anticuerpo. Por ejemplo, un enfoque es “retromutar” uno o més restos marco conservados a la secuencia de
linea germinal correspondiente. Mas especificamente, un anticuerpo que se ha sometido a mutaciéon somatica puede
contener restos marco conservados que difieren de la secuencia de linea germinal de la que deriva el anticuerpo.
Dichos restos pueden identificarse comparando las secuencias marco conservadas del anticuerpo con las
secuencias de linea germinal de las que deriva el anticuerpo. Por ejemplo, para 6A5, el resto de aminoacido n® 2
(dentro de FR1) de Vy es una metionina mientras que este resto en la secuencia de linea germinal Vy 3-33
correspondiente es una valina (véase Figura 12). Para devolver las secuencias de regién marco conservada a su
configuracién de linea germinal, las mutaciones somaticas pueden “retromutarse” a la secuencia de linea germinal,
por ejemplo, por mutagénesis dirigida o mutagénesis mediada por PCR (por ejemplo, el resto 2 de la V4 de 6A5
puede “retromutarse” de metionina a valina). También se pretende que dichos anticuerpos “retromutados” estén
abarcados por la invencion.

Otro tipo de modificacion de marco conservado implica mutar uno o mas restos dentro de la regién marco
conservada, o incluso dentro de una o mas regiones CDR, para retirar epitopos de linfocitos T para reducir de este
modo la inmunogenicidad potencial del anticuerpo. Este enfoque también se denomina “desinmunizacién” y se
describe en mas detalle en la Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 20030153043 de Carr et al.

Ademas o como alternativa a modificaciones realizadas dentro de las regiones marco conservadas o CDR, los
anticuerpos de la invencion pueden modificarse por ingenieria genética para incluir modificaciones dentro de la
regién Fc, normalmente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida en
suero, fijaciébn de complemento, union con el receptor de Fc y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno.
Ademas, un anticuerpo de la invencién puede modificarse quimicamente (por ejemplo, pueden unirse uno o mas
restos quimicos al anticuerpo) o modificarse para alterar su glucosilacién, de nuevo para alterar una o mas
propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describe en mas detalle posteriormente.
La numeracion de restos en la regién Fc es la del indice EU de Kabat.

En una realizacién, la region bisagra de CH1 se modifica de modo que el nimero de restos de cisteina en la region

bisagra se altere, por ejemplo, se aumente o se reduzca. Este enfoque se describe adicionalmente en la Patente de
Estados Unidos N° 5.677.425 de Bodmer et al. El nimero de restos de cisteina en la regién bisagra de CH1 se
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altera, por ejemplo, para facilitar el ensamblaje de las cadenas ligera y pesada o para aumentar o reducir la
estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacion, la region bisagra del Fc de un anticuerpo se muta para reducir la semivida biolégica del
anticuerpo. Mas especificamente, una o mas mutaciones de aminodacidos se introducen en la region de interfaz de
dominio CH2-CH3 del fragmento de bisagra de Fc de modo que el anticuerpo tenga unién con proteina A
Estafilocdcica (SpA) alterada en relacion con la unién del dominio de bisagra de Fc SpA. Este enfoque se describe
en mas detalle en la Patente de Estados Unidos N 6.165.745 de Ward et al.

En otra realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida biol6gica. Son posibles diversos enfoques.
Por ejemplo, pueden introducirse una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se describe
en la Patente de Estados Unidos N° 6.277.375 de Ward. Como alternativa, para aumentar la semivida biolégica, el
anticuerpo puede alterarse dentro de la region CH1 o CL para contener un epitopo de unién a receptor de
recuperacion tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una region Fc de un IgG, como se describe en las
patentes de Estados Unidos N° 5.869.046 y 6.121.022 de Presta et al.

En otras realizaciones mas, la regiéon Fc se altera reemplazando al menos un resto de aminoacido con un resto de
aminoacido diferente para alterar la funciéon o las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas
aminoacidos seleccionados de los restos de aminoacidos 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 pueden
reemplazarse con un resto de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tenga una afinidad alterada por un
ligando efector pero que conserve la capacidad de unién a antigeno del anticuerpo parental. El ligando efector para
el que se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor de Fc o el componente C1 de complemento. Este
enfoque se describe en méas detalle en las Patentes de Estados Unidos N° 5.624.821 y 5.648.260, ambas de Winter
etal.

En otro ejemplo, uno o mas aminoacidos seleccionados de los restos de aminoacidos 329, 331 y 322 pueden
reemplazarse con un resto de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tenga union de C1q alterada y/o
citotoxicidad dependiente de complemento reducida o anulada (CDC). Este enfoque se describe en mas detalle en la
Patente Estados Unidos N° 6.194.525 de Idusogie et al.

En otro ejemplo, se alteran uno o mas restos de aminoacidos dentro de las posiciones de aminoacidos 231 y 239
para alterar de este modo la capacidad del anticuerpo para fijarse al complemento. Este enfoque se describe
adicionalmente en la Publicacién de PCT WO 94/29351 de Bodmer et al.

En otro ejemplo mas, la regién Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar en la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) y/o para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor
Fcy modificando uno o mas aminoacidos en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258,
265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305,
307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382,
388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 o0 439. Este enfoque se describe adicionalmente en la
Publicacién PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas, los sitios de union en IgG1 humana para FcyR1, FcyRlIl, FeyRlll
y FcRn se han mapeado y se han descrito variantes con unién mejorada (véase, Shields, R.L. et al. (2001) J. Biol.
Chem. 276: 6591-6604). Se ha mostrado que mutaciones especificas en las posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y
339 mejoran la unién con FcyRIIl. Adicionalmente, se ha mostrado que los siguientes mutantes de combinacién
mejoran la unién de FcyRIIl: T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A y S298A/E333A/K334A.

En otra realizacion mas, se modifica la glucosilacién de un anticuerpo. Por ejemplo, puede realizarse un anticuerpo
aglucosilado (es decir, el anticuerpo carece de glucosilacién). La glucosilacion puede alterarse, por ejemplo, para
aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Dichas modificaciones de carbohidratos pueden conseguirse,
por ejemplo, alterando uno o mas sitios de glucosilaciéon dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, pueden
realizarse una o mas sustituciones de aminoacidos que den como resultado la eliminaciéon de uno o mas sitios de
glucosilacién de marco conservado de regidn variable para eliminar de este modo la glucosilacién en ese sitio. Dicha
aglucosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Dicho enfoque se describe en mas detalle
en las Patentes de Estados Unidos N° 5.714.350 y 6.350.861 de Co et al.

Adicionalmente o como alternativa, puede prepararse un anticuerpo que tenga un tipo de glucosilacion alterado, tal
como un anticuerpo hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de restos de fucosilo o un anticuerpo que tenga
estructuras de GlcNac de biseccién aumentadas. Se ha demostrado que dichos patrones de glucosilacion alterados
aumenta la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Dichas modificaciones de carbohidratos pueden conseguirse,
por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula hospedadora con maquinaria de glucosilacién alterada. Se han
descrito células con maquinaria de glucosilacién alterada en la técnica y pueden usarse como células hospedadoras
en las que expresar anticuerpos recombinantes de la invenciéon para producir de este modo un anticuerpo con
glucosilacién alterada. Por ejemplo, el documento EP 1.176.195 de Hanai et al. describe una linea celular con un
gen FUT8 funcionalmente alterado, que codifica una fucosil transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en
dicha linea celular muestren hipofucosilacion. La Publicacién de PCT WO 03/035835 de Presta describe una linea
celular CHO variante, células Lec13, con capacidad reducida para unir fucosa con carbohidratos con enlaces
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Asn(297), dando como resultado también la hipofucosilacién de anticuerpos expresados en esa célula hospedadora
(véase también Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740). La Publicacién de PCT WO 99/54342
de Umana et al. describe lineas celulares modificadas técnicamente para expresar glucosil transferasas
modificadoras de glucoproteinas (por ejemplo, beta(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnTlIIl) de modo que los
anticuerpos expresados en las lineas celulares modificadas técnicamente muestren estructuras del GlcNac de
biseccién aumentadas lo que da como resultado aumento de la actividad ADCC de los anticuerpos (véase también
Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17: 176-180).

Otra modificacion de los anticuerpos en el presente documento que se contempla por la invencién es la pegilacién.
Un anticuerpo puede estar pegilado para, por ejemplo, aumentar la semivida biolégica (por ejemplo, en suero) del
anticuerpo. Para pegilar un anticuerpo, el anticuerpo, o fragmento del mismo, se hace reaccionar nhormalmente con
polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o derivado de aldehido de PEG, en condiciones en las que uno o
mas grupos de PEG se unen con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Preferentemente, la pegilacion se lleva a
cabo mediante una reaccién de acilaciéon o una reaccion de alquilacién con una molécula de PEG reactiva (0 un
polimero soluble en agua reactivo analogo). Como se usa en el presente documento, se entiende que el término
“polietilenglicol” abarca cualquiera de las formas de PEG que se han usado para derivatizar otras proteinas, tales
como mono (C1-C10) alcoxi- o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. En ciertas realizaciones, el
anticuerpo para pegilar es un anticuerpo aglucosilado. Se conocen en la técnica métodos para pegilar proteinas y
pueden aplicarse a los anticuerpos de la invencion. Véase por ejemplo, documento EP 0 154 316 de Nishimura et al.
y documento EP 0 401 384 de Ishikawa et al.

Métodos para modificar técnicamente anticuerpos

Como se ha analizado anteriormente, los anticuerpos anti-IP-10 que tiene secuencias Vy y Vi desveladas en el
presente documento pueden usarse para crear nuevos anticuerpos anti-IP-10 modificando las secuencias de Vy y/o
VL o la region o las regiones constantes unidas a las mismas. Por lo tanto, en otro aspecto de la invencion, las
caracteristicas estructurales de un anticuerpo anti-IP-10 de la invencion, por ejemplo, 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5,
6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S o 13C4, se usan para crear anticuerpos anti-IP-10 estructuralmente
relacionados que conservan al menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la invencién, tal como union
con IP-10 humana e IP-10 de monos rhesus, pero no con IP-10 de raton o MIG humano o ITAC humano, y que
también inhiben una o mas propiedades funcionales de IP-10 (por ejemplo, unién con CXCRS3, flujo de calcio,
quimiotaxis). Por ejemplo, una o mas regiones CDR de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12,
10A12S o 13C4, o mutaciones de las mismas, pueden combinarse de forma recombinante con regiones marco
conservadas conocidas y/u otras CDR para crear anticuerpos anti-IP-10 modificados técnicamente de forma
recombinante, adicionales, de la invencion, como se ha analizado anteriormente. Otros tipos de modificaciones
incluyen las descritas en la seccién previa. El material de partida para el método de modificacién técnica es una o
mas de las secuencias de Vy y/o Vi proporcionadas en el presente documento, o una o mas regiones CDR de las
mismas. Para crear el anticuerpo modificado técnicamente, no es necesario preparar de hecho (es decir, expresar
como una proteina) un anticuerpo que tenga una o mas de las secuencias de Vu y/o V| proporcionadas en el
presente documento, 0 una o0 mas regiones CDR de las mismas. En su lugar, la informacién contenida en la
secuencia o las secuencias se usa como el material de partida para crear una secuencia 0 secuencias de “segunda
generacion” derivadas de la secuencia o las secuencias originales y después se prepara la secuencia o las
secuencias de “segunda generacion” y se expresan como una proteina.

En consecuencia, en otra realizacion, la invencién proporciona un método para preparar un anticuerpo anti-IP-10
que comprende:

(a) proporcionar: (i) una secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de CDR1 seleccionada de SEC ID N%: 5, 9 y 1, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N<:
17, 21 y 13 y una secuencia de CDR3 seleccionada de SEC ID N2 28, 32 y 24; o (ii) una secuencia de
anticuerpo de regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de CDR1 seleccionada de SEC ID
Ne¢: 55, 59 y 51, una secuencia de CDR2 seleccionada de SEC ID N 66, 70 y 62 y una secuencia de CDR3
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N2: 77, 81y 73;

(b) alterar al menos un resto de aminoacido dentro de la secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena
pesada y/o la secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena ligera para crear al menos una secuencia de
anticuerpo alterada; y

(c) expresar la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.

Pueden usarse técnicas de biologia molecular convencionales para preparar y expresar la secuencia de anticuerpos
alterada.

Preferentemente, el anticuerpo codificado por la secuencia o las secuencias de anticuerpo alteradas es uno que

conserva una, alguna o todas las propiedades funcionales de los anticuerpos anti-IP-10 descritos en el presente
documento, incluyendo dichas propiedades funcionales, pero sin limitacion:
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(i) se une especificamente con IP-10 humana;
(i) inhibe la unién de IP-10 con CXCRS;

(iii) inhibe el flujo de calcio inducido por IP-10;

(iv) inhibe la migracion de células inducida por IP-10;

(v) reacciona de forma cruzada con IP-10 de mono rhesus;
(vi) no reacciona de forma cruzada con IP-10 de ratén;

(vii) no reacciona de forma cruzada con MIG humano;y
(viii) no reacciona de forma cruzada con ITAC humano.

El anticuerpo alterado puede mostrar una 0 mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco 0 mas, seis 0 mas o
siete 0 mas de las propiedades funcionales expuestas como (i) a (viii) anteriores.

Las propiedades funcionales de los anticuerpos alterados pueden evaluarse usando ensayos convencionales
disponibles en la técnica y/o descritos en el presente documento, tales como los expuestos en los Ejemplos (por
ejemplo, ELISA, ensayos de flujo de calcio; ensayos de quimiotaxis).

En ciertas realizaciones de los métodos de anticuerpos modificados técnicamente de la invencién, pueden
introducirse mutaciones aleatoriamente o de forma selectiva a lo largo de toda o parte de una secuencia codificante
de anticuerpo anti-IP-10 y los anticuerpos anti-IP-10 modificados resultantes pueden explorarse con respecto a
actividad de union y/u otras propiedades funcionales como se describe en el presente documento. Se han descrito
en la técnica métodos mutacionales. Por ejemplo, la Publicacion de PCT WO 02/092780 de Short describe métodos
para crear y explorar mutaciones de anticuerpos usando mutagénesis de saturacion, ensamblaje de ligamiento
sintético, o una combinacion de los mismos. Como alternativa, la Publicacién de PCT WO 03/074679 de Lazar et al.
describe métodos para usar métodos de exploracién computacionales para optimizar las propiedades fisioquimicas
de los anticuerpos.

Moléculas de Acido nucleico que codifican anticuerpos de la Invencién

Otro aspecto de la invencién concierne a moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos de la invencion.
Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas,en un lisado celular, o en una forma parcialmente
purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico esta "aislado" o "se hace sustancialmente puro" cuando se
separa por purificacion de otros componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otros acidos nucleicos o
proteinas celulares, por técnicas convencionales, incluyendo tratamiento alcalino/SDS, formaciéon de bandas de
CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otras bien conocidas en la materia. Véase,
F.Ausubel, y col. ed. (1987) Currant Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience,
Nueva York. Un &cido nucleico de la invencién puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede contener o no
secuencias intrénicas. En una realizacién preferida, el acido nucleico es una molécula de ADNc.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden obtenerse usando técnicas de biologia molecular convencionales. Para
anticuerpos expresados por hibridomas (por ejemplo, hibridomas preparados a partir de ratones transgénicos que
portan genes de inmunoglobulina humana como se describe adicionalmente posteriormente) pueden obtenerse
ADNCc que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo preparado por el hibridoma por amplificacién por
PCR convencional o técnicas de clonacion de ADNc. Para anticuerpos obtenidos a partir de una biblioteca de genes
de inmunoglobulina (por ejemplo, usando técnicas de presentacion de fagos), puede recuperarse acido nucleico que
codifica el anticuerpo de la biblioteca.

Son moléculas de acido nucleico preferidas de la invencién las que codifican las secuencias VH y VL de los
anticuerpos monoclonales 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 o 13C4. Se muestran las
secuencias de ADN que codifican las secuencias VH de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y
13C4 en SEC ID N2: 99 -109, respectivamente. Se muestran secuencias de ADN que codifican las secuencias VL de
1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 en SEC ID N2: 110-120, respectivamente.

Una vez que se han obtenido los fragmentos de ADN que codifican segmentos VH y VL, estos fragmentos de ADN
pueden manipularse adicionalmente por técnicas de ADN recombinante convencionales, por ejemplo para convertir
los genes de region variable en genes de cadena de anticuerpo de longitud completa, en genes de fragmento Fab o
en un gen scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de ADN que codifica VL o VH esta unido operativamente a
otro fragmento de ADN que codifica otra proteina, tal como una regién constante de anticuerpo o un engarce flexible.
La expresion " unido operativamente”, como se usa en este contexto, pretende significar que los dos fragmentos de
ADN se unen de tal modo que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de ADN
permanecen en fase.

El ADN aislado que codifica la acciéon de VH puede convertirse en un gen de cadena pesada de longitud completa
uniendo operativamente el ADN que codifica VH con otra molécula de ADN que codifica regiones constantes de
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de genes de regién constante de cadena pesada humana se
conocen en la técnica (véase por ejemplo,Kabat, E. A., y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacion NIH N2 91-3242) y pueden
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obtenerse fragmentos de ADN que abarcan estas regiones por amplificacién por PCR convencional. La regién
constante de cadena pesada puede ser una region constante IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, pero mas
preferentemente es una region constante IgGl o IgG4. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab el ADN que
codifica VH puede unirse operativamente con otra molécula de ADN que codifica solamente la regién constante CH1
de cadena pesada.

El ADN aislado que codifica la regién VL puede convertirse a un gen de cadena ligera de longitud completa (asi
como un gen de cadena ligera de Fab) uniendo operativamente el ADN que codifica VL con otra molécula de ADN
que codifica la regién constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de genes de regién constante de cadena
ligera humana se conocen en la técnica (véase por ejemplo, Kabat, E. A., y col. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicion, U.S. Department of Health and Human Services, Publicacién NIH N°. 91-
3242) y pueden obtenerse fragmentos de ADN que abarcan estas regiones por amplificacion por PCR convencional.
La region constante de cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda, pero mas preferentemente es
una region constante kappa.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican VH y VL se unen operativamente a otro fragmento
que codifica un engarce flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly4 - Ser)s, de modo que
las secuencias VH y VL puedan expresarse como una proteina de cadena sencilla contigua, con las regiones VL y
VH unidas por engarce flexible (véase por ejemplo,Bird y col. (1988) Science 242:423-426; Huston y col. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty y col., (1990) Nature 348:552-554).

Produccién de anticuerpos monoclonales de la invencién

Pueden producirse anticuerpos monoclonales (mAb) de la presente por diversas técnicas, incluyendo metodologia
de anticuerpos monoclonales convencional por ejemplo, la técnica de hibridacién de células somaticas convencional
de Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495. Aunque se prefieren procedimientos de hibridacion de células
somaticas, en principio, pueden emplearse otras técnicas para producir anticuerpo monoclonal, por ejemplo,
transformacién viral u oncogénica de linfocitos B.

El sistema animal preferido para preparar hibridomas es el sistema murino.La produccion de hibridomas en el ratén
es un procedimiento muy bien establecido. Se conocen en la materia protocolos de inmunizacién y técnicas para
aislamiento de esplenocitos inmunizados para fusién. También se conocen comparferos de fusién (por ejemplo,
células de mieloma murino) y procedimientos de fusion.

Pueden prepararse anticuerpos quiméricos o humanizados de la presente invencién basandose en la secuencia de
un anticuerpo monoclonal murino preparado como se ha descrito anteriormente. Puede obtenerse ADN que codifica
las inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera a partir del hibridoma murino de interés y modificarse por ingenieria
genética para que contengan secuencias de inmunoglobulina no murina (por ejemplo, humana) usando técnicas de
biologia molecular convencionales. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables murinas
pueden unirse a regiones constantes humanas usando procedimientos conocidos en la técnica (véase por ejemplo,
Patente de Estados Unidos N°. 4.816.567 de Cabilly y col.). Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones CDR
murinas pueden insertarse en un armazén humano usando procedimientos conocidos en la técnica (véase por
ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.225.539 de Winter, y Patentes de Estados Unidos N°. 5.530.101;
5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370 de Queen y col.)

En una realizacion preferida, los anticuerpos de la invenciéon son anticuerpos monoclonales humanos. Tales
anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra IP-10 pueden generarse usando ratones transgénicos o
transcromosémicos que portan partes del sistema inmune humano en lugar del sistema de raton. Estos ratones
transgénicos y transcromosémicos incluyen ratones que se denominan en el presente documento ratones HUMADb y
ratones KM, respectivamente, y se denominan colectivamente enel presente documento "ratones de Ig humana."

El ratén HUMAb® (Medarex, Inc.) contiene miniloci génicos de inmunoglobulina humana que codifican secuencias de
inmunoglobulina de cadena pesada (1 y y) y cadena ligera x humanas no reordenadas, junto con mutaciones
dirigidas que inactivan los loci de cadena u y x enddgenos (véase por ejemplo, Lonberg, y col. (1994) Nature
368(6474): 856-859). En consecuencia, los ratones muestran expresion reducida de IgM o x de ratén, y en
respuesta a inmunizacion, los transgenes de cadena pesada y ligera humana introducidos experimentan cambio de
clase y mutacién somatica para generar IgGx humano monoclonal de alta afinidad (Lonberg, N. y col. (1994),
mencionado anteriormente; revisado en Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;
Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, y Harding, F. y Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad.
Sci. 764:536-546). La preparacion y uso de ratones HuMab, y las modificaciones gendémicas portadas por tales
ratones, se describe adicionalmente en Taylor, L. y col. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. y col.
(1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon y col. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi y
col. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. y col. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon y col. (1994) J.
Immunol. 152:2912-2920; Taylor, . y col. (1994) International Immunology 6: 579-591; y Fishwild, D. y col. (1996)
Nature Biotechnology 14: 845-851, estando los contenidos de todas ellas incorporados por la presente
especificamente por referencia en su totalidad. Véase adicionalmente, Patentes de Estados Unidos N°. 5.545.806;
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5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429; todas de
Lonberg y Kay; Patente de Estados Unidos N°. 5.545.807 de Surani y col.; Publicacién de PCT N2 WO 92/03918,
WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 y WO 99/45962, todas de Lonberg y Kay; y Publicacién
de PCT N2 WO 01/14424 de Korman y col.

En otra realizacion, pueden inducirse anticuerpos humanos de la invencién usando un ratén que porta secuencias de
inmunoglobulina humana en transgenes y transcromosomas, tal como un ratén que porta un transgén de cadena
pesada humana y un transcromosoma de cadena ligera humana. Tales ratones, denominados en el presente
documento "ratones KM “, se describen en detalle en la Publicaciéon de PCT WO 02/43478 de Ishida y col.

Adicionalmente, estan disponibles en la técnica sistemas animales transgénicos alternativos que expresan genes de
inmunoglobulina humana y pueden usarse para inducir anticuerpos anti-IP-10 de la invencién. Por ejemplo, puede
usarse un sistema transgénico alternativo denominado Xenomouse (Abgenix, Inc.); tales ratones se describen, por
ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N 5.939.598; 6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 y 6.162.963 de
Kucherlapati y col.

Ademas, estan disponibles en la técnica sistemas animales transcromosémicos alternativos que expresan genes de
inmunoglobulina humana y pueden usarse para inducir anticuerpos anti-IP-10 de la invencion, por ejemplo, pueden
usarse ratones que portan tanto un transcromosoma de cadena pesada humana como un transcromosoma de
cadena ligera humana, denominados "ratones TC"; tales ratones se describen en Tomizuka y col. (2000) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:722-727. Ademas, se han descrito en la técnica vacas que portan transcromosomas de cadena
pesada y ligera humanos (Kuroiwa y col. (2002) Nature Biotechnology 20:889-894) y pueden usarse para inducir
anticuerpos anti-IP-10 de la invencion.

También pueden prepararse anticuerpos monoclonales humanos de la invencién usando procedimientos de
presentacién en fagos para explorar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humana. Tales procedimientos de
presentacién de fagos para aislar anticuerpos humanos estan establecidos en la técnica. Véase por ejemplo;
Patentes de Estados Unidos N°. 5.223.409; 5.403.484; y 5.571.698 de Ladner y col; Patentes de Estados Unidos N°.
5.427.908 y 5.580.717 de Dower y col.; Patentes de Estados Unidos N°. 5.969.108 y 6.172.197 de McCafferty y col.;
Patentes de Estados Unidos N°. 5.885.793; 6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081 de Giriffiths y
col.

Pueden preparase anticuerpos monoclonales humanos de la invencién usando ratones SCID en los que se han
reconstituido células inmunes humanas de modo que pueda generarse una respuesta de anticuerpos humanos tras
su inmunizacion. Tales ratones se describen en, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N°. 5.476.996 y
5.698.767 de Wilson y col.

Inmunizacién de ratones de Ig humana

Cuando se usan ratones de Ig humana para inducir anticuerpos humanos de la invencion, tales ratones pueden
inmunizarse con una preparacion purificada enriquecida de antigeno IP-10 y/o IP-10 recombinante, o una proteina
de fusién de IP-10, como se describe en Lonberg, N. y col. (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild, D. y col.
(1996) Nature Biotechnology 14: 845-851; y Publicacion de PCT WO 98/24884 y WO 01/14424. Preferentemente,
los ratones seran de 6-16 semanas de edad tras la primera infusién. Por ejemplo, puede usarse una preparacién
purificada recombinante (5-50 pg) de antigeno IP-10 para inmunizar los ratones de Ig humana por via intraperitoneal.

Se describen procedimientos detallados para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos para IP-
10 en el Ejemplo 1 posterior. La experiencia acumulada con diversos antigenos ha mostrado que los ratones
transgénicos responden cuando se inmunizan inicialmente por via intraperitoneal (IP) con antigeno en adyuvante
completo de Freund seguido de inmunizaciones IP cada dos semanas (hasta un total de 6) con antigeno en
adyuvante incompleto de Freund. Sin embargo, también se ha descubierto que otros adyuvantes distintos del de
Freund son eficaces. Ademas, se ha descubierto que las células completas en ausencia de adyuvante son altamente
inmunogénicas. La respuesta inmune puede supervisarse durante el transcurso del protocolo de inmunizacion
obteniéndose muestras de plasma por sangrados retro-orbitales. El plasma puede explorarse mediante ELISA (como
se describe posteriormente), y pueden usarse ratones con suficientes titulaciones de inmunoglobulina humana anti-
1P-10 para fusiones. Los ratones pueden estimularse por via intravenosa con antigeno 3 dias antes del sacrificio y
retirada del bazo. Se espera que puedan necesitarse 2-3 fusiones para cada inmunizacién. Normalmente se
inmunizan entre 6 y 24 ratones para cada antigeno. Habitualmente se usan cepas tanto HCo7 como HCo12.
Ademas, pueden criarse juntos transgenes tanto HCo7 como HCol2 en un ratén sencillo que tiene dos transgenes
de cadena pesada humana diferentes (HCo7/HCo12).

Generacion de Hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la Invenciéon

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos de la invencién, pueden aislarse
esplenocitos y/o células de ganglios linfaticos de ratones inmunizados y fusionarse con una linea celular
inmortalizada apropiada, tal como una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden
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explorarse con respecto a la produccion de anticuerpos especificos de antigeno. Por ejemplo, pueden fusionarse
sucesiones celulares sencillas de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados con un sexto del nimero de células
de mieloma de ratén no secretoras P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) con PEG al 50 %. Las células se siembran a
aproximadamente 2 x 10° en placa de microtitulacién de fondo plano, seguido de una incubacién de dos semanas en
medio selectivo que contiene suero se clon fetal 20 %, medio acondicionado "653" 18 %, origen 5 % (IGEN), L-
glutamina 4 mM, piruvato sédico 1 mM, HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, penicilina 50 unidades/ml,
estreptomicina 50 mg/ml, gentamicina 50 mg/ml y HAT 1X (Sigma; el HAT se afade 24 horas después de la fusion).
Después de aproximadamente dos semanas, las células pueden cultivarse en medio en el que el HAT se reemplaza
con HT. Después pueden explorarse pocillos individuales por ELISA con respecto a anticuerpos IgM e IgG
monoclonales humanos. Una vez que se produce crecimiento de hibridoma extensivo, puede observarse el medio
habitualmente después de 10-14 dias. Los hibridomas que secretan anticuerpos pueden volver a sembrarse en
placas, explorarse de nuevo, y si aln son positivos para IgG humana, los anticuerpos monoclonales pueden
subclonarse al menos dos veces por dilucién limitante. Los subclones estables pueden cultivarse después in vitro
para generar cantidades pequefias de anticuerpo en medio de cultivo tisular para caracterizacion.

Para purificar anticuerpos monoclonales humanos, pueden cultivarse hibridomas seleccionados en matraces de
agitaciéon de dos litros para purificacién de anticuerpos monoclonales. Los sobrenadantes pueden filirarse y
concentrarse antes de la cromatografia de afinidad con proteina A-sepharose (Pharmacia, Piscataway, N.J.). La IgG
eluida puede comprobarse por electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento para asegurar la
pureza. La solucién de tampoén puede intercambiarse a PBS, y la concentracién puede determinarse por DO280
usando coeficiente de extincién de 1,43. Los anticuerpos monoclonales pueden separarse en alicuotas y
almacenarse a -80 °C.

Generacion de Transfectomas que producen anticuerpos monoclonales de la Invencién

También pueden producirse anticuerpos de la invencién en un transfectoma de célula huésped usando, por ejemplo,
una combinacion de técnicas de ADN recombinante y procedimientos de transfeccion génica como se conocen bien
en la materia (por ejemplo, Morrison, S. (1985) Science 229:1202).

Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de los mismos, pueden obtenerse ADN que
codifican cadenas ligeras y pesadas de longitud completa o parcial, por técnicas de biologia molecular
convencionales (por ejemplo, amplificacion por PCR o clonacién de ADNc usando un hibridoma que exprese el
anticuerpo de interés) y los ADN pueden insertarse en vectores de expresion tales que los genes se unan
operativamente a secuencias de control transcripcional y traduccional. En este contexto, la expresion "unido
operativamente" pretende significar que un gen de anticuerpo se liga a un vector de modo que las secuencias de
control transcripcional y traduccional dentro del vector cumplen su funcién pretendida de regular la transcripcién y
traduccion de gen del anticuerpo. El vector de expresién y la secuencia de control de la expresion se seleccionan
para que sean compatibles con la célula huésped de expresién usada. El gen de cadena ligera de anticuerpo y el
gen de cadena pesada de anticuerpo pueden insertarse en vector separado o, mas normalmente, ambos genes se
insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de anticuerpo se insertan en el vector de expresion por
procedimientos convencionales (por ejemplo, ligacion de sitios de restriccidn complementarios en el fragmento de
gen de anticuerpo y vector, o ligacion de extremos romos si no estan presentes sitios de restriccion). Las regiones
variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos descritos en el presente documento pueden usarse para
crear genes de anticuerpo de longitud completa de cualquier isotipo de anticuerpo insertandolos en vectores de
expresion que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y constantes de cadena ligera del isotipo
deseado de modo que el segmento Vy esté unido operativamente con el segmento o los segmentos Cy dentro del
vector y el segmento V| esté unido operativamente con el segmento C. dentro del vector. Adicionalmente o como
alternativa, el vector de expresion recombinante puede codificar un péptido o sefial que facilite la secrecion de la
cadena de anticuerpo de una célula huésped. El gen de cadena de anticuerpo puede clonarse en el vector de modo
que el péptido senal se una en fase con el extremo amino terminal del gen de cadena de anticuerpo. El péptido
sefnal puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido senal heterdlogo (es decir, un péptido senal de
una proteina no de inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo, los vectores de expresién recombinantes de la invencién portan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadena de anticuerpo en una célula huésped. La
expresion "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilacién) que controlan la transcripcion o traducciéon de los genes de
cadena de anticuerpo. Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel (Gene Expression
Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Se apreciara por los expertos en
la materia que el disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de secuencias reguladoras, puede
depender de tales factores como la eleccion de la célula huésped para transformar, el nivel de expresion de proteina
deseada, etc. Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion en célula huésped de mamifero incluyen
elementos virales que dirigen altos niveles de expresion proteica en células de mamifero, tales como promotores y/o
potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor
tardio principal de adenovirus (AdMLP) y poliomat. Como alternativa, pueden usarse secuencias reguladoras no
virales, tales como el promotor de ubiquitina o promotor de B-globina. Adicionalmente, elementos reguladores
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compuestos de secuencias de diferentes fuentes, tales como el sistema promotor de SRa, que contiene secuencias
del promotor temprano de SV40 y la repeticién terminal larga de virus de leucemia de linfocitos T humanos de tipo 1.
(Takebe, Y.y col. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ademas de genes de cadena de anticuerpo y secuencias reguladoras, los vectores de expresion recombinante de la
invencion pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacién del vector en
células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. EI gen marcador
seleccionable facilita la selecciéon de células huésped en las que se ha introducido el vector (véase, por ejemplo,
Patentes de Estados Unidos N°. 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel y col.). Por ejemplo, normalmente
el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una
célula huésped en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el
gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células huésped dhfr- con seleccién/amplificacion de
metotrexato) y el gen neo (para seleccion de G418).

Para expresion de las cadenas ligeras y pesadas, el vector o los vectores de expresion que codifican las cadenas
pesada vy ligera se transfectan a una célula huésped por técnicas convencionales. Se pretende que las diversas
formas del término “transfeccién” abarquen una amplia diversidad de técnicas habitualmente usadas para la
introduccion de ADN exdégeno en una célula huésped procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacion,
precipitacion de fosfato célcico, transfeccion de DEAE-dextrano y similares. Aunque es tedricamente posible
expresar los anticuerpos de la invencion en células huésped procariotas o eucariotas, la expresion de anticuerpos en
células eucariotas, y mas preferentemente células huésped de mamifero, es la mas preferida debido a que tales
células eucariotas, y en particular células de mamifero, tienen mas probabilidades que las células procariotas de
ensamblar y secretar un anticuerpo plegado de forma apropiada e inmunolégicamente activo. Se ha notificado que la
expresion procariota de genes de anticuerpo es ineficaz para produccién de altos rendimientos de anticuerpo activo
(Boss, M. A. y Wood, C. R. (1985) Immunology Today 6:12-13).

Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencion incluyen
Ovario deHamster Chino (células CHO) (incluyendo células CHO dhfr- descritas en Urlaub y Chasin, (1980) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA.77:4216-4220, usadas con un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como se describe
en R. J. Kaufman y P.A. Sharp (1982) Mol. Biol.159:601-621), células de mieloma NSO, células COS y células SP2.
En particular, para su uso con células de mieloma NSO, otro sistema de expresion preferido es el sistema de
expresion de gen GS desvelado en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338.841. Cuando se
introducen vectores de expresion recombinante que codifican genes de anticuerpo en células huésped de mamifero,
los anticuerpos se producen cultivando las células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para remitir la
expresion del anticuerpo en las células huésped o, mas preferentemente, secrecion del anticuerpo en el medio de
cultivo en el que se dejan crecer las células huésped. Pueden recuperarse anticuerpos del medio de cultivo usando
procedimientos de purificacion de proteinas convencionales.

Caracterizacién de unién de Anticuerpo con Antigeno

Pueden ensayarse anticuerpos de la invencion para unién con IP-10, por ejemplo, mediante ELISA convencional. En
resumen, se revisten placas de microtitulacién con IP-10 purificada a 0,25 ug/ml en PBS, y después se bloquean con
albumina de suero bovino 5 % en PBS. Se afiaden diluciones de anticuerpo (por ejemplo, diluciones de plasma de
ratones inmunizados para IP-10) a cada pocillo y se incuban durante 1-2 horas a 37 °C. Las placas se lavan con
PBS/Tween y después se incuban con reactivo secundario (por ejemplo, para anticuerpos humanos, un reactivo
policlonal especifico de Fc anti IgG humana de cabra) conjugado con fosfatasa alcalina durante 1 hora a 37 °C.
Después de lavar, las placas se revelan con sustrato pNPP (1 mg/ml), y se analizan a DO de 405-650.
Preferentemente, se usaran ratones que desarrollan las titulaciones mas altas para fusiones.

También puede usarse un ensayo de ELISA como se ha descrito anteriormente para explorar con respecto a
hibridomas que muestran reactividad positiva con inmunégeno IP-10. Se subclonan hibridomas que se unen con alta
avidez a IP-10 y se caracterizan adicionalmente. Puede seleccionarse un clon de cada hibridoma, que conserva la
reactividad de las células parentales (por ELISA) para preparar un banco de células de 5-10 viales almacenado a -
140 °C y para purificaciéon de anticuerpos.

Para purificar anticuerpos anti-IP-10, pueden cultivarse hibridomas seleccionados en matraces de agitacion de dos
litros para purificacion de anticuerpos monoclonales. Los sobrenadantes pueden filirarse y concentrarse antes de
cromatografia de afinidad con proteina A-sepharose (Pharmacia, Piscataway, NJ). La IgG eluida puede comprobarse
por electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento para asegurar la pureza. La solucién de tampén
puede cambiarse a PBS, y la concentraciéon puede determinarse por DOzgo usando coeficiente de extincién 1,43. Los
anticuerpos monoclonales pueden separarse en alicuotas y almacenarse a -80 °C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-IP-10 seleccionados se unen a epitopos Unicos, cada
anticuerpo puede biotinilarse usando reactivos disponibles en el mercado (Pierce, Rockford, IL). Pueden realizarse
estudios de competicion usando anticuerpos monoclonales no marcados y anticuerpos monoclonales biotinilados
usando placas de ELISA revestidas con IP-10 como se ha descrito anteriormente. La unién de mAb biotinilado
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puede detectarse con una sonda de estreptavidina-fosfatasa alcalina.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, pueden realizarse ELISA de isotipo usando reactivos
especificos para anticuerpos de un isotipo particular. Por ejemplo, para determinar el isotipo de un anticuerpo
monoclonal humano, pueden revestirse pocillos de placas de microtitulacion con 1 pg/ml de inmunoglobulina anti-
humana durante una noche a 4 °C. Después de bloquear con BSA al 1 %, las placas se hacen reaccionar con 1
pug/ml o menos de anticuerpos monoclonales de ensayo o controles de isotipo purificado, a temperatura ambiente
durante una a dos horas. Los pocillos pueden hacerse reaccionar después con sondas conjugadas de fosfatasa
alcalina especificas de IgG1 humana o IgM humana. Las placas se revelan y analizan como se ha descrito
anteriormente.

Pueden ensayarse adicionalmente IgG humanas anti IP-10 con respecto a reactividad con antigeno IP-10 por
transferencia de Western. En resumen, pueden prepararse IP-10 y someterse a electroforesis en gel de
poliacrilamida de dodecil sulfato sédico. Después de electroforesis, los antigenos separados se transfieren a
membranas de nitrocelulosa, se bloquean con suero de ternero fetal 10 % y se exploran con los anticuerpos
monoclonales para ensayar. Puede detectarse la union de IgG humana usando fosfatasa alcalina anti-lgG humana y
revelarse con comprimidos de substrato BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo.).

Inmunoconjugados

En otro aspecto, la presenta invencién presenta un anticuerpo anti IP-10, o un fragmento del mismo, conjugado con
un resto terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o una radiotoxina. Tales
conjugados se denominan en el presente documento "inmunoconjugados”. Los inmunoconjugados que incluyen una
0 mas citotoxinas se denominan "inmunotoxinas." Una citotoxina o agente citotoxico incluye cualquier agente que
sea perjudicial para (por ejemplo, destruya) las células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D,
bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopodsido, tenoposido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y analogos u homaélogos de los mismos.
Los agentes terapéuticos también incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tio-guanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbacina), agentes alquilantes (por ejemplo,
mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan,
dibromomanitol, streptozotocina, mitomicina C, y cis-diclorodiamina de platino (ll) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por
ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina
(anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y antramicina (AMC)), y agentes anti-mitéticos (por
ejemplo,vincristina y vinblastina).

Otros ejemplos preferidos de citotoxinas terapéuticas que pueden conjugarse con un anticuerpo de la invencién
incluyen duocarmicinas, caliqueamicinas, maitansinas y auristatinas, y derivados de las mismas. Un ejemplo de un
conjugado de anticuerpo de caliqueamicina esté disponible en el mercado (Mylotarg™; Wyeth-Ayerst).

Pueden conjugarse citotoxinas con anticuerpos de la invencion usando tecnologia de engarce disponible en la
técnica. Los ejemplos de tipos de engarce que se han usado para conjugar una citotoxina con un anticuerpo
incluyen, pero sin limitaciéon, engarces que contienen hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros y péptidos. Puede
seleccionarse un engarce que sea, por ejemplo, susceptible a escision por pH bajo dentro del compartimento
lisosomal o susceptible a escisién por proteasas tales como proteasas preferentemente expresadas en tejido tumoral
tales como catepsinas (por ejemplo, catepsinas B, C, D).

Para anadlisis adicional de tipos de citotoxinas, engarces y procedimientos para conjugar agentes terapéuticos con
anticuerpos, véase también Saito, G. y col. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail, P.A. y col. (2003) Cancer
Immunol. Immunother. 52:328-337; Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. (2002) Nat. Rev. Cancer
2:750-763; Pastan, I. y Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091; Senter, P.D. y Springer, C.J.
(2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

También pueden conjugarse anticuerpos de la presente invencién con un isétopo radiactivo para generar
compuestos radiofarmacéuticos citotoxicos, también denominados radioinmunoconjugados. Los ejemplos de
isotopos radiactivos que pueden conjugarse con anticuerpos para su uso para diagnostico o de forma terapéutica
incluyen, pero sin limitacion, yodo ™', indio'"", itrio®y lutecio'””. Estan establecidos en la técnica procedimientos para
preparar radioinmunoconjugados. Estan disponibles en el mercado ejemplos de radioinmunoconjugados, incluyendo
Zevalin™ (IDEC Pharmaceuticals) y Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals), y puede usarse procedimientos similares
para preparar radioinmunoconjugados usando los anticuerpos de la invencion.

Los conjugados de anticuerpo de la invencién pueden usarse para modificar una respuesta biolégica dada y el resto
farmacoldgico no debe interpretarse como limitado a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto
farmacolédgico puede ser una proteina o polipéptido que posea una actividad biolégica deseada. Tales proteinas
pueden incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o fragmento activo de la misma, tal como abrina,
ricina A, exotoxina de pseudomonas o toxina diftérica; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o interferén
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v; o modificadores de respuesta biolégica tales como, por ejemplo, linfocinas, interleucina-1 ("IL-1"), interleucina-2
("IL-2"), interleucina-6 ("IL-6"), factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos ("GM-CSF"), factor
estimulante de colonias de granulocitos ("G-CSF"), u otros factores de crecimiento.

Se conocen bien técnicas para conjugar dicho resto terapéutico con anticuerpos, véase, por ejemplo, Arnon y col.,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs in Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies y Cancer
Therapy, Reisfeld y col. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom y col., "Antibodies For Drug Delivery",
in Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson y col. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody
Carriers Of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical
Applications, Pinchera y col. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, and Future Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And
Therapy, Baldwin y col. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe y col., "The Preparation And Cytotoxic
Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

Moléculas Biespecificas

En otro aspecto, la presente invencién presenta moléculas biespecificas que comprenden un anticuerpo anti IP-10, o
un fragmento del mismo, de la invencién. Un anticuerpo de la invencion, o partes de un antigeno del mismo, puede
derivatizarse o unirse con otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, otro anticuerpo
o ligando para un receptor) para generar una molécula biespecifica que se une al menos a dos sitios de unién
diferentes o moléculas diana. El anticuerpo de la invencién puede de hecho derivatizarse o unirse a mas de una
molécula funcional adicional para generar moléculas biespecificas que se unen a mas de dos sitios de union
diferentes y/o moléculas diana; también se pretende que tales moléculas multiespecificas estén abarcadas por la
expresion "molécula biespecifica”" como se usa en el presente documento. Para crear una molécula biespecifica de
la invencion, un anticuerpo de la invencion puede unirse funcionalmente (por ejemplo, por acoplamiento quimico,
fusion genética, asociacién no covalente o de otro modo) con una o mas moléculas de unién distintas, tales como
otro anticuerpo, fragmento del anticuerpo, péptido o mimético de unién, de modo que resulte una molécula
biespecifica.

En consecuencia, la presente invencion incluye moléculas biespecificas que comprenden al menos una primera
especificidad de union para IP-10 y una segunda especificidad de unidn para un segundo epitopo diana. En una
realizacién particular de la invencion, el segundo epitopo diana es un receptor de Fc, por ejemplo, FcyRl humano
(CD64) o un receptor de Fcahumano (CD89). Por tanto, la invencion incluye moléculas biespecificas capaces de
unirse a células efectoras que expresan FcyR, FcaR o FceR (por ejemplo, monocitos, macréfagos o células
polimorfonucleares (PMN)), y a células diana que expresan IP-10. Estas moléculas biespecificas dirigen la células
que expresan IP-10 a células efectoras y desencadenan actividades de células efectoras mediadas por receptor de
Fc, tales como fagocitosis de una célula que expresa IP-10, citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo (ADCC),liberacion de citocinas o generacién de anién superoxido.

En una realizacién de la invencién en la que la molécula biespecifica es multiespecifica, la molécula puede incluir
adicionalmente una tercera especificidad de unién, ademas de una especificidad de uni6on anti-Fc y una
especificidad de unién anti IP-10. En una realizacion, la tercera especificidad de unién es una parte anti factor de
potenciacion (EF), por ejemplo, una molécula que se une a una proteina de superficie implicada en actividad
citotéxica y de este modo aumenta la respuesta inmune frente a la célula diana. La "parte anti factor de potenciacion”
puede ser un anticuerpo, fragmento de anticuerpo funcional o un ligando que se une a una molécula dada, por
ejemplo, un antigeno o un receptor y de este modo da como resultado una potenciacion del efecto de los
determinantes de unién para el receptor de F. o antigeno de célula diana. La "parte anti factor de potenciacion”
puede unirse a un receptor de F. 0 un antigeno de célula diana. Como alternativa, la parte anti factor de potenciacién
puede unirse a una entidad que es diferente de la entidad con la que se unen la primera y segunda especificidades
de unién. Por ejemplo, la parte anti factor de potenciacién puede unirse a un linfocito T citotéxico (por ejemplo
mediante CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 u otra célula inmune que dé como resultado una respuesta
inmune aumentada frente a la célula diana).

En una realizacién, las moléculas biespecificas de la invencidén comprenden como una especificidad de union al
menos un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo del mismo, incluyendo, por ejemplo, un Fab, Fab’, F(ab’)z, Fv, 0
un Fv de cadena sencilla. El anticuerpo también puede ser un dimero de cadena ligera o cadena pesada, o cualquier
fragmento minimo del mismo tal como un Fv o una construccién de cadena sencilla como se describe en Ladner y
col. Patente de Estados Unidos N°. 4.946.778.

En una realizacion, la especificidad de union para un receptor de Fcy se proporciona por un anticuerpo monoclonal,
cuya unién no esta bloqueada por inmunoglobulina G humana (IgG). Como se usa en el presente documento, la
expresion "receptor de IgG" se refiere a cualquiera de los ocho genes de cadena vy localizados en el cromosoma 1.
Estos genes codifican un total de doce transmembranas o isoformas de receptor soluble que se agrupan en tres
clases de receptor de Fcy: FcyRI (CD64), FcyRIlI (CD32), y FcyRIIl (CD16). En una realizacién preferida, el receptor
de Fcy es un FcyRI de alta afinidad humano. El FcyRl humano es una molécula de 72 kDa que muestra alta afinidad
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por IgG monomérico (108 - 10° M™).

La produccion y caracterizaciéon de ciertos anticuerpos monoclonales anti-Fcypreferidos se describe por Fanger y col.
en la Publicacién de PCT WO 88/00052 y en la Patente de Estados Unidos N°. 4.954.617, cuyas ensefianzas se
incorporan completamente por referencia en el presente documento. Estos anticuerpos se unen en un epitopo de
FcyRlI, FeyRIl o FeyRIIl en un sitio que es distinto del sitio de union con Fcy del receptor y, por lo tanto, su unién no
esta bloqueada sustancialmente por niveles fisioldgicos de IgG. Son anticuerpos anti-FcyRI especificos Utiles en la
presente invencion mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 y mAb 197. El hibridoma que produce mAb 32 esté disponible
de la Coleccion Americana de cultivos tipo, N de acceso de ATCC HB9469. En otras realizaciones, el anticuerpo
antirreceptor de Fcy es una forma humanizada de anticuerpo monoclonal 22 (H22). La produccion y caracterizacion
del anticuerpo H22 se describe en Graziano, RF. y col. (1995) J. Immunol 155 (10): 4996-5002 y Publicacién de PCT
WO 94/10332. La linea celular productora de anticuerpos H22 se depositd en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo con la designacion HA022CL1 y tiene el N® de acceso CRL 11177.

En otras realizaciones preferidas mas, la especificidad de unién para un receptor de Fc se proporciona por un
anticuerpo que se une a un receptor de IgA humano, por ejemplo, un receptor de Fc-alfa (FcaRI (CD89)), cuya unién
preferentemente no se bloquea por inmunoglobulina humana A (IgA). La expresion "receptor de IgA" pretende incluir
el producto génico de un gen o (FcaRlI) localizado en el cromosoma 19. Se sabe que este gen codifica varias
isoformas transmembrana de corte y empalme alternativo de 55 a 110 kDa. FcaRI (CD89) se expresa de forma
constitutiva en monocitos/macréfagos, granulocitos eosinéfilos y neutréfilos, pero no en poblaciones de células no
efectoras. FcaRlI tiene afinidad media (=5 X107 M") tanto para IgA1 como para IgA2, que aumenta tras su exposicién
a citocinas tales como G-CSF o GM-CSF (Morton, H.C. y col. (1996) Critical Reviews in Immunology 16:423-440). Se
han descrito cuatro anticuerpos monoclonales especificos de FCaRl, identificados como A3, A59, A62 y A77, que se
unen a FcaRlI fuera del dominio de unién a ligando IgA (Monteiro, R.C. y col. (1992) J. Immunol. 148: 1764).

FcaRI y FcyRl son receptores accionadores preferidos para su uso que las moléculas biespecificas de la invencion
debido a que (1) se expresan principalmente en células receptoras primarias, por ejemplo, monocitos, PMN,
macréfagos y células dendriticas; (2) se expresan a altos niveles (por ejemplo, 5.000 — 100.000 por célula); (3) son
mediadores de actividades citotoxicas (por ejemplo, ADCC, fagocitosis); (4) median en la presentacién antigénica
potenciada de antigenos, incluyendo autoantigenos, dirigidos a ellos.

Aunque se prefieren anticuerpos monoclonales humanos, otros anticuerpos que pueden emplearse en las moléculas
biespecificas de la invencion son anticuerpos monoclonales humanizados, murinos y quiméricos.

Las moléculas biespecificas de la presente invencién pueden prepararse conjugando las especificidades de union
constituyentes, por ejemplo, las especificidades de unién anti-FcR y anti-IP-10, usando procedimientos conocidos en
la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de unién de la molécula biespecifica puede generarse por separado y
después conjugarse entre si. Cuando las especificidades de unién son proteinas o péptidos, puede usarse diversos
agentes de acoplamiento o reticulacion para conjugacion covalente. Los ejemplos de agentes de reticulacion
incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), 5,5'-ditiobis (acido2-nitrobenzoico)
(DTNB), o-fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), y sulfosuccinimidil 4-(N-
maleimidometil)ciclohaxano-1-carboxilato (sulfo-SMCC) (véase por ejemplo, Karpovsky y col. (1984) J. Exp. Med.
160:1686; Liu, MA y col. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648). Otros procedimientos incluyen los descritos en
Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. N°. 78, 118-132; Brennan y col. (1985) Science 229:81-83), y Glennie y col. (1987) J.
Immunol. 139: 2367-2375). Son agentes de conjugacion preferidos SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de
Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de unién son anticuerpos, estos pueden conjugarse mediante enlace de sulfhidrilo de las
regiones bisagra C terminales de las dos cadenas pesadas. En una realizacion particularmente preferida, la region
bisagra se modifica para contener un nimero impar de restos de sulfhidrilo, preferentemente uno, antes de la
conjugacion.

Como alternativa, ambas especificidades de unién pueden codificarse en el mismo vector y expresarse y
ensamblarse en la misma célula huésped. Este procedimiento es particularmente Gtil cuando la molécula
biespecifica es una proteina de fusion mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F (ab’). o ligando x Fab. Una molécula
biespecifica de la invencion puede ser una molécula de cadena sencilla que comprende un anticuerpo de cadena
sencilla y un determinante de unién, o una molecular biespecifica de cadena sencilla que comprende dos
determinantes de unidon. Las moléculas biespecificas pueden comprender al menos dos moléculas de cadena
sencilla. Se describen procedimientos para preparar moléculas biespecificas por ejemplo en la Patente de Estados
Unidos N2 5.260.203; Patente de Estados Unidos N2 5.455.030; Patente de Estados Unidos N2 4.881.175; Patente
de Estados Unidos N° 5.132.405; Patente de Estados Unidos N° 5.091.513; Patente de Estados Unidos N°
5.476.786; Patente de Estados Unidos N¢ 5.013.653; Patente de Estados Unidos N° 5.258.498; y Patente de
Estados Unidos N2 5.482.858.
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La unién de las moléculas biespecificas con sus dianas especificas puede confirmarse, por ejemplo, por ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), analisis de FACS, bioensayo (por ejemplo,
inhibicion del crecimiento), o ensayo de transferencia de Western. Cada uno de estos ensayos generalmente detecta
la presencia de complejos proteina-anticuerpo de interés particular empleando un reactivo marcado (por ejemplo, un
anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por ejemplo, los complejos FcR-anticuerpo pueden detectarse
usando por ejemplo, un anticuerpo ligado a enzima o un fragmento de anticuerpo que reconoce y se une
especificamente a los complejos de anticuerpo-FcR. Como alternativa, los complejos pueden detectarse usando
cualquiera de otros diversos inmunoensayos. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse de forma radiactiva y
usarse en un radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays,
Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, marzo, 1986, que se incorpora
por referencia en el presente documento). El is6topo radiactivo puede detectarse por tales medios como el uso de un
contador y o un contador de centelleo o por autorradiografia.

Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion, por ejemplo, una composicion farmacéutica
que contiene uno o una combinacion de anticuerpos monoclonales, o parte o partes de unién a antigeno de los
mismos, de la presente invencion, formulados junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales
composiciones pueden incluir uno o una combinaciéon de (por ejemplo dos o mas diferentes) anticuerpos, o
inmunoconjugados o moléculas biespecificas de la invencion. Por ejemplo, una composicion farmacéutica de la
invencion puede comprender una combinacién de anticuerpos (o inmunoconjugados o biespecificos) que se unen a
diferentes epitopos en el antigeno diana o que tienen actividades complementarias.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden administrarse en terapia de combinacién, es
decir, combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir un anticuerpo anti-IP-10
de la presente invencién combinado con al menos otro agente inmunosupresor o antiinflamatorio. Se describen
ejemplos de agentes terapéuticos que pueden usarse en terapia de combinaciéon con mayor detalle posteriormente
en la seccién sobre usos de los anticuerpos de la invencién.

Como se usa en el presente documento "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los
disolventes, medio de dispersidn, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y
retardantes de la absorcién, y similares que son fisiolégicamente compatibles. Preferentemente, el vehiculo es
adecuado para administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por
ejemplo, por inyeccién o infusion). Dependiendo de la via de administracién, el compuesto activo, es decir, el
anticuerpo, inmunoconjugado o molécula biespecifica, puede revestirse en un material para proteger el compuesto
de la accion de acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Los compuestos farmacéuticos de la invencién pueden incluir una o mas sales farmacéuticamente aceptables: una
"sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal que conserva la actividad biolégica deseada del compuesto
parental y no transmite ningin efecto toxicoldgico no deseado (véase por ejemplo, Berge, S.M., y col. (1977) J.
Pharm. Sci. 66:1-19). Los Ejemplos de tales sales incluyen sales de adicién de &cidos y sales de adicion de bases.
Las sales adicion de acidos incluyen las derivadas de acidos inorganicos no téxicos, tales como clorhidrico, nitrico,
fosférico, sulfurico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso y similares, asi como de acidos organicos no toxicos tales
como acidos mono y dicarboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos fenil-sustituidos, acidos hidroxi alcanoicos, acidos
aromaticos, acidos alifaticos y sulfénicos aromaticos y similares. Las sales de adicion de bases incluyen las
derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas
orgéanicas no toxicas, tales como N,N’-dibenciletilendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, procaina y similares.

Una composicion farmacéutica de la invencién también puede incluir un antioxidante farmacéuticamente aceptable.
Los Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua, tales
como acido ascérbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato sédico, metabisulfato sédico, sulfito sédico y similares; (2)
antioxidantes solubles en aceite, tales como ascorbil palmitato, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), lecitina, propil galato, alfa-tocoferol y similares; y (3)agentes quelantes metalicos, tales como &cido citrico,
acido etilendiamin tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosforico y similares.

Los Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y
similares), y mezclas adecuadas de los mismos, acidos vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, tales como etil oleato. Puede mantenerse fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de materiales
de revestimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafno de particula requerido en el caso de
dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,

agentes emulsionantes y agentes de dispersion. La prevencion de presencia de microorganismos puede asegurarse
tanto por procedimientos de esterilizacién, mencionado anteriormente, como por la inclusién de diversos agentes
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antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. También puede
ser deseable incluir agentes isotdnicos, tales como azlcares, cloruro sodico y similares en las composiciones.
Ademas, puede producirse absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusion de
agentes que retardan la absorcion tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier
medio 0 agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso del mismo en las
composiciones farmacéuticas de la invencion. También pueden incorporarse compuestos activos complementarios
en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas normalmente deben ser estériles y estables en las condiciones de preparacion y
almacenamiento. La composicién puede formularse como una solucion, microemulsion, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para alta concentracion de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion
que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y
similares), y mezclas adecuadas de los mismos. Puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el
uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso
de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por
ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en la composicion. Puede producirse
absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante la inclusiéon en la composicién de un agente que
retarde la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido de microfiltracién de esterilizacién. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparaciéon de soluciones inyectables estériles,
los procedimientos preferidos de preparacién son secado en vacio y secado por congelacién (liofilizacién) que
producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente
esterilizada por filtracion del mismo.

La cantidad de principio activo que puede combinarse con un material de vehiculo para producir una forma de
dosificacién sencilla variara dependiendo del sujeto que se trate, y el modo particular de administracién. La cantidad
de principio activo que puede combinarse con un material de vehiculo para producir una forma farmacéutica sencilla
generalmente sera la cantidad de la composicién que produce un efecto terapéutico. En general, de cien por cien,
esta cantidad variara de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 99 % de principio activo, preferentemente de
aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 70 %, mas preferentemente de aproximadamente 1 % a
aproximadamente 30 % de principio activo en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada éptima (por ejemplo, una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse una embolada sencilla, pueden administrarse varias dosis
divididas a lo largo del tiempo o la dosis puede reducirse 0 aumentarse proporcionalmente segun se indique por las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma
farmacéutica unitaria para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion.La forma farmacéutica unitaria
como se usa en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones
unitarias para los sujetos que van a tratarse; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacioén con el vehiculo farmacéutico requerido.
La especificacion para las formas farmacéuticas unitarias de la invencion se dictan por y dependen directamente de
(a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se desea conseguir y (b) las
limitaciones inherentes en la técnica de la preparacién de compuestos de un compuesto activo tal para el tratamiento
de sensibilidad en individuos.

Para la administracion del anticuerpo, la dosificacién varia de aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg, y mas
habitualmente de 0,01 a 5 mg/kg, del peso corporal del huésped. Por ejemplo las dosificaciones pueden ser de 0,3
mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal 0 10 mg/kg
de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento ejemplar implica administracion
una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una
vez al mes, una vez cada 3 meses 0 una vez cada 3 a 6 meses. Los regimenes de dosificacion preferidos para un
anticuerpo anti-IP-10 de la invencion incluyen 1 mg/kg de peso corporal o 3 mg/kg de peso corporal mediante
administracion intravenosa, proporcionandose el anticuerpo usando uno de los siguientes programas de dosificacién:
(i) cada cuatro semanas durante seis dosificaciones, después cada tres meses; (ii) cada tres semanas; (iii) 3 mg/kg
de peso corporal una vez seguido de 1 mg/kg de peso corporal cada tres semanas.

En algunos procedimientos, se administran dos 0 mas anticuerpos monoclonales con diferentes especificidades de
unién simultdneamente, en cuyo caso la dosificacion de cada anticuerpo administrado queda dentro de los intervalos
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indicados. El anticuerpo se administra habitualmente en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones
encillas pueden ser, por ejemplo, semanales, mensuales, cada tres meses 0 anuales. Los intervalos también pueden
ser irregulares segun se indique por la medicién de los niveles en sangre de anticuerpo para el antigeno diana en el
paciente. En algunos procedimientos, la dosificacién se ajusta para conseguir una concentracion de anticuerpos en
plasma de aproximadamente 1-1000 pg /ml y en algunos procedimientos aproximadamente 25-300 pg /ml.

Como alternativa, el anticuerpo puede administrarse como una formulacion de liberacién prolongada, en cuyo caso
se requiere administracion menos frecuente. La dosificacion y frecuencia varian dependiendo de la semivida del
anticuerpo en el paciente. En general, los anticuerpos humanos muestran la semivida mas larga, seguido de
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos y anticuerpos no humanos. La dosificacién y frecuencia de
administracion puede variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o terapéutico. En aplicaciones
profilacticas, se administra una dosificacion relativamente baja a intervalos relativamente infrecuentes durante un
periodo largo de tiempo. Algunos pacientes contintan recibiendo tratamiento durante el resto de sus vidas. En
aplicaciones terapéuticas, se requiere en ocasiones una dosificacion relativamente alta a intervalos relativamente
cortos hasta que se reduce o termina la progresion de la enfermedad y preferentemente hasta que el paciente
muestra alivio parcial o completo de los sintomas de la enfermedad. A continuacion, se puede administrar al
paciente un régimen profilactico.

Los niveles reales de dosificacién de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden variarse para obtener una cantidad de principio activo que sea eficaz para conseguir la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administracion particulares sin ser téxico para el
paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de diversos factores farmacocinéticos que incluyen la
actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o el éster sal o amida de las
mismas, la via de administracién, el momento de administracion, la tasa de excrecion del compuesto particular que
se emplee, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacion con las
composiciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, condicién, salud general e historial médico previo del
paciente que se trate, y factores similares bien conocidos en la técnica médica.

Una “dosificacion terapéuticamente eficaz” de un anticuerpo anti-IP-10 de la invencion preferentemente da como
resultado una reduccion de la gravedad de sintomas de enfermedad, un aumento de la frecuencia y duracion de
periodos sin sintomas de enfermedad o una prevencion de deterioro o discapacidad debido a la enfermedad. En el
caso de artritis reumatoide (AR), una dosis terapéuticamente eficaz preferentemente evita deterioro adicional de los
sintomas fisicos asociados con AR, tales como, por ejemplo, dolor, fatiga, rigidez matinal (de mas de una hora de
duracion), dolores musculares difusos, pérdida de apetito, debilidad, dolor de las articulaciones con calor, hinchazén,
dolor y rigidez de una articulacién después de inactividad. Una dosis terapéuticamente eficaz preferentemente
también previene o retarda la aparicion de AR tal como puede desearse cuando estan presentes sefales tempranas
o preliminares de la enfermedad. De forma similar incluye retardar la progresién crénica asociada con AR. Los
ensayos de laboratorio utilizados en el diagnostico de AR incluyen quimica (incluyendo la medicién de los niveles de
IP-10), hematologia, serologia y radiologia. En consecuencia, cualquier ensayo clinico o bioquimico que controle
cualquiera de los anteriores puede usarse para determinar si un tratamiento particular es una dosis terapéuticamente
eficaz para tratar AR. Un experto habitual en la materia seria capaz de determinar tales cantidades basandose en
tales factores como la talla del sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto, y la composicién o via de
administracion particular seleccionada.

Una composicion de la presente invencion puede administrarse mediante una o mas vias de administracion usando
uno o mas de diversos procedimientos conocidos en la técnica. Como se apreciara por el experto en la materia, la
via y/o modo de administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las vias preferidas de
administracién para anticuerpos de la invencién incluyen intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal,
subcutanea, espinal u otras vias parenterales de administracién, por ejemplo, por inyeccion o infusion. La frase
“administracién parenteral” como se usa en el presente documento significa modos de administracion distintos de
administracion entérica y tépica, habitualmente por inyeccién, e incluye, sin limitacién, infusién e inyeccién
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcuténea,subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
epidural e intraesternal.

Como alternativa, un anticuerpo de la invencién puede administrarse mediante una via no parenteral, tal como una
via de administracion tépica, epidérmica o mucosa, por ejemplo, por via intranasal, oral, vagina, rectal, sublingual o
tépica.

Los compuestos activos pueden prepararse con vehiculos que protegeran el compuesto frente a liberacién rapida,
tal como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implante, parches transdérmicos y sistemas de
suministro microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como etilenvinil
acetato, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Muchos procedimientos para
la preparacion de tales formulaciones estan patentados o se conocen generalmente por los expertos en la materia.
Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker,
Inc., Nueva York, 1978.
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Pueden administrarse composiciones terapéuticas con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en
una realizacion preferida, una composicién terapéutica de la invencién puede administrarse con un dispositivo de
inyeccion hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos desvelados en las Patentes de Estados Unidos N@.
5.399.163; 5.383.851; 5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824; o 4.596.556. Los ejemplos de implantes y
médulos bien conocidos Utiles en la presente invencion incluyen: Patente de Estados Unidos N° 4.487.603, que
desvela una bomba de microinfusién implantable para distribuir medicaciéon a una velocidad controlada; Patente de
Estados Unidos N2 4.486.194, que desvela un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la
piel; Patente de Estados Unidos N? 4.447.233, que desvela una bomba de infusién de medicacion para suministrar
medicaciéon a una tasa de infusién precisa; Patente de Estados Unidos N® 4.447.224, que desvela un aparato de
infusion implantable de flujo variable para suministro de farmaco continuo; Patente de Estados Unidos N° 4.439.196,
que desvela un sistema de suministro de farmaco osmético que tiene compartimentos de muiltiples camaras; y
Patente de Estados Unidos N 4.475.196, que desvela un sistema de suministro de farmaco osmoético. Muchos otros
implantes, sistema de suministro y médulos tales se conocen por los expertos en la materia.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos de la invencion pueden formularse para asegurar
una distribucién apropiada in vivo. Por ejemplo la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos compuestos
altamente hidréfilos. Para asegurar que los compuestos terapéuticos de la invencion cruzan la BBB (si se desea),
estos pueden formularse, por ejemplo, en liposomas. Para procedimientos de fabricacion de liposomas, véase, por
ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 4.522.811; 5.374.548; y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender uno
0 mas restos que se transportan de forma selectiva a células u érganos especificos, potenciar de este modo el
suministro de farmacos dirigido (véase, por ejemplo, V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Los restos de
direccion ejemplares incluyen folato o biotina (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.416.016 de Low
y col.); manédsidos (Umezawa y col., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (P.G.
Bloeman y col. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais y col. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); receptor
de proteina A tensioactiva (Briscoe y col. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p120 (Schreier y col. (1994) J. Biol.
Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346: 123; J.J. Killion; |.J. Fidler
(1994) Immunomethods 4:273.

Anticuerpos para su uso en procedimientos de la invencién

Los anticuerpos (e immunoconjugados y moléculas biespecificas) de la presente invencién tienen utilidades de
diagnostico y terapéuticas in vitro ein vivo. Por ejemplo, estas moléculas pueden administrarse a células en cultivo,
por ejemplo, in vitro 0 ex vivo, 0 en un sujeto, por ejemplo, in vivo, para tratar, prevenir o diagnosticar diversos
trastornos. El término “sujeto” como se usa en el presente documento pretende incluir animales humanos y no
humanos. Los animales no humanos incluyen todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales
como primates no humanos, ovejas, perros, gatos, vacas, caballos, pollos, anfibios y reptiles. Los procedimientos
son particularmente adecuados para tratar pacientes humanos que tienen un trastorno asociado con expresion de
IP-10 aberrante. Cuando se administran anticuerpos para IP-10 junto con otro agente, los dos pueden administrarse
en orden o simultdaneamente.

Se desvela que los anticuerpos (e inmunoconjugados y moléculas biespecificas) de la invencién pueden usarse para
detectar niveles de IP-10, o niveles de células que contienen IP-10. Esto puede conseguirse, por ejemplo, poniendo
en contacto una muestra (tal como una muestra in vitro) y una muestra de control con el anticuerpo anti-IP-10 en
condiciones que permitan la formaciéon de un complejo entre el anticuerpo e IP-10. Cualquier complejo formado entre
el anticuerpo e IP-10 se detecta y compara en la muestra y el control. Por ejemplo, pueden realizarse
procedimientos de deteccion convencionales, bien conocidos en la técnica, tales como ELISA y ensayos citométricos
de flujo usando las composiciones de la invencion.

Se describen procedimientos para detectar la presencia de IP-10 (por ejemplo, antigeno IP-10 humano) en una
muestra o medir la cantidad de IP-10, que comprende poner en contacto la muestra, y una muestra de control, con
un anticuerpo de la invencién, o una parte de un antigeno del mismo, que se une especificamente a IP-10. En
condiciones que permitan la formacion de un complejo entre el anticuerpo o parte del mismo e IP-10. Se detecta
después la formacién de un complejo, en el que una diferencia de la formacién del complejo entre la muestra en
comparacién con la muestra de control es indicativa de la presencia de IP-10 en la muestra.

Se describen kits que comprenden las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, inmunoconjugados y
moléculas biespecificas) de la invencion e instrucciones para su uso. El kit puede contener adicionalmente al menos
un reactivo adicional o uno o mas anticuerpos adicionales de la invencion (por ejemplo, un anticuerpo que tenga una
actividad complementaria que se una a un epitopo en el antigeno diana distinto del primer anticuerpo). Los kits
normalmente incluyen una etiqueta que indica el uso pretendido de los contenidos del kit. El termino etiqueta incluye
cualquier escrito, 0 material grabado proporcionado en o con el kit 0 que acompara de otro modo al kit.

Se sabe que IP-10 tiene un efecto quimioatrayente en linfocitos T activados y linfocitos NK y para reclutar tales
células a sitios de inflamacién y respuestas autoinmunes. En consecuencia, los anticuerpos anti-IP-10 (e
inmunoconjugados y moléculas biespecificas) de la invencién pueden usarse para inhibir respuesta inflamatoria o
autoinmune mediada por linfocitos T activados y/o linfocitos NK en diversas indicaciones clinicas. La invencién, por
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lo tanto, proporciona anticuerpos o partes de union a antigeno de los mismos para su uso en un procedimiento para
inhibir una respuesta inflamatoria o autoinmune mediada por los linfocitos T activados y/o linfocitos NK que
comprende poner en contacto los linfocitos T o linfocitos NK con un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del
mismo, de la invencion (o inmunoconjugado o molécula biespecifica de la invencién) de modo que se inhibe la
respuesta inflamatoria o autoinmune. Los ejemplos especificos de afecciones inflamatorias o autoinmunes en las
que pueden usarse los anticuerpos de la invencién incluyen, pero sin limitacién, los siguientes:

A. Esclerosis multiple y otras enfermedades Desmielinizantes

La expresion de ARNm de IP-10 ha mostrado que aumenta en encefalomielitis alérgica experimental murina (EAE),
un modelo de ratén de esclerosis multiple (Godiska, R. y col. (1995) J. Neuroimmunol. 58:167-176). Ademas, se han
descubierto niveles aumentados de IP-10 en el liquido cefalorraquideo de pacientes con EM durante
acontecimientos desmielinizantes agudos (Sorensen, T.L. y col. (1999) J. Clin. Invest. 103:807-815; Franciotta y col.
(2001) J. Neuroimmunol. 115:192-198). También se ha mostrado que IP-10 se expresa por astrocitos en lesiones de
EM, pero no en materia blanca no afectada (Balashov, K.E. y col. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:6873-6878) y
que se expresa por macrofagos dentro de placas de EM y por astrocitos reactivos en el parénquima circundante
(Simpson, J.E. y col. (2000) Neuropathol. Appl. Neurobiol. 26:133-142). La Publicacién de Patente PCT WO
02/15932 mostré que la administracién de anticuerpos anti-IP-10 en un modelo de virus de hepatitis de raton (MHV)
de EM dio como resultado invasion de macrofagos vy linfocitos T reducida, inhibié la progresion de desmielinizacion,
aumenté la remielinizacion y mejor6 la funcién neuroldgica (véase también Liu, M.T. y col. (2001) J. Immunol.
167:4091-4097). También se ha mostrado que la administracion de anticuerpos anti-IP-10 murinos reduce la
incidencia y gravedad de enfermedad clinica e histolégica en EAE murina (Fife, B.T. y col. (2001) J. Immunol.
166:7617-7624).

En vista de lo anterior, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de EM y otras
enfermedades desmielinizantes administrando un anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo
puede usarse solo o en combinacién con otros agentes anti-EM, tales como interferén beta-1a (por ejemplo,
Avonex®, Rebif®), interferén beta-1b (por ejemplo, Betaseron®), acetato de glatiramer (por ejemplo,Copaxone®) y/o
mitoxantrona (por ejemplo,Novantrone®).

B. Artritis reumatoide

Los niveles de IP-10 han mostrado que elevan significativamente en el fluido sinovial, tejido sinovial y suero de
pacientes con artritis reumatoide (AR) (Patel, D.D. y col. (2001) Clin. Immunol. 98:39-45; Hanaoka, R. y col. (2003)
Arthritis Res. y Therapy 5:R74-R81). Se ha mostrado que el receptor de IP-10, CXCRS3, se expresa preferentemente
en mastocitos dentro de tejido sinovial de pacientes con AR (Ruschpler, P. y col. (2003) Arthritis Res. Ther. 5:R241-
R252). En un modelo de rata de artritis inducida por adyuvante (AA), se ha notificado una respuesta de
autoanticuerpos detectable frente a IP-10 propio (Salomon, I. y col. (2002) J. Immunol. 169:2685-2693). Ademas, la
administracion de una vacuna de ADN que codificaba IP-10 aument6 la produccion de anticuerpos anti-IP-10
neutralizantes dentro de las ratas, y estos autoanticuerpos de IP-10 pudieron trasferir de forma adoptiva a
resistencia a AA a ratas virgenes (Salomon, I. y col. mencionado anteriormente).

En vista de lo anterior, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de artritis
reumatoide administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede usarse solo o en
combinacion con otros agentes anti-AR tales como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), analgésicos,
corticosteroides (por ejemplo, prednisona, hidrocortisona), inhibidores de TNF (incluyendo adilimumab (Humira®),
etanercept (Enbrel®) e infliximab (Rem-icade®)), farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad
(incluyendo metotrexato, ciclofosfamida, ciclosporina, auranofina, azatioprina, tiomalato sodico de oro, sulfato de
hidroxicloroquina, leflunomida, minociclina, penicilamina y sulfasalazina), medicaciones para fibromialgia,
medicaciones para osteoporosis y medicaciones para gota.

C. Enfermedad inflamatoria del intestino

La expresién de IP-10 ha mostrado que potencia significativamente en células que se infiltran en la lamina propia de
biopsias colonicas tomadas de pacientes con colitis ulcerosa (Uguccioni, M. y col. (1999) Am. J. Pathol. 155:331-
336). Ademas, se ha mostrado que la neutralizacion de IP-10 protege a los ratones de Ulcera epitelial en colitis
aguda y potencia la supervivencia de células de la cripta (Sasaki, S. y col. (2002) Eur. J. Immunol. 32:3197-3205).
Ademas, en ratones IL-10 -/- que desarrollan colitis similar a enfermedad de Crohn en seres humanos, el tratamiento
con anticuerpos anti-IP-10 condujo a mejora en la puntuacion de inflamacion (Singh, U.P. y col. (2003) J. Immunol.
171:1401-1406).

A la vista de lo anterior, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD), incluyendo colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, administrando el anticuerpo a un
sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede usarse solo o en combinacién con otros agentes anti-IBD, tales
como farmacos que contienen mesalamina (incluyendo sulfasalacina y otros agentes que contienen acido 5-
aminosalicilico (5-ASA), tales como olsalacina y balsalazida), farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
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analgésicos, corticosteroides (por ejemplo, prednisona, hidrocortisona), inhibidores de TNF (incluyendo adilimumab
(Humira®), etanercept (Enbrel®) e infliximab (Remicade®)), inmunosupresores (tales como 6-mercaptopurina,
azatioprina y ciclosporina A), y antibioticos.

D. Lupus eritematoso sistémico

Los niveles de IP-10 en suero han mostrado que estan notablemente aumentados en pacientes con lupus
eritematoso sistémico (SLE) y se ha mostrado que los niveles se correlacionan con actividad de la enfermedad
(véase por ejemplo, Narumi, S. y col. (2000) Cytokine 12: 1561-1565). En consecuencia, en otra realizacién, los
anticuerpos anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el tratamiento de SLE administrando el anticuerpo a un
sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede usarse solo o en combinacién con otros agentes anti-SLE, tales
como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), analgésicos, corticosteroides (por ejemplo, prednisona,
hidrocortisona), inmunosupresores (tales como ciclofosfamida, azatioprina, y metotrexato), farmacos anti-malaria
(tales como hidroxicloroquina) y biolégicos que inhiben la produccion de anticuerpos de ADNbc (por ejemplo, LJP
394).

E. Diabetes de tipo |

Los niveles de IP-10 en suero ha mostrado que estan elevados en pacientes con diabetes de Tipo |, particularmente
los de enfermedad de aparicion reciente y se ha mostrado que los niveles se correlacionan con el numero de
linfocitos T productores de interferon gamma sensibles a GAD en pacientes positivos para autoanticuerpos de GAD
(Shimada, A. y col. (2001) Diabetes Care 24:510-515). En un estudio separado, se descubrié que los niveles de IP-
10 en suero aumentaban en pacientes con enfermedad de nuevo diagnostico y en pacientes en alto riesgo de
enfermedad, y las concentraciones de IP-10 se correlacionaban con niveles de IFN-gamma (Nicoletti, F. y col. (2002)
Diabetologia 45:1107-1110). Ademas, se ha demostrado que las células beta secretan IP-10, lo que conduce a
quimioatraccién de linfocitos T, y se ha mostrado que los ratones deficientes en CXCRS3 tienen aparicién retardada
de diabetes de tipo | (Frigerio, S. y col. (2002) Nature Medicine 8:1414-1420).

En consecuencia, en otra realizacién, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el tratamiento de
diabetes de Tipo | administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede usarse solo
0 en combinacion con otros agentes antidiabéticos, tales como insulina.

F. Trastornos inflamatorios de la piel

La expresion de IP-10 ha mostrado que esta asociada con diversos trastornos inflamatorios de la piel. Por ejemplo,
se ha detectado IP-10 en queratinocitos y el infilirado dérmico de placas psoriasicas activas (Gottlieb, A.B. y col.
(1988) J. Exp. Med. 168:941-948). Ademas, CXCR3 se expresa por linfocitos CD3+ dérmicos, lo que sugiere que
CXCR3 esta implicado en el trafico de linfocitos T a la dermis psoridsica (Rottman, J.B. y col. (2001) Lab. Invest.
81:335-347). En consecuencia, en otra realizacion, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el
tratamiento de psoriasis administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede
usarse solo o en combinacién con otros agentes o tratamientos, tales como tratamientos topicos (por ejemplo,
esteroides, alquitran de hulla, calcipotrieno, tazaroteno, antralina, acido salicilico), fototerapia, medicaciones
sistémicas (por ejemplo, metotrexato, retinoides orales, ciclosporina, ésteres de éacido fumarico) y/o farmacos
biolégicos (por ejemplo, alefacept, efalizumab).

El liquen plano, una enfermedad inflamatoria crénica de la piel y la mucosa oral, ha mostrado que esta asociada con
linfocitos T CD4+ y CD8+ que se infiltran, que expresan CXCRS3 y, ademas, se ha mostrado que los linfocitos T
citoliticos que se infiltran CD8+ tienen IP-10 en sus granulos citoliticos y se ha mostrado que los queratinocitos de
lesion sobreexpresan IP-10 (lijima, W. y col. (2003) Am. J. Pathol. 163:261-268). En consecuencia, en otra
realizacion, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de liquen plano administrando
el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede usarse solo o en combinacién con otros
agentes o tratamientos, tales como agentes antiinflamatorios, antihistaminicos, corticosteroides y terapia de luz.

Se ha mostrado que la expresion de IP-10 se eleva en otros trastornos inflamatorios de la piel, tales como lupus
eritematoso discoide cronico e infiltracion linfocitica de la piel de Jessner (Flier, J. y col. (2001) J. Pathol. 194:398-
405). En consecuencia, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el tratamiento de estos
trastornos inflamatorios de la piel administrando un anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo
puede usarse solo 0 en combinacién con otros agentes o tratamientos, como se ha descrito anteriormente.

G. Enfermedad tiroidea autoinmune

Tanto IP-10 como CXCR3 han mostrado que se expresan en la glandula tiroides de pacientes que padecen
enfermedad de Graves (GD), pero no que se expresan (0 se expresan escasamente) en tejido tiroideo normal, y la
expresion fue mas alta en pacientes con GD de aparicion reciente (Romagnani, P. y col. (Am. J. Pathol. 161:195-
206). También se ha mostrado que IP-10 se expresa en tejido tiroideo de pacientes que padecen tiroiditis de
Hashimoto (Kemp, E.H. y col. (2003) Clin. Endocrinol. 59:207-213). En consecuencia, en otra realizacion, los
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anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de enfermedad tiroidea autoinmune,
incluyendo enfermedad de Graves y tiroiditis de Hashimoto administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite
tratamiento. El anticuerpo puede usarse solo o en combinacion con otros agentes o tratamientos, tales como
farmacos antitiroideos, yodo radiactivo y tiroidectomia subtotal.

H. Sindrome de Sjogren

La expresién de ARNm de IP-10 ha mostrado que se regula positivamente de forma significativa en las glandulas
salivales de pacientes con sindrome de Sjogren (SS), siendo mas preeminente la expresion en el epitelio ductal
adyacente a los infiltrados linfoides (véase por ejemplo, Ogawa, N. y col. (2002) Arthritis Rheum. 46:2730-2741). En
consecuencia, en otra realizacién, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de
sindrome de Sjogren administrando un anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo puede usarse
solo o en combinacién con otros agentes anti-SS, tales como lubricantes artificiales (por ejemplo, lagrimas artificiales
sin conservantes, salivas artificiales, lociones cutaneas sin aroma, pulverizaciones nasales salinas, y lubricantes
vaginales), Lacriserts® para tratamiento de ojos secos, clorhidrato de pilocarpina (Salagen®) y ceyimelina (Eyoxac®)
para tratamiento de boca seca, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), esteroides y farmacos
inmunosupresores.

I. Inflamacién pulmonar

La expresién de IP-10 ha sido examinado en un modelo de ratéon de asma alérgico, demostrando los resultados que
IP-10 se regula positivamente en los pulmones después de presentacion de alérgenos y que la sobreexpresion de
IP-10 se asociaba con aumento de la hiperactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, aumento de los niveles de
IL-4 y reclutamiento de linfocitos CD8+ (Medoff, B.D. y col. (2002) J. Immunol. 168:5278-5286). Ademas, se ha
mostrado que los fumadores que desarrollan enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) expresan IP-10 en
su epitelio bronquiolar (Saetta, M. y col. (2002) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 165: 1404-1409). Ademas, se han
demostrado altos niveles de IP-10 en el fluido de lavado broncoalveolar de pacientes con sarcoidosis pulmonar y
alveolitis linfocitica (Agostini, C. y col. (1998) J. Immunol. 161:6413-6420).

En consecuencia, en otra realizacién, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el tratamiento de
enfermedad caracterizada por inflamacién pulmonar, tal como asma, EPOC, sarcoidosis pulmonar o alveolitis
linfocitica, administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento.El anticuerpo puede usarse solo o0 en
combinacién con otros agentes para reducir la inflamacién pulmonar, tal como cromolina sédica, nedocromil sédico,
corticosteroides inhalados, corticosteroides sistémicos (por ejemplo, orales), beta antagonistas de accién corta,
broncodilatadores de accion corta, beta antagonistas o agonistas de accion larga (orales o inhalados), modificadores
de leucotrieno, teofilina y terapia de oxigeno.

J. Rechazo de trasplantes

IP-10 ha mostrado que desempefa un papel en el rechazo de tejido trasplantado. Por ejemplo, el tratamiento de
ratones con anticuerpos ant-IP-10 neutralizantes aumentd la supervivencia de aloinjertos de intestino delgado y
redujo la acumulacién de linfocitos T y linfocitos NK del huésped en la lamina propia (Zhang, Z. y col. (2002) J.
Immunol. 168:3205-3212). Ademas, en ratones que reciben aloinjertos de islotes pancreaticos, el tratamiento con
anticuerpo anti-1P-10 también dio como resultado aumento de la supervivencia del aloinjerto y reducciéon de la
infiltracién de injerto linfocitico (Baker, M.S. y col. (2003) Surgery 134:126-133). Adicionalmente, se demostrdé que
losaloinjertos cardiacos, pero no corazones normales, expresaban IP-10 y CXCRS, y se asociaron niveles de IP-10
elevados con vasculopatia de aloinjerto cardiaco (Zhao, D.X. y col. (2002) J. Immunol. 169:1556-1560). También se
ha mostrado que CXCR3 e IP-10 se expresan por células inflamatorias que se infiltran en aloinjertos de pulmén
(Agostini, C. y col. (2001) Am J. Pathol. 158:1703-1711). Se mostré que la neutralizacion de CXCR3 o IP-10 in vivo
atenuaba el sindrome de bronquiolitis obliterante (BOS), la principal limitacién para la supervivencia para receptores
de trasplantes de pulmén, en un modelo de trasplante de pulmén murino (Belperio, J.A. y col. (2002) J. Immunol.
169:1037-1049).

En vista de lo anterior, la invencién también proporciona un procedimiento para inhibir rechazo de trasplante
administrando un anticuerpo anti IP-10 de la invencién a un receptor de trasplante que necesite tratamiento. Los
ejemplos de trasplantes tisulares que pueden tratarse incluyen, pero sin limitacién, higado, pulmén (por ejemplo,
tratamiento de BOS), rifién, corazén, intestino delgado y células de islotes pancreaticos. El anticuerpo puede usarse
solo o en combinacién con otros agentes para inhibir el rechazo de trasplante, tales como agentes
inmunosupresores (por ejemplo, ciclosporina, azatioprina, metilprednisolona, prednisolona, prednisona, mofetil mico-
fenolato, sirilimus, rapamicina, tacrolimus), agentes anti-infecciosos (por ejemplo, aciclovir, clotrimazol, ganciclovir,
niistratina, trimetoprimsulfarnetoxazol), diuréticos (por ejemplo, bumetanida, furosemida, metolazona) y
medicaciones para ulcera (por ejemplo, cimetidina, famotidina, lansoprazol, omeprazol, ranitidina, sucralfato).
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K. Lesion de la Médula espinal

La lesién traumatica de la médula espinal conduce a infiltracién de células inflamatorias. Se ha mostrado que IP-10
desempefia un papel central en la degeneracién secundaria después de lesion de la médula espinal (Gonzalez y col.
(2003) Exp. Neurol. 184:456-463; véase también publicacion de Patente de PCT WO 03/06045). Se ha mostrado
que IP-10 esta significativamente elevada en las medulas espinales de rata contusionadas 6 y 12 horas después de
la lesion (McTigue, D.M. y col. (1998) J. Neurosci. Res. 53:368-376) y la médula espinal de ratones lesionados 6
horas después de la lesién (Gonzalez y col. (2003) mencionado anteriormente). En consecuencia, se ha mostrado
que la inhibicién de la actividad de IP-10 después de lesién de la médula espinal es Util en la reduccion de infiltracion
de células inflamatorias y de este modo en la reduccién de dafo tisular secundario a inflamacién. La inhibicidon
también puede reducir infiltracion en células inflamatoria, reducir la degeneracion secundaria y mejorar la
recuperacion después de lesion traumatica del cerebro y apoplejia. Por lo tanto, la invencién también proporciona un
procedimiento para tratar lesion de la médula espinal y lesion cerebral (por ejemplo, apoplejia) en un sujeto que
necesite tratamiento que comprende administrar al sujeto un anticuerpo anti-IP-10 de la invencién. El anticuerpo
puede usarse solo o en combinacién con otros agentes, tales como otros agentes antiinflamatorios.

L. Enfermedades Neurodegenerativas

Se ha descubierto que la expresion de IP-10 y CXCR3 dentro del sistema nervioso central se regula positivamente
en asociacion con cambios patoldgicos asociados con enfermedad de Alzheimer (AD) (Xia, M.Q. y Hyman, D.T.
(1999) J. Neurovirol. 5:32-41). Dentro de cerebros con AD, se mostré6 que CXCR3 se expresa constitutivamente en
neuronas y procesos neuronales en diversas regiones corticales y subcorticales y se mostré que IP-10 se expresa
en astrocitos y su nivel era notablemente elevado en comparacién con cerebros normales (Xia, M.Q. y col. (2000) J.
Neuroimmunol.108:227-235). En consecuencia, los anticuerpos de la invencién pueden usarse en tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, tales como enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson,
administrando a un sujeto que necesite tratamiento el anticuerpo anti-IP-10, solo o en combinacién con otros
agentes terapéuticos. Los ejemplos de agentes con los que puede combinarse el anticuerpo anti-IP-10 para
tratamiento de enfermedad de Alzheimer incluyen inhibidores de colinesterasa (donepezilo, rivastigmina,
galantamina, tacrina) y vitamina E. un ejemplo de un agente con el que puede combinarse el anticuerpo anti-IP-10
para tratamientos de enfermedad de Parkinson es levodopa.

M. Gingivitis

La periodontitis marginal se asocia con tejido de la encia inflamado. Se han descubierto células que producen IP-10
en tejido de la encia humana inflamado, asi como células que expresan el receptor CXCR3 (Kabashima, H. y col.
(2002) Cytokine 20:70-77). En consecuencia, en otra realizacion, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencioén pueden
usarse en el tratamiento de gingivitis administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento. El anticuerpo
puede usarse solo 0 en combinacién con otros agentes o tratamientos, tales como enjuagues bucales anti gingivitis
(por ejemplo, enjuagues bucales antibiéticos), raspado periodontal y alisado radicular y cirugia periodontal.

N. Inflamacién asociada con terapia génica

Los adenovirus deficientes en replicaciéon, usados como vectores adenovirales usados en terapia génica, pueden
provocar lesion aguda e inflamacién en tejidos infectados por los vectores virales. Se ha mostrado que tales vectores
adenovirales inducen la expresion de IP-10 a través de activacion dependiente de capsida de NFxB (Borgland, S.L.
y col. (2000) J. Virol. 74:3941-3947). En consecuencia, los anticuerpos anti-IP-10 de la invenciéon pueden usarse
para inhibir lesién inducida por IP-10 y/o inflamacién durante tratamiento con terapia génica que utilice un vector
viral, tal como un vector adenoviral, que estimula la produccién no deseada de IP-10.

O. Enfermedades de Angiogénesis

IP-10 ha mostrado que inhibe la angiogénesis in vitro e in vivo (Strieter y col. (1995) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 210:51-57; Angiolillo y col. (1995) J. Exp. Med. 182:155-162; Luster y col. (1995) J. Exp. Med. 182:219-
231). La angiogénesis desempefia un papel crucial en muchos procesos de enfermedad, tales como la respuesta de
curacién a traumatismo. Por ejemplo, la vasculatura dentro de la médula espinal lesionada permanece en un estado
de remodelacion activa hasta al menos 28 dias después de la lesion (Popovich y col. (1997) J. Comp. Neurol.
377:443-464).

Se cree que IP-10 ejerce sus efectos angiostaticos a través de la inhibicion de crecimiento de células endoteliales y
quimiotaxis. Hace esto a través de su motivo de unién a heparina, asi como a través de un mecanismo mediado por
receptor. A través de su motivo de unidn a heparina evita que los factores angiogénicos FGF-2 y VEFG165 se unan
a sus receptores. También ejerce sus efectos a través de un proceso mediado por receptor. El receptor para IP-10,
CXCR3, se corta y empalma de forma alternativa para producir las dos variantes conocidas CXCR3A y CXCR3B. La
unién de IP-10 con el receptor CXCR3A conduce a proliferacién y quimiotaxis de la célula diana, mientras que la
unién de IP-10 con el receptor CXCR3B tiene el efecto opuesto de inhibicion del crecimiento y quimiotaxis. Es a
través del receptor CXCR3B que actua IP-10 como un factor angiostatico (Lasagni y col. (2003) J. Exp. Med.
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197:1537-1549).

En vista de lo anterior, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el tratamiento de enfermedades
que requieren angiogénesis, por ejemplo cuando el comportamiento angiostatico de IP-10 retarda o previene la
curacién y exacerba el proceso de enfermedad. Tales enfermedades incluyen: 1) neovascularizacién fisioldgica
aberrante, que puede tener un impacto en la curacién de heridas, el ciclo del estro femenino, embarazo, hipertrofia
inducida por ejercicio y similares; 2) indicaciones que pueden requerir estimulacién de neovascularizacion,
incluyendo induccién de formaciéon de vasos colaterales (incluyendo isquemia miocardica, isquemia periférica,
isquemia cerebral), enfermedad de las arterias coronarias, enfermedad vascular periférica, apoplejia, curaciéon de
heridas, injerto posterior a trasplante de 6rganos tal como trasplante de células de islotes, fractura y reparacion de
tendones, cirugia reconstructiva, ingenieria de tejidos, reestenosis, alopecia, ulceras por declbito y estaticas,
ulceras gastrointestinales, insuficiencia placentaria, necrosis aséptica, hipertensién pulmonar y sistémica, demencia
vascular, enfermedad de Alzheimer, arteriopatia dominante autosémica cerebral con infartos subcorticales y
leucoencefalopatia (CADASIL); pseudoquiste tiroideo y linfoedema; y 3) indicaciones que pueden requerir
remodelacion vascular, incluyendo malformaciones vasculares, psoriasis y pre-eclampsia. Los anticuerpos de la
invencién pueden usarse solos 0 en combinacion con otros agentes inductores de angiogénesis.

P. Enfermedad inflamatoria de los rifiones

Se ha notificado que el receptor CXCR3 se expresa en células mesangiales de pacientes con nefropatia de IgA,
glomerulonefritis membranoproliferativa o glomerulonefritis de progresién rapida (Romagnani, P. y col. (1999) J. Am.
Soc. Nephrol. 10:2518-2526). Ademas, en un modelo de ratén de nefritis nefrotoxica, se aumentaron los niveles de
ARN de IP-10 seis veces en el cortex de rifiones nefriticos 7 dias después de la induccion de nefritis (Schadde, E. y
col. (2000) Nephrol. Dial. Transplant. 15:1046-1053). Adicionalmente, se observaron altos niveles de expresion de
IP-10 en muestras de ensayo de biopsia de rifién de pacientes humanos con glomerulonefritis en comparacién con
rinones normales (Romagnani, P. y col. (2002) J. Am. Soc. Nephrol. 13:53-64). En consecuencia, los anticuerpos
anti-IP-10 de la invencion pueden usarse en el tratamiento de enfermedad inflamatoria de los rifiones, incluyendo
nefropatia de IgA, glomerulonefritis membranoproliferativa y glomerulonefritis de progresion rapida. Los anticuerpos
de la invencion pueden usarse solos 0 en combinacion con otros agentes o tratamientos usados en el tratamiento de
glomerulonefritis, tales como antibiéticos, diuréticos, medicaciones para alta presién sanguinea y didlisis.

Q. Aterosclerosis

IP-10 ha mostrado que ser un factor mitdgeno y quimiotactico para musculo liso vascular, que son caracteristicas
importantes de células musculares lisas por su contribucién a la patogenia de aterosclerosis (Wang, X. y col. (1996)
J. Biol. Chem. 271:24286-24293). También se ha mostrado que IP-10 se induce en células de musculo liso después
de tratamiento con LPS o interferon gamma, y también se indujo en la arteria carodtida de ratas después de
angioplastia de globo (Wang, X. y col. (1996) mencionado anteriormente). Ademas, se ha demostrado que IP-10 se
expresa en células endoteliales asociadas con ateroma, células de musculo liso y macroéfagos, lo que sugiere un
papel para IP-10 en el reclutamiento y retencion de linfocitos T activados que se han observado dentro de lesiones
de la pared vascular durante aterogénesis (Mach, F: y col. (1999) J. Clin. Invest. 104:1041-1050). En consecuencia,
los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento o prevencion de aterosclerosis. Los
anticuerpos pueden usarse solos 0 en combinacién con otros agentes o tratamientos usados en el tratamiento de
aterosclerosis, tales como medicaciones de alta presién sanguinea y farmacos reductores de colesterol.

R. Infecciones virales

IP-10 puede regularse positivamente en diversas infecciones virales y puede desempefiar un papel beneficioso en el
reclutamiento de linfocitos T activados para luchar contra la infeccion viral. En ciertos casos, sin embargo, la
produccion de IP-10durante infeccién viral puede conducir a efectos perjudiciales y, de este modo, la actividad de IP-
10 puede ser no deseada y puede ser deseable inhibir la actividad de IP-10 en tales infecciones virales usando un
anticuerpo anti-IP-10 de la invencion.

Por ejemplo, IP-10 ha mostrado que estimula la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en
macrofagos derivados de monocitos y linfocitos de sangre periférica (Lane, B.R. y col. (2003) Virology 307:122-134).
Ademas, los niveles de IP-10 estan elevados en liquido cefalorraquideo y cerebro de pacientes infectados por VIH y
en el sistema nervioso central de ratones transgénicos de VIH gp120 (Asensio, V.C. y col. (2001) J. Virol. 75:7067-
7077).

También los niveles de IP-10 han mostrado que estan elevados en pacientes con virus de hepatitis C persistente
crénica (VHC) y en pacientes con hepatitis activa cronica (Narumi, S. y col. (1997) J. Immunol. 158:5536-5544). En
higados infectados por VHC, se mostré que IP-10 se expresaba por hepatocitos pero no por otros tipos celulares
dentro del higado, y se descubrié una proporcion significativamente mas alta de linfocitos T positivos para CXCR3
en el higado en comparacion con sangre (Harvey, C.E. y col. (2003) J. Leukoc. Biol. 74:360-369).
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La secrecion aumentada de IP-10 ha mostrado que esta asociada con la respuesta inflamatoria a infecciéon por virus
de herpes simple de tipo | (VHS-1) ocular aguda en ratones, y se mostré que el tratamiento de ratones infectados
por VHS-1 con anticuerpos anti-IP-10 reducian la infiltracion de células mononucleares en el estroma de la cornea,
reducia la patologia de la cornea e inhibia la progresion del virus del estroma de la cornea a la retina durante
infeccion aguda (Carr, D.J. y col. (2003) J. Virol. 77: 10037-10046).

También la expresion de IP-10 ha mostrado que se expresa en meningitis viral. Se demostré que IP-10 esta
presente en el CSF de pacientes con meningitis viral y que es responsable de la actividad quimiotactica en
neutrofilos, células mononucleares de sangre periférica y linfocitos T activados (Lahrtz, F. y col. (1997) Eur. J.
Immunol. 27:2484-2489; Lahrtz, F. y col. (1998) J. Neuroimmunol. 85:33-43).

En vista de lo anterior, los anticuerpos anti-IP-10 de la invencién pueden usarse en el tratamiento de infecciones
virales que implican actividad de IP-10 no deseada administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite tratamiento.
Los ejemplos no limitantes de infecciones virales que pueden tratarse incluyen VIH (por ejemplo, encefalitis inducida
por VIH), VHC, VHS-1, meningitis viral y sindrome respiratorio agudo grave (SARS). El anticuerpo puede usarse solo
0 en combinacién con otros agentes antivirales, tales como, para infeccion por VIH, inhibidores de transcriptasa
inversa nucleosidicos/nucleotidicos, inhibidores de transcriptasa inversa no nucleosidicos y/o inhibidores de
proteasa (y combinaciones de los mismos, infeccion por VHC, interferén alfa 2a, interferon alfa 2a pegilado, y/o
ribavirina, y para infeccién por VHS-1, aciclovir, valaciclovir y/o famciclovir.

S. Infecciones bacterianas.

Las infecciones bacterianas inducen produccién de IP-10 en células afectadas (véase Gasper, N.A. y col. (2002)
Infect Immun. 70: 4075-8). También se sabe especificamente que la meningitis bacteriana induce expresién de IP-10
(Lapinet, J.A. y col. (2000) Infect Immun. 68:6917-23). IP-10 también se produce por células somaticas testiculares
de los tubulos seminiferos, en un modelo de infeccién bacteriana, lo que indica firmemente un papel probable de
estas quimiocinas en la acumulaciéon de neutrdfilos y linfocitos T durante la inflamacién testicular, que se observa
clasicamente en la patogénesis de infecciones bacterianas (Aubry, F. y col. (2000) Eur Cytokine Netw 11:690-8).

A la vista de lo anterior, los anticuerpos anti-IP-10 de la invenciéon pueden usarse en el tratamiento de infecciones
bacterianas que implican la actividad de IP-10 no deseada administrando el anticuerpo a un sujeto que necesite
tratamiento. Los ejemplos de infecciones bacterianas incluyen, pero sin limitaciéon, meningitis bacteriana y neumonia
bacteriana. El anticuerpo puede usarse solo o en combinacién con otros agentes antibacterianos tales como
antibiéticos.

Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos monoclonales humanos contra IP-10

Antigeno

Se us6 como el antigeno IP10 humano recombinante purificado derivado de E.coli (PeproTech, Inc., Cat ndmero:
300-12), o IP10 humana recombinante purificada conjugada con hemocianina de lapa californiana (KLH).

Ratones HuMab y KM transgénicos

Se prepararon anticuerpos monoclonales completamente humanos para IP10 usando cepas HCo7, HCo12 y HCo17
de ratones transgénicos HuMab y la cepa KM de ratones transcromosémicos transgénicos, cada uno de los cuales
expresa genes de anticuerpo humano. En cada una de estas cepas de raton, el gen de cadena ligera kappa de ratén
endodgeno se ha roto de forma homocigota como se describe en Chen y col. (1993) EMBO J. 12:811-820 y el gen de
cadena pesada de ratén enddégeno se ha roto de forma homocigota como se describe en el Ejemplo 1 de la
Publicacién de PCT WO 01/09187.Cada una de estas cepas de raton porta un transgén de cadena ligera kappa
humana, KCo5, como se describe en Fishwild y col. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851. La cepa HCo7 porta el
transgén de cadena pesado humana HCo7 como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.545.806;
5.625.825; y 5.545.807. La cepa HCo12 porta el transgén de cadena pesada humano HCo12 como se describe en el
Ejemplo 2 de la Publicacion de PCT WO 01/09187. La cepa HCo17 porta el transgén de cadena pesada humano
HCo17 como se describe en el Ejemplo 8 posterior. La cepa KM contiene el transcromosoma SC20 como se
describe en la Publicacion de PCT WO 02/43478.

Inmunizaciones de HuMab y KM:

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos para IP10, se inmunizaron ratones HuMab vy
ratones KM con IP10 recombinante purificada derivada de E.coli o conjugado de IP10-KLH como antigeno. Se
describen esquemas de inmunizacién generales para ratones HuMab en Lonberg, N. y col (1994) Nature 368(6474):
856-859; Fishwild, D. y col. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851 y Publicacién de PCT WO 98/24884. Los
ratones fueron de 6-16 semanas de edad tras la primera infusion de antigeno. Se us6 una preparacion recombinante
purificada (5-50 pg) de antigeno IP10 (por ejemplo, purificado de células de E. coli transfectadas que expresan IP-
10) para inmunizar los ratones HuMab y ratones KM por via intraperitoneal, por via subcutanea (Sc) o mediante
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inyeccion en la almohadilla plantar.

Se inmunizaron ratones transgénicos dos veces con antigeno en adyuvante completo de Freund o adyuvante de Ribi
por via intraperitoneal (IP), por via subcutanea (Sc) o mediante la almohadilla plantar (FP), seguido de inmunizacién
IP, Sc o FP de 3-21 dias (hasta un total de 11 inmunizaciones) con el antigeno en adyuvante incompleto de Freund
o Ribi. La respuesta inmune se supervisé por sangrados retroorbitales. El plasma se exploré mediante ELISA (como
se describe posteriormente), y se usaron ratones con suficientes titulaciones de inmunoglobulina humana anti-IP-10
para fusiones. Los ratones se reforzaron por via intravenosa con antigeno 3 y 2 dias antes del sacrificio y retirada
del bazo. Normalmente, se realizaron 10-35 fusiones para cada antigeno. Se inmunizaron varias docenas de ratones
para cada antigeno. Se inmunizé un total de 82 ratones de las cepas de ratones HCo7, HCo12, HCo17 y KM con
IP10.

Seleccion de ratones HuMab o KM gue producen anticuerpos anti-IP-10:

Para seleccionar ratones HuMab o KM que producen anticuerpos que se unen a IP-10, se ensay6 suero de ratones
inmunizados por ELISA como se describe en Fishwild, D. y col. (1996). En resumen, se revistieron placas de
microtitulacion con IP10 recombinante purificada de E. coli a 1-2 pg /ml en PBS, 50 pl/pocillo incubados a 4 °C
durante una noche y después bloqueados con 200 pl/pocillo de suero de pollo al 5 % en PBS/Tween (0,05 %). Se
afadieron diluciones de plasma de ratones inmunizados con IP10 a cada pocillo y se incubaron durante 1-2 horas a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron con PBS/Tween y después se incubaron con un anticuerpo policlonal
anti-Fc de IgG humano conjugado con peroxidasa de rabano rusticano. (HRP) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de lavar, las placas se revelaron con sustrato ABTS (Sigma, A-1888, 0,22 mg/ml) y se analizaron
por espectrofotometria a OD 415-495. Los ratones que desarrollaron las titulaciones mas altas de anticuerpos anti-
IP10 se usaron para fusiones. Se realizaron fusiones como se describe posteriormente y se ensayaron
sobrenadantes de hibridoma con respecto a actividad anti-IP10 por ELISA.

Generacion de hibridomas gue producen anticuerpos monoclonales humanos para IP10:

Los esplenocitos de raton, aislados de los ratones HuMab y ratones KM, se fusionaron con PEG en una linea celular
de mieloma de ratén basandose en protocolos convencionales. Los hibridomas resultantes se exploraron después
con respecto a la produccion de anticuerpos especificos de antigeno. Se fusionaron suspensiones de células
sencillas de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados con un cuarto del nimero de células de mieloma de ratén
no secretoras SP2/0 (ATCC, CRL 1581) con PEG al 50 % (Sigma). Las células se sembraron a aproximadamente
1x10 5/pociIIo en placa de microtitulacion de fondo plano, seguido de incubacion de aproximadamente dos semanas
en medios selectivo que contiene suero bovino fetal al 10 %, medio acondicionado P388D1 (ATCC, CRL TIB-63) 10
%, origen 3-5 % (IGEN) en DMEM (Mediatech, CRL 10013, con alta glucosa, L-glutamina y piruvato sédico) mas
HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, gentamicina 50 mg/ml y HAT 1x (Sigma, CRL P-7185). Después de 1-2
semanas, las células se cultivaron en medio en el que se reemplazé HAT con HT. Se exploraron después pocillos
individuales por ELISA (descrito anteriormente) con respecto a anticuerpos IgG monoclonales humanos anti-IP 10.
Una vez que se produjo crecimiento de hibridoma extensivo, el medio se supervisé habitualmente después de 10-14
dias. Los hibridomas que secretaban anticuerpos se volvieron a sembrar en placas, se exploraron de nuevo y, si adn
no eran positivos para IgG humano, se subclonaron anticuerpos monoclonales anti-IP10 al menos dos veces
limitando la dilucién. Los subclones estables se cultivaron después in vitro para generar cantidades pequehas de
anticuerpo en medio de cultivo tisular para caracterizacién adicional.

Se seleccionaron clones de hibridoma 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 para el
andlisis adicional.

Ejemplo 2: Caracterizacion estructural de anticuerpos monoclonales humanos frente a IP-10

Las secuencias de ADNc que codifican las regiones variables de cadena pesada y ligera de los anticuerpos
monoclonales 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 y 13C4 se obtuvieron de los hibridomas
correspondientes usando técnicas de PCR convencionales y se secuenciaron usando técnicas de secuenciaciéon de
ADN convencionales. En casos en los que la secuenciacion de ADN por si sola no fue suficiente para determinar de
forma inequivoca la estructura del anticuerpo, también se realiz6 analisis proteico (por ejemplo, andlisis de
aminoacidos N-terminales y espectroscopia de masas) y los resultados se compararon con el analisis de secuencia
de ADN para determinar de este modo la estructura de anticuerpo correcta. Los resultados del andlisis estructural
son como sigue:

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de cadena pesada de 1D4 se muestran en la
Figura 1A'y en SEC ID N2 99 35, respectivamente. Las secuencias de nucleé6tidos y aminoacidos de la regién
variable de cadena ligera de 1D4 se muestran en la Figura 1By en SEC ID N% 110 y 84, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de 1E1 se muestran en la

Figura 2A y en SEC ID N% 100 y 36, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 1E1 se muestran la Figura 2B y en SEC ID N°: 111 y 85, respectivamente.
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Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de 2G1 se muestran en la
Figura 3A y en SEC ID N2 101 y 37, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminodacidos de la region
variable de cadena ligera de 2G1 se muestran en la Figura 3B y en SEC ID N%: 112 y 86, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de cadena pesada de 3C4 se muestran en la
Figura 4A y en SEC ID N% 102 y 38, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 3C4 se muestran en la Figura 4By en SEC ID N% 113 y 87, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada de 6A5 se muestran en la
Figura 5A y en SEC ID N2 103 y 39, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 6A5 se muestran en la Figura 5B y en SEC ID N°%: 114 y 88, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de 6A8 se muestran en la
Figura 6A y en SEC ID N% 104 y 40, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 6A8 se muestran en la Figura 6B y en SEC ID N%: 115 y 89, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de cadena pesada de 6B10 se muestran en la
Figura 7A y en SEC ID N2 105 y 41, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 6B 10 se muestran en la Figura 7B y en SEC ID N°% 116 y 90, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de 7C10 se muestran en la
Figura 8A y en SEC ID N% 106 y 42, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 7C10 se muestran en la Figura 8B y en SEC ID N%: 117 y 91, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de cadena pesada de 8F6 se muestran en la
Figura 9A y en SEC ID N2 107 y 43, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 8F6 se muestran en la Figura 9B y en SEC ID N°: 118 y 92, respectivamente.

Las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de 10A12 se muestran en la
Figura 10A y en SEC ID N°: 108 y 44, respectivamente. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 10A12 se muestran en la Figura 10B y en SEC ID N%: 119 y 93, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region variable de cadena pesada de 13C4 se muestran en la
Figura 11A y en SEC ID N2 109 y 46, respectivamente. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la region
variable de cadena ligera de 13C4 se muestran en la Figura 11B y en SEC ID N%: 120 y 94, respectivamente.

La comparacion de las secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada 1D4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 7C10 y 10A12
con las secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que estas
cadenas pesadas de anticuerpo utilizan un segmento Vy de Vy 3-33 de linea germinal humana. El alineamiento de
las secuencias V4 1D4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 7C10 y 10A12 con la secuencia Vy 3-33 de lineal germinal (SEC ID N
47) se muestra en la Figura 12. El andlisis adicional de las secuencias V4 1D4, 1E1,2G1; 6A5, 6A8, 7C10 y 10A12
usando un sistema de Kabat de la determinacién de regién CDR condujo a la delineaciéon de las regiones CDR1,
CDR2 y CD3 de cadena pesada como se muestra en las Figuras 1A, 2A, 3A, 5A, 6A, 8A 'y 10A, respectivamente.

La comparacién de las secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada 6B10 y 8F6 con las secuencias de cadena
pesada de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que estas cadenas pesadas de
anticuerpo utilizan un segmento Vyde Vy 3-30.3 de linea germinal humana. El alineamiento de las secuencias Vy
6B10 y 8F6 con la secuencia V4 3-33 de linea germinal (SEQ ID N2 48) se muestra en la Figura 13. El analisis
adicional de las secuencias V4 6B10 y 8F6 usando el sistema Kabat de determinacion de region CDR condujo a la
delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CD3 de cadena pesada como se muestra en las Figuras 7A y 9A,
respectivamente.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada 3C4 con las secuencias de cadena pesada
de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que esta cadena pesada de anticuerpo utiliza un
segmento Vyde Vy 5-51 de linea germinal humana. El alineamiento de la secuencia Vi 3C4 con la secuencia Vi 5-
51 de linea germinal (SEQ ID N2 49) se muestra en la Figura 14. El analisis adicional de la secuencia V4 3C4
usando el sistema de Kabat de determinacién de regién CDR condujo a la delineacién de las regiones CDR1, CDR2
y CD3 de cadena pesada como se muestra en la Figura 4A.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada 13C4 con las secuencias de cadena pesada
de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que esta cadena pesada de anticuerpo utiliza un
segmento Vyde Vy 4-61 de linea germinal humana. El alineamiento de la secuencia V4 13C4 con la secuencia Vy 4-
61 de linea germinal humana (SEQ ID N¢: 50) se muestra en la Figura 15. El andlisis adicional de la secuencia Vy
13C4 usando el sistema de Kabat de determinacién de regién CDR condujo a la delineacién de las regiones CDR1,
CDR2 y CD3 de cadena pesada como se muestra en la Figura 11A.
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La comparacion de las secuencias de inmunoglobulina de cadena ligera 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 y 13C4 con las
secuencias de cadena ligera de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que estas cadenas
ligeras de anticuerpo utilizan un segmento V. de ViA27de linea germinal humana. El alineamiento de las secuencias
Vi 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 y 13C4 con la secuencia Vk A27 de linea germinal (SEQ ID N°: 95) se muestra en la
Figura 16. El andlisis adicional de las secuencias V. 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A12 y 13C4 usando el sistema de Kabat
de determinacion de region CDR condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CD3 de cadena ligera
como se muestra en las Figuras1B, 3B, 5B, 6B, 10B y 11B, respectivamente.

La comparacion de las secuencias de inmunoglobulina de cadena ligera 1E1, 6B10 y 8F6 con las secuencias de
cadena ligera de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostr6 que estas cadenas ligeras del
anticuerpo utilizan un segmento V. de VL6 de linea germinal humana. El alineamiento de las secuencias V| 1E1,
6B10 y 8F6 con la secuencia VL6 de linea germinal (SEQ ID N 96) se muestra en la Figura 17. El analisis
adicional de las secuencias V. 1E1, 6B10 y 8F6 usando el sistema de Kabat de determinacién de region CDR
condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CD3 de cadena ligera como se muestra en las Figuras 2B,
7By 9B, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena ligera 3C4 con las secuencias de cadena ligera de
inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que la cadena ligera 3C4 utiliza un segmento V. de
VkL18 de linea germinal humana. El alineamiento de la secuencia V. 3C4 con la secuencia VkL18 de linea germinal
(SEQ ID N% 97) se muestra en la Figura 18. El analisis adicional de la secuencia V. 3C4 usando un sistema de
Kabat de determinacién de regién de CDR condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CD3 de cadena
ligera como se muestra en la Figura 4B.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada 7C10 con las secuencias de cadena ligera
de inmunoglobulina de linea germinal humana conocidas demostré que la cadena ligera 7C10 utiliza un segmento V,
de Vi L15 de linea germinal humana. El alineamiento de la secuencia V. 7C10 con la secuencia VkL15 de linea
germinal (SEQ ID N2 98) se muestra en la Figura 19. El analisis adicional de la secuencia V. 7C10 usando el
sistema Kabat de determinacion de region CDR condujo a la delineacién de las regiones CDR1, CDR2 y CD3 de
cadena ligera como se muestra en las Figura 8B.

Ejemplo 3: Caracterizacion de especificidad de unidon y cinética de union de anticuerpos monoclonales
humanos IP-10

En este ejemplo, se examinaron la afinidad de unién, cinética de union y especificidad de unién de anticuerpos anti-
IP-10 por analisis de Biacore. Ademas, se examinoé la especificidad de uniéon y competicién cruzada por ELISA.

Andlisis de Biacore

Se caracterizaron anticuerpos Anti-IP-10 con respecto a afinidades y cinética de unién por analisis de Biacore
(Biacore AB, Uppsala, Suecia). Se acopldé IP-10 humano recombinante purificado expresado en E. coli (R & D
Systems) con la microplaca sensora CM5 @ 97 UR usando el protocolo de acoplamiento EDC/NHS proporcionado
por Biacore AB. La unién se midié haciendo fluir el anticuerpo en tampén HBS EP (proporcionado por Biacore AB) a
concentraciones de 33-267 nM a un caudal de 40 pl/min. La cinética de asociacion de antigeno-anticuerpo se siguid
durante 5 minutos y la cinética de disociacion se siguié durante 8 minutos. Las curvas de asociacion y disociacion se
ajustaron a un modelo de unién de Langmuir 1:1 usando software BlAevaluation (Biacore AB). Solo se consideraron
datos correspondientes a las primeras pocas docenas de segundos para fases de asociacion y disociacion para
ajuste de curvas para minimizar el efecto de la avidez. Los experimentos se realizaron tanto a 25 °C como a 37 °C.
Los valores de Kbp, kon ¥ kot que se determinaron se muestran en la Tabla 1 para unién a 25 °C y en la Tabla 2 para
unién a 37 °C:

Tabla 1: Caracterizacion de unién a 25 °C con IP-10 humana

Clon ID Afinidad Kp x 10™ (M) | Tasa de asociacién Kon x| Tasa de disociacion Ko
10* (1/Ms) x 10° (1/s)
7C10 0,02 1,70 0,04
10A12 0,53 3,83 2,02
8F6 0,81 23,3 19,0
10A12S 0,88 3,68 3,24
6A5 1,20 3,11 3,64
6A5 Lote 2* 0,96 3,20 3,10
1D4 1,20 8,40 10,20
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6B10 1,78 9,50 17,2
2G1 1,90 3,78 0,75

* 6A5 Lote 2 es una muestra independiente de anticuerpo purificado del sobrenadante de
hibridoma6A5 en comparacion con la muestra 6A5.

Tabla 2: Caracterizacion de unién a 37°C con IP-10 humana

Clon ID Afinidad Kp x 107 (M) [Tasa de asociacion Ko x | Tasa de disociacion Ko
10* (1/Ms) x 107 (1/s)
7C10 0,016 5,27 0,08
10A12 0,34 11,1 3,81
8F6 0,78 34,7 27,0
10A12S 0,49 9,10 4,43
6A5 0,70 10,2 7,15
6A5 Lote 2 0,74 8,41 6,26
1D4 1,15 16,6 19,2
6B10 2,54 19,9 50,4
2G1 0,34 14,8 4,97

Las medidas de los anticuerpos (en horas), como se define por el tiempo que tarda la disociacién de la mitad del
complejo anticuerpo-antigeno durante la fase de disociacion, se midi6é a 25 °C y 37 °C. Los valores se determinaron
por extensidn de las curvas de disociacion para llegar hasta el momento requerido para la reduccién del 50 % del eje
Y del sensograma de disociacion. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 3:

Tabla 3: Semivida de anticuerpos a 25 °C y 37 °C

Clon ID Semivida (en horas) a 25°C | Semivida (en horas) a 37°C
2G1 25,67 3,87
10A12 9,53 5,05
10A12S 5,94 4,34
6A5 5,29 2,69
6A5 Lote 2 6,21 3,87
1D4 1,88 1,00
6B10 1,12 0,38
8F6 1,01 0,71

La reactividad cruzada de los anticuerpos, a 25°C, con IP-10 de mono Rhesus, MIG humana, ITAC humano e IP-10
de raton se determind por andlisis de Biacore usando los mismos procedimientos que se han descrito anteriormente
para IP-10 humana. MIG humana, IP-10 humana e IP-10 de raton se obtuvieron comercialmente (PeproTech, Rocky
Hill, NJ), mientras que IP-10 de mono Rhesus se realizé por expresién recombinante y se purificé por
procedimientos convencionales. Los antigenos se conjugaron con la microplaca sensora CM5 a 140 UR (IP-10 de
mono rhesus), 457 UR (MIG humana), 206 UR (ITAC humano) y 150 UR (IP-10 de ratén). Se obtuvieron
sensogramas de asociacién haciendo fluir anticuerpos en tampén HBS EP a una concentracién de 133 nM durante 5
minutos. El flujo se detuvo después y se supervisé la disociacion durante 5 minutos. Las curvas de asociacion y
disociacion se ajustaron a un modelo de unién de Langmuir usando software BlAevaluation (Biacore AB). Los
resultados de los experimentos de reactividad cruzada se resumen a continuacioén en la Tabla 4:
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Tabla 4: Reactividad cruzada Anti-IP-10 con diversos ligandos de CXCR3

Clon ID IP-10 de Rhesus Kpx  [MIG humana Kp x 107 [ITAC humana Kp x 10” | IP-10 de ratén Kp x 10™
10° (M) M) M) M)

7C10 4,4 105,0 Sin unién 464,0
10A12 0,71 161,0 Sin union Sin unién
8F6 0,81 Sin union Sin union Sin unién
10A12S 1,21 722,0 Sin union Sin unién
6A5 1,06 Sin union Sin union Sin unién
6A5 Lote 2 1,23 Sin union Sin union Sin unién
1D4 0,94 Sin union Sin union Sin unién
6B10 2,01 15,4 51,5 105,0
2G1 0,26 70,1 Sin unién Sin unién

Andlisis de ELISA

Se realizaron experimentos adicionales usando un ensayo de ELISA para examinar la reactividad cruzada antigénica
de los anticuerpos anti-IP-10 con respecto a MIG humana, IP-10 de mono Rhesus o IP-10 de ratén. Los
procedimientos usados para el ELISA fueron como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 1 excepto que las
placas de microtitulacion se revistieron con 1 pg/ml de IP-10 humana recombinante, MIG humana (PeproTech, cat.
N¢ 300-26), IP-10 de ratén (PeproTech, cat. N® 250-16) o IP-10 de mono rhesus recombinante. Los resultados,
expresados como valores de ECso (en ng/ml) se resumen a continuacion en la Tabla 5:

Tabla 5: Reactividad cruzada Anti-IP-10 por ELISA con diversos ligandos de CXCR3

Clon ID IP-10 humana (CEsong/ml) [IP-10 de mono (CEsg MIG humana (CEsg ng/ml) | IP-10 de raton
ng/ml)
10A12 40 80 180 Sin unién
10A12S 4,9 15,6 380 Sin unién
2G1 30 30 45 Sin unién
6A5 35 90 Sin unién Sin unién
6A5 Lote 2 62 125 Sin unién Sin unién
6B10 30 45 20 Sin unién
8F6 90 31 Sin unién Sin unién
1D4 25 62 Sin unién Sin unién

También se realizaron estudios de competicion cruzada entre los diversos anticuerpos anti-IP-10 mediante ELISA
usando formas biotiniladas de 6A5 y 2G1 para determinar si los anticuerpos reconocen diferentes epitopos en IP-10.
El procedimiento para ELISA de competicién fue similar al ELISA descrito anteriormente en el Ejemplo 1. En
resumen, la placas de microtitulacion se revistieron con IP-10 recombinante purificada de E. coli a 0,2 ug/ml en PBS,
50 ul/pocillo y se incubaron a 4 °C durante una noche. Los pocillos se bloquearon después con 200 pl/pocillo de
suero de pollo al 5 % en PBS/Tween (0,05 %). Se afadieron diluciones de anticuerpos humanos purificados anti-1P-
10 humana (de 2 pg/ml a 3,91 ng/ml) a cada pocillo y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron con PBS/Tween y después se incubaron con 0,1 ug/ml de biotina-6A5 o biotina-2G1 durante 30
minutos. Las placas se lavaron después tres veces con PBS/Tween. Después de lavar, se afiadié estreptavidina
marcada con fosfatasa (KPL, Cat N° 15-30-00) a diluciéon 1:2000 en suero de pollo 5 % a cada pocillo y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, las placas se revelaron con sustrato p-NPP (Moss, Inc,
lote 10274021) y se analizaron por espectrofotémetro DO 405. Como se esperaba, 2G1 no marcado pudo competir
con biotina-2G1 por la unién con IP-10 y, ademas, 6A5, 7C10, 10A12, 10A12S, 6B10, 8F6 y 1D4 no marcados
fueron cada uno capaces de competir con la unién de biotina-2G1 con IP-10 humana. De forma similar, 6A5 no
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marcado pudo competir con biotina-6A5 por la unién a IP-10 y, ademas, 2G1, 7C10, 10A12, 10A12S, 6B10, 8F6 y
1D4 no marcados fueron cada uno capaces de competir con la unién de biotina-6A5 con IP-10 humana. Estos
resultados indican que cada uno de estos anticuerpos tiene una especificidad de unién para el mismo epitopo (o
grupo de epitopos) de IP-10 humana.

Ejemplo 4: Inhibicion de union de IP-10 con CXCR3

En este ejemplo, se examiné la capacidad de los anticuerpos anti-IP-10 para inhibir la unién de IP-10 humana con su
receptor CXCR3, en células que expresan receptor. En primer lugar, se realiz6 un analisis de Scatchard con
respecto a union de *°I-IP-10 con células 300.19 transfectadas para expresar CXCR3. Las células se cultivaron en
medio RPMI que contenia FCS al 10 % y seleccion de G418. Antes de su_uso, las células se lavaron dos veces con
solucion salina equilibrada de Hank (HBSS) a 4 °C y se ajustaron a 4 x 10’ células/ml. Se bloquearon placas de fibra
de vidrio (Millipore MultiScreen®, Cat. N° MAFBNOB50) con 200 pl de una solucion de polietilenimina 0,1 % un dia
antes del experimento. En el dia del estudio, el tampdn de bloqueo se aspird usando un colector Millipore. Las
placas se lavaron tres veces con 200 pl de tampdn de unién (HEPES 50 mM, pH 7,2, CaCl; 1 mM, MgCl, 5 mM,
BSA 0,5 %). Se anadieron veinticinco microlitros de tamp6n de unién a cada pocillo seguido de 25 ul de IP-10 no
marcado en exceso de 1.000 veces o tampoén de unién. Se afiadieron veinticincopl de '?°I-IP-10 (Amersham, Cat. N°
IM332-25 umCi) a concentraciones crecientes, seguido de 25 ul de células a una densidad de 1 x 10° células por
pocillo. Las placas se incubaron en un agitador de placas durante 60 minutos a temperatura ambiente y se lavaron
tres veces con tampoén de lavado (HEPES 10 mM, pH 7,2, NaCl 0,5 M, BSA 0,5 %) a un volumen de 200 pl por
lavado. Las placas se secaron, se anadieron 25 ul de agente de centelleo y las placas se contaron en un contador
Microbeta Wallac. Los datos se analizaron usando software Prism y se calculé una Kp. Se determiné una Kp media
de 0,231 nM para union con el receptor.

A continuacion, se examiné la capacidad de los anticuerpos anti-IP-10 para inhibir la unién de '®I-hIP-10 100 pM
con las células que expresaban CXCR3. Se ejecutaron ensayos de competicién de una manera similar al
experimento descrito anteriormente. En resumen, se anadieron 25 ul de tampén de unién a las placas de filtro de
fibra de vidrio, seguido de 25 ul de concentraciones crecientes de anticuerpos anti-IP-10. Se afiadieron veinticinco
microlitros de "®I-IP-10 a una concentracién final de 0,100 nM. Finalmente, se afadieron 25 wl de células a una
densidad de 1 x 10° células por pocillo y las placas se incubaron en un agitador de placas durante 60 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron y se contaron como se ha descrito anteriormente. Se calcularon los valores de
CEsp usando software Prism. Los valores de K; (en nM) se determinaron usando la formula:

_ _CEm
"1+ [y,

Los resultados se resumen a continuacién en la Tabla 6:

Tabla 6: Inhibicién de union de IP-10 con

CXCRS3

Clon ID Ki (nM)
10A12 0,09
10A12S 0,06
2G1 0,09
8F6 0,16
1E1 0,29
6B10 0,30
7C10 0,41
6A5 0,67
6A5 Lote 2 0,35
1D4 0,86

Ejemplo 5: Inhibicién de flujo de calcio inducido por IP-10

En este ejemplo, la capacidad de anticuerpos anti-IP-10 para inhibir el flujo de calcio inducido por IP-10 se examind
usando células 300.19 transfectadas para expresar CXCRS3 o linfocitos de sangre periférica humana activados anti-
CD83 (PBL) que expresan CXCR3. Para preparar los PBL, se purificé sangre humana normal por separacion de Ficoll
convencional. Los PBL humanos purificados se estimularon afadiendo las células a placas revestidas con
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anticuerpo anti-CD3 3 pg/ml y cultivadas en RPMI con FBS al 10 %. Después de una incubacién de tres dias, las
células se mantuvieron en medio de crecimiento que contenia IL-2 500 U/ml. El dia del estudio, las células se
lavaron y resuspendieron en medio a una densidad de 2,5 x 107 células/ml. Las células 300.19 transfectadas para
expresar CXCRS3 se dejaron crecer en RPMI que contenia FBS al 10 %. Las células 300.19 se resuspendieron en
medio de crecimiento a 2 x 10° células/ml.

Para realizar el ensayo, se afadieron 100 pl de suspension celular a una placa de 96 pocillos de fondo claro y
laterales negros que se revistid con Poli-D-Lisina (Corning/Costar, cat. N® 3667). Se afiadieron 100 microlitros de
colorante de carga de kit de calcio 3 (FlexStation™, Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA) a cada pocillo, las
placas se centrifugaron a 1.100 RPM durante 4 minutos y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Usando una
placa de reactivo de 96 pocillos, se diluyé IP-10 humana (Peprotech, cat. N® 300-12) en solucién salina equilibrada
de Hank con HEPES 20 mM y FBS a 1 % (800 pM para células 300.19 y 1.200 pM para PBL humanos). Los
anticuerpos se diluyeron en serie en las placas de reactivo que contenian IP-10. Se incluyeron pocillos de control
que contenian tampon solamente o IP-10 solamente. Se afnadieron veintidés microlitros de solucion de IP-10/
anticuerpo por pocillo a las placas que contenian las células marcadas con colorante y se determiné el flujo de calcio
supervisando la fluorescencia de Calcio 3 usando el instrumento FlexStation™ de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, durante un periodo de tiempo de 200 segundos. El area bajo la curva (AUC) se calcul6 mediante la
integracién del flujo de calcio entre 20-100 segundos de acuerdo con protocolos convencionales (véase por ejemplo,
Smart D. y col. (1999) Br. J. Pharmacol. 128:1-3). Los datos se analizaron usando software Prism™ (Molecular
Devices, Inc.) y se determinaron los valores de Clsg (en nM). Los resultados se resumen a continuacion en la Tabla
7:

Tabla 7: Inhibicién de flujo de calcio inducido por IP-10

Clon ID Clso(nM) para HPBL Clso(nM) para células 300.19
10A12 1,25 0,18
10A12S 2,31 0,08
2G1 2,98 0,50
8F6 6,27 0,30
1E1 3,64 NT
6B10 4,40 0,50
7C10 8,15 0,77
BA5 2,85 0,61
6A5 Lote 2 2,18 0,42
1D4 4,07 0,34

Ejemplo 6: Inhibicion de migracion celular inducida por IP-10

Se examiné la capacidad de los anticuerpos anti-IP-10 para inhibir la migracién celular inducida por IP-10 en un
ensayo de quimiotaxis in vitro. En estos experimentos, se usaron células 300.19 que expresaban CXCR3 y se
estimularon con (i) 100 ng/ml de IP-10 humana recombinante (rhIP-10); (ii) sobrenadante de células THP-1
estimuladas con IFN gamma (que induce secrecién de IP-10 nativa y MIG), en el que IP-10 derivado de THP-1
estaba a una concentraciéon de 16 ng/ml y la actividad de MIG se bloqueé mediante adicién de anti-MIG (R&D
Systems) a 2,5 ug/ml; o (iii) IP-10 de macaco rhesus recombinante 100 ng/ml (rrmlIP-10). La inhibiciéon de la
migracion celular se evalu6 usando diversas concentraciones de anticuerpos y se determiné un indice quimiotactico.

Especificamente, se evalué la inhibicidon de quimiotaxis usando un ensayo de placa de 96 pocillos convencional
(placas Multiscreen MIC (Millipore)). Se us6 un filtro de 5 um para lineas células transfectadas; y se uso filtro de 3
um para células primarias. Se resuspendieron células sensibles (300.19 CXCR3+; células PBMC humanas
especificas de MBP) en tampon de quimiotaxis (RPMI + BSA o FBS a 1 %) a 1 x 10° células/ml. Se afiadieron 100ul
de suspension celular al pocillo superior y se dejaron incubar durante 30 minutos a 37 °C. Se aplicé CO25 % antes
de la adicién al pocillo inferior.

Se preparé IP-10 de macaco rhesus y humana a 100ng/ml; para IP-10 derivada de THP-1, las células THP-1 se

estimularon con IFN-y (0,2ng/ml) y se recogi6 el sobrenadante; se uso IP-10 derivada de MS CSF puro. Se prepar6
ligando en 150 pL de tampdn de quimiotaxis y se situd en la camara inferior.
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Para ensayos de inhibicién de quimiotaxis, se preincubd ligando con diversas concentraciones del anticuerpo anti-IP-
10 indicado (5 pg/ml, 2.5 pg/ml, 1.25 ug/ml, 0,613 pg/ml, 0,3 ug/ml, 0,015 pug/ml) durante 30 minutos a 37 °C en CO2
5 % antes de ensayar. La camara superior se situd sobre los pocillos y los pocillos se incubaron durante 2 horas a
37 °C en CO2 5 %. Al final de la incubacion, las células sensibles se aspiraron desde la cdmara superior. La camara
superior se retird cuidadosamente. Las células se contaron en 4 campos aleatorios/pocillo a aumento 400x. Los
datos se promediaron entre tres pocillos y se presentaron como un indice quimiotactico (es decir la migraciéon en
veces en respuesta a ligandos sobre el medio solamente).

Los resultados, expresados como valores de Clso, se resumen a continuacion en la Tabla 8:

Tabla 8: Inhibicion de migracién celular inducida por IP-10

Clon ID Clso de rhIP-10 (ug/ml) |Clso de THP-1 1P-10 Clsode rrmIP-10 (ug/ml)
(ng/ml)

6A5 (Lote 2) 0,156 0,132 0,119

8F6 0,355 0,173 0,100

6B10 1,1 0,193 0,149

10A12S 0,115 0,211 15,1

1D4 0,156 0,247 0,163

También se examind la capacidad de anticuerpos anti-IP-10 para inhibir la migracion de células 300.19 que
expresan CXCRS3 en respuesta a liquido cefalorraquideo (CSF) de pacientes con esclerosis multiple (EM). De nuevo,
se afadié anticuerpo anti-MIG a 2,5 ug/ml a la muestra de CSF para neutralizar la actividad de MIG. Los resultados

de los experimentos, expresados como valores de Clsg, Se resumen a continuacion en la Tabla 9:

Tabla 9: Inhibiciéon de migracién celular inducida por MS-CSF

Clon ID Clsg del experimento 1 Cloo del experimento 2
(ug/ml) (ug/ml)
B6A5 (Lote 2) 0,100 0,236
10A12S 0,562 0,577

También se realizaron estudios de migracién celular usando células 300.19 que expresaban CXCR3 y MIG humana
recombinante (R&D Systems), a 200 ng/ml, para examinar la capacidad de los anticuerpos anti-IP-10 de inhibir la
migracion celular inducida por MIG. Los anticuerpos anti-IP-10 6B10, 8F6, 1D4, 6A5 lote 2, 10A12 y 10A12S se
ensayaron individualmente a 1 ug/ml y se descubri6é que no inhibian la migracién celular inducida por MIG.

Ejemplo 7: union de anticuerpos con la seccion cerebral de pacientes con EM

En este ejemplo, se examind la capacidad de los anticuerpos anti-IP-10 para tefiir secciones del cerebro de un
paciente con esclerosis multiple (EM). Se obtuvieron secciones cerebrales de un paciente con EM mujer de 57 afos
de edad 19,8 horas post-mortem y mostraron una placa periventricular de forma irregular (1,3 cm x 1,0 cm) con
numerosas placas mas pequefias adicionales presentes en toda la materia blanca restante. La tincion con LFB
mostré desmielinizacion completa. Se realizé6 immunohistoquimica sobre las secciones usando los anticuerpos anti-
IP-10 6A5 (lote 2) y 10A12S, asi como anti-GFAP y anti-CD68, como controles positivos y un anticuerpo de control
negativo.

Se emple6 un protocolo de immunohistoquimica convencional para tinciéon anti-IP-10 de las secciones. Las
secciones se bloquearon usando suero 2 %-10 %. Se afadieron 100 pl/seccion de anticuerpo primario (por ejemplo,
6A5) diluido 1:100 en suero 2 %, después se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Opcionalmente, las secciones
se incubaron durante una noche a 4 °C y se lavaron. Después se ariadi6é el anticuerpo biotinilado antihumano
secundario (diluido en suero 2 % (100 pl/seccién)) y se incub6 durante 30-60 minutos a TA. Se retiraron peroxidasas
endogenas afnadiendo H>Oz diluido en MeOH. A continuacién, se afadi6 solucion ABC (Vector Labs), 100 pl/seccion,
y se incubd durante 30 minutos a TA. Se prepar6 solucion de sustrato DAB inmediatamente antes de su uso. Se
aplicaron 100 pl por secciéon a portaobjetos antes de incubar en oscuridad durante 10-20 minutos (segun fuera
necesario para el revelado). Los portaobjetos se contratifieron después con tinciéon nuclear de Hematoxilina durante
3 minutos (el progreso se comprobd después de 1 min). Finalmente los portaobjetos se incubaron en bicarbonato
sadico 2 % durante 45 segundos para sacar el color.
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Los resultados mostraron que tanto 6A5 como 10A12S pueden unirse a IP-10 in situ en las secciones cerebrales del
paciente con EM, siendo mas intensa la tincion de 6A5 que la tincion de 10A12S.

Ejemplo 8: Construccion de cepa HCo17 de ratones transgénicos

La cepa de ratén transgénico HCo17 se generd por inyeccidén conjunta del inserto de 80 kb de pHC2 (Taylor y col.
(1994) Int. Immunol., 6: 579-591), el inserto de 25 Kb de pVX6, un fragmento de cromosoma artificial de levadura de
aproximadamente 460 kb del cromosoma ylgH24. La construccion de pHC2 sola es completamente capaz de
reordenarse in vivo para formar loci de inmunoglobulina de cadena pesada humana funcional; se afiadieron pVX6 y
ylgH24 para contribuir a la diversidad de Vy de linea germinal adicional. Los componentes individuales de la mezcla
de ADN usada para producir HCo17 se describen posteriormente.

El inserto de pHC2 descrito anteriormente contiene cuatro segmentos génicos de Vy de linea germinal humana
funcionales: 1-69 (DP-10), 5-51 (DP-73), 4-34 (DP-63), y 3-30.3 (DP-46). Ademas, esta construccién también
contiene secuencias genémicas humanas que comprenden 15 segmentos D funcionales, los 6 segmentos J, asi
como segmentos de region constante py y1 y una regién interruptor p-y1 funcional.

El inserto de pVX6 contiene 3 segmentos VH de linea germinal humana, VH 1-18 (DP-14), VH5-51 (DP-73) y VH3-
23 (DP-47). Se subcloné un fragmento de ADN Hindlll/Sall de 8,5 kb, que comprendia el gen de VH1-18 (DP-14)
humano de linea germinal, junto con aproximadamente 2,5 kb de secuencia genémica flanqueante 5’ y 5 kb de
flanqueante 3’, en el vector plasmidico pSP72 (Promega, Madison, Wis.) para generar el plasmido p343.7.16. Se
cloné un fragmento de ADN de 7 kb BamHI/Hindll, que comprendia el gen VH5-51 (DP-73) humano de linea
germinal, junto con aproximadamente 5 kb de secuencia genémica flanqueante 5 y 1 kb de flanqueante 3’, en el
vector de clonacion plasmidico basado en pBR322 pGP1f (Taylor y col. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 6287-6295),
para generar el plasmido p251f. Se digiri6 un nuevo vector de clonacién derivado de pGPIf, pGP1k, con EcoRV/
BamHI, y se ligdb a un fragmento de ADN EcoRV/BamHI de 10 kb, que comprendia el gen de VH3-23 (DP47)
humano de linea germinal junto con aproximadamente 4 kb de secuencia gendémica flanqueante 5’ y 5 kb de
gendmica flanqueante 3’. El plasmido resultante, p112.2RR. 7, se digiri6 con BamHI/Sall y se ligd con el inserto de
BamHI/Sall purificado de 7 kb de p251f. El plasmido resultante, pVx4, se digirid6 con Xhol y se ligdé con el inserto de
Xhol/Sall de 8,5 kb de p343.7.16. Se obtuvo un clon con el gen VH1-18 en la misma orientacion que los otros dos
genes V. Este clon, designado pVx6, se digirié después con Notl para la preparacion de insertos.

El cromosoma artificial de levadura (YAC) ylgH24 se identifico originalmente por exploracion por PCR usando
cebador especifico de la familia VH3 y VH4 y se mapea en el cromosoma humano 14 por contenido de VH. Se
establecié que ylgH24 contiene segmentos VH incluyendo miembros de las familias de VH VH1, VH2, VH3, VH4 y
VH5, y en particular al menos VH1-24, VH-45, VH1-46, VH2-26, VH3-30, V 3-30.5, VH3-30.3, VH3-33, VH3-43, VH3-
48, VH3-49, VH3-53, VH4-28, VH4-30, VH4-30.4, VH4-30.3, VH4-31, VH4-34, 4-39, y VH-51.

Se combinaron insertos purificados de pVX6 (26 kb), pHC22 (80 kb), y ylgH24 (~460 kb) en una relacién molar 1:1:1
y se microinyectaron en los pronicleos de embriones F2 de medio dia (C57BL/6J x DBA/2J) como se describe en
Hogan y col. (B. Hogan y col., Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual, 22 edicion, 1994, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y.). Se estableci6 una linea fundadora de ratones transgénicos, que
comprendia secuencias de pVx6, HC2 y ylgH24, de ratones que se desarrollaban a partir de los embriones
inyectados. Esta linea se designé (HCo17) 25950.

La linea (HCo17) 25950 se crio después con ratones que comprendian la mutacion CMD (descrita en el Ejemplo 1
de la Publicacion de PCT WO 01/09187), la mutacién JKD (Chen y col. (1993) EMBO J. 12: 811-820), y el transgén
(KC05)9272 (Fishwild y col. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851). Los ratones resultantes expresan transgenes
de cadena ligera kappa y pesada de inmunoglobulina humana en un fondo homocigoto para interrupcion de los loci
de cadena ligera kappa y pesada de raton enddgenos.

Sumario de la lista de secuencias

SEC ID N¢: SECUENCIA SEC ID N¢: SECUENCIA

1 VH CDR1 a.a. 1D4 24 VH CDR3 a.a. 1D4
2 VH CDR1 a.a. 1E1 25 VH CDR3 a.a. 1E1
3 VH CDR1 a.a. 2G1 26 VH CDR3 a.a. 2G1
4 VH CDR1 a.a. 3C4 27 VH CDR3 a.a. 3C4
5 VH CDR1 a.a. 6A5 28 VH CDR3 a.a. 6A5
6 VH CDR1 a.a. 6A8 29 VH CDR3 a.a. 6A8
7 VH CDR1 a.a. 6B10 30 VH CDR3 a.a. 6B10
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8 VH CDR1 a.a. 7C10 31 VH CDR3 a.a. 7C10
9 VH CDR1 a.a. 8F6 32 VH CDR3 a.a. 8F6
10 VH CDR1 a.a. 10A12 33 VH CDR3 a.a. 10A12
11 VH CDR1 a.a. 10A12S |34 VH CDR3 a.a. 13C4
12 VH CDR1 a.a. 13C4

35 VH a.a. 1D4
13 VH CDR2 a.a. 1D4 36 VH a.a. 1E1
14 VH CDR2 a.a. 1E1 37 VH a.a 2G1
15 VH CDR2 a.a. 2G1 38 VH a.a. 3C4
16 VH CDR2 a.a. 3C4 39 VH a.a. 6A5
17 VH CDR2 a.a. 6A5 40 VH a.a. 6A8
18 VH CDR2 a.a. 6A8 41 VH a.a. 6B10
19 VH CDR2 a.a. 6B10 42 VH a.a. 7C10
20 VH CDR2 a.a. 7C10 43 VH a.a. 8F6
21 VH CDR2 a.a. 8F6 44 VH a.a. 10A12
22 VH CDR2 a.a. 10A12 45 VH a.a. 10A12S
23 VH CDR2 a.a. 13C4 46 VH a.a. 13C4
47 VH 3-33 linea germinal |49 VH 5-51 linea germinal a.a.

a.a.

48 VH 3-30.3 linea germinal |50 VH 4-61 linea germinal a.a.
51 ?/.I?.CDR1 a.a. 1D4 73 Vk CDR3 a.a. 1D4
52 Vk CDR1 a.a. 1E1 74 Vk CDR3 a.a. 1E1
53 Vk CDR1 a.a. 2G1 75 Vk CDR3 a.a. 2G1
54 Vk CDR1 a.a. 3C4 76 Vk CDR3 a.a 3C4
55 Vk CDR1 a.a. 6A5 77 Vk CDR3 a.a. 6A5
56 Vk CDR1 a.a. 6A8 78 Vk CDR3 a.a. 6A8
57 Vk CDR1 a.a. 6B10 79 Vk CDR3 a.a. 6B10
58 Vk CDR1 a.a. 7C10 80 Vk CDR3 a.a. 7C10
59 Vk CDR1 a.a. 8F6 81 Vk CDR3 a.a. 8F6
60 Vk CDR1 a.a. 10A12 82 Vk CDR3 a.a. 10A12
61 Vk CDR1 a.a. 13C4 83 Vk CDR3 a.a. 13C4
62 Vk CDR2 a.a. 1D4 84 Vk a.a. 1D4
63 Vk CDR2 a.a. 1E1 85 Vk a.a. 1E1
64 Vk CDR2 a.a. 2G1 86 Vk a.a. 2G1
65 Vk CDR2 a.a. 3C4 87 Vk a.a. 3C4
66 Vk CDR2 a.a. 6A5 88 Vk a.a. 6A5
67 Vk CDR2 a.a. 6A8 89 Vk a.a. 6A8
68 Vk CDR2 a.a. 6B10 90 Vk a.a. 6B10
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69 Vk CDR2 a.a. 7C10 91 Vk a.a. 7C10

70 Vk CDR2 a.a. 8F6 92 Vk a.a. 8F6

71 Vk CDR2 a.a. 10A12 93 Vk a.a. 10A12

72 Vk CDR2 a.a. 13C4 94 Vk a.a. 13C4

95 Vk A27 linea germinal |97 Vk L18 linea germinal a.a.
96 sl.l?.l_G linea germinal a.a. |98 Vk L15 linea germinal a.a.
99 VH n.t. 1D4 121 IP-10 humana a.a.

100 VH n.t. 1E1 122 CXCR3 humano a.a.

101 VH n.t. 2G1 123 IP-10 de mono rhesus a.a.
102 VH n.t. 3C4 124 IP-10 de raton a.a.

103 VH n.t. 6A5 125 Mig humana a.a.

104 VH n.t. 6A8 126 ITAC humano a.a.

105 VH n.t. 6B10

106 VH n.t. 7C10

107 VH n.t. 8F6

108 VH n.t. 10A12

109 VH n.t. 13C4

110 Vk n.t 1D4

111 Vk n.t. 1E1

112 Vk n.t. 2G1

113 Vk n.t. 3C4

114 Vk n.t. 6A5

115 Vk n.t. 6A8

116 Vk n.t. 6B10

117 Vk n.t. 7C10

118 Vk n.t. 8F6

119 Vk n.t. 10A12

120 Vk n.t 13C4

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Medarex, Inc. et al.

<120> ANTICUERPOS DE IP-10 Y SUS USOS

<130> N.98315

<140> EP 04813771.5
<141>10-12-2004

<150> PCT/US2004/041506

<151>10-12-2004

<150> 60/529.180

50




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2537163 T3

<151> 10-12-2003
<160> 126
<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210>2

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Thr Tyr Gly Met His
1 5

<210>3

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

hAsn Cys Gly Met His
1 5

<210> 4

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ser Tyr Txp Ile Gly
1 5

<210>5

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>5

Asn Asn Gly Met His
1 s
<210>6
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6
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<210>7

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

<210> 11

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12

<11>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2537163 T3

Thr Tyr Gly Met His
1 5

Asn Ser Ala Met His
1 S

Asn Ser Gly Met His
1 s

Thr Tyr Gly Met His
1 5

Asn Cys Gly Met His
1 s

Asn Sexr Gly Met His
1 5

Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Ser

1 5

52
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<210> 13

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Val 1le Trp Phe Glu Gly Ser Ile Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 S 10 is5
Gly

<210> 14

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 1q 15
Asp

<210> 15

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu Ile Gly Tyr Asp Gly Ile Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 1o 15
Gly

<210> 16

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Val Ile Ser Pro Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
1 5 10 is
Gly

<210> 17

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

val Ile Trp Phe Asp Gly Met Asn Lys Phe Tyr Val Asp Ser vVal Lys
1 5 10 1s
Gly

<210> 18

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
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Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Glu Asp Tyr Ala Ala Ser Val Lys
1 s 10 15
Gly

<210> 19

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Leu Ile Pro Phe Asp Gly Tyr Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 20

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Val Ile Asp Tyr Asp Gly Ile Ile Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 S 10 15
Gly

<210> 21

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ile lle Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 1s
Gly

<210> 22

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Leu Ile Gly Phe Asp Gly Ile Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1l 5 10 ' 15
Gly

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

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

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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ES 2537163 T3

<400> 24

Glu Gly Ala Gly Ser Ser Leu Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Asn Ile Ala Val Ala Asp Val Ala Phe Asp Leu
1 5 19

<210> 26

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Asp Trp Pro Glu Gly Tyr Tyr Asn Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 27

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Gly Tyr Cys Ser @Gly Gly Ser Cys Tyr Pro Phe Phe Gln Tyr
1 s 10

<210> 28

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Glu Gly Asp Gly Ser Gly Ile Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 ° 10 15

<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Glu Gly Asp Gly Ser Ser Leu Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
i 5 10 15

<210> 30

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Glu Gly Gly Tyr Thr Gly Tyr Asp Gly Gly Phe Asp Tyr
1 L] 10

<210> 31
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<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 31

Glu Arg Gly Thr His Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Asp Ser Ser Ser Trp Tyr Val Tyr Phe Asp Tyr
i 5 . 10

<210> 33

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Asp Trp Pro Glu Gly Tyr Tyr Asn Gly Met Asp Val
i 5 i¢

<210> 34

<211>20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Gly Gly Gly Thr Val Val Arg Gly Ile Ile His Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr

1 5 10 15
Gly Met Asp Val
20
<210> 35
<211> 121
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

56
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<210> 36
<211>12

Gln
Ser

Gly

Lys
65

Asn
Gly

Gln

0

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36

<210> 37
<211>12

Gln
Ser
Gly
Ala
Lys
33

Leu
Als

Gly

1

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37

val Gln
Leu Arg
Met His
35

val Ile
50

Gly Ile
Ser Leu
Ala Gly

Gly Thr
115

Glu Gin
Leu Aryg
Met His
35

val Ile
50

Asp Arg
Gln Met
Arg Asn

Thr Met
115

Leu

Leu
20

Trp
Trp
Ser
Arg
Ser

100
Thr

Leu

Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Ile

100
val

val
Ser
val
FPhe

Arg

Ala

a5
Ser

val

val
Ser
Val
Tyr
Thr
Eerxr
85

Ala

Thr

ES 2537163 T3

Glu
Cys
Axrg
Glu
Asp
70

Glu

Leu

Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
val
70

Leu

Val

val

Serxr
Ala
Gln
Gly
55

Asn
Asp
Tyr

Val

Sex
Ala
Gln
Gly

85
Ser

Arg

Ala

Ser

Gly
Ala
Ala
40

Ser

Ser

Thr

Ser
120

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Lys
Ala
Asp

Ser
120

57

Gly
Sex
25

Pro
Ile
Lys
Ala

Tyr
105
Ser

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu

Val
105

Gly
10

Gly
Gly
Lys

Asn

Val
90
Tyr

Asn
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90
Ala

val
Phe

Lys

Thr
75

Tyx

Gly

val
Phe

Lys

Ser
75
Thr

Phe

Vval

Gly

&80
Leu

Met

Val

Gly
Tyx
60

Lys
Ala

Asp

Gln
Phe
Lay

45
Ala

Cys

ASp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Leu
Ala

val
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Txp
110

Gly
15
Ser

Trp
Ser
Gln

Arg
95

Gly
15

Trp
Ser
Leu

85
Gly

Arg

Val
val
Met
80

Glu

Gly

3 &

Val

val

Tyr
80

Cys

Gln
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Gln
Serx
Gly
Ala
Lys
45

Leu

aAla

Gln

<210> 38
<211> 123
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Glu
1
Ser

Trp
Gly
Gln
€5

Leu

Ala

Trp

<210> 39
<211>124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

val

Met
Leu
50

Gly
Gln
Arg

Gly

val
Leu
Ile
Val
50

Gly
Gln
Arg

Gly

Gln
Arg
His

35
Ile

Met

Asp

115

Gln
Lys
Cly
35

Ile

Gln

Gly

Gln
11s

Gln Met Glo

1

Ser Leu Arg

Leu
Leu
20

Gly
Phe

Asn

Txp
100
Thr

Leu

Ile
20
Trp

Ser
val
Serxr

100
Gly

Leu Val GQlu Ser Gly

Val
Ser

Val

Thr
Ser
85

Pro

Val

Vval
Ser
Vaf
Pro
Thr

Ser
85

Cys
Thr

s

ES 2537163 T3

Glu

Asp
Ile
70

Leu

Glu

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Ser

Ser Gly
Ala Ala

Gln Ala
40

‘Gly Ile

55
Ser Arg

Arg Ala
Gly Tyr

Val Ser
120

Ser Gly
Lys Gly
Gln Met
40

Asp Ser
55

Ser Ala
Lys Ala
Gly Gly

Val Thr
120

Leu Ser Cys Thr Ala

20

58

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu

105
Ser

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Ser
Ser

105
val

Gly
10

Gly
Gly

Glu

Asp
90
Asn

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
=14 ]

Cys

Ser

10

Val Val Gln
Phe Thr Phe

Lys Gly Leu
45

60
Sexr Lys Asn
78
Thr Ala val

Gly Met Asp

val Lys Lys
Tyr Asn Phe

Lys Gly Leu
45
Arg Tyr Ser
60
Ser Ile Ser
75
Thr Ala Met

Tyr Pro Phe

Ser

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Phe

Val
110

Pro
Pro
30

Glu
Pro

Thr

Phe
110

Gly Arg
15

Asn Cys
Trp Val
Ser Val

Leu Tyr
80

8s
Trp Gly

Gly Glu
15

Ser Tyr
Txp Met

Ser Phe

Ala Tyrxr
80

Tyr Cys
$5
Gln Tyr

Cly Gly Val Val Glu Pro Gly Arg

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Asn

25

30
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Gly Met

Ala Val
50

Lys Gly

65

Leu Glu

Ala Axg

Vval Trp

<210> 40
<211> 124
<212> PRT

His
35
Ile

Arg
Met
Glu

Cly
115

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gln Val
Ser Leu
Gly Met

Ala Ile
50

Lys Gly

685

Leu Gln

Ala Axg

Val Trp

<210> 41

<211> 246

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 41

Gln Vval
1
Ser Leu

Gly Met

Ala Ile
50

Lys Gly

65
Leu Gln

Ala arg
val Trp

Gln
Arg
His
3s

Ile
Arg
Met
Glu

Gly
118

Gln
Arg
His

35
Ile

Arg
Met
Glu

Gly
116

Asn
Gly

100
Gln

Leu

Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Gly

100
Gln

Leu

Leu
20
Trp

Trp
Phe
Asn
Gly

100
Gln

val
Phe
Thr
Ser
85

Asp

Gly

val
Ser
val
Phe
Thr
Ser
85

AsDp

Gly

Val
Ser
val

Phe

ser
BS
Asp

Gly

ES 2537163 T3

Arg
Asp
Ile
70

Leu

Gly

Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Gly

Thr

Glu

Cys

Asp
Ile
70

Leu
Gly

Thr

Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ser

Ser
Thr
Gln
Gly
Ser
Arg
Ser

Thr

Ser
Thr
Gln
Gly
1

Sear
Arg

Ser

Thr

Ala
40

Met
Arg
Ala
Gly

val
120

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Axg
Ala

Ser

Val
120

Gly
Ala
Ala

40
Ser

Ala
Ser

val
120

Pro Gly
Asn Lys

Asp Asn

Glu Asp
a0

Ile Tyr

105

Thr Val

Asp Asn

Glu Asp
S0

Leu Tyr

105
Thr Val

Gly Gly

Ser Gly
25
Pro Gly

Asn Glu

Asp Asn

Glu Asp
S0
Leu
105
Thr Val

59

Lys

Gly

Phe Tyr

60

Ser Lys

75

Thr Ala

Tyr Tyr

Ser Ser

Val
Phe
Lys
Asp
Ser

78
Thr

Ser

val
Phe
Lys
Asp
Ser

75
Thr

Val

Gly
60
Lys

Ala

Ser

Val
Thr
Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Leu
45

val
Asn

Ile

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

val

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr Tyx Tyr Tyr

Ser Ser Gln

125

Glu

Asp

Gly
110

Pro
Ser
30

Glu
Ala

Thx

Gly
110

Pro
Ser
30

Glu
Ala
Thr
Tyr
Gly

110
Val

Trp
Ser
Leu

95
Met

Gly
Thr
Trp
Ser
Léu
Tyr

95
Met

Gly

Thr

Ser
Leun
98

Met

Gln

val

val

80
Cys

Asp

Arg
Tyr
val
Val
80

Cys

Asp

Arg

Val
val
80

Cys
Asp

Leu
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val
Ser
145
val
Phe
Thx
Ser
Gly

225
Leu

<210> 42
<211>123
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 42

<210> 43

Gln
Ser
Gly
Ala
Lys

65
Leu

Trp

<211>120
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43

Gln
Ser
Gly
Ala
Lys

65
Leu

Glu Ser Gly
130
Cys Ala Ala

Arg Glp Ala

Asp Gly Tyr
180
Ile Sar Arg
195
Leu Arg Ala
210

Tyr Thr Gly

val Thr val

Val Gln Leu

Leu Arg Leu
20
Met His Trp
as
Val Ile Asp
50
Gly Arg Phe

Gln Ile Aan

Thr Glu Arg
100
Gly Gln Gly

118

val Gln Leu

Leu Arg Leu
20
Met His Trp
35
Val Ile Ser
50

Gly Arg Phe

Cln Met Asn

Gly
Serx
Pro
165
Asn
Asp

Glu

Ser
245

Val
Ser

Val

Ser
&8s
Gly

Thx

val
Ser

Val

Ser
85

ES 2537163 T3

Gly
Gly
150
Gly
Lys
Asn
Asp
Asp

230
Ser

Glu

Cys

Arg

Ile
70

Leu
Thr

Leu

Asp
Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu

Vval
135
Phe

Lys

Ser

215
Gly

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
His

Vval

Ser
Ala
Gln
Gly

55
Thr

Val Gln
Thr Phe
Gly Leu
Tyr Ala
185
Lys Asn
200
Ala Val

Gly Phe

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ile 1le

Ala Glu
105
Thr val

120

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Ile Ile

Ala Glu

60

Pro
Ser
Glu
170
Asp

Thr

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Gln
Asn
Asp
Gly

Sex

Gly
10

Gly
Gly
Lys

Asn

Asp
90

Gly
Asn

155
Txrp

Ser

Leu

TyT

235

val
Phe

Lys

Ser
75

Thr
Ser

Ser

val
Phe
Lys
His

Ser
75

Arg
140
Ser
val

val

Cys
220

Val
Thr
Gly
60

Lys
Ala

Gly

val

Gly

60
Lys

Thr Ala

Ser
Ala
Ala
Lys
Leu
205
Ala

Gly

Gln

Phe

.Leu

45
Ala

Asn
Val

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Leu
Met
Leu
Gly
190
Gln
ATy

Gln

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Tyr

Phe
110

Pro
Asn
30

Glu
Asp

Met

Arg
His
Ile
195
Arg
Met

Glu

Gly

Gly
is
Asn

Trp
Ser
Leu

95
Asp

Gly
15
Thr

Trp
Ser
val

Tyr
95

Leu

Trp
160
Pro
Phe
Asn
Gly

Ile
240

Arg
Ser
Val
Val
TYYX

80
Cys

Axg

Val
Val
His
80

Cys
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ES 2537163 T3

Ala Arg Asp Ser Ser Ser Trp Tyr Val Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210> 44
<211> 121
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Gln
h
Ser

Gly
Ala
Lys
65

Leu

Ala

Gln

<210> 45
<211> 121
<212> PRT

Val
Leu
Met
Leu
50

Gly
Gln
Arg

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 45

Gln Val

1l

Ser Leu
Gly Met

Ala Leu

115

Glin Leu

Arg Leu

20

His Trp

35

Ile Gly

Arg Phe

Met Asn

Asp Trp

100

Thr Thr

115

Gln Leu

Arg Leu

20

Hiz Trp

35

50

Lys Gly

65

Leuw Gln
Ala Arg

Gln Gly

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

Ile Gly
Arg Phe

Met Asn

100

Thr Thr

115

<213> Homo sapiens

<400> 46

val
Ser
Val
Phe
Thr
Ser
8BS

Pro

val

val
Ser
val
Phe
Thr
Ser
85

Pro

val

Glu

Cys

Asp
ile
70

Leu

Glu

Thr

Glu

Arg
Asp
Ile
70

Leu

Glu

Thrx

55

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
aly

val

Ser
Ala
él'n
Gly

Ser

Gly

val

120

40

108

10

25

80

105

Ser Ser

120

Gly
aAla
Ala

40
Ile

Ala

Ser
120

61

Gly Gly
Ser Gly
25

Pro Gly
Asn Glu
Asp Asn

Glu Asp
90

105
Ser

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

45
Ile Asn Glu Tyr Tyr Ala

&0

Axrg Asp Asn Ser Lys Asn

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val

Tyr Tyr Asn Gly Met Asp

Val Val Gln
Phe Thr Phe
Lys Gly Leu
45
Tyr Tyr Ala
&0

Ser Lys Asn
75

Thr Ala val

Gly Met Asp

110

30

Pro Gly Arg

15

Ser Asn Cys
Glu Trp Val
Asp Ser val

Thr Leu Tyr

80

Tyr Tyr Cys

95

val Trp Gly

110

Prq
Ser
30

Glu

Asp

Val
110

Gly Arg
Asn Ser
Trp Val
Ser val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95

Trp Gly
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<210> 47
<211> 11

Glno

Asp

Trp
Leu
65

Ser

Cys

Ser

7

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 47

Gln
1
Ser

Gly

<210> 48
<211>10

Ala
Lys
65

Leu

ala

val

3

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 48

Val Gln
Leu Ser

Tyr Tyr
3s

Ile Gly
S50
Lys Ser

Leu Lys

Ala Arg

Tyr Tyxr
115

Ser
130

Val Gln
Leu Arg

Met His

35
Val Ile
50

Gly Arg
Gln Met
Arg Tyx

Thr Val
115

Leu

Leu
20

Trp
Asn
Arg
Leu
Gly

100
Gly

Leu

Leu
20

Trp
Trp
Phe

Asn

YT
100
Ser

ES 2537163 T3

Gln Glu
5
Thr Cys

Ser Trp

Ile Tyx

Val Thr
70

Ser Ser

85

Gly Gly

Met Asp

Val Glu
Ser Cys

val Arg

Thr Iie

70
Ser Leu
B85S

Tyr Tyr

Ser

Ser

Ile

Tyr
55
Ile

Val

Val

Ser
Ala
Gln
Gly
S5

Ser

Arg

Gly

Gly
Ile
Arg
Ser
Ser
Thr

Val

Trp
120

Cly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Met

Pro
Ser
25

Gln
Gly
Val
Ala
Val

105
Gly

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp

Glu

Asp
105

62

Gly
10

Gly
Pro
Ser
Asp
Ala
a0

Arg

Gln

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

a0
val

Leu

Gly

Gly

Gly

Val
Phe

Lys

Sex
75
Thr

Trp

val
Ser
Gly
Asn
60

Ser
Thr
Ile

Thr

Val
Thxr
Gly
60

Lys
Ala

Gly

Lys
Val
Lys
45

Tyx

Lys

Ile

Thr
125

Gin

Phe

Leu
45

Ala
Asn

val

Gln

Pro
Ser

30
Gly

Asn
val
His

110
val

Pro

Ser
15

Ser
Leu

Pro

Gln

Tyr
95

Gly

- 15

Ser
30
Glu

Asp

Gly
110

Ser

Sex

Leu

95
Thr

Glu
Cly
Glu
Ser

Phe
80

Val

Arg
Tyr
Val
Vval
80

Cys
Thr
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20

Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

20

Ala Met His Trp

35

Ala Val Ile Ser

50

Lys Gly Arg Phe

€5

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Val Thr

<210> 49
<211> 98
<212> PRT

100

<213> Homo sapiens

<400> 49

Glu Val
1
Ser Leu

Trp Ile

Gly Ile
50

Gln Gly

65

Leu Gln

Ala Arg
<210> 50

<211>99
<212> PRT

Gln Leu Val

Lys Ile Ser

20

Gly Trp Val
Ile Tyr Pro
Gln Val Thr

Trp Ser Ser

Val
s

ES 2537163 T3

Glu

Ser Cys

Val Arg

Tyr Asp

Thr

Ser Len

85

Val Ser

Gln
Cys
Arg
Gly

Ile

Ile
70

70

85

<213> Homo sapiens

<400> 50

Gln Va
1

1l Gin Leu

Thr Leu Ser Leu

20

Ser Tyr Tyr Trp

35

Trp Ile Gly Tyr

50

Leu Lys Ser Arg

65

Ser Leu Lys Leu

Cys Ala Arg

<210> 51
<211>12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln
Thrx
Ser
Ile
Val

Ser

Leu

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr

70
Ser

Ser
Lys
Gln
Asp
Ser

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly

SS
Ser

Arg

Ser

Gly
Gly

Met

Gly Gly

Ala

Ala Pro

40

Sexr Asn

Arg Asp

Ala Glu

i0

Ser Gly Phe Thr Phe

25

75

90

Ala Glu

10

Ser Gly

25

40

Ser
Thr
Ile
Tyr
55

Ile

val

Ser

Ala

Ala

Gly
val
Arg
Ser
Ser

Thre

Pro Gly
Asp Thr
Asp Lys

Ser Asp

Pro Gl
Ser Gl
25

Gln Pr
Gly Se
Val As

Ala Al

63

Val
Tyr
Lys
Arg
Ser

75
Thr

y Le
y Gl
c Pr
r Th
p Th

75
a As

Lys
Ser
Gly
Tyr
60

Ile

Ala

u Va
y Se

o Gl

r Asn

60

r Ser

p Thr

Gly Val val Gln

Gly Lys CGly Leu

bPro Gly Arg

1s

Ser Ser Tyr

ag

45

Lys Tyr Tyr Ala
60

Asn Ser Lys Asn

Lys
Phe
Leu
45

Ser

Ser

Met

1 Lys

r Va

¥ Lys

45

Tyr

Ala

Pro
Thr
30

Glu
Pro

Thr

Tyr

Glu Trp Val
Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

B8O

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Gly Glu
15
Ser Tyr

Trp Met
Ser Phe
Ala Tyr

8O

Tyr Cys
95

Pro Ser Glu

15

1 Sexr Ser Gly

30
Gly Leu Glu

Asn Pro Ser

Asn Gln Phe

80

val Tyr Tyr

95
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ES 2537163 T3

<400> 51

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Gly His Leu Ala
1 5 10

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr leu Ala
1 5 10

<210> 53

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Sexr TyT Leu Ala
1 5 10

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Arg Ala Ser Glm Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala
1 5 10

<210> 55

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Axrg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 56

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Gly Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

64
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<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

<210> 60

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

<210> 61

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

<210> 62

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

<210> 63

<11>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

1

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala

1

Arg Ala Ser Glm Ser Val Ser Ser Tyr Vval Ala

1

ES 2537163 T3

5

5

5

5 10

5 10

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

65

10

10

ig

Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
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<210> 64

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

<210> 65

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

<210> 66

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

<210> 67

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

<210> 68

<11>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

<210> 69

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

<210>70

<11>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2537163 T3

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 . S

Asp Bla Ser Ser Leu Glu Ser
1 5

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1l 5 :

Asp Ala Ser Asn Arqg Ala Thr
1 5

Ala Ala Ser Ser Leu -Gln Ser
1 5

66
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<400> 70

<210> 71

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

<210> 72

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

<210> 73

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

<210> 74

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

<210> 75

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

<210> 76

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

ES 2537163 T3

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 S

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Thr
1 5

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Leu Thr
1 5 10

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Pro Phe Thr
1 5 10

67
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<210> 77

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

<210>78

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

<210>79

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

<210> 81

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

<210> 82

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

ES 2537163 T3

Gln Gln Phe Asp Ser Phe Pro His Thr
1 S

Gln @Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Ile Phe Thr
1 5 10

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Thr
1 s

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Tyr Thr
1 5 10

GIn Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Pro Thr
1 5

Gln Gln Arg Ser Asn Ser Pro Pro Trp Thr
1 5 10

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Pro Phe Thr
1 5 1¢

68
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35

<210> 83

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

<210> 84
<211>10

8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

<210> 85

Glu
1
Glu
His
Ile
Gly

65
Pro

Tyr

<211>108
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

Ile
Arg
Leu

Tyr
S0

Ser
Glu

Thr

Glu Ile

1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Asp

50

Ser Gly

€S

Glu Asp

<210> 86

<211>109
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

val
Ala
Ala
s

Gly
Gly
Asp

Phe

Val

Ala

Trp
3s

Ala
Ser

Phe

Leu

ES 2537163 T3

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Glu Tyr Thr

1l

Thr
20

Trp
Ala
Ser
Phe

Qly
100

Leu
Thr
20

Ser
Gly
Ala

Thr

Leu

Ser
Gly
Ala

as
Gln

Thr
Leu

Gln

Thr

Val
85
Phe

Gln

Ser

Gln

Ser

70
val

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Gly Thr

Gln
Ser

Gln

Asp
70

Gly
100

Ser
Cys
Lys
Ala

55
Phe

Gly

5

Pro
Arg
Lys
40

Ala

Phe

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Thr

Cys
Gly

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Leu
195

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

69

Thr
10

Sex
Gly
Gly

Leu

Leu Ser
Gln Sexr
Gin Ala
Ile Pro

60
Thr Ile

- 75

Gln
S0
Glu

Ile
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

80
Lys

Gln Tyr

Ile Lys

Leu Ser
Gln Ser
Ala Pro

Pro Ahla

&0
Ile Ser
75

Arg Ser

Val Glu
105

10

Leu
val
Pro
45

Gly

Ser

Gly

Leu
Val
Arg
45

Arg
Ser

Asn

Ile

Serxr
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Trp

Lys

Pro
1s

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
85

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
ély
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

890
Pro
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15

20

Glu

Glu

Tle

Gly
65
Pro

Pro

<210> 87
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

Ala
1
Asp

Leu

Tyr

Serxr
65
Glu

Thr
<210> 88

<211> 109
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Glu
1

Ile
Arg
Leu
50

Ser
Glu

Phe

Ile
Arg
Ala
Asp
S0

Gly
Asp

Phe

Il&

Glu Arg

Tyx

Leu

Ile Tyr

50

Gly Ser

&5

Pro Glu

Ile Phe

<210> 89
<211>107
<212> PRT

Val
Ala
Ala
as

Gly
Gly

Asp

Gln

val

Trp
3s

Ala
Ser
Phe

Gly

Val
Ala
Ala
a5

Gly
Gly
Asp

Thr

Leu
20

Ala
Ser
Phe

Phe
100

Leu
Thr
20

Ser
Gly
Ala

Gly
100

Leu
20
Trp
Ala
Ser
Phe

Phe
100

Leu

Ser
Gly
Ala

8s
Gly

Gln
Ser
Thr

85
Gly

Thr

Leu

Ser
Gly
Ala

85
Gly

ES 2537163 T3

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

val

Pro

Gln
Thr
Gln
Leu
AsSp

70

Thr

Gln
Ser

Gln

Ser

70
val

Pro

Sex
Cys
Gln
Axrg

S5
Asp

Gly

Ser
Cys
Lys
Glu

58
Phe

Lys

Ser
Cys
Gln

Arg
55

Tyr
Gly

Pro
Arg
Lys
40

Ala

Phe

7R

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Val

Pro
Axrg
Lys
40

Ala

Phe

g

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Lys
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ala
25
Pro

Lys
105

70

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

a9
Val

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
GSln

f=14]
Ile

Thr
i¢

Sex
Gly
Gly
Leu
Gln

a0
val

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Asp

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Phe

Lys

Leu
Gin
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Asp

Ser
Ser
Ala
Pro

6G
Ile

Ile

Ser
Gly

Pro

‘Ser

60
Ser

Asp

Ser
Ser
Ala
Pro

60
Ile

Ile

Leu
val
Pro
45

Asp
Ser

Gly

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Leu
val
Pro
45

Asp
Ser

Gly

Lys

Ser

Ser
a0

Arg

Arg’

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

30
Arg

Arg

Ser

Pre
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
95

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Pro
15

Ser
Leu
Phe
Len

Ser
95.

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly
Ala
Ile
Gly
Pro

80
His

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro



ES 2537163 T3

<213> Homo sapiens

<400> 89

Glu Val val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Gly
20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
3s 40 45
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 g0
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 S0 85
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 i0s

<210> 90

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pr¢ Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gla Ala Pro Arg Leu Leu Ile
3as 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Axrg Phe Ser Gly
50 ' 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 78 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro
as 90 95
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 108

<210> 91

<211>107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 $5 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
6% 70 75 g0
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Preo
8s 90 95
The Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

71
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25

<210> 92

<211> 108

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 92
Glu Ile
Glu Arg
Val Ala
Tyr Asp

50

Ser Gly
65
Glu Asp
Trp Thr

<210> 93

<211> 109

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93
Glu Ile
Glu Arg
Tyr Leu
Ile Tyr
50
Gly Ser
Pro Glu

Pro Phe

<210> 94

<211>109

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

Val
Ala
Trp
Ala
Ser
Phe

Phe

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly
Asp

Thx

Leu
Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala

Gly
100

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

Phe
100

Thr
Leu
Gln
Asn
Thr
Ile

85
Gln

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gly

ES 2537163 T3

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
Tyr

Gly

Gin
Ser
Gln
Ser
Thr
70

vVal

Pro

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr

Thr

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp
Tyr

Gly

Fro
Arg
Pro
410

Thr
Thr
Cys

Lys

Pro
Arg
Lys
40

Rla
Phe
Tyr

Thr

Ala
Gly
Gly
Leu
Gln

val
105

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Lys
105

72

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

S0
Glu

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu

Gln

val

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
Arg

Ile

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
79

Gln

AsD

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Ser

Ser

Lys

Ser
Ser
Ala
fro
60

lie
Tyr

Ile

Leu
Val
Arg
Arg
Serx

Asn

Leu
Val
Pro
45

Asp
Ser

Gly

Lys

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Ser

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
a5

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

B0
Pro

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro
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20

25

Glu Ile
Glu Arg
Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Pro Glu

Glu Tyr

<210> 95

<211> 96

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 95

Glu Ile
Glu Arg
Tyr Leu

Ile Tyrx
50

Gly Ser

65

Pro Glu

<210> 96

<211>95

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 96

Glu Ile
Glu Arg
Leu Ala

Tyr Asp
50

Ser Gly

65

Glu Asp

<210> 97

<211> 95

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 97

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly
Asp

Thr

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly

Asp

val
Ala
Trp
35

Ala

Ser

Phe

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

Fhe
100

Leu
Thr
20

Trp
Ala

Ser

Phe

Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gly

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly

Ala
85

Thr
Leu
Gln
Asn
Thr

Val
85

ES 2537163 T3

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

Val

Gln

Gln
éer
Gln
Ser
Thr

70
Val

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp

70
Tyr

Ser
Cys
Gln
Arg
Asp
Tyr

Gly

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe

Tyr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr

Thr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Pro
Arg
Pro
Thr
Thr

Cys

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Lys
145

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Ala
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

73

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Leu

Thr
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gln
90

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr

Gln
a0

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
15

Gln

Glu

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr

15
Gln

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Arg

Ser
Serxr
Ala
Pro
60

Ile
Tyr

Ile

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Ser

Ser

Leu
Val
Pro
45

Asp
Ser

Gly

Lys

Leu
Val
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Leu
Val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Ser
30

Arg
Axg
Arg

Ser

Ser
Ser
30

Axg
Axg
Axg

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
95

Pro
15

Serx
Leu

Phe

Leu-

Ser
95

Pro

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

B8O
Pro

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80
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30

Ala Ile

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Asp

Ser Gly

Glu Asp

<210> 98

<211> 95

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 98

Asp Ile
1
Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

<210> 99

<211> 372

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 99

caggtgcagt
tcectgtgcag
ccaggcaagg
gcagacteeg
ctgcaaatga
gcggggagte
accgtcetect

<210> 100
<211> 360
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 100

caggagcagc
tcctgtgeag
ccaggcaagyg
gcagactccyg
ctgcaaatga

gcagtggetg

<210> 101

Phe

Gln Leu Thr

Thr Ile
20

Tyr

val
Trp Gln
35
Ala

Ser Ser

Ser Gly Thr

Ala Thr
8s

Gln Met Thr
Thr
20

Tyr

Val Ile

Trp Gln
35
Ala

Ser Ser

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr

85

tggtggagtc
cgtetggatt
ggctggagtg
tgaagggeccyg
acagcctgag
ctctctacta
ca

tggtggagte
cgtétggatt
ggctggagtg
tgaaggaccq
acagcctgag
acgttgcttt

ES 2537163 T3

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Pro
Arg

Pro

Ser
10
Ser

Ser

Ala
25

Gly Lys

40

Glu
55
Phe

Leu
Asp

Tyr Tyr

Gln Ser
Thr Cys
Gln Lys
Gln
55

Phe

Leu
Asp
70

Tyr Tyr

tgggggagge
caccttcagt
ggtggcagte
attcaccatce
agccgaggac
ctactacggt

tgggggaaac
cacctttagt
ggtggcagtt
attcacggtc
agccgaggac
tgatctectgg

Ser
Thr

Cys

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

90

Ser
10
Ser

Ser

Ala
25
Glu Lys

Gly Val

Leu Thr

Gln
90

Gln

gtggtccage
agctatggea
atatggtttg
tccagagaca
acggctgtgt
atggacgtct

gtggtccage
acttatggca
atatggtatg
tccaaagaca
acggctgtgt
ggccagggga

74

Leu Ser Ala

Gln Gly Ile

Ala Pro Lys

45
Ser Arg
60

Ser

Pro

Ile
15
Phe

Ser

Asn Ser

Leu Ser Ala

Gln Gly Ile

Ala Pro Lys
45
Ser Arg
60

Ser

Pro

Ile Ser

Tyr Asn Ser

ctgggaggtc
tgcactgggt
aaggaagtat
attccaagaa
attattgtge
ggggccaagg

ctgggaggtce
tgcactgggt
atggaagtga
attccaagaa
attactgtgc
caatggtcac

Val
15
Ser

Ser Gly

Ser Ala

30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Gln Pro
Pro

95

Tyr

val
15
Ser

Ser Gly

Ser
30
Ser

Trp

Leu lle

Phe Ser Gly

Gln Pro
. 80
Pro

95

Leu

Tyr

cctgagactc
ccgecaggcet
taaatactat
tacgectgtat
gagagagqgt
gaccacggtc

cctgagactce
ccgecaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagaaatata
cgtctcttca

690

120
180
240
300
k1-10)
372

60

120
180
240
300
360
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<211> 363
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 101

caggtgcagc
tectgtgecag
ccaggcaagyg
gcagactecg
ctgcaaatga
cctgaggget
tca

tggtggagtc
cgtctggatt
ggectggagtyg
tgaagggccg
acagecctgag
actacaacgg

<210> 102
<211> 369
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 102

gaggtgcage
tcctgtaagg
cccgggaaag
agcecgtect
ctgcagtgga
tgtagtggtg

tggtgcagtc
gttctggata
gcckggagtg
tccaaggeca
gcagcectgaa
gtagctgcta

gtctectce

<210> 103
<211> 372
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 103

caaatgcagc tggtggagte
tcetgtacag cgtctggatt
ccaggcaagg ggctggagtg
gtagactccg tgaagggccyg
ctggaaatga acagcctgag
gatggttcgg ggatttatta
acecgtctcect ca

<210> 104
<211> 372
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 104

caggtgcagc tggtggagte
tcctgtacag cgtetggatt
ccaggcaagg ggctggagtg
gcagcctceceg tgaagggccyg
ctgcaaatga acagectgag
gatgggaget ccttatacta
acecgtcteet ca

ES 2537163 T3

tgggggaggce
caccttcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agccgaggac
catggacgtc

tggagcagag
caactttecce
gatgggggtc
agtcaccate
ggecteggac
cecattctte

tgggggagge
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctactacggt

tgggggaggce
caccttcagt
ggtggcaatt
attcaccate
agecgaggac
ctactacggt

gtggtccage
aactgtggeca
atagggtatg
tccagagaca
acggcetgtgt
tggggccaag

gtgaaaaagc
agctactgga
atctctectg
tcagccgaca
accgecatgt
cagtactggg

gtggtccage
aacaatggca
atatggtttg
tccagagaca
acggctatat
atggacgtect

gtggtccage
acctatggca
atatggttcg
tccagagaca
acggctgtgt
atggacgtcet

75

ctgggaggtce
tgcactgggt
atggaattaa
attccaagaa
tttactgtgc
ggaccacggt

ccggggagtc
tcggetgggt
gtgactctga
agtccatcag
attactgtgce
gccagggcac

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaatgaa
attccaagaa
attactgtgc

ggggccaagyg

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtge

ggggccaagg

cctgagacte
ccgccagget
tgaatactat
cacgctgtat
gagagactgg
cacegtekee

tctgaagate
gcgccagatg
taccagatac
caccgectac
gagaggatat
cctggtcacce

cctgagacktce
cecgecagget
taaattctat
cacgctgtat
gagagaagyg
gaccacggtc

cctgagactc
ccgccaggcet
tgaagatctat
cacgctgtat
gagagagggg
gaccacggtce

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
380
369

60

120
180
240
300
360
372

60

120
180
240
300
360
372
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<210> 105
<211> 366
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 105

caggtgcage
tcctgtgeag
ccaggcaagqg
gcagactccg
ctgcaaatga
ggatatactg
tcctea

<210> 106
<211> 369
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 106

caggtgcaac
tcctgtgcag
ccaggcaaqgyg
gccgactecg
ctgcaaataa
ggcacgeatt
gtctecoceca

<210> 107
<211> 360
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 107

caggtgcaac
tcctgtgecag
ccaggcaagqg
gccegactocyg
ctgcaaatga
agcagctggt

<210> 108
<211> 363
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 108

caggtgragc
tectgtgeag
ccaggcaagg
gcagactceg

ctgcaaatga
cctgagggact
tca

tggtggagtec
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggcceg
acagcectgag
gctacgatgg

tggtggagece
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
actatggtcce

tggtggacte
cctctggatt
ggctggageg
tgaagggccg
acagcctgag
acgtctactt

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg

acagcetgag
actacaacgg
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tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac
gggatttgac

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ggggagtttt

tgggggagge
cagecttecaat
ggtggcagtt
attcaccata
agctgaggac
tgactactqgg

tgggggaqggce
caccttcagt
ggtggcactt
attcaccatc

agccgaggac
catggacgte

gtggtccage
aactctgeta
ataccatttg
tccagagaca
acggctgtgt
tattggggcc

gtggtccage
aactctggca
atagactatyg
tccagagaca
acggctgtgt
gactactggg

gtggtccage
acctatggcea
atatcatatg
accagagaca
acggctgtgt
ggccagggaa

gtggtccage
aactgtggca
atagggtttg
tccagagaca

acggctgtgt

76

ctggagaggtc
tgcactgggt
atggatacaa
attccaagaa
attactgcege
agggaatccct

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaattat
attccaagaa
attactgtgce
gccagggaac

ctgggaggte
tgecactgggt
atggaatcat
attccaagaa
attactgtgc
ccctggtcac

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaattaa
attccaagaa

cctgagacte
ccgccaggcet
taaatactac
cacgctgtat
gagagaaggt
ggtcaccgtc

cctgagactc
ccgecagget
tcaatactat
cacgctgtat
gacagagagg
cctggtcace

cctgagacte
ccgccaggcet
taaacactac
catggtgcat
gagagatagc
cgtctectca

cctgagacte
ccgecaggcet
tgaatactat
cacgctgtat

60

120
180
240
300
360
366

60

120
180
240
300
360
369

60

120
180
240
300
360

60

120
180
240

attattgtgc gagagactgg 300
tggggccaag ggaccacggt caccgtctee 369

383
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<210> 109
<211> 390
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 109

caggtgcage
acctgeacta
cagccccceag
tacaaccccet
tcectgaage
gggggtacty
ggccaaggga

<210> 110
<211> 324
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 110

gaaattgtgt
ctcteoetgea
cctggecagy
ggcaggttca
cctgaagatt

caggggacca

<210> 111
<211> 324
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 111

gaaattgtgt
ctctectgea
ggccaggcete
aggttcagtg
gaagattttg
ggagggacca

<210> 112
<211> 324
<212>ADN

tgcaggagtc
tctetggtgg
ggaagggact
ccctcaagag
tgagekctgt
tggttcgggg
ccacggtcac

tgacgcagtce
gggecagtea
ctceccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
agetggagat

tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctect
geagtgggte
cagtttatta
aggtggagat

<213> Homo sapiens

<400> 112

gaaattgtgt
ctctectgea
ggccaggete
aggttcagtyg
gaagattttg
ggagggacca

<210> 113
<211> 321

tgacacagte
gggecagtca
gcgaggcetect
gcagtgggtc
cagtttatta
aggtggagat
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gggcccagga
cteogtcage
ggagtggatt
tecgagtcace
gacegetgeg
aattatccat
cgtctectea

teccaggcace
gagtgttagc
cectcatctat
gtctgggaca
ttactgtecag
caaa

tecagecate
gagtgttage
catectatgat
tgggacagac
ctgtcagcayg
caaa

tccagceeate
gagtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtcagcag
caaa

ctggtgaage
agtggtgatt
gggaacatct
atateggtag
gacacggeeg
tactactact

ctgtctttgt
agcggacact
ggtgcatcca
gacttcacte
cagtatggta

ctgtctttgt
agctacttag
gcatccaaca
ttcactctea
cgtagcaact

ctgtetttgt
agctacttag
geatccaaca
ttcactctca
cgtagcaact

77

ctitcocggagac
actactggag
attacagtag
acacgtccaa
tgtattactg
actacggtat

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcay
gctcaccgta

ctccagggga
cctggtacea

ggaccactgg
ccatcagcag
ggcctcecact

ctcocagggga
cctggtacea
gggccactgg
ccatcagcag
ggcctecact

cctgtcocecte 60
ctggatcegg 120
gagcace¢aac 180
gaaccagttc 240
tgogagaggg 300
ggacgtctgg 360
390

60

120
180
240
300
324

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatcocca
cagactggag
cacttttage

60

120
180
240
300
324

aagagccacce
acagaaacct
catcccagec
cctggagect
cactttegge

60

120
180
240
300
324

aagagccacce
acagaaacct
catcccagcece
cctggagect
cactttcage
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<212>ADN
<213> Homo sapiens
<400> 113
gcocatccagt tgacccagtce tecatectec ctgtetgeat ctgtaggaga
atcacttgee gggcaagtca gggceattage agtgetttag cetggtatcea
gggaaagete ctaagcteoct gatctatgat gectecagtt tggaaagtgg
aggttcageyg geagtggatce tgggacagat ttcactectca ceatcageag
gaagattttg caacttatta ctgtcaacag tttgatagtt tcectcacace
gggaccaagg tggagatcaa a
<210> 114
<211> 327
<212>ADN
<213> Homo sapiens
<400> 114
gaaattgtgt tgacgcagtc tocaggcacce ctgtctttgt ctcecagggga
ctectecectgea gggeccagtca gagtgttage agcagetatt tagectggta
cctggecagg ctcccaggoet cctcatctat gghgcatcca gragggecac
gacaggttea gtggcagtgg gtcoctgggaca gacttcactce tcaccatcag
coctgaagatt ttgecagtgta ttactgtcag cagtatggta getcacctat
ggccectggga ccaaagtgga tatcaaa
<210> 115
<211> 321
<212>ADN
<213> Homo sapiens
<400> 115
gaagttgtat tgacgcagtec tccaggeoace ctgtettigt ctceccagagga
ctectcectgea gggccagtca gagtattage agoggcetact tageoctggta
cctggecagyg ctoccagget cctecatcetat ggtgcatcca goaggygecac
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcacccac
dggaccaagyg tggagatcaa a
<210> 116
<211> 324
<212>ADN
<213> Homo sapiens
<400> 116
gaaattgtgt tgacacagte tcecagccace ctgtcetttgt ctecagggga
ctctoctgea gggccagtca gagtgttage agcoctacttag cctggtacca
ggccaggctc ccaggctcoct catctatgat gcatccaaca gggccactgg
aggttcagtg gcagtgggte tgggacagac ttcactcetea ccatcageoayg
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggcctccogta
caggggacca agctggagat caaa
<210> 117
<211> 321
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<400> 117

78

cagagtcace
gcagaaacca
ggtcccatea
cctgcagect
tttcggegga

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcateccca
cagactggag
attcacttte

aagagccoace
ccagcagaaa
tggcatccecca
cagactggag
ttteggogga

aagagccacc
acagaaacct
catcccagee
cctagagecet
cacttttgge

60

120
lgo
240
300
321

&0

120
180
240
300
327

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
aoo
324
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gacatccaga
atcacttgtce
gagaaagccc
aggtteageg
gaagattttyg
gggaccaagy

<210> 118
<211> 324
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 118

gaaattgtgt
ctctectgea
ggccaggcte
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacca

<210> 119
<211> 327
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 119

gaaattgtgt
ctctectgea
cctggeocagyg
gacaggttca
cctgaagatt

ggcectggga

<210> 120
<211> 654
<212>ADN
<213> Homo sapiens

<400> 120

gaaattgtgt
ctctecetgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt
ggccctggga
tctttgtete
agctacttag
gcatccagcea
ttcactcteca
tatggtagct

<210> 121

<211>98

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 121

tgacccagte
gggcgagtca
ctaagtcocct
gcagtggatc
caacttatta
tggagatcaa

tgacacagtce
gggccagtca
ccaggctecet
gcagtgggte
caatttatta
aggtggaaat

tgacgcagtc
gggccagtca
cteccaggct
gtggcagtgg
ctgecagtgta
ccaaagtgge

tgacgecagte
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
ccaaagtgga
caggggaaag
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccggagta
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teccatectea
gggtattage
gatctatgct
tgggacagat
ctgccaacag
a

tccagccace
gagtgttage
catctatgat
tgggacagac
cktgtcagcag
caaa

tccaggcace
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
tatcaaa

tccaggcace
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
tatcaaagaa
agecaceccte
gcagaaacct
catcccagac
actggagcct
cacttttggce

ctgtctgeat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
tataatagtt

ctgruetttgt
agctacgtag
gcatccaaca
ttcactctca
cgtagcaact

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta

ctgtetttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcacte
cagtatggta
ategtgttga
tecectgeaggy
ggccaggceteo
aggttcagtg
gaagattttg
caggggacca

79

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcayg
acccteecac

ctecagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
cgccteegty

ctccagggga
tagecctggta
gcagggecac
tcaccatcag
gctcacctee

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcacctec
cgcagtctce
ccagtcagag
ccaggctceceh
gcagtgggte
cagtgtatta
agctggagat

cagagtcace
gcagaaacca
ggtcccateca
cctgcagcoct
ttteoggegga

aagagceace
acagaaacct
catccecagce
cctagagect
gacgttegge

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatcecca
cagactggag
attcacttte

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccecca
cagactggag
attcacttte
aggcaccetg
tgttagcage
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
caaa

&0

120
i80
240
300
321

60

120
180
240
300
324

60

120
180
240
300
327

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
600
654
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Met Asn Gln Thr Ala Ile Leu Ile Cys Cys Leu Ile Phe
1 5 10
Ser Gly Ile Gla Gly Val Pro Leu Ser Arg Thr Val Arg
20 25
Ile Ser Ile Ser Asn Gln Pro Val Asn Pro Arg Ser Leu
35 40 45

Glu Ile Ile Pro Ala Ser Gln Phe Cys Pro Arg Val Glu

50 88 60
Thr Met Lys Lys Lys Gly Glu Lys Arg Cys Leu Asn Pro
65 70 75
Ala Ile Lys Asn Leu Leu Lys Ala Val Ser lys Glu Met
es . 30
Ser Pro
<210> 122
<211> 368
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

80

Leu
Cys

30
Glu

ile
Glu

Ser

Thr
15
Thx

Lys

Ile
Ser

Lys
95

Leu
Cys

Leu

Ala

Lys
80
Arg
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Met
Ala
(c R}
Leu
Leu
65
Arg
'Val
Ala
Ala
Ile
145
Gly
His
Gln
Leu
225
val
val
Leu
Asn
Gly
305

Val

Gly

Val
Ala
Ser
Asn
50

Leu

Arg

Ala
Leu
130
Ser
Arg
Leu
His
val
210
Leu
Leu

val

Val
Cys
29¢
Len

Gly

Cys

Arg Asp

<210> 123
<211>98
<212> PRT

Leu
Leu
Asp
35

Phe

Gly

Asp
Val
115
Phe
Phe
Gly
Cys
Asp
195
Gly
Pro
Leu
val
Val
275
Gly
Gly
Val
Pro
Ser
355

<213> Macaca mulatta

<400> 123

Glu
Leu
20

Ser

Asp

Leu

Thxr
100
a3Gln
Asn
Asp
Pro
Leu
180
Glu
Arg
Leu
Val
val
260

Leu

Arg

Lys

Asn
340

ger

val
Glu
Cys
Arg
Leu
Leu

85
Leu

Ile
Arg
Pro

165
Leu

Thr

Ser
245
VvVal
Val
Glu
Met
Phe

az2s
Gln

Trp

Ser

Asn

Ala
Gly
70

Ser
Leu

Val

Asn

Tyr
150
Ala
Phe
Leu
Ala
Val
230
Arg
val
Asp
Ser
Mis
310
Arg

Arg

Ser
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Asp
Phe
Thr
Phe
55

Asn

Ser

val-

Phe
Fhe

135
Leu

Ala

Leu
2158
Met
Gly
Ala
Ile
Arg
295
Cys
Glu

Gly

Glu

His
Ser
Ser
40

Leu
Gly
Thr
Leu
Gly
120
Asn
Val
Leu
Ala
200
Arg
Ala
Gln
Phe
Leu

280
Val

Cys
Leu

360

81

Gln
Ser
25

Pro
Pro
Ala
Asp
Thr
105
Ser

Ala

Ile

Pro
185
Thr

Val

Arg
Ala
265
Met

Asp

Met

Gln
345

Ser

val
10

ser
Pro
Ala
val
Thr
g0

Leu
Gly
Gly
val
Leu
170
Asp
His
Leu
Cys
Arg
250
Leu
Asp

Val

Asn
Trp

330
Arg

Glu

Leu

Cys
Leu
Ala
75

Phe
Pro
Leu
Ala
His
155
Thr

Phe

.Cys

Gln

238
Leu

Cys
Leu
Ala
Pro
31s

Met

Gln

Ada

Asn
Asp
Pro
&0

Ala
Leu
Leu
Cys
Leu

140
Ala

Ccys
Ile
Gln
Leu
220
Ala
Arg
Trp
Gly
Lys
300
Leu

Leu

Pro

Asp

Gln
45

Ser
vVal
Leu
Trp
Lys
125
Leu
Thr
Leu
Phe
205
val
His

Ala

Ala
285
Ser
Leu

Leu

Ser

Ser Tyr

365

Ala
Gly
30

Asp
Leu
Leu
His
Ala
110
Val
Leu
Gln
Ala
190
Asn
Ala
Ile
Met
Pro
270

Leu

Val

Leu

Ser
a50

Glu
15

Glu
Phe
Leu
Leu
Leu
a5

Val
Ala
Ala
Leu
Val
1i7s

Ser

Phe

a1y

Leun

255

Ala

Ala

Arg
3as
Ser

Ser Gly

val

Ser
Phe
Ser
80
Ala
Agp
Gly
Cys
Tyxr
160
Trp
Ala
Pro
FPhe
Ala
240
Leu
His
Arg
Ser
FPhe

2o
Leu

Leu
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15

20

Met
Ser
Ile
Glu
Thr
65

Ala

Ser

<210> 124
<211> 98
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 124

Met
1
Ser

Ile
Glu
Thr

€5
Thx

Ala

<210> 125
<211>125
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125

Met
1
Leu

Cys

Leu
Ala
&5

Asp

Lys

val

<210> 126
<211> 94

Gly
Ser
Ile
50

Mei
Ile

Pro

Asn
Gly
His
Ile
50

Met
Ile

Pro

Lys
Ile

Ile

Lys
S0

Thr
val
Lys

Arg

Gln
Ile
Ile
35

Ile
Lys

Lys

Pro
Thr
I1le
35

Ile
Lys

Lys

Lys
Gly

Ser
35

Gln
Leu
Lys
Gln

Lys
115

Thr
Gln
20

Ser
Pro

Lys

Asn

Ser
Gln
20

Asp
PXro

Lys

Asn

Ser

Val
20

Fhe
Lys
Glu

Lys
100
Ser

Ala
Gly
Asn
Pro
Lys

Leu
8%

Ala
Gly
Asp
Ala
Asn

Leu
a5

Gly
Gln

Asn

Ala
Asn
Leu
85

Asn

Gln
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Ile
Ile
Gln
Ser
Gly

70
Leu

Ala
Ile
Gly
Ser
Asp

70
Met

val
ély

Gln

Pro
Gly
70

Ile
Gly

Arg

Leu
Pro
Pro
Gln
55

Glu

Lys

val
Pro
Pro
Leu
55

Glu

Lys

Leu
Thr

Gly

Ser
55

Val
Lys
Lys

Ser

Ile
Leu
Val
40

Phe
Lys

Ala

Ile
Leu
val
40

Ser

Gln

Ala

Phe
Pro

Thr
40

Pro
Gln
Lys
Lys

Axg
120

Cys
Ser

25
Asn

Axg

Val

Phe
Ala

25
Arg

Arg

Phe

Leu

val
25
Ile

Sex

Thr

His
108
Gln

82

Cys
10

Arg
Pro
Pro

Cys

Ser

90

Cys
10

Arg
Met
Pro
Cys

Ser
90

Leu
10
Val

His

Cys
Cys
Glu
90

Gln

Lys

Leu
Thr
Arg
His
Leu

75
Lys

Leu
Thr
Arg
Arg
Leu

75
Gln

Gly

Leu

Glu
Leu
75

Lys
Lys

Lys

val
val
Ser
val
60

Asn

Glu

Ile
val
Ala
vVal
60

aAsn

Lys

Ile
Lys

G1ln

Lys
60

Asn
Gln

Lys

Phe

Leu
45
Glu

Pro

Leu
Arg
1le
45

Glu

Pro

Arg

Ile
Gly

Ser
45

ile
Pro
Val
Lys

Thr
125

Leu
a0

Glu
Ile
Glu

Ser

Leu

Cys
30

Gly
Ile
Glu

Ser

Leu
Arg

a0
Leu

Glu
Asp
Ser

Val
110

O g

Lys
Ile
Ser

Lys
a5

Gly
15

Asn
Lys
Ile

Ser

Lys
95

Leu
15

Cys

Lys

Ile
Sex
Gln

a5
Leu

Leu

Leu
Ala
Lys

80
Arg

Leu
Cys
Leu
Ala
Lys

80
Arg

Val
Ser

Asp

Ile

Ala
80
Lys

Lys



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 126

Met
1
Thr

Ile
Ser
Thr

65
Gln

Ser Val
val val

Gly Pro
as

Ile Met

50

Leu Lys

Ala Arg

Lys
Gln

20
Gly

Tyr
Glu

Leu

ES 2537163 T3

Gly Met
5
Gly Fhe

Val Lys

Pro Ser

Asn Lys
70

Ile Ile
BS

Ala
Asn
S5

Gly

Lys

Iie
Met
Val
40

Asn
Gln

Lys

83

Ala
Phe
25

Lys
Cys
Arg

val

Leu
10
Lys

val
Asp

Glu
[0

Ala Val Ile

hrg Gly Arg

Ala Agp 1lle
45
Lys Ile Glu
60
Leu Asn Pro
75
Lrg Lys Asn

Leu

Cys
30

Glu
Val

Lys

Phe.

Cys
1s

Lys
Ile

Ser

Ala
Cys
Ala
Ile

Lys
8o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537163 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal humano aislado, o una parte de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo se
une especificamente a IP-10 humano y no reacciona de forma cruzada con MIG humano y no reacciona de forma
cruzada con ITAC humano.

2. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, que es un anticuerpo de longitud completa de un isotipo IgG1 o IgG4 o es un
fragmento de anticuerpo.

3. El anticuerpo o la parte de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que comprende una regién variable de cadena
pesada que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 y una regién variable de cadena ligera que comprende
secuencias de CDR1, CDR2 y CDRS3, en donde:

(a) la secuencia de CDRS3 de regién variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N2: 32, y la secuencia de CDRS3 de region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N2 81;

(b) la secuencia de CDR3 de regién variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N2 24, y la secuencia de CDR3 de region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N%: 73; 0

(c) la secuencia de CDR3 de region variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N2 28, y la secuencia de CDRS3 de region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N¢: 77.

4. El anticuerpo o la parte de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende:

(a) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N%: 9, una CDR2 de region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID N2 21, una CDR3 de regidén variable de cadena pesada que
comprende SEC ID N%: 32, una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N 59, una
CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N 70 y una CDR3 de regién variable de
cadena ligera que comprende SEC ID N2: 81;

(b) una CDR1 de regidn variable de cadena pesada que comprende SEC ID N2 1, una CDR2 de region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID N2 13, una CDR3 de regién variable de cadena pesada que
comprende SEC ID N2 24, una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2 51, una
CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N2 62 y una CDRS3 de regién variable de
cadena ligera que comprende SEC ID N%: 73; o

(c) una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende SEC ID N¢: 5, una CDR2 de region variable
de cadena pesada que comprende SEC ID N° 17, una CDR3 de regién variable de cadena pesada que
comprende SEC ID N2 28, una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende SEC ID N: 55, una
CDR2 de region variable de cadena ligera que comprende SEC ID N%: 66 y una CDR3 de regién variable de
cadena ligera que comprende SEC ID N¢: 77.

5. El anticuerpo o la parte de unién a antigeno de las reivindicaciones 1 0 2, que compite por la unién a IP-10 con el
anticuerpo de la reivindicacion 4 o que se une al mismo epitopo en IP-10 que el anticuerpo de la reivindicacion 4.

6. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o la parte de uniéon a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 unido con un agente terapéutico tal como una citotoxina o un isétopo radiactivo.

7. Una molécula biespecifica que comprende el anticuerpo o la parte de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, unido con un segundo resto funcional que tiene una especificidad de union diferente que
dichos anticuerpo o parte de unién a antigeno.

8. Una composicién que comprende el anticuerpo o la parte de uniéon a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, el inmunoconjugado de la reivindicacién 6 o la molécula biespecifica de la reivindicacién 7, y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo o la parte de union a antigeno de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un vector de expresion que comprende dicho acido nucleico, o una célula
hospedadora que comprende dicho vector de expresion.

10. Un ratén transgénico que comprende transgenes de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana, en
donde el ratén expresa el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un hibridoma preparado a
partir de dicho ratén en donde el hibridoma produce dicho anticuerpo.

11. Un anticuerpo o una parte de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en un
método para tratar una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria.
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12. Un anticuerpo o una parte de unién a antigeno de la reivindicacién 11 para uso en un método para tratar de
acuerdo con la reivindicacién 11, en donde la enfermedad se selecciona de esclerosis multiple, artritis reumatoide,
enfermedad inflamatoria del intestino (por ejemplo, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn), lupus eritematoso
sistémico, diabetes de Tipo |, trastornos cutaneos inflamatorios (por ejemplo, psoriasis, liquen plano), enfermedad
tiroidea autoinmunitaria (por ejemplo, enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto), sindrome de Sjogren,
inflamacién pulmonar (por ejemplo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, sarcoidosis pulmonar, alveolitis
linfocitica), rechazo de trasplantes, lesién de la médula espinal, lesion cerebral (por ejemplo, ictus), enfermedades
neurodegenerativas (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson), gingivitis, inflamacion
inducida por terapia génica, enfermedades de angiogénesis, enfermedad inflamatoria del rifién (por ejemplo,
nefropatia de IgA, glomerulonefritis membranoproliferativa, glomerulonefritis de progresién rapida) y aterosclerosis.

13. Un anticuerpo o una parte de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en un
método para tratar una infeccién viral o bacteriana que implica actividad de IP-10 no deseada.

14. Un anticuerpo o una parte de unién a antigeno de la reivindicacion 13 para uso en un método para tratar de
acuerdo con la reivindicacion 13, en donde la infeccién viral estd mediada por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), virus de la hepatitis C (VHC), virus del herpes simple de tipo | (VHS-1) o el virus del Sindrome
Respiratorio Agudo Grave (SARS).

15. Un método para preparar el anticuerpo o la parte de unién a antigeno como se ha definido en la reivindicacion 1,
que comprende:

a) proporcionar:

(i) una secuencia de anticuerpo de region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
CDR1 que se selecciona de SEC ID N%: 5, 9 y 1, una secuencia de CDR2 que se selecciona de SEC ID N
17,21 y 13; y una secuencia de CDR3 que se selecciona de SEC ID N%: 28, 32y 24; o0

(i) una secuencia de anticuerpo de region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de CDR1
que se selecciona de SEC ID N2 55, 59 y 51, una secuencia de CDR2 que se selecciona de SEC ID N¢: 66,
70y 62 y una secuencia de CDR3 que se selecciona de SEC ID N%: 77,81y 73;

(b) alterar al menos un resto de aminoacido dentro de al menos una secuencia de anticuerpo de region variable,
seleccionandose dicha secuencia de la secuencia de anticuerpo de region variable de cadena pesada y la
secuencia de anticuerpo de regién variable de cadena ligera, para crear al menos una secuencia de anticuerpo
alterada; y

(c) expresar la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.
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FIGURA 1A
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FIGURA 1B
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FIGURA 2A
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FIGURA 2B

VK 1E1 anti-IP10
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FIGURA 3A

VH 2G1 anti-IP10
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FIGURA 3B

VK 2G1 anti-IP10
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FIGURA 4A

VH 3C4 anti-IP10
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FIGURA 4B

VK 3C4 anti-IP10
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FIGURA 5A

VH 6A5 anti-IP10
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FIGURA 5B

VK 6A5 anti-IP10
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FIGURA 6A

VH 6A8 anti-IP10
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FIGURA 6B

VK 6A8 anti-IP10
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FIGURA 7A
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FIGURA 7B

VK 6B10 anti-IP10
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FIGURA 8A

VH 7C10 anti-IP10
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FIGURA 8B
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FIGURA 9A

. VH 8F6 anti-IP10

-

3-30.3
6-13

JH4b

segmento V:
segmento D:
segmento J:

H W
CAC TGG

T Y G M

T ACC TAT GGC ATG

CDR2

T

T

ACC ATA ACC AGA

T

TAC

325

102



ES 2537163 T3

FIGURA 9B

VK 8F6 anti-IP10
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FIGURA 10A

VH 10A12 anti-IP10
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FIGURA 10B

VK 10A12 anti-IP10
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FIGURA 11A

VH 13C4 antidP10
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FIGURA 11B

VK 13C4 anti-IP10
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