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DESCRIPCION
Agentes de union a TLR3
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales), fragmentos de anticuerpos,
y derivados de los mismos que se unen especificamente a TLR3, y que opcionalmente modulan adicionalmente, por
ejemplo, inhiben, la sefializacion. La invencion también se refiere a células que producen tales anticuerpos; métodos
de preparacion de tales anticuerpos; fragmentos, variantes y derivados de los anticuerpos; composiciones
farmacéuticas que comprenden los mismos; métodos de uso de los anticuerpos para diagnosticar, tratar o prevenir
enfermedades, por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias y similares.

Antecedentes

Las proteinas toll de Drosophila controlan el establecimiento del patrén dorso-ventral y se cree que representar un
antiguo mecanismo de defensa del huésped. En seres humanos, se cree que TLR es un componente importante de
la inmunidad innata. Secuencias de proteinas toll humanas y de Drosophila muestran homologia sobre la longitud
entera de las cadenas de proteina. La familia de receptores del tipo toll humanos comprende diez proteinas de
receptor altamente conservadas, TLR1-TLR10. Al igual que toll de Drosophila, los TLR humanos son proteinas
transmembranarias de tipo | con un dominio extracelular que consiste en un dominio de repeticion rica en leucina
(LRR) que reconoce patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), y un dominio citoplasmico que es
homologo al dominio citoplasmico del receptor de interleucina-1 (IL-1) humano. Similar a las vias de sefializacion
para tanto toll de Drosophila como el receptor de IL-1, los receptores del tipo toll humanos sefializan mediante la via
de NF-kB.

Aunque los diferentes TLR de mamifero comparten muchas caracteristicas y mecanismos de transduccién de
sefiales, sus funciones biolégicas son muy diferentes. Esto es debido en parte al hecho de que cuatro moléculas
adaptadoras diferentes (MyD88, TIRAP, TRIF y TRAF) estan asociadas en diversas combinaciones con los TLR y
median en diferentes vias de sefializacion. Ademas, diferentes ligandos para un TLR pueden activar
preferencialmente diferentes rutas de transduccion de sefiales. Ademas, los TLR se expresan diferencialmente en
diversas células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. Por consiguiente, la respuesta a un ligando de TLR
depende no solo de la via de sefalizacion activada por el TLR, sino también de la naturaleza de las células en las
que se expresa el TLR individual.

El receptor de tipo toll 3 (TLR3) ha recibido una atencion considerable como diana terapéutica, ya que la
sefializacion de TLR3 participa en afecciones inflamatorias y autoinmunitarias. La solicitud de patente W098/50547
proporciona la secuencia de acidos nucleicos y de aminoacidos de la proteina hTLR3. LeBouteiller et al. (2005) J.
Biol. Chem. 280(46): 38133-38145) desvelan el uso de un anticuerpo anti-TLR3 que se une al TLR3 de superficie
celular. Se ha expuesto que el anticuerpo C1130 es activador hacia TLR3 y se ha descrito en el documento WO
2007/051164. Los anticuerpos policlonales que inhibieron TLR3 se describieron en Cavassani et al. (2008) J. Exp.
Med. 205: 2609-2621. El documento WO 03/106499 y Matsumoto et al. (2003) J. Immunol. 171:3154-3162 describen
un anticuerpo correspondiente al clon de anticuerpo TLR3.7 (eBioScience Inc., San Diego), que se informo que se
unia e inhibia TLR3 de la superficie celular, pero no TLR3 del compartimento celular o en CD de linaje mieloide. El
documento WO 06/060513 describe un anticuerpo C1068 que se informa que inhibe la produccion de citocinas en
células epiteliales, que se informa que expresan TLR3 sobre la superficie celular. Se ha expuesto que C1068
compite con el anticuerpo TLR3.7 para unirse a TLR3 (véase el documento W02010/051470). La solicitud de
patente PCT W02010/051470 proporciona anticuerpos anti-TLR3. Se ha expuesto que tales anticuerpos bloquean el
ARNbc y se propone que previenen la uniéon del ARNbc a TLR3. Otros anticuerpos anti-TLR3 para uso en
investigacion incluyen anticuerpos anti-TLR3 policlonales de R&D Systems Corp., anticuerpo 40C1285 de Abcam y
anticuerpos 619F7, 713E4, 716G10, IMG-5631 e IMG-5348, todos de Imgenex. Corp.

Sin embargo, aunque hasta la fecha se han generado algunos anticuerpos anti-TLR3, estos anticuerpos se han
previsto generalmente para investigacion solo, y no para uso terapéutico. Como se ha descrito adicionalmente en el
presente documento, la presente divulgacion muestra que entre los anticuerpos anti-TLR3 actualmente disponibles,
aunque pueden ser Utiles en algunos ambitos de investigacion para hacer observaciones experimentales, no son
Optimamente aptos para uso como agentes terapéuticos, por ejemplo, para modular TLR3. Por tanto, existe la
necesidad de proporcionar anticuerpos mejorados dirigidos a TLR3.

Resumen de la invencién

El alcance de la invencién se determina por las reivindicaciones. La informacion proporcionada en el presente
documento que no entra dentro del alcance de las reivindicaciones se proporciona solo para informacion.

En un aspecto, la presente memoria descriptiva proporciona novedosas composiciones que comprenden, y métodos
de uso de anticuerpos monoclonales, que incluyen, pero no se limitan a, fragmentos de anticuerpos, y derivados que
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se unen especificamente a TLR3 humano. En un aspecto, los anticuerpos inhiben la sefializacion de TLR3 sin
bloquear la union de un ligando de TLR3 a un polipéptido TLR3. En un aspecto, los anticuerpos se unen al TLR3
humano en condiciones acidas, y en particular en condiciones representativas de aquellas encontradas en un
compartimento subcelular acidificado de una célula (por ejemplo, compartimentos de la via endocitica endosémica,
lisosémica). Tales condiciones acidas se caracterizan generalmente por un pH inferior a aproximadamente pH 6,5, o
entre aproximadamente pH 4,5y 6,5, o aproximadamente pH 5,6.

En un aspecto de la divulgacion, los anticuerpos modulan, opcionalmente inhiben, la sefializacion de TLR3 en un
compartimento subcelular acidificado de una célula (por ejemplo, compartimentos de la via endocitica endosémica,
lisosémica).

En un aspecto de la divulgacion, los anticuerpos modulan, opcionalmente inhiben, la sefializacién de TLR3 en una
célula dendritica (CD) (por ejemplo, una CD mieloide, CD derivada de monocitos).

En un aspecto de la divulgacion, los anticuerpos pueden opcionalmente caracterizarse por no tener afinidad
sustancialmente menor por la unién a TLR3 humano en condiciones &cidas que bajo condiciones neutras, por
ejemplo, si la Kp para unirse a TLR3 disminuye no mas de 0,2-, 0,3-, 0,4-, 0,5-, 1,0- 0 1,5-log1o. Condiciones neutras
se caracterizan generalmente por un pH entre 6,6 y 7,4, por ejemplo, un pH ligeramente alcalino de 7,2 encontrado
en el citosol de la célula. Opcionalmente, los anticuerpos no tienen afinidad sustancialmente diferente (menor o
mayor) por la union a TLR3 humano en condiciones acidas que bajo condiciones neutras, por ejemplo, si la Kp para
unirse a TLR3 bajo condiciones neutras y acidas se diferencia no mas de 0,2-, 0,3-, 0,4-, 0,5-, 1,0- 0 1,5-log10.

En otros aspectos de la divulgacion, la afinidad de unién bivalente de los anticuerpos por TLR3 en condiciones
acidas puede opcionalmente caracterizarse por una Kp media no superior a aproximadamente (es decir, mejor
afinidad que) 100, 50, 10, 5 o 1 nanomolar, preferentemente sub-nanomolar u opcionalmente no superior a
aproximadamente 300, 200, 100 o 10 picomolar.

En otros aspectos de la divulgacién, los anticuerpos inhiben la sefializacion de TLR3 sin bloquear la union de un
ligando de TLR3 a un polipéptido TLR3. El ligando de TLR3 sera generalmente un ligando distinto de un anticuerpo
anti-TLR3 y puede ser un ligando de TLR3 que se produce naturalmente o que no se produce naturalmente,
opcionalmente un ligando basado en ARNbc tal como poliAU (acido poliadenilico:acido poliuridilico) o polilC (acido
poliinosinico:policitidilico). En particular, los inventores han establecido que los anticuerpos segun la divulgacion
pueden inhibir la sefalizacion de TLR3 incluso cuando un ligando de TLR3 tal como ARNbc ya esta unido al
polipéptido TLR3. Los anticuerpos segun la divulgacién también pueden inhibir la sefializacién de TLR3 incluso en
una condicion pre-activada, por ejemplo, en presencia de IFNa. Se cree que los anticuerpos segin la divulgacion
son eficaces para tratar un paciente que tiene una enfermedad autoinmunitaria establecida, por ejemplo, ligando de
TLR3 que se produce naturalmente tal como ARNbc y/o la presencia de, y en particular, altos niveles de, IFNa en las
células enfermas. Los anticuerpos también tendran la ventaja de unirse a TLR3, aunque el sitio de unién a ligando
de TLRS3 esté ocupado por una molécula de ARNbc, permitiendo asi posiblemente unién global méas ancha.

La presente divulgacion muestra que los anticuerpos que se unen a TLR3 humano en condiciones acidas tienen una
fuerte capacidad para modular, particularmente inhibir, la sefializacion de TLR3 en células (células dendriticas
mieloides (CDMd); CD derivadas de monocitos (CDMo)) que expresan TLR3 Unicamente o principalmente en sus
compartimentos citoplasmicos, y principalmente en compartimentos de la via endocitica (por ejemplo, endosomas).
Los anticuerpos se unen a una region en TLR3 que no participa en la uniéon a ARNbc, y los anticuerpos no previenen
que el ARNbc se una a TLR3 en condiciones &cidas. Las composiciones y métodos son Utiles para un multitud de
aplicaciones, y son particularmente muy adecuados para modular la sefializaciéon de TLR3 (por ejemplo, in vivo) si el
TLR3 citosolico (por ejemplo, localizado en el compartimento de la via endocitica) es elegido como diana. La
modulacion de la sefializacion de TLR3 citosélico puede ser Util para tratar o prevenir una enfermedad para la que es
beneficiosa la modulacion de la sefializacion de TLR3 en CD u otras células que expresan TLR3 en compartimentos
citosdlicos acidos (por ejemplo, en endosomas). Por ejemplo, la inhibicion de la sefializacion de TLR3 en CD (por
ejemplo, como se ha observado por la inhibicién de la produccién de citocinas por la CD) puede usarse en el
tratamiento o prevencién de trastornos inflamatorios o autoinmunitarios, ya que las CD tienen una capacidad bien
documentada de captar antigenos de células apoptosicas o necroticas (Albert et al. (2004) Nat. Rev. Immunol. 4:
223-231), que incluye durante la necrosis de tejidos durante inflamaciéon aguda (Cavassani et al. (2008).
Opcionalmente, los anticuerpos inhiben la sefializacion de TLR3, por ejemplo, inhiben la produccién de citocinas (por
ejemplo, IP10) inducida por la estimulacion de un receptor TLR3 por un ligando de TLR3.

Los endosomas y lisosomas son compartimentos unidos a la membrana dentro de las células, forman parte de la via
endocitica y son normalmente acidos debido a la accién de una ATPasa de bombeo de protones de la membrana
endosOmica. Las primeras mediciones del pH liosémico in situ encontraron un pH de 4,7-4,8 en macrofagos; se
determiné que el pH de endosomas de fibroblastos que participaron en la endocitosis mediada por receptor era
aproximadamente 5,5. Estudios previos de TLR3 identificaron que se expresaba en el citosol en CD derivadas de
monaocitos y que probablemente unié su ligando en compartimentos subcelulares de la via endocitica (Matsumoto et
al. (2003) J. Immunol. 171:3154-3162). Ya se ha informado que TLR3 se expresa en el compartimento endosémico
de las células en células dendriticas, astrocitos, macrdfagos, linfocitos T, células epiteliales, fibroblastos y
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hepatocitos, aunque también se ha encontrado TLR3 sobre la superficie celular, particularmente sobre células
epiteliales, y en algunos casos de inflamacion también sobre macrofagos (Cavassani et al. 2008, arriba). Se ha
mostrado que la acidificacion endosomica tiene una funcion en la sefializacion de TLR3, ya que el tratamiento con
cloroquina, un inhibidor de la acidificacion endosémica, inhibe la sefalizacion de TLR3 en CD. Los anticuerpos
proporcionados en el presente documento que se unen a TLR3 en condiciones &cidas correspondientes a un
compartimento endosémico acidificado (por ejemplo, pH de aproximadamente 5,6, o inferior a aproximadamente 6,5)
tienen la ventaja de permitir la eficaz unién de alta afinidad a, y opcionalmente adicionalmente modulacién de, TLR3
en compartimentos endosémicos en comparacion con anticuerpos que pierden su afinidad en condiciones acidas y
asi pueden ejercer sus efectos mas sobre el TLR3 de la superficie celular. Los anticuerpos ejemplificados tienen
fuerte actividad inhibidora sobre TLR3 en CD que se sabe que expresan TLR3 principalmente en compartimentos
citosémicos.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al TLR3
humano e inhiben la sefializaciéon de TLR3, por ejemplo, inhiben la produccién de citocinas inducida por la
estimulacion de un receptor TLR3 por un ligando de TLR3, sin bloquear la unién de un ligando de TLR3 (por
ejemplo, un ligando de TLR3 natural o sintético, un ligando basado en acido nucleico, un ARNbc, ARNbc viral,
polilC, poliAU) a un polipéptido TLR3. Cuando los polipéptidos TLR3 se unen por tales anticuerpos, el ARNbc
todavia puede unirse a los polipéptidos TLR3, reduciendo el ARNbc disponible para unirse al resto de TLR3 que no
se une al anticuerpo y/u otros receptores de ARNbc (es decir, RIG-I, MDA-5, TLR7, etc.), reduciendo asi
posiblemente efectos secundarios no deseables tales como elevada toxicidad, activacion de la cascada de
sefializacion inapropiada, etc., y condiciones resultantes, por ejemplo, inflamacion crénica, que surgen de la
sefializacion inducida por el ARNbc. Tales composiciones de anticuerpo y métodos son Utiles para una multitud de
aplicaciones, particularmente para tratar o prevenir una enfermedad relacionada con la sefializacion de TLR3, y en
vista de su mecanismo de accion, los anticuerpos de la divulgacion pueden usarse para anergizar o inhibir
polipéptidos TLR3. Opcionalmente, el anticuerpo puede caracterizarse por no reducir detectablemente la union de un
ligando ARN bicatenario de TLR3 a un polipéptido TLR3. El anticuerpo también puede o puede no ser capaz de
unirse con alta afinidad a TLR3 humano en condiciones acidas, por ejemplo, en condiciones representativas de
aquellas encontradas en un compartimento endosémico acidificado. En una realizacion, si se busca un anticuerpo
gue puede inhibir la sefializacién por TLR3, sera ventajoso que un anticuerpo que se une especificamente a TLR3 e
inhibe la sefializacion de TLR3 sin bloquear la unién de un ligando ARN bicatenario de TLR3 a un polipéptido TLR3
pueda adicionalmente ser capaz de unirse a e inhibir TLR3 humano en condiciones acidas como se describe en el
presente documento, y en particular en condiciones representativas de aquellas encontradas en un compartimento
endosémico acidificado de una célula.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con uno cualquiera o
cualquier combinaciéon de anticuerpos monoclonales 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, opcionalmente bajo
condiciones acidas y/o neutras. En una realizacién, un anticuerpo de la divulgacién compite para unirse a un
polipéptido TLR3, opcionalmente bajo condiciones acidas y/o neutras, con un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en:

(a) un anticuerpo que tiene respectivamente una region VHy VL de SEC ID N° 2 y 3 (31C3),

(b) un anticuerpo que tiene respectivamente una region VHy VL de SEC ID N° 10 y 11 (29H3),
(c) un anticuerpo que tiene respectivamente una region VH y VL de SEC ID N° 18 y 19 (28F11),
(d) un anticuerpo que tiene respectivamente una regiéon VH y VL de SEC ID N° 26 y 27 (23C8) y
(e) un anticuerpo que tiene respectivamente una region VH y VL de SEC ID N° 34 y 35 (34A3).

En un aspecto, el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 31C3 y 29H3; en una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 31C3 y 23C8; en una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 31C3 y 28F11; en una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 31C3 y 34A3. En una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 29H3 y 23C8; en una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 29H3 y 28F11; en una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 29H3 y 34A3. En una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 23C8 y 28F11; en una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 23C8 y 34A3. En una
realizacién el anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con anticuerpos 28F11 y 34A3.

En un aspecto, el anticuerpo de la divulgacién comprende una cadena ligera que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de la cadena ligera (LCDR1) seleccionada de SEC ID N° 61, 64 y
65;

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de la cadena ligera (LCDR2) seleccionada de SEC ID N°: 62, 66 y
67; ylo

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de la cadena ligera (LCDR3) seleccionada de SEC ID N°: 63, 68, 69
y 70.
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En un aspecto, el anticuerpo de la divulgaciéon comprende una cadena pesada que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de CDR1 de la cadena pesada (HCDR1) seleccionada de SEC ID N°: 71 a 76;
(b) una secuencia de aminoacidos de CDR2 de la cadena pesada (HCDRZ2) seleccionada de SEC ID N°: 77 a 81;
ylo

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR3 de la cadena pesada (HCDR3) seleccionada de SEC ID N°: 82 a 85.

En un aspecto, el anticuerpo de la divulgacién esta seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 4, 5y 6, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2
y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 7, 8 y 9, respectivamente;

(b) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 12, 13 y 14, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR
1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N° 15, 16 y 17,
respectivamente;

(c) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 20, 21y 22, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR
1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 23, 24 y 25,
respectivamente;

(d) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 28, 29 y 30, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR
1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N° 31, 32 y 33,
respectivamente; y

(e) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 36, 37 y 38, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR
1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N° 39, 40 y 41,
respectivamente;

opcionalmente en el que uno, dos, tres 0 mas de los aminoacidos en cualquiera de dichas secuencias puede estar
sustituido con un aminoacido diferente.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo se une al mismo epitope de TLR3 que uno cualquiera o cualquier
combinacién de anticuerpos monoclonales 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. En otra realizacion, el anticuerpo
comprende una region de unién al antigeno del anticuerpo 31C3. En otra realizacién, el anticuerpo comprende una
region de unién al antigeno del anticuerpo 29H3. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una region de union al
antigeno del anticuerpo 23C8. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una regioén de union al antigeno del
anticuerpo 28F11. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una region de unién al antigeno del anticuerpo
34A3. En otra realizacion, el anticuerpo comprende una cadena ligera que comprende una, dos o las tres CDR de la
secuencia de la regidn variable de la cadena ligera de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, y/o una cadena pesada
que comprende una, dos o las tres CDR de la secuencia de la regién variable de la cadena pesada 31C3, 29H3,
23C8, 28F11 o 34A3. En otra realizacion, el anticuerpo es 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 o un fragmento o
derivado del mismo, opcionalmente fusionado con una regiéon Fc humana. Los anticuerpos 29H3.7 y 31C3.1 se han
depositado en la Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue de Docteur
Roux, F-75724 Paris el 3 de julio de 2009, bajo el numero CNCM 1-4187 y CNCM 1-4186, respectivamente. Las
regiones de unién al antigeno de los anticuerpos 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 también se desvelan en SEC ID
N° 2 a 41.

En un aspecto de la divulgacion, la cadena ligera de un anticuerpo segun la presente divulgacién se obtiene de o
esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos derivada de un reordenamiento de genes de VL seleccionado
de VK 19-14, VK ag4, VK 12-41 y VK 12-44 para el gen V y JK2 para el gen J.

En un aspecto de la divulgacién, la cadena pesada de un anticuerpo segun la presente divulgacion se obtiene de o
esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos derivada de de un reordenamiento de genes de VH
seleccionado de VH36-60.a1.85, VH L558.1 y VH J558.2 para el gen V y JH4 o0 JH2 para el gen J.

En otro aspecto de la divulgacion, el anticuerpo tiene una o0 mas CDR de la secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID N°% 4 a 9, 12 a 17, 20 a 25, 28 a 33, 36 a 41, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos
aminoacidos puede estar sustituidos con un aminoécido diferente.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une especificamente a TLR3, en el que el
anticuerpo tiene una o mas de las siguientes propiedades:

a. tiene una afinidad subnanomolar por un polipéptido TLR3 a un pH acido, por ejemplo, a pH inferior a

aproximadamente 6,5, 0 entre aproximadamente 4,5y 6,5 o aproximadamente pH 5,6; o
b. puede inhibir la sefializacién de TLR3 en presencia de un ligando de TLR3; o
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c. puede inhibir la sefializacion de TLR3 en un antecedente inflamatorio, por ejemplo, en presencia de citocinas
inflamatorias tales como IFNa; o

d. compite para unirse a un polipéptido TLR3 con 31C3, 29H3, 28F11, 23C8 o0 34A3;

e. no compite con ARNbc para unirse a un polipéptido TLR3.

En una realizacion, el anticuerpo tiene las propiedades anteriormente enumeradas (a) y (b); (a), (b) y (c); (a), (b), (c)
y (d); o (a), (b), (c), (d) y (e). En una realizacion, el anticuerpo tiene las propiedades (a) y (c); (a), (c) y (d); o (a), (c),
(d) y (e). En una realizacion, el anticuerpo tiene las propiedades (a) y (d); (a) y (e); o (a), (d) y (e). En una realizacion,
el anticuerpo tiene las propiedades (b) y (c); (b), (c) y (d); o (b), (c), (d) y (e). En una realizacion, el anticuerpo tiene
las propiedades (b) y (d); (b) y (e); o (b), (d) y (e). En una realizacion, el anticuerpo tiene las propiedades (c) y (d); (c)
y (e); o (c), (d) y (e). En una realizacién, el anticuerpo tiene las propiedades (d) y (e). En otra realizacion, el
anticuerpo tiene adicionalmente cualquiera de las propiedades de los anticuerpos anti-TLR3 descritos en el presente
documento.

En otra realizacién, el anticuerpo de cualquiera de las realizaciones en el presente documento puede ser
internalizado por una célula que expresa el polipéptido TLR3 sobre su superficie.

En un aspecto de la divulgacion, las secuencias de aminoacidos enumeradas en SEC ID comprenden una, dos, tres
0 mas sustituciones de aminoacidos. En otra realizacion, en cualquier aspecto de la divulgacién, la realizacién puede
englobar una secuencia de aminoacidos que puede tener al menos el 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con
una secuencia de aminoacidos en una SEC ID N° particular.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo anti-TLR3 monoclonal que tiene la misma especificidad
epitopica que un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en 31C3, 29H3, 28F11, 23C8 y 34A3.

En un aspecto, el anticuerpo es quimérico, por ejemplo, contiene una regién constante no murina, opcionalmente
una humana. En una realizacion, el anticuerpo es humano o humanizado. En otra realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo de raton. En otra realizacién, el anticuerpo no se une sustancialmente a otros TLR humanos (por ejemplo,
TLRA4).

En un aspecto de la divulgacion, el isotipo del anticuerpo es 1gG, opcionalmente IgG1 o IgG3. En una divulgacion el
anticuerpo comprende un dominio Fc o es de un isotipo que se une por FcyR.

En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo seleccionado de Fab, Fab', Fab'-SH,
F(ab"2, Fv, diacuerpos, fragmento de anticuerpo monocatenario, 0 un anticuerpo multiespecifico que comprende
multiples fragmentos de anticuerpos diferentes. En un aspecto de la divulgacién, el anticuerpo no comprende un
dominio Fc o es de un isotipo que no esta sustancialmente unido por FcyR. En una divulgacion, el anticuerpo es de
un isotipo 1gG4 o 1IgG2. Como se demuestra en los ejemplos, los fragmentos F(ab')2 de los anticuerpos de la
presente divulgacion retuvieron su capacidad para modular la sefializacion de TLR3 en CD y asi fueron captados por
CD a pesar de su ausencia de dominio Fc. Generalmente se ha pensado previamente que los anticuerpos entraran
en la via endosémica en CD al menos en parte por la captacion mediada por receptores de Fc (CD humanas
expresan varios tipos de receptores de Fcy (FcyR), que incluyen tipo | (FcyRI, CD64) y tipo Il (FcyRIl, CD32)). El
hallazgo de que los isotipos y formatos que no se unen a FcyR pueden modular TLR3 en CD permite desarrollar
anticuerpos que retienen caracteristicas deseadas sin un riesgo de inducir agotamiento no deseado (por ejemplo,
mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo mediada por FcyR) de células que expresan TLR3. Por
ejemplo, pueden usarse isotipos IgG4 u otros isotipos de IgG modificados para reducir su unién a FcyR para sus
ventajosas propiedades farmacologicas tales como semivida en suero, mientras que se modula la sefializacion de
TLR3, en, por ejemplo, una CD, sin inducir la muerte de la célula. En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo anti-
TLR3 inhibe la sefializacion de TLR3 y comprende una regién constante de isotipo IgG4 o 1I9G2. En un aspecto de la
divulgacion, el anticuerpo anti-TLR3 inhibe la sefalizacion de TLR3 y comprende una region constante que no se
une sustancialmente a FcyR.

En otro aspecto, el anticuerpo esta conjugado o unido covalentemente a un resto detectable o toxico.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una célula, por ejemplo, un hibridoma o célula huésped
recombinante, produciendo un anticuerpo anti-TLR3 de la divulgacion. En un aspecto, la célula es el clon 31C3,
29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. En un aspecto relacionado, la presente divulgacién proporciona un hibridoma que
comprende: a) un linfocito B de un huésped mamifero no humano que se ha inmunizado con un antigeno que
comprende el epitope de TLR3 especificamente reconocido por el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3,
fusionado con b) una célula inmortalizada, en el que el hibridoma produce un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente al epitope. En uno de estos aspectos, el anticuerpo monoclonal se une al mismo epitope que el
anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. Opcionalmente, la célula produce un anticuerpo que tiene la region de
unién al antigeno del anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3.
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En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método de prueba de un anticuerpo, comprendiendo el
método las etapas de: probar un anticuerpo para determinar si:

a) inhibe la sefializacién de TLR3, opcionalmente sin bloguear la union de un ligando de TLR3 (por ejemplo,
ARNbDC) a un polipéptido TLR3, y/o

b) compite para unirse a un polipéptido TLR3 con el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o0 34A3, y/o

¢) se une a TLR3 humano en condiciones acidas, y en particular en condiciones representativas de aquellas
encontradas en un compartimento subcelular acidificado de una célula de una célula, por ejemplo,
aproximadamente pH 5,6, entre aproximadamente pH 4,5 y aproximadamente 6,5; opcionalmente en el que la
afinidad por TLR3 en condiciones acidas no es sustancialmente diferente, por ejemplo, reducida, en comparacion
con la unién bajo condiciones neutras.

Opcionalmente, el método comprende probar un anticuerpo segin las subetapas (a) y (b), subetapas (a) y (c),
subetapas (b) y (c) o subetapas (a), (b) y ().

Opcionalmente, el método comprende ademas una etapa de seleccionar el anticuerpo si se determina que inhibe la
sefializacion de TLR3, si se determina que compite para unirse a un polipéptido TLR3 con el anticuerpo 31C3, 29H3,
23C8, 28F11 o 34A3, y/o si se determina que se une a TLR3 humano en condiciones &cidas y/o sin una reduccién
en la afinidad en comparacién con condiciones neutras. Opcionalmente, el anticuerpo se prueba adicionalmente
para su capacidad para modular, por ejemplo, inhibir, la sefializacién de TLR3 en una célula dendritica, y se
selecciona si se determina que el anticuerpo modula la sefializaciéon de TLR3 en una CD. Opcionalmente, el
anticuerpo asi seleccionado se selecciona para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad (por
ejemplo, un anticuerpo que inhibe la sefializacion de TLR3 se usara en trastornos inflamatorios y autoinmunitarios).
Opcionalmente, se produce una cantidad de anticuerpo asi seleccionada (por ejemplo, en una célula huésped
recombinante).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método de produccidén de un anticuerpo que se une
especificamente a TLR3 en un sujeto mamifero, particularmente en un sujeto humano, comprendiendo dicho método
las etapas de generar una pluralidad de anticuerpos (por ejemplo, inmunizando un mamifero no humano con un
inmunogén que comprende un polipéptido TLR3); y seleccionar un anticuerpo de dicha pluralidad que:

a) inhibe la sefializacion de TLR3, opcionalmente sin bloquear la unién de un ligando de TLR3 (por ejemplo,
ARNbc) a un polipéptido TLRS3, y/o

b) compite para unirse a un polipéptido TLR3 con el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, y/o

¢) se une a TLR3 humano en condiciones acidas, y en particular en condiciones representativas de aquellas
encontradas en un compartimento subcelular acidificado de una célula de una célula, por ejemplo,
aproximadamente pH 5,6, entre aproximadamente pH 4,5 y aproximadamente 6,5; opcionalmente en el que la
afinidad por TLR3 en condiciones acidas no es sustancialmente diferente, por ejemplo, reducida, en comparacion
con la unién bajo condiciones neutras.

Opcionalmente, el método comprende seleccionar un anticuerpo segun las subetapas (a) y (b), subetapas (a) y (c),
subetapas (b) y (c) o subetapas (a), (b) y (c). Opcionalmente, el método comprende ademas seleccionar un
anticuerpo que tiene la capacidad para modular, por ejemplo, inhibir, la sefializacion de TLR3 en una célula
dendritica, y se selecciona si se determina que el anticuerpo modula la sefializaciéon de TLR3 en una CD.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método de prueba de un anticuerpo que comprende: a)
proporcionar un anticuerpo de prueba; y b) evaluar si dicho anticuerpo de prueba induce una disminucion en la
expresion de TLR3 en la superficie de células, c) si dicho anticuerpo no induce una disminucién en la expresion de
TLR3 en la superficie de células, seleccionar dicho anticuerpo de prueba como candidato para el tratamiento de una
enfermedad (por ejemplo, cualquiera de las enfermedades desveladas en el presente documento).

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método de prueba de un anticuerpo que comprende: a)
proporcionar un anticuerpo de prueba; b) evaluar la afinidad de union de dicho anticuerpo de prueba en condiciones
acidas, por ejemplo, a un pH de 5,6; y c) si dicho anticuerpo tiene una afinidad de unién en condiciones acidas (por
ejemplo, afinidad subnanomolar, disminucién no sustancial en la afinidad en comparacién con en condiciones
neutras, etc.), seleccionar dicho anticuerpo de prueba como candidato para el tratamiento de una enfermedad.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método de prueba de un anticuerpo que comprende: a)
proporcionar un anticuerpo de prueba; b) evaluar si dicho anticuerpo de prueba puede unirse a la proteina TLR3 en
presencia de un ligando de TLR3, por ejemplo, ARNbc; y ¢) si dicho anticuerpo puede unirse a la proteina TLR3 en
presencia de un ligando de TLR3, seleccionar dicho anticuerpo de prueba como candidato para el tratamiento de
una enfermedad.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método de seleccion de un anticuerpo que comprende: a)
proporcionar un anticuerpo de prueba; b) evaluar si dicho anticuerpo de prueba puede unirse a la proteina TLR3 en
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presencia de citocinas inflamatorias, es decir, IFNa; y c) seleccionar dicho anticuerpo de prueba como candidato
para el tratamiento de una enfermedad.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método de prueba de un anticuerpo que comprende: a)
proporcionar un anticuerpo de prueba; b) evaluar si dicho anticuerpo de prueba puede ser internalizado, por ejemplo,
por una célula que expresa TLR3; y c) si dicho anticuerpo puede ser internalizado, preferentemente en el que el
anticuerpo se internaliza rapidamente, por ejemplo, en el plazo de 2 horas, seleccionar dicho anticuerpo de prueba
como candidato para el tratamiento de una enfermedad. En un aspecto, la enfermedad es un trastorno inflamatorio.
En un aspecto, la enfermedad es un cancer.

En un aspecto, los anticuerpos preparados son anticuerpos monoclonales. En otro aspecto, el método comprende
ademas una etapa en la que se evalla la capacidad de dichos anticuerpos para unirse especificamente a
polipéptidos TLR3 humanos. En un aspecto, se evalla la capacidad de los anticuerpos para unirse a otros miembros
de la familia de TLR. En otro aspecto, el método comprende ademas la etapa de preparar fragmentos o derivados de
los anticuerpos monoclonales seleccionados. En un aspecto, los fragmentos o derivados estan seleccionados del
grupo que consiste en Fab, Fab', Fab'-SH, F (ab’) 2, Fv, diacuerpos, fragmento de anticuerpo monocatenario,
anticuerpos multiespecificos que comprenden miltiples fragmentos de anticuerpos diferentes, anticuerpos
humanizados y anticuerpos quiméricos. En otro aspecto, el mamifero no humano es un raton.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para tratar o prevenir enfermedad en un paciente
que comprende administrar un anticuerpo para TLR3 de la divulgacion al paciente. En otro aspecto, el método
comprende ademas la etapa de administrar al paciente un agente terapéutico adicional apropiado, por ejemplo,
particularmente cuando el anticuerpo para TLR3 inhibe la sefializaciéon de TLR3, un agente adicional puede
seleccionarse del grupo que consiste en agentes inmunomoduladores, corticosteroides, inmunosupresores,
antibidticos, agentes antiinflamatorios y similares. Particularmente, cuando el anticuerpo para TLR3 es internalizado
por una célula que expresa TLR3 y/o se liga a una toxina o farmaco citotoxico con el fin de eliminar una célula que
expresa TLR3 (por ejemplo, una célula cancerosa), puede seleccionarse un agente adicional del grupo que consiste
en un agente antineoplasico, un agente citotdxico y similares. En un aspecto, la divulgaciéon proporciona un método
para tratar o prevenir una enfermedad seleccionada de autoinmunidad, inflamacién, alergia, asma, infecciones,
osteoporosis, cirrosis y septicemia, cancer u otras enfermedades contempladas en el presente documento, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo para TLR3 inhibidor a un paciente en
necesidad del mismo. El anticuerpo se administra durante un tiempo suficiente para tratar o prevenir dicha
enfermedad.

En un aspecto, los anticuerpos de la divulgacion pueden usarse en ensayos de diagnéstico o mas generalmente
cualquier ensayo para detectar polipéptidos TLR3 in vitro. En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un
método in vitro de deteccion de un polipéptido TLR3 (por ejemplo, en una muestra bioldgica) que comprende poner
un polipéptido TLR3 (por ejemplo, una célula que expresa un polipéptido TLR3, un polipéptido TLR3 purificado, una
muestra biolégica, etc.) en contacto con un anticuerpo monoclonal de la divulgacion, y detectar la union del
anticuerpo al polipéptido TLR3.

Estos aspectos y caracteristicas y aspectos y caracteristicas ventajosos adicionales de la divulgacion pueden
describirse adicionalmente en cualquier parte en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la inhibicién de marcadores de activacion de TLR3 sobre CD mieloides, Figura 1A: nivel de
expresion de CD86, Figura 1B: secrecion de IL-6, Figura 1C: secrecion de IP-10. Todas las figuras muestran que,
en comparacion con el control, el anticuerpo 31C3 inhibe la respuesta inducida por el ligando de TLR3.

La Figura 2 muestra la inhibicion de marcadores de activacion de TLR3 sobre CDMd, Figura 2A: nivel de
expresion de CD86, Figura 2B: secrecién de IP-10. Todas las figuras muestran que, en comparacion con el
control, el anticuerpo 29H3 inhibe la respuesta inducida por el ligando de TLR3.

La Figura 3 muestra la inhibicion de marcadores de activacion de TLR3 sobre CD mieloides, comparando
fragmentos F(ab)'2 del anticuerpo 31C3 con anticuerpos 31C3 completos purificados (indicados por “Pur”). Figura
3A: nivel de expresion de CD86, Figura 3B: secrecion de IP-10. Las figuras muestran que los fragmentos F(ab)'2
del anticuerpo 31C3 inhiben la respuesta inducida por el ligando de TLR3, ademas de anticuerpos 31C3
completos purificados.

La Figura 4 muestra la inhibicion de marcadores de activacion de TLR3 sobre CDMd, comparando fragmentos
F(ab)'2 del anticuerpo 29H3 con anticuerpos 29H3 completos purificados (indicados por “Pur”). Figura 4A: nivel
de expresion de CD86, Figura 4B: secrecion de IP-10. Las figuras muestran que los fragmentos F(ab)'2 de
anticuerpo 29H3 inhiben la respuesta inducida por el ligando de TLR3, ademas de anticuerpos 29H3 completos
purificados.

La Figura 5 muestra una comparacion de que la afinidad de unién que los anticuerpos segun la presente
divulgacion tienen una unién mas fuerte por el chip de TLR3 que los anticuerpos comercialmente disponibles.

La Figura 6 muestra la union de los anticuerpos segun la divulgacion sobre un chip de TLR3 en presencia o en
ausencia de poliAU, un ligando para receptores TLR3. La figura muestra que la unién de los anticuerpos de la
divulgacion no bloquea la unién del ARNbc al sitio de fijacién del ARNbc de TLR3.
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La Figura 7 muestra que la presencia de 29H3 sobre el chip de TLR3 bloquea la unién de 31C3 y viceversa.
Estos resultados tienden a mostrar que ambos anticuerpos compiten por un solapamiento o epitope altamente
similar.

La Figura 8 muestra mapas de superficie molecular de los dominios extracelulares de la proteina TLR3 humana,
generada por modelado informatico.

La Figura 9 muestra los resultados de un ensayo para la inhibicion de la sefializacién de TLR3 en una actividad
del gen indicador basada en luciferasa (293T-TLR3-ISRE), en el que las veces de aumento en luciferasa se
indican en funcion de la dosis de poliAU. Brevemente, se usaron agonistas de TLR3 de ARNbc para inducir la
sefializacion de TLR3 en el ensayo indicador en presencia del anticuerpo anti-TLR3 31C3 y se evalud la
sefializacidon de TLR3. El anticuerpo 31C3 inhibi6 fuertemente la sefializacion de TLR3 en un modo dependiente
de la dosis, en comparacion con un anticuerpo anti-TLR3 de control que no tiene actividad inhibidora de TLR3.

La Figura 10A muestra la inhibicién dependiente de la dosis de la sefializacion de TLR3 usando un ensayo de
luciferasa de 293T-TLR3, con el anticuerpo comercial TLR3.7 (puntos negros), anticuerpos 28F11 (triangulos
blancos), 23C8 (cuadrados blancos) y 31C3 (cuadrados negros) segln la divulgacion, en comparaciéon con un
control (sin Ab: puntos blancos). La Figura 10B muestra los mismos resultados en un ensayo que compara
anticuerpos 31C3 (cuadrados negros), 23C8 y 34A3 (triangulos negros).

La Figura 11 muestra el efecto de los anticuerpos anti-TLR331C3 (cuadrados blancos) o 23C8 (cuadrados
rellenos negros) en diferentes condiciones en comparacién con sin anticuerpo (puntos negros). La secrecion de
IP-10 se indica en ng/ml en la ordenada, la dosis de ARNbc afiadida se indica en pg/ml en el eje. La Figura 11A
representa la inhibicion de la sefializacién de TLR3, en las condiciones estandar (sin preactivacion). La Figura
11B representa la inhibicion de la sefializaciéon de TLR3, con una pre-estimulacion con poliAU. La Figura 11C
representa la inhibicion de la sefializacion de TLR3 con una pre-estimulacion con IFNa.

La Figura 12 muestra los resultados de los ensayos cinéticos. La Figura 12A representa la secrecién de IP-10 en
ng/ml (dependiendo de la dosis de poliAU) para el anticuerpo 31C3, la Figura 12B representa los resultados para
el anticuerpo 23C8. El mAb para TLR3 se afiade en el medio tanto 1 h 30 antes (cruces negras), junto con (negro
mas “+"), 0 1 h 30 después (cuadrados blancos) del ARNbc, el ARNbc solo (puntos negros) se proporciona como
control positivo.

La Figura 13 muestra el reconocimiento especifico de TLR3 humano por el mAb 31C3 en células que expresan
TLR3, in vitro. El perfil del histograma para la tincién de FACS intracelular con el mAb 31C1 se muestra para
células de control HEK 293T y células 293T transfectadas con TLR3 humano. Sin tefiir representa el intervalo de
intensidad de fluorescencia obtenido con el isotipo de control IgG1

La Figura 14 muestra la inhibicion de los marcadores de activacion inducidos por TLR3 y la secrecion de
citocinas sobre CD mieloides, Figura 14A: secrecion de IP-10, Figura 14B: nivel de expresion de CD86. Todas
las figuras muestran que, en comparacion con el control, el anticuerpo 31C3 (puntos negros), 28F11 (triangulos
negros) y 23C8 (cuadrados negros) (aqui mostrado a una dosis de 50 pg/ml) inhibe la respuesta inducida por el
ligando de TLR3.

La Figura 15A y 15B muestran la afinidad de union de los anticuerpos segin la divulgacién. La Figura 15A
muestra que los anticuerpos segun la presente divulgacion tienen una unién mas fuerte por el chip de TLR3 que
los anticuerpos comercialmente disponibles (es decir, TLR3.7). La Figura 15B muestra la union de los
anticuerpos segun la divulgacion sobre un chip de TLR3 cuando dicho chip se ha saturado previamente con el
anticuerpo 31C3. Una comparacioén de niveles de unién como se expone en las Figuras 15A y 15B enfatiza que
los anticuerpos segun la divulgacion tienen una union alterada a hTLR3 cuando el chip se ha saturado
previamente con el anticuerpo 31C3, por el contrario, el anticuerpo TLR3.7 comercial retiene el mismo nivel de
unién en presencia 0 en ausencia del anticuerpo 31C3.

La Figura 16A y 16B muestran la unién de los anticuerpos 28F11, 34A3 y 23C8 segun la divulgacion sobre un
chip de TLR3 en presencia o en ausencia de poliAU, un ligando para receptores TLR3. Las figuras muestran que
la union de los anticuerpos de la divulgacion no bloquea la unién de ARNbc al sitio de fijacion del ARNbc de
TLR3.

La Figura 17 muestra la union del anticuerpo 34A3, tanto solo sobre rhTLR3 (linea en negrita) como sobre un
chip saturado con 31C3 (linea de puntos). La figura muestra que los dos anticuerpos compiten con 31C3 para
unirse a hTLR3.

La Figura 18 muestra los arboles filogenéticos de las CDR de los anticuerpos segun la divulgacién. La Figura
18A muestra el arbol filogenético para las CDR de las cadenas ligeras y la Figura 18B muestra el arbol
filogenético para las CDR de las cadenas pesadas. Las figuras muestran que hay una alta homologia de CDR
entre los anticuerpos 28F11 (28,2), 31C3 (31) y 23C8(23), y que 23H3 (29) y 34A3 (34) tienen mas diferencias en
las secuencias de aminoacidos.

La Figura 19A y B muestran la inhibicion de marcadores de activacion de TLR3 sobre CD mieloides por el
anticuerpo 34A3. Figura 19A: secrecion de IP-10, Figura 19B: secrecion de IL-6. Todas las figuras muestran que,
en comparacién con el control (sin Ab - puntos blancos) y 31C3 (cuadrados negros, como control positivo), el
anticuerpo 34A3 (triangulos negros) inhibe la respuesta inducida por el ligando de TLR3.

La Figura 20 muestra el analisis de FACS de ensayos de internalizacion como se describe en el Ejemplo 8. La
Figura 20A representa el control negativo, que representa la fluorescencia estandar de las células 293T-
ISRE/TLR3 en ausencia de un anticuerpo que se liga a las proteinas TLR3. La Figura 20B es el control positivo,
gue indica el nivel de expresion de TLR3 en lineas celulares 293T-ISRE/TLR3. La Figura 20C y D representan la
proporcion de proteinas TLR3 acopladas al anticuerpo 31C3 después de 24 h o 2 h de incubacion,
respectivamente. La Figura 20D y 20F, que muestran una fluorescencia similar a la Figura 20B, confirman que la
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union de TLR3 por el anticuerpo 31C3 no modula por disminucién la expresion de TLR3 sobre lineas celulares
293T-ISRE/TLR3.

La Figura 21A y 21B muestran la unién de los anticuerpos 28F11, 34A3 y 23C8 segun la divulgacién sobre un
chip de TLR3 en presencia o ausencia de poliAU, un ligando para receptores TLR3. Las figuras muestran que la
unién de los anticuerpos de la divulgaciéon no bloquea la unién de ARNbc al sitio de fijacion del ARNbc de TLR3.

Descripcion detallada de la invencion
Introduccion

La presente divulgacion proporciona novedosos métodos para producir y usar anticuerpos y particularmente
anticuerpos que modulan TLR3 adecuados para la profilaxis y tratamiento de trastornos tales como autoinmunidad,
inflamacién, alergia, asma, cirrosis, osteoporosis, infeccion, canceres y septicemia. Anticuerpos, derivados de
anticuerpo, fragmentos de anticuerpos y células que los producen estan englobados, ya que son métodos de
produccion de los mismos y métodos para tratar o diagnosticar pacientes usando los anticuerpos y compuestos.

Aunque se desea alta afinidad en los anticuerpos, generalmente todos los anticuerpos informados por tener
afinidades en el intervalo picomolar alto a nanomolar bajo han sido madurados por afinidad in vitro. La bibliografia
cientifica ha propuesto que hay un techo de afinidad in vivo a 100 pM y que éste podria subir debido a que los
anticuerpos productores de linfocitos B con afinidades por el antigeno por encima del techo estimado no tendrian
ventaja selectiva durante respuestas inmunitarias normales. Sin embargo, existen ejemplos de anticuerpos de alta
afinidad, que incluyen el anticuerpo anti-TNF-alfa “TSK114” que se une a TNF-alfa humano con una afinidad de
union (K(D)) de aproximadamente 5,3 pM, que se establecié que era aproximadamente 1.000 y 100 veces superior a
aquella de los mAb infliximab (Remicade) y adalimumab (Humira) clinicamente relevantes (Song et al. (2008) Exp.
Mol. Med. 40(1): 35-42. Es posible que la obtencion de anticuerpos de alta afinidad dependa del antigeno; ademas,
los anticuerpos para TLR3 disponibles hasta la fecha han mostrado en el mejor de los casos afinidad nanomolar. Sin
embargo, los presentes anticuerpos anti-TLR3 demostraron afinidad muy alta (de hasta 10 picomolar y mejor que
100 picomolar, que incluye para dos anticuerpos que mantuvieron tal afinidad a condiciones tanto neutras como
acidas).

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de anticuerpos monoclonales que se unen
especifica y eficientemente a TLR3 en condiciones acidas correspondientes a aquellas encontradas en un
compartimento endosémico acidificado. Entre los numerosos anticuerpos evaluados, emergieron ciertos anticuerpos
que retuvieron la unién a TLR3 a altas afinidades en condiciones acidas, mientras que otros anticuerpos tales como
aquellos disponibles comercialmente y otros seleccionados para la unién a TLR3 o modulacién de TLR3 perdieron
afinidad a pesar de mostrar inicialmente mayor afinidad (por ejemplo, 2-logio mayor) por TLR3, y/o tuvieron baja
afinidad incluso bajo condiciones neutras. Las condiciones acidas usadas fueron pH 5,6, que es similar al observado
en un compartimento endosémico acidificado, correspondiente a las condiciones bajo las que se cree que tiene lugar
la sefializacion de TLR3 en afecciones inflamatorias.

Las condiciones acidas son generalmente conocidas por afectar la estructura de proteinas, ademas de por afectar
las interacciones proteina-proteina. Se sabe, por ejemplo, que los péptidos de clase Il del MHC que no se unen a
otros péptidos son rapidamente degradados en las condiciones acidas del endosoma. Sin embargo, en el presente
caso, los anticuerpos que pierden su alta afinidad de union a TLR3 inmovilizado en condiciones acidas de pH 5,6 se
habian purificado previamente en condiciones acidas (pH 3). Sin desear cefiirse a ninguna teoria, esto sugiere que
la pérdida de afinidad de unién surgié no de la inestabilidad inherente (degradacion) del anticuerpo a condiciones
acidas, sino de modificaciones en la interaccion entre los anticuerpos y sus antigenos diana.

Se cree que las modificaciones en las interacciones de anticuerpo-TLR3 que surgen de cambios en el pH afectan las
interacciones del ARNbc con TLR3, ya que el ligando de TLR3 poli(I-C) se une y activa TLR3 solo a pH acido. Los
estudios han informado que poli(I-C) (y otro ARNbc) se unen a TLR3 en una regién de TLR3 de potencial
electrostatico positivo a pH neutro que puede experimentar un cambio en el potencial electrostatico en condiciones
acidas (es decir, condiciones acidas en el intervalo de pH 4,5 a 6,5, o aproximadamente 5,6). Se cree que los
presentes anticuerpos, sin embargo, se unen al epitope que no experimenta cambio sustancial en el potencial
electrostatico (o experimentan menos cambio que, por ejemplo, una region de potencial electrostatico positivo)
cuando las condiciones se acidifican de forma que la afinidad de unién de los anticuerpos permanezca
sustancialmente invariable. Esto puede manifestarse, en un aspecto, en términos de afinidad de los anticuerpos por
TLR3, ya que los anticuerpos no tienen afinidad sustancialmente diferente (inferior y/o mayor) por unirse a TLR3
humano en condiciones &cidas que bajo condiciones neutras, por ejemplo, en la que la Kp para unirse a TLR3 se
diferencia no mas de 0,2-, 0,3-, 0,4-, 0,5-, 1,0- 0 1,5-logi0. La Kp para unirse a TLR3 bajo condiciones acidas y
neutras se diferencié6 menos de un 0,5-logio para los anticuerpos 31C3 y 29H7. Se cree que el epitope al que se
unen los anticuerpos de la divulgacion puede tener un potencial electrostatico negativo a pH neutro. Regiones de
potencial electrostatico negativo, positivo o neutro sobre la superficie de la proteina TLR3 se muestran en la Figura 8
o también se muestran en la Figura 5D de Choe et al. (2005) Science 309:581-585. Mientras que los anticuerpos
que inhiben TLR3 interfiriendo con la union de ligandos ARNb a TLR3 se uniran probablemente a una region de
potencial electrostatico positivo o neutro préximo al extremo C sobre la cara libre de glucosilacion del TLR3 y, por
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tanto, se unen en una region de TLR3 que puede experimentar un mayor cambio en el potencial electrostatico,
parece que los presentes anticuerpos se unen a una region en TLR3 que no participa en la unién a ligandos ARNbc,
mientras que sin embargo retienen la capacidad para inhibir la sefializacion por la proteina TLR3, por ejemplo,
inhibiendo que TLR3 adopte una conformacion requerida para transducir por Ultimo lugar una sefial.

La presente invencién también se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de anticuerpos monoclonales de
alta afinidad que inhiben especifica y eficazmente la ruta de sefializacion de TLR3. Los inventores han identificado
epitopes presentes sobre TLR3 humano, que incluyen el epitope reconocido por el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8,
28F11 o 34A3, que son particularmente eficaces en inhibir la sefializacion de TLR3, e inhibir la liberacién de
citocinas en respuesta a la estimulacion con un ligando de TLR3.

Los anticuerpos de la divulgacion que inhiben la sefializacion de TLR3 seran particularmente Utiles en el tratamiento
y/o prevencion de enfermedades autoinmunitarias, enfermedad inflamatoria y otras enfermedades en las que la
inhibicion de la sefializacion de TLR3 es beneficiosa. Las enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias surgen de
una respuesta inmunitaria hiperactiva del cuerpo contra sustancias y tejidos nhormalmente presentes en el cuerpo. En
tanto las enfermedades autoinmunitarias como inflamatorias, la condicién surge mediante reacciones anémalas de
los sistemas inmunitarios adaptativos o innatos humanos. En autoinmunidad, el sistema inmunitario del paciente se
activa contra las propias proteinas del cuerpo. En las enfermedades inflamatorias (incluyendo en la infeccion que
puede conducir a afecciones inflamatorias), es la reaccion excesiva del sistema inmunitario, y su posterior
sefializacion aguas abajo (TNF, IFN, etc.), la que produce problemas. Las enfermedades autoinmunitarias resultan
de la propagacion de linfocitos T y B que reconocen auto-antigenos y median en la destruccion de tejido. Se
sospecha desde hace tiempo que las infecciones virales instigan o precipitan abiertamente la autoinmunidad. En
Lang et al. (J. Clin. Invest. 116:2456-2463, 2006) se ha demostrado que los virus pueden iniciar dafio autoinmune
mediante otro mecanismo adicional.

Se ha establecido recientemente que el ARNbc son ligandos para TLR3 (Alexoupoulou et al. (2001), Nature 413:
732-738), también se ha mostrado mas recientemente que el ARN liberado de tanto tejido dafiado como tejidos
podria también actuar de ligandos de TLR3 (Kariko et al., (2004) J. Biol. Chem.). La activacion inapropiada de los
TLR por sus ligandos ARN endégenos dentro de complejos inmunitarios es casi definitivamente un factor importante
qgue contribuye a la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias. Articulos recientes
sugieren una funcion de TLR3 en enfermedades inflamatorias (Cavassani et al. 2008), ya que los ligandos de TLR3
amplifican la respuesta hiperinflamatoria observada durante septicemia, o enfermedades de autoinmunidad, tales
como artritis reumatoide (Bokarewa et al. (2008) Eur J. Immunol.), lupus eritematoso sistémico (Rahman et al.,
(2006) Springer Sem. in Immunopathol.) y diabetes (Nature Med. 2005). También se ha informado que el TLR3
puede desempefiar una funcion perjudicial en infecciones virales tales como virus de la variolovacuna Western
Reserve, en las que el TLR3 contribuye a replicacion viral, inflamaciéon de pulmén perjudicial y reclutamiento de
leucocitos al pulmén, produciendo elevada morbilidad, o en el virus del Nilo occidental (WNV) en el que el TLR3
permite que el virus cruce la barrera hematoencefalica (BBB) y produzca encefalitis letal. Los anticuerpos de la
presente divulgacion que inhiben TLR3 bajo condiciones de pH correspondientes a aquellas de endosomas (por
ejemplo, como en CD mieloides) seran Utiles en el tratamiento y prevencién de estas afecciones, que incluyen, pero
no se limitan a, las propias infecciones virales y las afecciones (por ejemplo, afecciones autoinmunitarias o
inflamatorias) causadas o potenciadas por la infeccién viral.

Zorde-Khvalevsky et al. (2009) Hepatology 49 informan que la proliferacion de hepatocitos se aceler6 tras la
hepatectomia parcial en ausencia de TLR3, mientras que los niveles de IL-6 y receptor de interleucina-6 soluble (slL-
6R) fueron significativamente menores, y adicionalmente después de la hepatectomia parcial la sefializacién de
TLR3 se induce en hepatocitos, produciendo la activacion de NF-kB, y que la presencia de TLR3 activo en células
de Kupffer inhibe la activacion de NF-kB. Se encontro, por tanto, que la sefializacién de TLR3 atenuaba la iniciacién
de la regeneracion del higado; por tanto, los anticuerpos anti-TLR3 de la divulgacion pueden usarse en un método
de induccién de regeneracion del higado, en particular para tratar y prevenir enfermedades que implican dafio del
higado, por ejemplo, cirrosis, o enfermedades que son conocidas por dar lugar a tal dafio del higado tal como
alcoholismo, infeccion por hepatitis B o C o esteatosis hepaticas.

Kim et al. (2009) Immunol. Lett. Informan que TLR3 promueve la osteoclastogénesis en el sinovio de AR
estimulando tanto directa como indirectamente monocitos humanos directamente para promover la diferenciacion de
osteoclastos e induciendo la expresion de RANKL indirectamente en RA-FLS. La expresion de RANKL promueve la
diferenciacion de osteoclastos en el sinovio de AR, y anticuerpos anti-RANKL (denosumab, Amgen Inc.) son
eficaces en el tratamiento de osteoporosis. Los anticuerpos anti-TLR3 de la divulgacion pueden, por tanto, ser de
uso para tratar y prevenir destruccion inflamatoria del hueso, por ejemplo, osteoporosis, particularmente en
pacientes con AR.

Wen et al. (2004) J. Immunol. 172: 3172-3180 sugieren que las enfermedades autoinmunitarias pueden inducirse por
un estimulo de tipo viral, e identifican que TLR3 puede mediar en tal induccién. Los resultados demuestran que
polilC, junto con insulina, pero no insulina sola u otros ligandos de TLR (CpG, LPS, PGN), pueden inducir diabetes
autoinmune y apoptosis de islotes pancreaticos en un modelo de ratén. Ademas, TLR3 mostrd el mayor nivel de
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expresion en todos los individuos, en comparacién con otros TLR. Los anticuerpos anti-TLR3 de la divulgacién
pueden, por tanto, usarse para tratar y prevenir diabetes y autoinmunidad de islotes.

Los anticuerpos de la presente divulgacion que se unen a TLR3 en condiciones acidas generalmente se uniran tanto
a TLR3 de la superficie celular como a TLR3 endos6mico a alta afinidad, de forma que los anticuerpos seran (tiles
en cualquier situacion (por ejemplo, tratamiento o prevencion de enfermedad) en la que el direccionamiento (por
ejemplo, modulacién) de TLR3 sea util. TLR3 se ha encontrado en algunos casos de inflamacion en la superficie de
macroéfagos y el bloqueo de TLR3 tras la neutralizaciéon con cloroquina de acidificacion endosémica, sin embargo,
present6 algo de actividad antiinflamatoria (Cavassani et al. 2008, arriba). Sin embargo, los anticuerpos de la
divulgacion tendran la mayor ventaja con respecto a otro anticuerpos en el tratamiento o prevencion de
enfermedades en las que la modulacién (por ejemplo, inhibicién) de la sefializacion por TLR3 en los compartimentos
citosdlicos (por ejemplo, endosémicos) es util o requerida, y la importancia relativa de modular la sefializacion de tal
TLR3 de los compartimentos puede depender de la enfermedad. Un ejemplo de una enfermedad tal es la artritis
reumatoide; se cree que el TLR3 expresado en compartimentos endosémicos desempefia una funcién importante en
artritis reumatoide, ya que el tratamiento con cloroquina, un inhibidor de la acidificacion endosémica, inhibe la
sefializacion de TLR3 e inhibe la produccidn de citocinas inflamatorias de cultivos sinoviales de pacientes que tienen
artritis reumatoide (Sacre et al. (2008) J. Immunol. 181:8002-8009). Se cree que el TLR3 expresado en
compartimentos endosémicos desempefia una funcién importante en varias otras enfermedades en las que CD (por
ejemplo, CD mieloides) participan en el agravamiento de la enfermedad, ya que las CDm tienen una capacidad bien
documentada de captar antigenos de células apoptdsicas o necréticas que incluyen durante la necrosis de tejido
durante la inflamacién aguda.

Como los presentes anticuerpos son especifico para TLR3, también pueden usarse para otros fines, que incluyen
purificar TLR3 o células que expresan TLR3, modular (por ejemplo, activar o inhibir) receptores TLR3 in vitro, ex vivo
o in vivo, dirigir células que expresan TLR3 para la destruccion in vivo, o marcar/unir especificamente TLR3 in vivo,
ex vivo o in vitro, que incluye métodos tales como inmunotransferencia, analisis de IHC, es decir, sobre biopsias
congeladas, analisis de FACS e inmunoprecipitacion.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, “ligandos de TLR3" se refiere a cualquier compuesto que pueda unirse
especificamente a y alterar la actividad de TLR3 in vitro, ex vivo o in vivo. El compuesto puede ser un ligando que se
produce naturalmente, por ejemplo, generalmente ARNbc o ARNbc viral, 0 un ligando sintético tal como polilC o
poliAU. El compuesto puede ser cualquier tipo de molécula, que incluye compuestos inorganicos 0 organicos o
elementos, que incluyen proteinas (tales como anticuerpos), acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos, o
cualquier otra entidad molecular. Ademas, tales compuestos pueden modular receptores TLR3 de cualquier modo,
gue incluye activando o inhibiendo, y por cualquier mecanismo, que incluye uniendo al receptor y desencadenando o
cortando la actividad de un modo similar a un ligando que se produce naturalmente, o uniendo al receptor y
blogqueando el acceso a otros ligandos. Preferentemente, el ligando activa el receptor, y como tal puede usarse para
inducir la produccién de citocinas por células que expresan TLR3.

El término “anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos policlonales y
monoclonales. Dependiendo del tipo de dominio constante en las cadenas pesadas, los anticuerpos se asignan a
una de cinco clases principales: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Varias de éstas se dividen adicionalmente en subclases o
isotipos, tales como IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, y similares. Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) a
modo de ejemplo comprende un tetramero. Cada tetrdmero estd compuesto por dos pares idénticos de cadenas de
polipéptidos, teniendo cada par una cadena “ligera” (aproximadamente 25 kDa) y una “pesada” (aproximadamente
50-70 kDa). El extremo N de cada cadena define una regién variable, de aproximadamente 100 a 110 o mas
aminoéacidos, que es principalmente responsable del reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera
variable (V) y cadena pesada variable (Vu) se refieren a estas cadenas ligeras y pesadas, respectivamente. Los
dominios constantes de las cadenas pesadas que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se
llaman “alfa”, “delta”, “épsilon”, “gamma” y “mu”, respectivamente. Las estructuras de subunidad y configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son muy conocidas. 1gG y/o IgM son las clases preferidas
de anticuerpos empleadas en la presente invencion, siendo IgG particularmente preferida, debido a que son los
anticuerpos mas comunes en la situacion fisiolégica y debido a que son los que mas facilmente se preparan en un
ambito de laboratorio. Preferentemente, el anticuerpo de la presente invencion es un anticuerpo monoclonal.
Particularmente se prefieren anticuerpos humanizados, quiméricos, humanos, o adecuados por lo demas humanos.
“Anticuerpos” también incluye cualquier fragmento o derivado de cualquiera de los anticuerpos descritos en el
presente documento.

El término “se une especificamente a” significa que un anticuerpo puede unirse preferentemente en un ensayo de
unién competitiva al componente de unién, por ejemplo, TLR3, como se evalla usando tanto formas recombinantes
de las proteinas, epitopes en ellas, como proteinas nativas presentes sobre la superficie de células diana aisladas.
Ensayos de unidon competitiva y otros métodos para determinar la unién especifica se describen adicionalmente mas
adelante y son muy conocidos en la técnica.
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Cuando se dice que un anticuerpo “compite con” un anticuerpo monoclonal particular (por ejemplo, 31C3, 29H3,
23C8, 28F11 o 34A3), significa que el anticuerpo compite con el anticuerpo monoclonal en un ensayo de unién
usando tanto moléculas de TLR3 recombinantes como moléculas de TLR3 expresadas en la superficie. Por ejemplo,
si un anticuerpo de prueba reduce la unién de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 a un polipéptido TLR3 o célula que
expresa TLR3 en un ensayo de unién, el anticuerpo se dice que “compite” respectivamente con 31C3, 29H3, 23C8,
28F11 o 34A3.

El término “afinidad”, como se usa en el presente documento, significa la intensidad de la unién de un anticuerpo a
un epitope. La afinidad de un anticuerpo se facilita por la constante de disociacion Kd, definida como [Ab] x [Ag] /
[Ab-Ag], en la que [Ab-Ag] es la concentracion molar del complejo anticuerpo-antigeno, [Ab] es la concentracion
molar del anticuerpo sin unir y [Ag] es la concentracion molar del antigeno sin unir. La constante de afinidad K, se
define por 1/Kd. Métodos preferidos para determinar la afinidad de mAb pueden encontrarse en Harlow, et al.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988), Coligan et
al., eds., Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. y Wiley Interscience, N.Y., (1992, 1993), y
Muller, Meth. Enzymol. 92:589-601 (1983). Un método preferido y convencional muy conocido en la técnica para
determinar la afinidad de mAb es el uso de instrumentos de Biacore.

Dentro del contexto de la presente invencion, un “determinante” designa un sitio de interaccién o unién sobre un
polipéptido.

El término “epitope” se define como un determinante antigénico, y es el area o regién sobre un antigeno con el que
se une un anticuerpo. Un epitope de proteina puede comprender residuos de aminoacidos que participan
directamente en la unién, ademas de residuos de aminoacidos que son eficazmente bloqueados por el anticuerpo o
péptido de unidn al antigeno especifico, es decir, residuos de aminoacidos dentro de la “huella” del anticuerpo. Es la
forma mas simple o area estructural mas pequefia sobre una molécula de antigeno compleja que puede combinarse
con, por ejemplo, un anticuerpo o un receptor. Los epitopes pueden ser lineales o conformacionales/estructurales. El
término “epitope lineal” se define como un epitope compuesto de residuos de aminoacidos que son contiguos sobre
la secuencia de aminoécidos lineal (estructura primaria). El término “epitope conformacional o estructural” se define
como un epitope compuesto de residuos de aminoacidos que no son todos contiguos y asi representan partes
separadas de la secuencia de aminoacidos lineal que se ponen en proximidad entre si por plegamiento de la
molécula (estructuras secundaria, terciaria y/o cuaternaria). Un epitope conformacional depende de la estructura
tridimensional. El término 'conformacional’ se usa, por tanto, frecuentemente indistintamente con 'estructural’.

Por “fragmento inmunogénico”, en el presente documento significa cualquier fragmento polipeptidico o peptidico que
puede provocar una respuesta inmunitaria tal como (i) la generaciéon de anticuerpos que se unen a dicho fragmento
y/o que se unen a cualquier forma de la molécula que comprende dicho fragmento, que incluye el receptor unido a la
membrana y mutantes derivados del mismo, (ii) la estimulacion de una respuesta de linfocitos T que implica linfocitos
T que reaccionan con el complejo bi-molecular que comprende cualquier molécula del MHC y un péptido derivado de
dicho fragmento, (iii) la unién de vehiculos transfectados tales como bacteriéfagos o genes que expresan bacterias
que codifican inmunoglobulinas de mamifero. Alternativamente, un fragmento inmunogénico también se refiere a
cualquier construccién que puede provocar una respuesta inmunitaria como se ha definido anteriormente, tal como
un fragmento peptidico conjugado con una proteina transportadora por acoplamiento covalente, una construccion
quimérica de polipéptido recombinante que comprende dicho fragmento peptidico en su secuencia de aminoacidos,
y especificamente incluye células transfectadas con un ADNc cuya secuencia comprende una porcién que codifica
dicho fragmento.

Péptidos “toxicos” o “citotoxicos” o moléculas pequefias engloban cualquier compuesto que puede ralentizar, detener
o invertir la proliferacion de células, disminuir su actividad de cualquier forma detectable, o destruirlas directa o
indirectamente. Preferentemente, los compuestos téxicos o citotéxicos funcionan destruyendo directamente las
células, provocando la apoptosis o de otro modo. Como se usa en el presente documento, un “péptido” toéxico puede
incluir cualquier péptido, polipéptido, o derivado de tales, que incluye derivados de péptidos o polipéptidos con
aminoacidos no naturales o enlaces modificados. Una “molécula pequefia” téxica puede incluir cualquier compuesto
o elemento téxico, preferentemente con un tamafio de inferior a 10 kD, 5 kD, 1 kD, 750 D, 600 D, 500 D, 400 D, 300
D, o mas pequeiio.

Un anticuerpo “adecuado para ser humano” se refiere a cualquier anticuerpo, anticuerpo derivatizado o fragmento de
anticuerpo que pueda usarse con seguridad en seres humanos para, por ejemplo, los métodos terapéuticos
descritos en el presente documento. Anticuerpos adecuados para ser humano incluyen todos los tipos de
anticuerpos humanizados, quiméricos, o completamente humanos, o cualquier anticuerpo en el que al menos una
porcion de los anticuerpos se deriva de seres humanos o se modifica de otro modo de manera que se evite la
respuesta inmunitaria que es generalmente provocada cuando se usan anticuerpos no humanos nativos.

Para los fines de la presente invencién, un anticuerpo “humanizado” o “humano” se refiere a un anticuerpo en el que
la regién estructural constante y variable de una o mas inmunoglobulinas humanas esta fusionada con la region de
unién, por ejemplo, la CDR, de una inmunoglobulina de animal. Tales anticuerpos se disefian para mantener la
especificidad de unién del anticuerpo no humano del que se derivan las regiones de unién, pero para evitar una
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reaccion inmunitaria contra el anticuerpo no humano. Tales anticuerpos pueden obtenerse de ratones transgénicos u
otros animales que se han “manipulado” para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a exposicion
antigénica (véanse, por ejemplo, Green et al. (1994) Nature Genet 7:13; Lonberg et al. (1994) Nature 368:856;
Taylor et al. (1994) Int Immun 6:579). También puede construirse un anticuerpo completamente humano por
métodos de transfeccidon genética o cromosémica, ademas de tecnologia de expresion en fago, todos los cuales se
conocen en la técnica (véase, por ejemplo, McCafferty et al. (1990) Nature 348:552-553). Los anticuerpos humanos
también pueden generarse por linfocitos B activados in vitro (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n°
5.567.610 y 5.229.275).

Un “anticuerpo quimérico” es una molécula de anticuerpo en la que (a) la regién constante, o una porcién de la
misma, se altera, sustituye o intercambia de manera que el sitio de unién al antigeno (region variable) esté ligado a
una region constante de una clase diferente o alterada, funcién efectora y/o especie, o una molécula completamente
diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor
de crecimiento, farmaco, etc.; o (b) la regién variable, o una porcién de la misma, se altera, sustituye o intercambia
con una region variable que tiene una especificidad por antigeno diferente o alterada.

Los términos “dominio Fc”, “porcion Fc” y “region Fc” se refieren a un fragmento del extremo C de una cadena
pesada del anticuerpo, por ejemplo, de aproximadamente el aminoacido (aa) 230 a aproximadamente el aa 450 de
la cadena pesada y (gamma) humana o su secuencia homoéloga en otros tipos de cadenas pesadas del anticuerpo
(por ejemplo, a, &, € y Y para anticuerpos humanos), o un alotipo que se produce naturalmente del mismo. A menos
que se especifique de otro modo, la numeracion de aminoacidos de Kabat cominmente aceptada para
inmunoglobulinas se usa en toda la presente divulgacion (véase Kabat et al. (1991) Sequences of Protein of
Immunological Interest, 5th ed., United States Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda, MD).

Los términos “aislado”, “purificado” o “biolégicamente puro” se refieren a material que esta sustancialmente o
esencialmente libre de componentes que normalmente lo acompafian como se encuentra en su estado nativo. La
pureza y homogeneidad normalmente se determinan usando técnicas de quimica analitica tales como electroforesis
en gel de poliacrilamida o cromatografia liquida de alta resolucién. Una proteina que es la especie predominante
presente en una preparacion esta sustancialmente purificada.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a
un polimero de residuos de aminoéacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido que se produce naturalmente
correspondiente, ademas de polimeros de aminoacidos que se producen naturalmente y polimero de aminoacidos
que no se producen naturalmente.

El término “recombinante”, cuando se usa con referencia, por ejemplo, a una célula, o acido nucleico, proteina, o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado por la introducciéon de un acido
nucleico heterélogo o proteina o la alteracion de un acido nucleico nativo o proteina, o que la célula se deriva de una
célula asi modificada. Asi, por ejemplo, células recombinantes expresan genes que no se encuentran dentro de la
forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se expresan de otro modo anormalmente,
se expresan por disminucién o no se expresan en absoluto.

Dentro del contexto de la presente invencion, el término anticuerpo que “se une” a un determinante comudn designa
un anticuerpo que se une a dicho determinante con especificidad y/o afinidad.

Produccién de anticuerpos anti-TLR3

Los anticuerpos de la presente divulgacion se unen especificamente a TLR3. Los anticuerpos de la divulgacion se
unen ademas a TLR3 en condiciones acidas correspondientes a aquellas encontradas en un compartimento
endosomico acidificado. Los anticuerpos de la divulgacion son ademas capaces de inhibir la via de sefializacion de
TLR3. La capacidad de los anticuerpos inhibidores para inhibir especificamente la via de sefializacion de TLR3 los
hace utiles para numerosas aplicaciones, en particular para tratar o prevenir enfermedades en las que la inhibicién
de la via de sefializacién de TLR3 se desea, es decir, evitar la secrecion adicional de citocinas y quimiocinas,
ademas de la activacion celular, como se describe en el presente documento.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a TLR3 humano, y compite para unirse a TLR3
humano con el anticuerpo monoclonal 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. El anticuerpo 31C3 se produce por la
célula depositada como 31C3.1 en la Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
25 rue de Docteur Roux, F-75724, Paris el 3 de julio de 2009, bajo el numero CNCM [-4186. El anticuerpo 29H3 se
produce por la célula depositada como 29H3.7 en la Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, 25 rue de Docteur Roux, F-75724, Paris el 3 de julio de 2009, bajo el nimero CNCM [-4187.

“TLR3", “polipéptido TLR3" y “receptor TLR3", usados indistintamente, se usan en el presente documento para
referirse al receptor 3 de tipo toll, un miembro de la familia de receptores de tipo toll (TLR). La secuencia de
aminoacidos de TLR3 humano se muestra en SEC ID N°: 1 (nimero de acceso de NCBI NP_003256). La secuencia
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del ARNm de TLR3 humano se describe en el nimero de acceso de NCBI NM_003265. Secuencias de TLR3
humano también se describen en la publicacién de patente PCT n° WO 98/50547.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que compite con el anticuerpo monoclonal 31C3, 29H3,
23C8, 28F11 o 34A3 y reconoce, se une a, o tiene inmunoespecificidad por sustancialmente o esencialmente el
mismo, o el mismo, epitope o “sitio epitdpico” sobre una molécula de TLR3 como el anticuerpo monoclonal 31C3,
29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. En otros aspectos, el anticuerpo monoclonal consiste en, o es un derivado o fragmento
del, anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 0 34A3.

Se apreciara que, mientras que los anticuerpos preferidos se unen al mismo epitope que el anticuerpo 31C3, 29H3,
23C8, 28F11 o0 34A3, los presentes anticuerpos pueden reconocer y producirse contra cualquier parte del polipéptido
TLR3. Por ejemplo, cualquier fragmento de TLR3, preferentemente pero no exclusivamente TLR3 humano, o
cualquier combinacion de fragmentos de TLR3, puede usarse como inmundgenos para producir anticuerpos, y los
anticuerpos de la divulgacion pueden reconocer epitopes en cualquier localizacion dentro del polipéptido TLR3,
mientras que pueden hacer eso en células que expresan TLR3 tales como CDMd o CDMo como se describe en el
presente documento. En un aspecto, los epitopes reconocidos estan presentes sobre la superficie celular, es decir,
estan accesibles a anticuerpos presentes fuera de la célula. Lo mas preferentemente, el epitope es el epitope
especificamente reconocido por el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. Ademas, los anticuerpos que
reconocen distintos epitopes dentro de TLR3 pueden usarse en combinacion, por ejemplo, para unirse a polipéptidos
TLR3 con maxima eficacia y amplitud entre diferentes individuos.

Los anticuerpos de la presente divulgacion pueden producirse mediante una variedad de técnicas conocidas en la
técnica. Normalmente, se producen por inmunizacién de un animal no humano, preferentemente un ratén, con un
inmunogén que comprende un polipéptido TLR3, preferentemente un polipéptido TLR3 humano. El polipéptido TLR3
puede comprender la secuencia de longitud completa de un polipéptido TLR3 humano, o un fragmento o derivado
del mismo, normalmente un fragmento inmunogénico, es decir, una porcion del polipéptido que comprende un
epitope expuesto sobre la superficie de células que expresan un polipéptido TLR3, preferentemente el epitope
reconocido por el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. Tales fragmentos normalmente contienen al menos
aproximadamente 7 aminoacidos consecutivos de la secuencia de polipéptidos madura, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 10 aminoacidos consecutivos de la misma. Los fragmentos
normalmente se derivan esencialmente del dominio extracelular del receptor. En un aspecto preferido, el inmunogén
comprende un polipéptido TLR3 humano no mutante en una membrana de lipido, normalmente en la superficie de
una célula. En un aspecto especifico, el inmunogén comprende células intactas, particularmente células humanas
intactas, opcionalmente tratadas o lisadas. En otro aspecto preferido, el polipéptido es un polipéptido TLR3
recombinante.

La etapa de inmunizar un mamifero no humano con un antigeno puede llevarse a cabo de cualquier manera muy
conocida en la técnica para estimular la produccion de anticuerpos en un ratén (véase, por ejemplo, E. Harlow y D.
Lane, Antibodies: A Laboratory Manual., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1988)). El
inmunogén se suspende o disuelve en un tampdn, opcionalmente con un adyuvante, tal como adyuvante completo o
incompleto de Freund. Métodos para determinar la cantidad de inmunogén, tipos de tampones y cantidades de
adyuvante son muy conocidos para aquellos expertos en la materia y no estan limitando de ningiin modo la presente
divulgacion. Estos parametros pueden ser diferentes para diferentes inmundgenos, pero se esclarecen facilmente.

Similarmente, la localizacion y frecuencia de inmunizacion suficiente para estimular la produccién de anticuerpos
también es muy conocida en la técnica. En un protocolo de inmunizacién tipico, los animales no humanos se
inyectan intraperitonealmente con antigeno en el dia 1 y de nuevo aproximadamente una semana después. Esto va
seguido de inyecciones de recuerdo del antigeno aproximadamente en el dia 20, opcionalmente con un adyuvante
tal como adyuvante incompleto de Freund. Las inyecciones de recuerdo se realizan intravenosamente y pueden
repetirse durante varios dias consecutivos. Esto va seguido de una inyeccion de refuerzo en el dia 40, tanto
intravenosa como intraperitonealmente, normalmente sin adyuvante. Este protocolo produce la produccién de
linfocitos B productores de anticuerpos especificos de antigeno después de aproximadamente 40 dias. También
pueden usarse otros protocolos en tanto que produzcan la produccion de linfocitos B que expresan un anticuerpo
dirigido al antigeno usado en inmunizacion.

Para la preparacion de anticuerpos policlonales, se obtiene suero de un animal inmunizado no humano y los
anticuerpos presentes en él se aislan por técnicas muy conocidas. El suero puede purificarse por afinidad usando
cualquiera de los inmundgenos expuestos anteriormente ligados a soporte sélido de manera que se obtengan
anticuerpos que reaccionan con polipéptidos TLR3.

En un aspecto alternativo, linfocitos de un mamifero no humano no inmunizado se aislan, se cultivan in vitro y luego
se exponen al inmunogén en cultivo celular. Entonces se recogen los linfocitos y se lleva a cabo la etapa de fusién
descrita méas adelante.

Para anticuerpos monoclonales preferidos, la siguiente etapa es el aislamiento de esplenocitos del mamifero no
humano inmunizado y la posterior fusién de aquellos esplenocitos con una célula inmortalizada con el fin de formar

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2543095 T3

un hibridoma productor de anticuerpos. El aislamiento de esplenocitos de un mamifero no humano es muy conocido
en la técnica y normalmente implica extraer el bazo de un mamifero no humano anestesiado, cortarlo en pequefios
trozos y estrujar los esplenocitos de la capsula esplénica a través de una malla de nailon de un filtro de células en un
tampon apropiado de manera que se produzca una suspension de células individuales. Las células se lavan, se
centrifugan y se resuspenden en un tampon que lisa cualquier glébulo rojo. La disolucion se centrifuga de nuevo y
los linfocitos restantes en el sedimento se resuspenden finalmente en tampon fresco.

Una vez aislados y presentes en suspension de células individuales, los linfocitos pueden fusionarse con una linea
de células inmortales. Esta es normalmente una linea de células de mieloma de ratén, aunque en la técnica se
conocen muchas otras lineas de celulares inmortales Utiles para crear hibridomas. Lineas de mieloma murino
preferidas incluyen, pero no se limitan a, aquellas derivadas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles
del Centro de Distribucion de Células del Instituto Salk, San Diego, EE.UU., células X63 Ag8653 y SP-2 disponibles
de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Rockville, Maryland EE.UU. La fusion se efectia usando polietilenglicol
o similares. Entonces, los hibridomas resultantes se cultivan en medios selectivos que contienen una o mas
sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de mieloma parentales sin fusionar. Por
ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa
(HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas normalmente incluira hipoxantina, aminopterina y timidina
(medio HAT), sustancias que previenen el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Los hibridomas normalmente se cultivan sobre una capa alimentadora de macréfagos. Los macréfagos son
preferentemente de compafieros de camada del mamifero no humano usado para aislar los esplenocitos y
normalmente se ceban con adyuvante incompleto de Freund o similares varios dias antes de sembrar los
hibridomas. Se describen métodos de fusién en Goding, “Monoclonal Antibodies: Principles and Practice”, pp. 59-
103 (Academic Press, 1986).

Las células se dejan cultivar en medios de seleccion durante tiempo suficiente para la formaciéon de colonias y la
produccién de anticuerpos. Esto es normalmente entre aproximadamente 7 y aproximadamente 14 dias.

Entonces se ensayan las colonias de hibridomas para la produccién de anticuerpos que se unen especificamente a
productos génicos de polipéptidos TLR3, opcionalmente el epitope especificamente reconocido por el anticuerpo
31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. El ensayo normalmente es un ensayo de tipo ELISA colorimétrico, aunque puede
emplearse cualquier ensayo que pueda adaptarse a los pocillos en los que se cultivan los hibridomas. Otros ensayos
incluyen radioinmunoensayos o citometria de flujo activada por fluorescencia. Los pocillos positivos para la
produccién de anticuerpos deseados se examinan para determinar si estan presentes una o mas colonias distintas.
Si esta presente mas de una colonia, las células pueden volver a clonarse y cultivarse para garantizar que solo una
célula individual ha dado lugar a la colonia que produce el anticuerpo deseado. Normalmente, los anticuerpos
también se probaran para la capacidad para unirse a polipéptidos TLR3, por ejemplo, células que expresan TLR3,
en secciones de tejido incorporadas en parafina, como se describe mas adelante.

Los hibridomas que se confirma que producen un anticuerpo monoclonal de la presente divulgacion pueden
cultivarse hasta en mayores cantidades en un medio apropiado, tal como DMEM o RPMI-1640. Alternativamente, las
células de hibridoma pueden cultivarse in vivo como tumores de ascitis en un animal.

Después de que el crecimiento suficiente produzca el anticuerpo monoclonal, el medio de crecimiento que contiene
anticuerpo monoclonal (o el liquido ascitico) se separa de las células y el anticuerpo monoclonal presente en él se
purifica. La purificacion se logra normalmente por electroforesis en gel, didlisis, cromatografia usando proteina A o
proteina G-Sepharose, o una Ig anti-raton ligada a un soporte sélido tal como agarosa o perlas Sepharose (todas
descritas, por ejemplo, en Antibody Purification Handbook, Biosciences, publicacion n° 18-1037-46, Edition AC). El
anticuerpo unido normalmente se eluye de columnas de proteina A/proteina G usando tampones a pH bajo
(tampones glicina o acetato de pH 3,0 o0 menos) con neutralizacion inmediata de las fracciones que contienen el
anticuerpo. Estas fracciones se relinen, se dializan y se concentran segln se necesite.

Los pocillos positivos con una Unica colonia evidente normalmente se vuelven a clonar y se vuelven a ensayar para
asegurar que solo un anticuerpo monoclonal esté siendo detectado y producido.

Los anticuerpos también pueden producirse por selecciéon de bibliotecas combinatorias de inmunoglobulinas, como
se desvela, por ejemplo, en (Ward et al. Nature, 341 (1989) p. 544).

La identificaciéon de uno o mas anticuerpos que se unen a TLR3, particularmente sustancialmente o esencialmente el
mismo epitope que el anticuerpo monoclonal 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, puede determinarse facilmente
usando uno cualquiera de una variedad de ensayos de cribado inmunoldgicos en los que puede evaluarse la
competicion del anticuerpo. Muchos de tales ensayos se ponen rutinariamente en practica y son muy conocidos en
la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.660.827, concedida el 26 de agosto de 1997). Se
entendera que en realidad no se requiere de ninglin modo determinar el epitope al que un anticuerpo descrito en el
presente documento se une para identificar un anticuerpo que se une al mismo o sustancialmente al mismo epitope
que el anticuerpo monoclonal descrito en el presente documento.
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Por ejemplo, si los anticuerpos de prueba que van a examinarse se obtienen de diferentes animales fuente, o son
incluso de un isotipo de Ig diferente, puede emplearse un simple ensayo de competicion en el que se mezclan el
control (por ejemplo, 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3) y anticuerpos de prueba (o pre-adsorbidos) y se aplican a
una muestra que contiene polipéptidos TLR3. Protocolos basados en transferencia Western y el uso de analisis
BIACORE son adecuados para su uso en tales estudios de competicion.

En ciertos aspectos, se premezclan los anticuerpos de control (por ejemplo, 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o0 34A3) con
cantidades variables de los anticuerpos de prueba (por ejemplo, aproximadamente 1:10 o aproximadamente 1:100)
durante un periodo de tiempo antes de aplicar a la muestra de antigeno de TLR3. En otros aspectos, las cantidades
de control y variables de los anticuerpos de prueba pueden simplemente mezclarse durante la exposicion a la
muestra de antigeno de TLR3. En tanto que puedan distinguirse anticuerpos unidos de libres (por ejemplo, usando
técnicas de separacion o de lavado para eliminar anticuerpos sin unir) y 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 de los
anticuerpos de prueba (por ejemplo, usando anticuerpos secundarios especificos de especie o especificos de isotipo
o marcando especificamente 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 con una marca detectable), puede determinarse si
los anticuerpos de prueba reducen la union de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 a los antigenos, que indica que el
anticuerpo de prueba reconoce sustancialmente el mismo epitope que 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. La unién
de los anticuerpos de control (marcados) en ausencia de un anticuerpo completamente irrelevante puede servir de
alto valor de control. El valor de bajo control puede obtenerse incubando los anticuerpos marcados (31C3, 29H3,
23C8, 28F11 o 34A3) con anticuerpos sin marcar de exactamente el mismo tipo (31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3),
si la competicién se produjera y redujera la uniéon de los anticuerpos marcados. En un ensayo de prueba, una
reduccion significativa en la reactividad del anticuerpo marcado en presencia de un anticuerpo de prueba es
indicativa de un anticuerpo de prueba que reconoce sustancialmente el mismo epitope, es decir, uno que “reacciona
de forma cruzada” o compite con el anticuerpo marcado (31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3). Cualquier anticuerpo
de prueba que reduce la uniéon de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 a antigenos de TLR3 al menos
aproximadamente el 50 %, tal como al menos aproximadamente el 60 %, o mas preferentemente al menos
aproximadamente el 80 % o el 90 % (por ejemplo, aproximadamente 65-100 %), a cualquier relacion de anticuerpo
31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3:de prueba entre aproximadamente 1:10 y aproximadamente 1:100 se considera
gue es un anticuerpo que se une a sustancialmente el mismo epitope o determinante que 31C3, 29H3, 23C8, 28F11
0 34A3. Preferentemente, tal anticuerpo de prueba reducira la union de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 al
antigeno de TLR3 al menos aproximadamente el 90 % (por ejemplo, aproximadamente el 95 %).

La competicion también puede evaluarse, por ejemplo, por una prueba de citometria de flujo. En una prueba tal, las
células que llevan un polipéptido TLR3 dado pueden incubarse primero con 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, por
ejemplo, y a continuacion con el anticuerpo de prueba marcado con un fluorocromo o biotina. Se dice que el
anticuerpo compite con 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 si la unién obtenida tras la preincubacién con una
cantidad saturante de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 es aproximadamente el 80 %, preferentemente
aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 40 % o menos (por ejemplo, aproximadamente el 30 %, 20 % o el
10 %) de la union (como se mide por la media de la fluorescencia) obtenida por el anticuerpo sin preincubacion con
31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. Alternativamente, se dice que un anticuerpo compite con 31C3, 29H3, 23CS8,
28F11 o 34A3 si la unién obtenida con un anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 marcado (por un
fluorocromo o biotina) sobre células preincubadas con una cantidad de saturacién de anticuerpo de prueba es
aproximadamente el 80 %, preferentemente aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 40 %, o menos (por
ejemplo, aproximadamente el 30 %, 20 % o 10 %) de la unidn obtenida sin preincubacion con el anticuerpo de
prueba.

También puede emplearse un simple ensayo de competicién en el que un anticuerpo de prueba se pre-adsorbe y se
aplica a la concentracion de saturacion a una superficie sobre la que un antigeno de TLR3 se inmoviliza. La
superficie en el simple ensayo de competicién es preferentemente un chip de BIACORE (u otro medio adecuado
para analisis de resonancia de plasmones superficiales). El anticuerpo de control (por ejemplo, 31C3, 29H3, 23C8,
28F11 o 34A3) se pone entonces en contacto con la superficie a una concentracion de saturacion de TLR3 y se
mide la unién de TLR3 y de la superficie del anticuerpo control. Esta union del anticuerpo de control se compara con
la unién del anticuerpo de control a la superficie que contiene TLR3 en ausencia del anticuerpo de prueba. En un
ensayo de prueba, una reduccién significativa en la union de la superficie que contiene TLR3 por el anticuerpo de
control en presencia de un anticuerpo de prueba indica que el anticuerpo de prueba reconoce sustancialmente el
mismo epitope que el anticuerpo de control de forma que el anticuerpo de prueba “reacciona de forma cruzada” con
el anticuerpo de control. Cualquier anticuerpo de prueba que reduzca la unién del anticuerpo de control (tal como
31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3) a un antigeno de TLR3 al menos aproximadamente el 30 % o mas,
preferentemente aproximadamente el 40 %, puede considerarse que es un anticuerpo que se une a sustancialmente
el mismo epitope o determinante que un control (por ejemplo, 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3). Preferentemente,
un anticuerpo de prueba tal reducira la unién del anticuerpo de control (por ejemplo, 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o
34A3) al antigeno de TLR3 al menos aproximadamente el 50 % (por ejemplo, al menos aproximadamente el 60 %, al
menos aproximadamente el 70 %, o0 mas). Se apreciara que puede invertirse el orden de los anticuerpos de control y
de prueba: es decir, el anticuerpo de control puede unirse primero a la superficie y el anticuerpo de prueba se pone
en contacto con la superficie a partir de aqui en un ensayo de competicion. Preferentemente, el anticuerpo que tiene
mayor afinidad por el antigeno de TLR3 se une primero a la superficie, ya que cabria esperar que la disminucién en
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la unién observada para el segundo anticuerpo (suponiendo que los anticuerpos estan reaccionando de forma
cruzada) sea de mayor magnitud. Otros ejemplos de tales ensayos se proporcionan en, por ejemplo, Saunal (1995)
J. Immunol. Methods 183: 33-41.

La determinaciéon de si un anticuerpo se une dentro de una regién de epitope puede llevarse a cabo de formas
conocidas para el experto en la materia. Como un ejemplo de tales métodos de mapeo/caracterizacion, una regién
de epitope para un anticuerpo anti-TLR3 puede determinarse por “huella” de epitope usando modificaciéon quimica
de las aminas/carboxilos expuestos en la proteina TLR3. Un ejemplo especifico de una técnica de huella tal es el
uso de HXEM (intercambio de hidrégeno-deuterio detectado por espectrometria de masas) en el que se produce un
intercambio de hidrégeno/deuterio de protones de amida de la proteina de receptor y ligando, y retro-intercambio, en
el que los grupos de esqueleto amida que participan en la unién de proteina se protegen del retro-intercambio y, por
tanto, seguirdn deuterados. Pueden identificarse regiones relevantes en este momento por protedlisis péptica,
separacion por cromatografia de liquidos de alto rendimiento rapida en Microbore y/o espectrometria de masas de
ionizacion por electropulverizacion. Véase, por ejemplo, Ehring H, Analytical Biochemistry, Vol. 267 (2) pp. 252-259
(1999) Engen, J. R. y Smith, D. L. (2001) Anal. Chem. 73, 256A-265A. Otro ejemplo de una técnica de identificacion
de epitopes adecuada es el mapeo de epitopes por resonancia magnética nuclear (RMN), en la que normalmente se
comparan la posicion de las sefiales en espectros de RMN dimensional del antigeno libre y el antigeno complejado
con el péptido de union al antigeno, tal como un anticuerpo. El antigeno normalmente se marca selectivamente
isotépicamente con N de manera que solo sefales correspondientes al antigeno y no sefiales del péptido de union
al antigeno se observan en el espectro de RMN. Las sefales de antigeno que se originan de aminoacidos que
participan en la interaccion con el péptido de union al antigeno normalmente desplazaran la posicién en el espectro
del complejo en comparacion con el espectro del antigeno libre, y los aminoacidos que participan en la unién pueden
identificarse de esa forma. Véanse, por ejemplo, Ernst Schering Res Found Workshop. 2004; (44): 149-67; Huang et
Journal of Molecular Biology, Vol. 281 (1) pp. 61-67 (1998); y Saito y Patterson, Methods. 1996 Jun; 9 (3): 516-24.

También puede realizarse mapeo/caracterizacion de epitopes usando métodos de espectrometria de masas. Véase,
por ejemplo, Downward, J Mass Spectrom. 2000 Apr; 35 (4): 493-503 y Kiselar y Downard, Anal Chem. 1999 May 1;
71 (9): 1792-801. También pueden ser Utiles técnicas de digestiébn con proteasa en el contexto del mapeo e
identificacion de epitopes. Pueden determinarse regiones/secuencias relevantes de determinante antigénico por
digestion con proteasa, por ejemplo, usando tripsina en una relacion de aproximadamente 1:50 para TLR3 o
digestion durante la noche a pH 7-8, seguido de andlisis de espectrometria de masas (EM) para la identificacion de
péptidos. Los péptidos protegidos de la escision por tripsina por el agente de uniéon anti-TLR3 pueden
posteriormente identificarse por comparacién de muestras sometidas a digestion por tripsina e incubarse las
muestras con anticuerpo y luego someterse a digestion por, por ejemplo, tripsina (revelando asi una huella para el
agente de unioén). Otras enzimas como quimotripsina, pepsina, etc., también pueden usarse o pueden usarse
alternativamente en métodos de caracterizacion de epitopes similares. Ademas, la digestiébn enzimatica puede
proporcionar un método rapido para analizar si una posible secuencia de determinante antigénico esta dentro de una
region del polipéptido TLR3 que no esta expuesto en la superficie y, por consiguiente, lo mas probablemente no
relevante en términos de inmunogenicidad/antigenicidad. Véase, por ejemplo, Manca, Ann Ist Super Sanita. 1991;
27: 15-9 para una discusion de técnicas similares.

La mutagénesis dirigida al sitio es otra técnica (til para la elucidacién de un epitope de unién. Por ejemplo, en
“barrido por alanina”, cada residuo dentro de un segmento de proteina se sustituye con un residuo de alanina, y se
miden las consecuencias para la afinidad de unién. Si la mutacidon conduce a una reduccién significativa en la
afinidad de unién, lo mas probable es que participe en la unién. Pueden usarse anticuerpos monoclonales
especificos para epitopes estructurales (es decir, anticuerpos que no se unen a la proteina sin plegar) para verificar
gue la sustitucién por alanina no influye en el plegamiento global de la proteina. Véase, por ejemplo, Clackson y
Wells, Science 1995; 267:383-386; y Wells, Proc Natl Acad Sci USA 1996; 93:1-6.

También puede usarse microscopia electrénica para la “huella” de epitope. Por ejemplo, Wang et al., Nature 1992;
355:275-278 usaron la aplicacion coordinada de microscopia crioelectrénica, reconstruccion de imagenes
tridimensionales y cristalografia de rayos X para determinar la huella fisica de un fragmento Fab sobre la superficie
de la capside del virus del mosaico del frijol nativo.

Otras formas de ensayo ‘libre de marca” para la evaluacion de epitopes incluyen resonancia de plasmones
superficiales (SPR, BIACORE) y espectroscopia de interferencia reflectométrica (RifS). Véase, por ejemplo,
Fagerstam et al., Journal of Molecular Recognition 1990;3:208-14; Nice et al., J. Chromatogr. 1993; 646:159-168;
Leipert et al., Angew. Chem. Int. Ed. 1998; 37:3308-3311; Kroger et al., Biosensors and Bioelectronics 2002; 17:937-
944.

Debe también observarse que un anticuerpo que se une al mismo o sustancialmente al mismo epitope que un
anticuerpo de la divulgacion puede identificarse en uno o mas de los ensayos de competicion a modo de ejemplo
descritos en el presente documento.

Una vez se identifican anticuerpos que pueden unirse a TLR3 y/o que tienen otras propiedades deseadas, también

se evaluaran normalmente, usando métodos convencionales que incluyen aquellos descritos en el presente
documento, para su capacidad para unirse a otros polipéptidos, que incluyen polipéptidos sin relacionar y otros
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miembros de la familia de TLR (por ejemplo, TLR1, 2, 0 4-10 humanos). Idealmente, los anticuerpos solo se unen
con afinidad sustancial a TLR3, por ejemplo, TLR3 humano, y no se unen a un nivel significativo a polipéptidos sin
relacionar o a otros miembros de la familia de TLR (por ejemplo, TLR2 o TLR4; la secuencia de aminoéacidos del
precursor humano TLR4 que incluye un péptido sefial en los residuos de aminoacidos 1-23 se encuentra en el
namero de acceso de NCBI NP_612564). Sin embargo, se apreciarda que, en tanto que la afinidad por TLR3 es
sustancialmente mayor (por ejemplo, 5x, 10x, 50x, 100x, 500x, 1000x, 10.000x, 0 mas) que por otros miembros de la
familia de TLR (u otros polipéptidos sin relacionar), entonces los anticuerpos son adecuados para su uso en los
presentes métodos.

La unién de los anticuerpos a células que expresan TLR3 también puede evaluarse en primates no humanos, por
ejemplo, monos cinomolgos, u otros mamiferos tales como ratones. Por tanto, la divulgacién proporciona un
anticuerpo, ademas de fragmentos y derivados de los mismos, en el que dicho anticuerpo, fragmento o derivado se
une especificamente a TLR3, y que ademas se une a TLR3 de primates no humanos, por ejemplo, monos
cinomolgos. Opcionalmente, la captacion o localizacion celular, opcionalmente la localizacion en un compartimento
subcelular tal como la via endocitica, se evalla con el fin de seleccionar un anticuerpo que sea facilmente captado
en la célula y/o en el compartimento celular en el que se expresa TLR3. La captacion o localizaciéon celular
generalmente se medira en las células en las que se busca el anticuerpo o se cree que ejerce su actividad, tal como
en CD. La captaciéon o localizacion celular puede evaluarse por métodos convencionales, tales como por tincién
confocal usando un anticuerpo marcado con un resto detectable (por ejemplo, un resto fluorescente).

Tras la inmunizacién y produccion de anticuerpos en un vertebrado o célula, pueden realizarse etapas de seleccion
particulares para aislar anticuerpos segun se reivindica. A este respecto, en un aspecto especifico, la divulgacion
también se refiere a métodos de produccién de tales anticuerpos, que comprenden: (a) inmunizar un mamifero no
humano con un inmunogén que comprende un polipéptido TLR3; y (b) preparar anticuerpos a partir de dicho animal
inmunizado; y (c) seleccionar anticuerpos de la etapa (b) que pueden unirse a TLR3. Los anticuerpos pueden
probarse para unirse a TLR3 en condiciones acidas correspondientes a aquellas en compartimentos citosdlicos (por
ejemplo, los compartimentos endosémicos), tal como a un pH de entre aproximadamente 5,5y 6,5.

Puede determinarse la afinidad de unién bivalente por anticuerpos para TLR3 humano en condiciones acidas. Los
anticuerpos pueden caracterizarse, por ejemplo, por una Kp media de no superior a aproximadamente (es decir,
mejor afinidad que) 100, 60, 10, 5 o 1 nanomolar, preferentemente sub-nanomolar u opcionalmente no superior a
aproximadamente 300, 200, 100 o 10 picomolar. Kp puede determinarse por ejemplo, por ejemplo, inmovilizando las
proteinas TLR3 humanas recombinantemente producidas sobre una superficie de chip, seguido de la aplicacion del
anticuerpo que va a probarse en disolucion, por ejemplo, como se muestra en los presentes ejemplos. Para
seleccionar anticuerpos que retienen unién similar a la unién bajo condiciones &cidas y neutras, puede buscarse
minimizar la diferencia observada entre la unién a pH neutro (por ejemplo, 7,2) y pH acido (por ejemplo, a pH en el
intervalo de 4,5-6-5), por ejemplo, si la afinidad de unién a pH acido no es sustancialmente menor, por ejemplo, si la
Kp para unirse a TLR3 disminuye no mas de 0,2-, 0,3-, 0,5-, 1,0- 0 1,5- logio, que aquella observada a pH no acido.
En un aspecto, el método comprende ademas una etapa (d), seleccionar anticuerpos de (b) que pueden competir
para unirse a TLR3 con el anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o0 34A3.

En un aspecto de la divulgacion, los anticuerpos preparados segun los presentes métodos son anticuerpos
monoclonales. En otro aspecto, el animal no humano usado para producir los anticuerpos segun los métodos de la
divulgacion es un mamifero, tal como un roedor, bovino, porcino, ave de corral, caballo, conejo, cabra u oveja. Los
anticuerpos de la presente divulgacion engloban 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. Sin embargo, se apreciara que
pueden obtenerse otros anticuerpos usando los métodos descritos en el presente documento, y asi los anticuerpos
de la divulgacion pueden ser anticuerpos distintos de 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3. Adicionalmente, los
anticuerpos de la divulgacion pueden opcionalmente especificarse por ser anticuerpos distintos de cualquiera de los
anticuerpos TLR3.7 (eBioScience Inc., San Diego), anticuerpo C1068 del documento WO 06/060513, anticuerpo
C1130 del documento WO 2007/051164, cualquiera de los anticuerpos desvelados en el documento
W02010/051470, por ejemplo, los anticuerpos 1-19 y F17-F19, anticuerpo 40C1285 (Abcam), o anticuerpos 619F7,
713E4, 716G10, IMG-5631, IMG-315 o IMG-5348 (todos de Imgenex. Corp.) o derivados de los anteriores, por
ejemplo, que comprenden la regidn de unién al antigeno por completo o en parte.

Segun un aspecto alternativo, el ADN que codifica un anticuerpo que se une al epitope presente sobre polipéptidos
TLR3 se aisla del hibridoma de la presente divulgacion y se coloca en un vector de expresion apropiado para la
transfeccién en un huésped apropiado. Entonces se usa el huésped para la produccién recombinante del anticuerpo,
o variantes del mismo, tal como una versién humanizada de ese anticuerpo monoclonal, fragmentos activos del
anticuerpo, anticuerpos quiméricos que comprenden la porcidon de reconocimiento del antigeno del anticuerpo, o
versiones que comprenden un resto detectable.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la divulgacién, por ejemplo, anticuerpo 31C3, 29H3, 23CS8,
28F11 o 34A3, puede aislarse y secuenciarse facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo,
usando sondas de oligonucleétidos que pueden unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas
y ligeras de anticuerpos murinos). Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores de expresion, que entonces
se transfectan en células huésped tales como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster
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chino (CHO) o células de mieloma que de otro modo no producen proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis
de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Como se describe en cualquier parte en la
presente memoria descriptiva, tales secuencias de ADN pueden modificarse para cualquiera de un gran nimero de
fines, por ejemplo, para humanizar anticuerpos, producir fragmentos o derivados, o para modificar la secuencia del
anticuerpo, por ejemplo, en el sitio de union al antigeno con el fin de optimizar la especificidad de unién del
anticuerpo.

La expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo es muy conocida en la técnica (véase,
por ejemplo, Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5, pp. 256 (1993); y Pluckthun, Immunol. 130, p. 151 (1992).

Evaluacion de la capacidad de anticuerpos para modular la sefializacion de TLR3

En ciertos aspectos, los anticuerpos de la presente divulgacion pueden modular, por ejemplo, inhibir la sefializacion
por, polipéptidos TLR3, y, por consiguiente, modular la actividad o comportamiento de células que expresan TLR3.
Por ejemplo, los anticuerpos pueden inhibir la activacion de células que expresan TLR3, por ejemplo, pueden inhibir
la via de sefalizacion de TLR3, opcionalmente sin bloquear la unién a TLR3 de ligandos naturales o endégenos
tales como ARNbc; opcionalmente pueden bloquear la capacidad de proteina TLR3 para formar homodimeros en
presencia de un ligando de TLR3, bloqueando asi la iniciacion de una cascada de sefializacion. Asi, estos
anticuerpos se denominan anticuerpos “neutralizantes” o “inhibidores” o “bloqueantes”. Tales anticuerpos son (tiles,
entre otras cosas, para disminuir la actividad de células inmunitarias que expresan TLR3, por ejemplo, para el
tratamiento o prevencion de condiciones que implican el exceso de actividad o nimero de células que expresan
TLR3, o si la disminuciéon de la actividad de células que expresan TLR3 puede recuperar, prevenir, eliminar o
mejorar de alguna forma la afeccion o cualquier sintoma de la misma.

Puede usarse una variedad de ensayos celulares para evaluar la capacidad de los anticuerpos para modular la
sefializacion de TLR3. Puede usarse cualquiera de un gran niumero de ensayos, que incluyen modelos moleculares,
basados en células y basados en animales para evaluar la capacidad de anticuerpos anti-TLR3 para modular la
actividad de células que expresan TLR3. Por ejemplo, pueden usarse ensayos basados en células en los que las
células que expresan TLR3 se exponen a ARNbc, ARNbc viral, polilC o poli AU, u otro ligando de TLR3 y se evalla
la capacidad del anticuerpo para romper la unién del ligando o la estimulacion del receptor (como se ha
determinado, por ejemplo, examinando cualquiera de las actividades de células de TLR3 tratadas en el presente
documento, tal como expresion de interferon, actividad de NF-kB, activacion celular de NK, etc.). El ligando de TLR3
usado en los ensayos puede estar en cualquier forma, que incluye, pero no se limita a, como una composicion de
ligando purificada, en una mezcla con ligandos no de TLR3, en una composicion que se produce naturalmente, en
una célula o sobre la superficie de una célula, o secretada por una célula (por ejemplo, se usa en el ensayo una
célula que produce ligando), en disolucion o sobre un soporte sélido.

La actividad de células que expresan TLR3 también puede evaluarse en ausencia de un ligando, exponiendo las
células al propio anticuerpo y evaluando su efecto sobre cualquier aspecto de la actividad o comportamiento de las
células. En tales ensayos se obtiene un nivel de actividad de referencia (por ejemplo, produccién de citocinas,
proliferacién, véase mas adelante) de las células que expresan TLR3 en ausencia de un ligando, y se detecta la
capacidad del anticuerpo o compuesto para alterar el nivel de actividad de referencia. En un aspecto tal, se usa un
enfoque de cribado de alto rendimiento para identificar compuestos que pueden afectar la activacion del receptor.

Puede usarse cualquier cambio fisiolégico adecuado que refleje la actividad de TLR3 para evaluar los anticuerpos de
prueba o derivados de anticuerpo. Por ejemplo, puede medirse una variedad de efectos, tales como cambios en la
expresion génica (por ejemplo, genes que responden a NF-kB), secrecion de proteina (por ejemplo, interferén),
crecimiento celular, proliferacion celular, pH, segundos mensajeros intracelulares, por ejemplo, Ca2+, IP3, GMPc o
AMPc, o actividad tal como la capacidad para activar células NK. En un aspecto, la actividad del receptor se evalta
detectando la produccién de citocinas, por ejemplo, citocinas sensibles a TLR3, citocinas proinflamatorias.

La modulacion de TLR3 puede evaluarse usando cualquiera de varios posibles sistemas de lectura, principalmente
basados en una via de transduccion de sefales de TLR/IL-1R, que implica, por ejemplo, la via de transduccion de
sefiales independiente de MyD88/dependiente de TRIF, que implica, por ejemplo, IRF3, IRF7, IKKe y/o TBK1 (Akira
y Takeda (2004) Nature Review Immunol. 4:499-511). Estas vias activan cinasas que incluyen el complejo de KB-
cinasa. La activacion de TLR3 puede evaluarse examinando cualquier aspecto de la sefializacion de TLR. Por
ejemplo, la activacion de la sefializacion de TLR desencadena alteraciones en asociaciones proteina-proteina (por
ejemplo, TRIF con TBK y/o IKKg), en la localizacion intracelular de proteinas (tal como el movimiento de NK-kB en el
ndcleo) y en la expresiéon génica (por ejemplo, en la expresién de genes sensibles a NK-kB) y produccion de
citocinas (por ejemplo, produccion y secrecion de IFN-gamma, IL-6, IP10, MCP-1). Cualquiera de tal alteracién
puede detectarse y usarse para detectar la activacion de TLR3. En un aspecto, la estimulacion de TLR3 se detecta
recogiendo sobrenadantes después de 18-20 h de cultivo y midiendo los niveles de IFN-gamma, IL-6, IP-10 y/o
MCP-1 por ELISA de sandwich. En otro aspecto, la estimulacion de TLR3 se detecta recogiendo sobrenadantes
después de 18-20 h de cultivo y midiendo niveles de IFN-gamma, IL-6, IP-10 y/o MCP-1 por ELISA de sandwich.
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En un aspecto se usan células que naturalmente expresan TLR3, tales como CD (por ejemplo, CD mieloides o CD
derivadas de monocitos). En otro aspecto, se usan células que contienen una construccion indicadora que produce
la expresion de un producto génico detectable tras la estimulacion de TLR3 y posterior activacion de la via de
transduccion de sefiales. Genes indicadores y construcciones de genes indicadores particularmente Utiles para los
ensayos incluyen, por ejemplo, un gen indicador operativamente ligado a un promotor sensible a NF-kB o a
sefializacion mediada por, particularmente TRIF, IRF3, IRF7, IKKe, TBK1. Ejemplos de tales promotores incluyen, sin
limitacion, aquellos para IL-lalfa, IL-6, IL-8, IL-12 p40, IP-10, CD80, CD86 y TNF-alfa. El gen indicador
operativamente ligado al promotor sensible a TLR puede incluir, sin limitacién, una enzima (por ejemplo, luciferasa,
fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), etc.), un marcador de bioluminiscencia
(por ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.491.084), proteina azul
fluorescente (BFP, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 6.486.382), etc.), una molécula expresada en la superficie
(por ejemplo, CD25, CD80, CD86) y una molécula secretada (por ejemplo, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 p40, TNF-alfa).
Véanse, por ejemplo, Hcker H et al. (1999) EMBO J. 18:6973-82; Murphy TL et al. (1995) Mol Cell Biol 15:5258-67.
Estan comercialmente disponibles plasmidos indicadores adecuados para su uso (InvivoGen, San Diego, CA). En un
aspecto, el ensayo incluye determinar, en una célula huésped hecha para expresar un polipéptido TLR3 humano, si
una composicién de prueba induce la expresion de luciferasa (u otro indicador) bajo el control de un promotor
sensible a la sefializacién de TLR3 (por ejemplo, ISRE, elemento de respuesta estimulada por IFN).

En ensayos que se basan en la lectura de actividad enzimatica, el sustrato puede suministrarse como parte del
ensayo, y la deteccién puede implicar la medicién de quimioluminiscencia, fluorescencia, desarrollo de color,
incorporacion de marca radiactiva, resistencia a farmaco, densidad optica, u otro marcador de actividad enzimatica.
Para ensayos que se basan en la expresion superficial de una molécula, la deteccion puede llevarse a cabo usando
andlisis de citometria de flujo (FACS) o ensayos funcionales. Pueden ensayarse moléculas secretadas usando
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) o bioensayos. Muchos de estos y otros sistemas de lectura adecuados
son muy conocidos en la técnica y estan comercialmente disponibles. Preferentemente, el sistema indicador, sea
cual sea el que se use, es cuantificable.

En otro aspecto, el efecto de los anticuerpos sobre células que expresan TLR3 se evalla en primates no humanos in
vivo. Por ejemplo, una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-TLR3 de la presente divulgacion
se administra a un primate no humano que estad tanto sano como afectado por una afeccion, por ejemplo, una
enfermedad autoinmunitaria o inflamacioén y se evalla el efecto de la administracion sobre, por ejemplo, el nimero o
actividad de células que expresan TLR3 en el primate, la presencia y/o niveles de citocinas, o sobre la progresion de
la afeccién. Cualquier anticuerpo o derivado de anticuerpo o fragmento que afecte un cambio detectable en
cualquiera de estos parametros relacionados con TLR3 es un candidato para su uso en los métodos descritos en el
presente documento.

En cualquiera de los ensayos descritos en el presente documento, un aumento o disminucién del 5 %, 10 %, 20 %,
preferentemente 30 %, 40 %, 50 %, lo mas preferentemente 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, o mayor, en cualquier
medida detectable de la actividad estimulada por TLR3 en las células indica que el anticuerpo de prueba es
adecuado para su uso en los presentes métodos.

Cuando se evaluan anticuerpos anti-TLR3 inhibidores, los anticuerpos pueden seleccionarse ventajosamente para
modificar cualquier parametro asociado a inflamacién o autoinmunidad. Por ejemplo, pueden seleccionarse
anticuerpos para reducir la activacion, particularmente produccion de citocinas pro-inflamatorias, en células. Las
células pueden ser, por ejemplo, células obtenidas de un individuo que padece un trastorno inflamatorio o
autoinmunitario.

Secuencias de CDR de anticuerpos

En un aspecto de la divulgacion, un anticuerpo puede comprender una cadena pesada y/o ligera que tiene
secuencias de CDR1, 2 y/o 3 segun la férmula respectiva seleccionada de las férmulas (I) a (XX). En cualquier
aspecto en el presente documento, puede especificarse que una HCDR1-3 o LCDR-1-3 particular tiene una
secuencia de formulas (I) a (XX). En un aspecto preferido, el anticuerpo comprende una cadena ligera que
comprende las tres LCDR y una cadena pesada que comprende las tres HCDR. Opcionalmente, se proporciona un
anticuerpo en el que cualquiera de las regiones variables de la cadena ligera y/o pesada esta fusionada con una
region constante de inmunoglobulina del tipo IgG, opcionalmente una region constante humana, opcionalmente un
isotipo 1gG1 o IgG4.

En un aspecto, LCDR1 es de formula (1):
R-A-S-E-N-I-Y-S-Xaai-L-A (I) (SEC ID N°: 61)
en la que Xaa; puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciébn o insercion,

preferentemente, en la que Xaa; puede ser Ser, Tyr o Asn.
En un aspecto, LCDR2 es de formula (II):
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Xaaz-A-K-T-L-A-E (1) (SEC ID N°: 62)
en la que Xaa, puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciébn o insercion,
preferentemente, en la que Xaa, puede ser Ash o Tyr.
En un aspecto, LCDR3 es de formula (ll1):

Q-H-H-Y-G-T-P-Xaas-T (Ill) (SEC ID N°: 63)

en la que Xaas puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una delecion o insercion,
preferentemente, en la que Xaas puede ser Tyr, Phe, Pro.

En un aspecto, LCDR1 es de formula (IV):

Xaas-A-S-Xaas-Xaas-Xaar-Xaag-Xaag-Xaaio-Xaasi-Xaas2 (1V) (SEC ID N°: 64)
en la que Xaas a Xaai» puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una delecién o insercion,
preferentemente, en la que Xaas puede ser Arg, Ser o Lys, y/o Xaas puede ser Glu, Ser o GIn, y/o Xaas puede ser
Asn o Ser, y/o Xaay puede ser lle o Val, y/o Xaag puede ser una delecion, Tyr o Arg, y/o Xaag puede ser Ser o Thr,
y/o Xaaio puede ser Tyr, Asn o Ser, y/o Xaai; puede ser Leu, Met o Val, y/o Xaai» puede ser Ala o Phe.
En un aspecto, LCDR1 es de formula (V):

Xaaiz-Xaajs-Xaas-Xaae-L-A-Xaai7 (V) (SEC ID N°: 65)
en la que Xaa;3 a Xaaiy puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaais puede ser Leu , Asn o Tyr, y/o Xaai4 puede ser Ala o Thr, y/o Xaais puede ser Lys
o Ser, y/o Xaais puede ser Asn o Thr, y/o Xaai7 puede ser Glu o Ser.
En un aspecto, LCDR2 es de formula (VI):

Xaaig-A-Xaaig-Xaaze-Xaayi-Xaaze-Xaazs (V1) (SEC ID N°: 66)
en la que Xaajg a Xaays puede ser una sustitucion conservativa o0 no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaais puede ser Tyr, Asn o Leu, y/o Xaaios puede ser Ser o Lys, y/o Xaazo puede ser Asn
o Thr, y/o Xaaz1 puede ser Leu o Arg, y/o Xaaz> puede ser Ala o His, y/o Xaazz puede ser Thr o Glu.
En un aspecto, LCDR2 es de formula (VII):

L-Xaaps-S-N-Xaazs-Xaazs-Xaayr (V1) (SEC ID N°: 67)
en la que Xaazs a Xaay7 puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaazs puede ser Thr o Ala, y/o Xaazs puede ser Leu 0 Arg, y/o Xaazs puede ser Ala o His,
y/o Xaay7 puede ser Ser o Thr.
En un aspecto, LCDR3 es de formula (VII1):

Q-Xaags-Xaazg-Xaazo-G-Xaas1-P-Xaaz-T (VIII) (SEC ID N°: 68)
en la que Xaazs a Xaas, puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una delecion o insercién,
preferentemente, en la que Xaazs puede ser His 0 GIn, y/o Xaazg puede ser His o Trp, y/o Xaaso puede ser Tyr o Thr,
ylo Xaasz; puede ser Thr o Asn, y/o Xaas; puede ser Tyr, Phe o Pro.
En un aspecto, LCDR3 es de formula (IX):

Xaags-Xaazs-H-Xaass-Xaazs-Xaasz-P-Xaazs-T (IX) (SEC ID N°: 69)
en la que Xaass a Xaass puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una delecion o insercién,
preferentemente, en la que Xaass; puede ser GIn o Leu, y/o Xaazs puede ser His o GIn, y/o Xaass puede ser Trp o
Tyr, ylo Xaass puede ser Asn o Gly, y/o Xaasz; puede ser Tyr o Thr, y/o Xaass puede ser Tyr, Phe o Pro.
En un aspecto, LCDR3 es de formula (X):

Xaazg-Q-Xaau-Xaas-Xaasp-Xaass-P-Xaass-T (X) (SEC ID N°: 70)
en la que Xaas a Xaass puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercién,

preferentemente, en la que Xaass puede ser GIn o Leu, y/o Xaas puede ser Trp o His, y/o Xaas: puede ser Thr o
Trp, y/o Xaas, puede ser Gly o Asn, y/o Xaass puede ser Asn o Tyr, y/o Xaass puede ser Pro o Tyr.
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En un aspecto, HCDRL1 es de férmula (XI):
G-Y-S-F-T-G-Y-Xaass-Xaaus-H (XI) (SEC ID N°: 71)
en la que Xaass a Xaass puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercion,
preferentemente, en la que Xaass puede ser Phe o Tyr, y/o Xaass puede ser Met o lle.
En un aspecto, HCDR1 es de formula (XII):
G-Y-S-F-T-Xaas7-Y-Xaass-M-H (XIl) (SEC ID N°: 72)

en la que Xaas; a Xaass puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercion,
preferentemente, en la que Xaas7 puede ser Gly o Ala, y/o Xaass puede ser Phe o Tyr.

En un aspecto, HCDR1 es de férmula (XIII):
G-Y-S-F-T-Xaase-Y-Y-Xaaso-H (XIIl) (SEC ID N°: 73)

en la que Xaass a Xaasp puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaasg puede ser Gly o Ala, y/o Xaaso puede ser He o Met.

En un aspecto, HCDR1 es de férmula (XIV):

G-Y-Xaas:-F-T-Xaasy-Y-Xaass-Xaass-Xaass (X|V) (SEC ID Ne°: 74)
en la que Xaas; a Xaass puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaas: puede ser Val o Ser, y/o Xaas; puede ser Thr, Gly o Ala, y/o Xaass puede ser Ser,
Tyr o Phe, y/o Xaass puede ser lle 0 Met, y/o Xaass puede ser Tyr o His.
En un aspecto, HCDR1 es de férmula (XV):

G-Y-S-Xaase-T-Xaas7-G-Y-Xaasg-Xaasg-H (XV) (SEC ID No: 75)
en la que Xaass a Xaasg puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaass puede ser lle 0 Phe, y/o Xaas7 puede ser una delecién o Ser, y/o Xaass puede ser
Ser, Tyr 0 Phe, y/o Xaasg puede ser Trp, lle o Met.
En un aspecto, HCDR1 es de férmula (XVI):

G-Y-Xaago-Xaaes1-T-Xaaesz-Xaaess-Y-S-Xaass-Xades (XV|) (SEC ID Ne: 76)
en la que Xaasp a Xaass puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaago puede ser Val o Ser y/o Xaas: puede ser Phe o He y/o Xaas, puede ser Thr o Ser
y/o Xaaes puede ser delecion o Gly y/o Xaass puede ser lle o Trp y/o Xaaes puede ser Tyr o His.
En un aspecto, HCDR2 es de férmula (XVII):

R-I-N-P-Y-Xaags-G-A-T-S-Xaaer-N-Xaaes-N-F-K-D (XVII) (SEC ID N°: 77)
en la que Xaass a Xaasg puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una delecion o insercién,
preferentemente, en la que Xaaess puede ser Asn o Tyr y/o Xaas7 puede ser delecién o Tyr y/o Xaass puede ser Arg o
Gin.
En un aspecto, HCDR2 es de férmula (XVIII):

R-I-N-P-Y-Xaags-G-A-T-S-Y-N-Q-N-F-K-D (XVIII) (SEC ID N°: 78)

en la que Xaass puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una delecion o insercion,
preferentemente, en la que en la que Xaags puede ser Asn o Tyr

En un aspecto, HCDR2 es de férmula (XIX):
R-I-N-P-Y-N-G-A-T-S-Y-N- Xaaes-N-F-K-D (XIX) (SEC ID N°: 79)

en la que Xaass puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una delecion o insercién,
preferentemente, en la que en la que Xaagss puede ser Arg o GIn.
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En un aspecto, HCDR2 es de formula (XX):

Y-I-Xaase-Xaaro-Y-Xaari-G-Xaar-T-Xaars-Y-N-Xaazs-Xaars-Xaars-Xaarr-Xaars (XX) (SEC ID N°: 80)
en la que Xaasy a Xaazs puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaagss puede ser Asp o His y/o Xaaz puede ser una delecién o Pro y/o Xaaz: puede ser
Ser o0 Asn y/o Xaar, puede ser lle o Asp y/o Xaars puede ser Ser o Asn y/o Xaazs puede ser GIn o Pro y/o Xaars
puede ser Lys o Ser y/o Xaazs puede ser Phe o Leu y/o Xaa7; puede ser Lys o Arg y/o Xaazs puede ser Gly o Ser.

En un aspecto, HCDR2 es de formula (XXI):
Xaare-l-Xaago-Xaagi-Y-Xaagy-G-Xaass-T-Xaags-Xaags-N-Xaags-Xaagr-Xaags-Xaage-Xaage (XXI) (SEC ID Ne°: 81)

en la que Xaarg a Xaagy puede ser una sustitucion conservativa o no conservativa o una deleciéon o insercion,
preferentemente, en la que Xaary puede ser Arg o Tyr y/o Xaago puede ser Asn, Asp o His y/o Xaas: puede ser una
delecién o Pro y/o Xaas. puede ser Tyr, Asn 0 Ser y/o Xaags puede ser lle, Asp o Ala y/o Xaags puede ser Ser o Asn
y/o Xaags puede ser una delecién o Tyr y/o Xaags puede ser Pro, Arg o GIn y/o Xaagr puede ser Ser, Lys o Asn y/o
Xaags puede ser Phe o Leu y/o Xaagg puede ser Lys 0 Arg y/o Xaago puede ser Asp o Gly.

En un aspecto, HCDR3 es de férmula (XXII):
Xaagi-Xaagy-G-Xaags-Xaags-Y-Xaags-F-D-Y (XXII) (SEC ID N°: 82)
en la que Xaag; a Xaags puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercién,
preferentemente, en la que Xaag; puede ser Asp o Ser, y/o Xaag, puede ser Asp o Gly, y/o Xaags puede ser Gly o
Asn, y/o Xaags puede ser Asn o Thr, y/o Xaags puede ser Pro o una delecién.
En un aspecto, HCDR3 es de formula (XXIII):
Xaage-Xaag7-Xaagg-Xaage-Xaaigo-Y-Xaaioi-Xaao2-D-Y (XX|||) (SEC ID N°: 83)
en la que Xaags a Xaaigz puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una delecion o insercion,
preferentemente, en la que Xaags puede ser S o D, y/o Xaagr puede ser G, T D, y/o Xaags puede ser G, K o una
delecién, y/o Xaagg puede ser G, L, N o una delecion, y/o Xaaigo puede ser Y, T, G, N, y/o Xaaio; puede ser P, G o
una delecion, y/o Xaaio2 puede ser M, Fo L.
En un aspecto, HCDR3 es de férmula (XXIV):
Xaaigz-Xaaios-Xaaios-Xaaigs-Xaagr-Xaaiog-Xaage-F-D-Y (XX|V) (SEC ID Ne°: 84)
en la que Xaajoz a Xaaioe puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercion,
preferentemente, en la que Xaaios puede ser Asp, Ser, Glu, y/o Xaaios puede ser Asp o Gly, y/o Xaaios puede ser
Gly o Asn, y/o Xaais puede ser Asn, Tyr o Gly, y/o Xaaio7 puede ser Asn, Thr o Tyr, y/o Xaaies puede ser Tyr o Gly,
y/o Xaaioe puede ser Tyr, Pro o una delecion.
En un aspecto, HCDR3 es de férmula (XXV):
Xaai1o-G-Xaaii1-Xaai12-Y-Xaai1z-Xaays-Xaai1s-D-Y (XXV) (SEC ID N°: 85)
en la que Xaaiio a Xaaiis puede ser una sustitucion conservativa 0 no conservativa o una deleciéon o insercion,
preferentemente, en la que Xaaiip puede ser Glu 0 Asp, y/o Xaai11 puede ser Asn o una delecion, y/o Xaaii2 puede
ser Tyr 0 una delecion, y/o Xaai1z puede ser Tyr, o Gly, y/o Xaai14 puede ser Tyr o Gly, y/o Xaaiis puede ser Met o
Phe.
En un aspecto, un anticuerpo de la divulgacién puede comprender una cadena ligera que comprende:
a una secuencia de aminoacidos de CDR1 de la cadena ligera (LCDR1) seleccionada de SEC ID N°: 61, 64 y 65;
ylo
b una secuencia de aminoacidos de CDR2 de la cadena ligera (LCDR2) seleccionada de SEC ID N°: 62, 66 y 67;
ylo
¢ una secuencia de aminoacidos de CDR3 de la cadena ligera (LCDR3) seleccionada de SEC ID N°: 63, 68, 69y
70.

En un aspecto, un anticuerpo de la divulgacién puede comprender una cadena pesada que comprende:
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a una secuencia de aminoacidos de CDR1 de la cadena pesada (HCDR1) seleccionada de SEC ID N°: 71 a 76;

ylo

b una secuencia de aminoacidos de CDR2 de la cadena pesada (HCDR2) seleccionada de SEC ID N°: 77 a 81;

ylo

¢ una secuencia de aminoacidos de CDR3 de la cadena pesada (HCDR3) seleccionada de SEC ID N°: 82 a 85.
Anticuerpo 29H3

Se han depositado células productoras del anticuerpo 29H3 en la CNCM bajo el nimero de acceso 1-4187; también
se ha secuenciado el anticuerpo 29H3. La secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada se
enumera SEC ID N°: 10, la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena ligera se enumera SEC ID
N°: 11. La secuencia de acidos nucleicos que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras se
enumeran en SEC ID N° 53 y 54, respectivamente. En un aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo que se
une esencialmente al mismo epitope o determinante que los anticuerpos monoclonales 29H3; opcionalmente el
anticuerpo comprende una region de unién al antigeno del anticuerpo 29H3. En cualquier aspecto de la divulgacion,
el anticuerpo 29H3 puede caracterizarse por su secuencia de aminoacidos y/o secuencia de acidos nucleicos que lo
codifican. En un aspecto preferido, el anticuerpo monoclonal comprende la porciéon Fab o F(ab"), de 29H3. También
se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende la regién variable de la cadena pesada de 29H3. Segun un
aspecto, el anticuerpo monoclonal comprende las tres CDR de la region variable de la cadena pesada de 29H3.
También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende ademas la region variable de la cadena ligera
variable de 29H3 o una, dos o tres de las CDR de la regién variable de la cadena ligera de 29H3. Opcionalmente,
una cualquiera o mas de dichas CDR de las cadenas ligeras o pesadas puede contener una, dos, tres, cuatro o
cinco modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, inserciones o deleciones). Opcionalmente, se
proporciona un anticuerpo en el que cualquiera de las regiones variables de las cadenas ligeras y/o pesadas que
comprenden parte o toda una region de unién al antigeno del anticuerpo 29H3 esta fusionada con una regién
constante de inmunoglobulina del tipo IgG, opcionalmente una regién constante humana, opcionalmente un isotipo
IgG1 o IgG4. En otro aspecto preferido, el anticuerpo es 29H3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido purificado que codifica un anticuerpo, en el que el
anticuerpo comprende: una region VHCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en
SEC ID N°: 12, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una
region VHCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 13, en la que uno o
mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una region VHCDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N° 14, en la que uno o mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una regién VLCDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 15, en la que uno o0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoacido diferente; una region VLCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone
en SEC ID Ne°: 16, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente;
y/o una region VLCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 17, en la
gue uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoéacido diferente.

En otro aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo, que comprende una cadena pesada y/o una
cadena ligera que tiene cada una al menos tres CDR, en el que una, dos o tres de las al menos tres CDR tiene la
secuencia de SEC ID N°: 12 a 14 y 15 a 17 para las cadenas pesadas y ligeras respectivas, y anticuerpo que se une
especificamente a TLR3 en condiciones acidas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a TLR3 humano, que comprende:

a la region variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 10, en la que uno, dos, tres o0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

b la regién variable de la cadena ligera de SEC ID N° 11, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

¢ la regién variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 10, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; y la regién variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 11, en
la que uno o més de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoécido diferente; o

d las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 12, 13y 14, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoécido diferente; o

e las secuencias de aminoacidos CDR 1, 2 y 3 de las cadenas ligeras (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 15, 16 y 17, respectivamente, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

f las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 12, 13y 14, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminodcido diferente; y las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1,
LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 15, 16 y 17, en las que uno, dos, tres o0 mas de estos
aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o
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g la region variable de la cadena pesada que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a
la region variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o
h la region variable de la cadena ligera que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a la
region variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 11, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.
En otro aspecto de la divulgacion, cualquiera de las CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera puede
caracterizarse por tener una secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90
% o el 95 % de identidad de secuencias con la CDR particular o conjunto de CDR enumeradas en la SEC ID N°
correspondiente.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que compite para la unién de TLR3 con un anticuerpo
monoclonal de (a) a (h), anteriormente.

Anticuerpo 31C3

Se han depositado células productoras del anticuerpo 31C3 en la CNCM bajo el nimero de acceso 1-4186, ademas
también se ha secuenciado el anticuerpo 31C3. La secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada se enumera SEC ID N°: 2, la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera se enumera
SEC ID N°: 3. La secuencia de acidos nucleicos que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras
se enumeran en SEC ID N° 51 y 52, respectivamente. En un aspecto especifico, la divulgacion proporciona un
anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitope o determinante que los anticuerpos monoclonales 31C3;
opcionalmente el anticuerpo comprende una regién de unién al antigeno del anticuerpo 31C3. En cualquier aspecto
de la divulgacion, el anticuerpo 31C3 puede caracterizarse por su secuencia de aminoacidos y/o secuencia de
acidos nucleicos que lo codifican. En un aspecto preferido, el anticuerpo monoclonal comprende la porcién Fab o
F(ab"), de 31C3. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende la regién variable de la cadena
pesada de 31C3. Segun un aspecto, el anticuerpo monoclonal comprende las tres CDR de la region variable de la
cadena pesada de 31C3. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende ademas la region
variable de la cadena ligera variable de 31C3 o una, dos o tres de las CDR de la region variable de la cadena ligera
de 31C3. Opcionalmente, una cualquiera o mas de dichas CDR de las cadenas ligeras o pesadas puede contener
una, dos, tres, cuatro o cinco modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, inserciones o deleciones).
Opcionalmente, se proporciona un anticuerpo en el que cualquiera de las regiones variables de las cadenas ligeras
y/o pesadas que comprenden parte o toda una regién de unién al antigeno del anticuerpo 31C3 esta fusionada con
una regién constante de inmunoglobulina del tipo IgG, opcionalmente una regién constante humana, opcionalmente
un isotipo IgG1 o IgG4 humano. En otro aspecto preferido, el anticuerpo es 31C3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido purificado que codifica un anticuerpo, en el que el
anticuerpo comprende: una region VHCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en
SEC ID Ne°: 4, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una
region VHCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 5, en la que uno o
mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una region VHCDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N° 6, en la que uno o0 mas de estos aminoacidos puede
estar sustituido con un aminoacido diferente; una regién VLCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos
como se expone en SEC ID N° 7, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un
aminoacido diferente; una region VLCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC
ID NO: 8, en la que uno 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una region
VLCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 9, en la que uno o mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo, que comprende una cadena pesada y/o una
cadena ligera que tiene cada una al menos tres CDR, en el que una, dos o tres de las al menos tres CDR tiene la
secuencia de SEC ID N°: 4 a 6y 7 a 9 para las cadenas pesadas y ligeras respectivas, y anticuerpo que se une
especificamente a TLR3 en condiciones acidas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a TLR3 humano, que comprende:

a la regién variable de la cadena pesada de SEC ID N° 2, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

b la region variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 3, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

c la region variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 2, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede
estar sustituido con un aminoacido diferente; y la region variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 3, en la que
uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoéacido diferente; o

d las secuencias de aminoacidos de las CDR 1y 2 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2) como se muestra en
SEC ID N°% 4 y 5, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un
aminoacido diferente, opcionalmente en las que las cadena pesada comprende las secuencias de aminoacidos
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de las CDR 1, 2 y 3 (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N° 4, 5y 6, en las que uno, dos,
tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoéacido diferente; o

e las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 7, 8y 9, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con
un aminoacido diferente; o

f las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N° 4, 5y 6, en las que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un
aminoacido diferente; y las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2,
LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 7, 8 y 9, en las que uno, dos, tres o0 mas de estos aminoacidos puede
estar sustituido con un aminoécido diferente; o

g la region variable de la cadena pesada que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a
la regién variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

h la region variable de la cadena ligera que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a la
region variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 3, en la que uno, dos, tres o mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto de la divulgacion, cualquiera de las CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera puede
caracterizarse por tener una secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90
% o el 95 % de identidad de secuencias con la CDR particular o conjunto de CDR enumeradas en la SEC ID N°
correspondiente.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un anticuerpo que compite para la unién de TLR3 con un anticuerpo
monoclonal de (a) a (h), anteriormente.

Anticuerpo 23C8

Se ha secuenciado el anticuerpo 23C8. La secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada se
enumera SEC ID N°: 26, la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena ligera se enumera SEC ID
N°: 27. La secuencia de acidos nucleicos que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras se
enumeran en SEC ID N° 57 y 58, respectivamente. En un aspecto especifico, la divulgacion proporciona un
anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitope o determinante que los anticuerpos monoclonales 23CS8;
opcionalmente el anticuerpo comprende una regioén de union al antigeno del anticuerpo 23C8. En cualquier aspecto
de la divulgacion, el anticuerpo 23C8 puede caracterizarse por su secuencia de aminoacidos y/o secuencia de
acidos nucleicos que lo codifican. En un aspecto preferido, el anticuerpo monoclonal comprende la porcién Fab o
F(ab'), de 23C8. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende la region variable de la cadena
pesada de 23C8. Segun un aspecto, el anticuerpo monoclonal comprende las tres CDR de la regién variable de la
cadena pesada de 23C8. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende ademas la region
variable de la cadena ligera variable de 23C8 o una, dos o tres de las CDR de la region variable de la cadena ligera
de 23C8. Opcionalmente, una cualquiera o0 mas de dichas CDR de las cadenas ligeras o pesadas puede contener
una, dos, tres, cuatro o cinco modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, inserciones o deleciones).
Opcionalmente, se proporciona un anticuerpo en el que cualquiera de las regiones variables de las cadenas ligeras
y/o pesadas que comprenden parte o toda una regién de unién al antigeno del anticuerpo 23C8 esta fusionada con
una regién constante de inmunoglobulina del tipo IgG, opcionalmente una regidon constante humana, opcionalmente
un isotipo IgG1 o IgG4 humano. En otro aspecto preferido, el anticuerpo es 23C8.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido purificado que codifica un anticuerpo, en el que el
anticuerpo comprende: una region VHCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en
SEC ID N°: 28, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoéacido diferente; una
region VHCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 29, en la que uno o
mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una region VHCDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N° 30, en la que uno o mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una regién VLCDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 31, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoacido diferente; una region VLCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone
en SEC ID N°: 32, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente;
una region VLCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 33, en la que
uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto adicional, la divulgacién proporciona un anticuerpo, que comprende una cadena pesada y/o una
cadena ligera que tiene cada una al menos tres CDR, en el que una, dos o tres de las al menos tres CDR tiene la
secuencia de SEC ID N°: 28 a 30 y 31 a 33 para las cadenas pesadas y ligeras respectivas, y anticuerpo que se une
especificamente a TLR3 en condiciones acidas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a TLR3 humano, que comprende:
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a la region variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 26, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

b la regién variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 27, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

c la regién variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 26, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoéacido diferente; y la regién variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 27, en
la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

d las secuencias de aminoacidos de las CDR 1y 2 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2) como se muestra en
SEC ID N°: 28 y 29, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un
aminoacido diferente; opcionalmente en las que la cadena pesada comprende las secuencias de aminoacidos de
las CDR 1, 2 y 3 (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 28, 29 y 30, en las que uno, dos,
tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

e las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 31, 32y 33, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoécido diferente; o

f las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 28, 29 y 30, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoacido diferente; y las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1,
LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N° 31, 32 y 33, en las que uno, dos, tres o0 mas de estos
aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

g la region variable de la cadena pesada que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a
la regidn variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 26, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoéacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

h la region variable de la cadena ligera que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a la
regién variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 27, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto de la divulgacion, cualquiera de las CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera puede
caracterizarse por tener una secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 50 % 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90
% o el 95 % de identidad de secuencias con la CDR particular o conjunto de CDR enumeradas en la SEC ID N°
correspondiente.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo que compite para la uniéon de TLR3 con un anticuerpo
monoclonal de (a) a (h), anteriormente.

Anticuerpo 28F11

Se ha secuenciado el anticuerpo 28F11. La secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada se
enumera SEC ID N°: 18, la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena ligera se enumera SEC ID
N°: 19. La secuencia de acidos nucleicos que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras se
enumeran en SEC ID N° 55 y 56, respectivamente. En un aspecto especifico, la divulgaciéon proporciona un
anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitope o determinante que los anticuerpos monoclonales 28F11;
opcionalmente el anticuerpo comprende una regién de unién al antigeno del anticuerpo 28F11. En cualquier aspecto
de la divulgacion, el anticuerpo 28F11 puede caracterizarse por su secuencia de aminoacidos y/o secuencia de
acidos nucleicos que lo codifican. En un aspecto preferido, el anticuerpo monoclonal comprende la porciéon Fab o
F(ab"), de 28F11. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende la region variable de la cadena
pesada de 28F11. Segln un aspecto, el anticuerpo monoclonal comprende las tres CDR de la region variable de la
cadena pesada de 28F11. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende ademas la regién
variable de la cadena ligera variable de 28F11 o una, dos o tres de las CDR de la regién variable de la cadena ligera
de 28F11. Opcionalmente, una cualquiera 0 mas de dichas CDR de las cadenas ligeras o pesadas puede contener
una, dos, tres, cuatro o cinco modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, inserciones o deleciones).
Opcionalmente, se proporciona un anticuerpo en el que cualquiera de las regiones variables de las cadenas ligeras
y/o pesadas que comprenden parte o toda una region de unién al antigeno del anticuerpo 28F11 esta fusionada con
una regién constante de inmunoglobulina del tipo IgG, opcionalmente una regidon constante humana, opcionalmente
un isotipo IgG1 o IgG4 humano. En otro aspecto preferido, el anticuerpo es 28F11.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido purificado que codifica un anticuerpo, en el que el
anticuerpo comprende: una region VHCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en
SEC ID N°: 20, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoéacido diferente; una
region VHCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 21, en la que uno o
mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una region VHCDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N° 22, en la que uno o mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una regién VLCDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 23, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminodcido diferente; una region VLCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone
en SEC ID N°: 24, en la que uno 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente;
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una region VLCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 25, en la que
uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto adicional, la divulgacion proporciona un anticuerpo, que comprende una cadena pesada y/o una
cadena ligera que tiene cada una al menos tres CDR, en el que una, dos o tres de las al menos tres CDR tiene la
secuencia de SEC ID N°: 20 a 22 y 23 a 25 para las cadenas pesadas y ligeras respectivas, y anticuerpo que se une
especificamente a TLR3 en condiciones acidas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a TLR3 humano, que comprende:

a la region variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 18, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

b la regién variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 19, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

c la regién variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 18, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; y la region variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 19, en
la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

d las secuencias de aminoacidos de las CDR 1y 2 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2) como se muestra en
SEC ID N° 20 y 21, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un
aminoacido diferente; opcionalmente en las que cadena pesada comprende las secuencias de aminoacidos de
las CDR 1, 2 y 3 (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N° 20, 21 y 22, en las que uno, dos,
tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

e las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 23, 24 y 25, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoécido diferente; o

f las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 20, 21y 22, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminodcido diferente; y las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1,
LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 23, 24 y 25, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos
aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

g la region variable de la cadena pesada que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a
la region variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 18, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

h la region variable de la cadena ligera que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a la
regién variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 19, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto de la divulgacion, cualquiera de las CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera puede
caracterizarse por tener una secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90
% o0 el 95 % de identidad de secuencias con la CDR particular o conjunto de CDR enumeradas en la SEC ID N°
correspondiente.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo que compite para la uniéon de TLR3 con un anticuerpo
monoclonal de (a) a (h), anteriormente.

Anticuerpo 34A3

Se ha secuenciado el anticuerpo 34A3. La secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada se
enumera SEC ID N°: 34, la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena ligera se enumera SEC ID
N°: 35. La secuencia de acidos nucleicos que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras se
enumeran en SEC ID N° 59 y 60, respectivamente. En un aspecto especifico, la divulgaciéon proporciona un
anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitope o determinante que los anticuerpos monoclonales 34A3;
opcionalmente el anticuerpo comprende una region de union al antigeno del anticuerpo 34A3. En cualquier aspecto
de la divulgacion, el anticuerpo 34A3 puede caracterizarse por su secuencia de aminoacidos y/o secuencia de
acidos nucleicos que lo codifican. En un aspecto preferido, el anticuerpo monoclonal comprende la porciéon Fab o
F(ab"), de 34A3. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende la region variable de la cadena
pesada de 34A3. Segln un aspecto, el anticuerpo monoclonal comprende las tres CDR de la region variable de la
cadena pesada de 34A3. También se proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende ademas la regién
variable de la cadena ligera variable de 34A3 o una, dos o tres de las CDR de la region variable de la cadena ligera
de 34A3. Opcionalmente, una cualquiera 0 mas de dichas CDR de las cadenas ligeras o pesadas puede contener
una, dos, tres, cuatro o cinco modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, inserciones o deleciones).
Opcionalmente, se proporciona un anticuerpo en el que cualquiera de las regiones variables de las cadenas ligeras
y/o pesadas que comprenden parte o toda una regién de unién al antigeno del anticuerpo 34A3 esta fusionada con
una regién constante de inmunoglobulina del tipo IgG, opcionalmente una regidon constante humana, opcionalmente
un isotipo IgG1 o IgG4 humano. En otro aspecto preferido, el anticuerpo es 34A3.
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En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido purificado que codifica un anticuerpo, en el que el
anticuerpo comprende: una region VHCDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en
SEC ID N°: 36, en la que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una
region VHCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 37, en la que uno o
mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una region VHCDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 38, en la que uno o mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; una regién VLCDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 39, en la que uno 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminodcido diferente; una region VLCDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone
en SEC ID N°: 40, en la que uno 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente;
una region VLCDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 41, en la que
uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoéacido diferente.

En otro aspecto adicional, la divulgacion proporciona un anticuerpo, que comprende una cadena pesada y/o una
cadena ligera que tiene cada una al menos tres CDR, en el que una, dos o tres de las al menos tres CDR tiene la
secuencia de SEC ID N°: 36 a 38 y 29 a 41 para las cadenas pesadas y ligeras respectivas, y anticuerpo que se une
especificamente a TLR3 en condiciones acidas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo que se une a TLR3 humano, que comprende:

a la region variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 34, en la que uno, dos, tres o0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

b la regién variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 35, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

¢ la regién variable de la cadena pesada de SEC ID N°: 34, en la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos
puede estar sustituido con un aminoacido diferente; y la region variable de la cadena ligera de SEC ID N°: 35, en
la que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

d las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 36, 37 y 38, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminoécido diferente; o

e las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 39, 40 y 41, en las que uno o mas de estos aminoacidos puede estar sustituido con un
aminoacido diferente; o

f las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) como se
muestra en SEC ID N°: 36, 37 y 38, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos aminoacidos puede estar sustituido
con un aminodcido diferente; y las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1,
LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 39, 40 y 41, en las que uno, dos, tres 0 mas de estos
aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

g la region variable de la cadena pesada que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a
la region variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 34, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente; o

h la region variable de la cadena ligera que es al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o el 95 % idéntica a la
regién variable que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 35, en la que uno, dos, tres 0 mas de
estos aminoacidos puede estar sustituido con un aminoacido diferente.

En otro aspecto de la divulgacion, cualquiera de las CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera puede
caracterizarse por tener una secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90
% o el 95 % de identidad de secuencias con la CDR particular o conjunto de CDR enumeradas en la SEC ID N°
correspondiente.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo que compite para la uniéon de TLR3 con un anticuerpo
monoclonal de (a) a (h), anteriormente.

En cualquiera de los anticuerpos de la divulgacion, por ejemplo, 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, las secuencias
de la region variable especificada y de CDR pueden comprender modificaciones de secuencia conservativas.
Modificaciones de secuencia conservativas se refiere a modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran
significativamente las caracteristicas de uniéon del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoéacidos. Tales
modificaciones conservativas incluyen sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos. Las modificaciones
pueden introducirse en un anticuerpo de la divulgacién por técnicas convencionales conocidas en la técnica, tales
como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR. Sustituciones de aminoacidos conservativas
normalmente son aquellas en las que un residuo de aminoacido se sustituye con un residuo de aminoacido que tiene
una cadena lateral con propiedades fisicoquimicas similares. Las secuencias de la region variable especificada y de
CDR pueden comprender una, dos, tres, cuatro o mas inserciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos. Si se
hacen las sustituciones, sustituciones preferidas seran modificaciones conservativas. Se han definido en la materia
familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido
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aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales apolares (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). Asi, uno o mas residuos de
aminoacidos dentro de las regiones CDR de un anticuerpo de la divulgacion pueden sustituirse con otros residuos de
aminoacidos de la misma familia de cadena lateral y el anticuerpo alterado puede probarse para la funcién retenida
(es decir, las propiedades expuestas en el presente documento) usando los ensayos descritos en el presente
documento.

El término “identidad” o “idénticas”, cuando se usa en una relacion entre las secuencias de dos 0 mas polipéptidos,
se refiere al grado de vinculacion de secuencias entre polipéptidos, como se ha determinado por el nimero de
coincidencias entre cadenas de dos o mas residuos de aminoacidos. “Identidad” mide el porcentaje de coincidencias
idénticas entre las mas pequefias de dos 0 mas secuencias con alineamientos con huecos (si los hay) tratados por
un modelo matematico particular o programa informatico (es decir, “algoritmos”). La identidad de polipéptidos
relacionados puede calcularse facilmente por métodos conocidos. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a,
aquellos descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York, 1991; y Carillo et al., SIAM J. Applied Math. 48,
1073 (1988).

Métodos preferidos para determinar la identidad se disefian para dar la mayor coincidencia entre las secuencias
probadas. Métodos de determinacion de la identidad se describen en programas informaticos publicamente
disponibles. Métodos de programas informaticos preferidos para determinar la identidad entre dos secuencias
incluyen el paquete de programas GCG, que incluye GAP (Devereux et al., Nucl. Acid. Res. 12, 387 (1984); Genetics
Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul et al., J. Mol.
Biol. 215, 403-410 (1990)). El programa BLASTX esta publicamente disponible del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul et al. NCB/NLM/NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul
et al., arriba). También puede usarse el muy conocido algoritmo de Smith Waterman para determinar la identidad.

Las secuencias de las CDR de los anticuerpos segun la divulgacion, segun los sistemas de definiciones de AbM
(definicion del software de modelado de anticuerpos Oxford Molecular's AbM), Kabat y Chotia, se han resumido en la
Tabla A mas adelante. Las secuencias de aminoacidos descritas en el presente documento estan numeradas segun
los sistemas de numeracién de Abm, Kabat y Chotia. Aunque puede usarse cualquier sistema de numeracion
adecuado para regiones CDR designadas, en ausencia de cualquier otra indicacion, la numeracién usada en el
presente documento es Abm. Tal numeracion se ha establecido usando las siguientes indicaciones: CDR-L1: Inicio:
aprox. residuo 24, residuo antes: siempre una Cys, residuo después: siempre un Trp (normalmente Trp-Tyr-Glin,
pero también Trp-Leu-GIn, Trp-Phe-GIn, Trp-Tyr-Leu), longitud: 10 a 17 residuos; CDR-L2: Inicio: siempre 16
residuos después del extremo de L1, Residuos antes: generalmente lle-Tyr (pero también Val-Tyr, lle-Lys, lle-Phe),
Longitud: siempre 7 residuos; CDR-L3, Inicio: siempre 33 residuos después del extremo de L2, Residuo antes:
siempre Cys, Residuos después: siempre Phe-Gly-Xaa-Gly, Longitud: 7 a 11 residuos; CDR-H1, Inicio: aprox.
residuo 26 (siempre 4 después de una Cys) (definicion de Chotia / AbM, la definicion de Kabat se inicia 5 residuos
después), Residuos antes: siempre Cys-Xaa-Xaa-Xaa, Residuos después: siempre un Trp (normalmente Trp-Val,
pero también Trp-lle, Trp-Ala), Longitud: 10 a 12 residuos (definicion de AbM, la definicién de Chotia excluye los 4
ultimos residuos); CDR-H2, Inicio: siempre 15 residuos después del extremo de Kabat / definicion de AbM de CDR-
H1, Residuos antes: normalmente Leu-Glu-Trp-lle-Gly (pero varias variaciones, Residuos después de Lys/Arg-
Leu/lle/Val/Phe/Thr/Ala-Thr/Ser/lle/Ala), Longitud: definicion de Kabat 16 a 19 residuos; la definicion de AbM (y
Chotia) termina 7 residuos después; CDR-H3, Inicio: siempre 33 residuos después del extremo de CDR-H2 (siempre
2 después de una Cys), Residuos antes: siempre Cys-Xaa-Xaa (normalmente Cys-Ala-Arg), Residuos después:
siempre Trp-Gly-Xaa-Gly, Longitud: 3 a 25 residuos.

Las secuencias de las cadenas variables de los anticuerpos segun la divulgacion se enumeran en la Tabla B a
continuacion, la secuencia de péptidos sefial se representa en cursiva y las CDR se proporcionan en negrita. El
término x/x indica que cualquiera de los dos aminoacidos indicados puede estar presente en el residuo de
aminoacido particular, por ejemplo, el término F/S significa que en la posicion dada, el aminoacido puede ser tanto
fenilalanina como serina. En cualquier aspecto en el presente documento, una secuencia de VL o VH puede
especificarse 0 numerarse de manera que contenga o carezca del péptido sefial o cualquier parte del mismo.

En un aspecto, los anticuerpos de la divulgacion son del isotipo IgG1 humano o de ratéon. En otro aspecto, los

anticuerpos de la divulgacion son del isotipo IgG4 humano. En un aspecto, los anticuerpos de la divulgacion son
fragmentos de anticuerpos que retienen sus propiedades de union y/o funcionales.
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La secuenciacion de cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos anti-TLR3 segun la divulgacién condujo a la
identificacion del reordenamiento de genes que participa en la generacion de tales anticuerpos, como se resume en
la Tabla C a continuacion (las secuencias de genes indicadas pueden recuperarse en
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/igblast/showGermline.cgi). Las Figuras 18A y 18B representan los arboles filogenéticos
(generados por Philip's Drawtree) de las cadenas ligeras y pesadas, que indican un alto grado de homologia entre
los anticuerpos 28F11, 31C3 y 23C8.

Tabla C

Cadena ligera Cadena pesada

Gen V GenJ GenV GenJ
29H3 VK 19-14 JK2 VH3 VH36-60.21.85 | JH4

SEC ID N 42 SEC ID N°: 45 | SEC ID N°: 46 SEC ID N°: 50
34A3 VK ag4 (VK) JK2 VH1 VH J558.1 JH2

SEC ID N°: 43 SEC ID N°: 45 | SEC ID N°: 47 SEC ID N°: 49
23C8 VK 12-41 0 12-44 | JK2 VH1 VH J558.2 JH2

SEC ID N°: 44 SEC ID N°: 45 | SEC ID N°: 48 SEC ID N°: 49
3103 VK 12-41 0 12-44 | JK2 VH1 VH J558.2 JH2

SEC ID N°: 44 SEC ID N°: 45 | SEC ID N°: 48 SEC ID N°: 49
28F11 VK 12-41 0 12-44 | JK2 VH1 VH J558.2 JH2

SEC ID N°: 44 SEC ID N°: 45 | SEC ID N°: 48 SEC ID N°: 49

La Tabla D a continuacién proporciona el porcentaje de identidad de secuencias entre las diferentes CDR para cada
anticuerpo, en aminoacidos.

Tabla D

CDR VL

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 33,33 88,89 92,59 37,04
29H3 100,00 | 33,33 | 29,63 | 29,63
23C8 100,00 | 88,89 | 33,33
28F11 100,00 33,33
34A3 100,00
CDR1 VL

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 | 4545 | 90,91 | 90,91 | 27,27
29H3 100,00 45,45 27,27 27,27
23C8 100,00 90,91 27,27
28F11 100,00 36,36
34A3 100,00
CDR2 VL

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 14,29 85,71 | 100,00 28,57
29H3 100,00 14,29 14,29 42,86
23C8 100,00 | 85,71 | 28,57
28F11 100,00 | 28,57
34A3 100,00
CDR3 VL

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 | 33,33 | 88,89 | 85,71 | 33,33
29H3 100,00 | 44,44 | 27,27 | 22,22
23C8 100,00 88,89 44,44
28F11 100,00 44,44
34A3 100,00
CDR VH

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 39,47 78,38 70,27 50,00
29H3 100,00 44,74 39,47 39,47
23C8 100,00 | 70,27 | 52,63
28F11 100,00 | 47,37
34A3 100,00
CDR1 VH

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 | 54,55 | 80,00 | 80,00 | 45,45
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CDR VL
29H3 100,00 | 63,64 | 63,64 | 45,45
23C8 100,00 | 80,00 | 45,45
28F11 100,00 | 54,55
34A3 100,00
CDR2 VH

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 | 3529 | 94,12 | 8235 | 64,71
29H3 100,00 | 35,29 | 29,41 | 35,29
23C8 100,00 | 88,24 | 70,59
28F11 100,00 | 58,82
34A3 100,00
CDR3 VH

31C3 29H3 23C8 28F11 | 34A3
31C3 100,00 | 40,00 | 50,00 | 44,44 | 40,00
29H3 100,00 | 40,00 | 30,00 | 40,00
23C8 100,00 | 30,00 | 30,00
28F11 100,00 | 20,00
34A3 100,00

La Tabla E proporciona el porcentaje de identidad que se ha calculado entre las diferentes secuencias de
nucleétidos de VL y VH (cursiva) para cada anticuerpo usando el software LALIGN.

Tabla E
VH 23C8 | 28F11 | 29H3 | 31C3 | 34A3
VL
23C8 100 93,5 60,6 94,9 87,3
28F11 97,6 10 60,4 94,4 87,8
29H3 65,8 65,2 100 61,0 60,6

31C3 96,1 95,5 63,9 100 89,1
34A3 64,6 65,3 67,2 64,0 100

La Tabla F proporciona el porcentaje de identidad que se ha calculado entre las diferentes secuencias de
nucleétidos de VL y VH (cursiva) usando el software LALIGN.

Tabla F

VH 23C8 | 28F11 | 29H3 | 31C3 | 34A3
VL
23C8 100 89,8 48,9 92,7 79,1
28F11 94,5 100 47,0 91,2 79,6
29H3 54,3 54,3 100 47,8 48,1
31C3 96,1 95,3 55,1 100 79,6
34A3 52,7 53,5 55,4 54,3 100

Fragmentos y derivados de los presentes anticuerpos monoclonales

Los fragmentos y derivados de anticuerpos de la presente divulgacion (que estan englobados por el término
“anticuerpo” o “anticuerpos” como se usa en la presente solicitud, a menos que se establezca de otro modo o se
contradiga claramente por el contexto), preferentemente un anticuerpo de tipo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3,
pueden producirse por técnicas que se conocen en la técnica. Los “fragmentos” comprenden una porcion del
anticuerpo intacto, generalmente el sitio de uniéon al antigeno o region variable. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F (ab")2 y Fv; diacuerpos; cualquier fragmento de anticuerpo
que es un polipéptido que tiene una estructura primaria que consiste en una secuencia sin interrumpir de residuos de
aminoéacidos contiguos (denominada en el presente documento un “fragmento de anticuerpo monocatenario” o
“polipéptido monocatenario”), que incluye sin limitacién (1) moléculas de Fv monocatenario (2) polipéptidos
monocatenarios que contienen solo un dominio variable de la cadena ligera, o un fragmento de los mismos que
contiene las tres CDR del dominio variable de la cadena ligera, sin un resto de cadena pesada asociado y (3)
polipéptidos monocatenarios que contienen solo una regién variable de la cadena pesada, o un fragmento de los
mismos que contiene las tres CDR de la regién variable de la cadena pesada, sin un resto de cadena ligera
asociado; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

Los fragmentos de los presentes anticuerpos pueden obtenerse usando métodos convencionales. Por ejemplo,
pueden producirse fragmentos Fab o F(ab")2 por digestion con proteasa de los anticuerpos aislados, segun técnicas
convencionales. Se apreciara que los fragmentos inmunorreactivos pueden modificarse usando métodos conocidos,
por ejemplo, para ralentizar la eliminacion in vivo y obtener un perfil farmacocinético mas deseable el fragmento
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puede modificarse con polietilenglicol (PEG). Métodos para acoplar y conjugar de forma especifica de sitio PEG con
un fragmento Fab' se describen en, por ejemplo, Leong et al., 16 (3): 106-119 (2001) y Delgado et al., Br. J. Cancer
73 (2): 175-182 (1996).

Alternativamente, el ADN de un hibridoma que produce un anticuerpo de la divulgacion, preferentemente un
anticuerpo de tipo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, puede modificarse de manera que codifique un fragmento de
la divulgacion. Entonces, el ADN modificado se inserta en un vector de expresién y se usa para transformar o
transfectar una célula apropiada, que entonces expresa el fragmento deseado.

En ciertos aspectos, el ADN de un hibridoma que produce un anticuerpo de la presente divulgacién, preferentemente
un anticuerpo de tipo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, puede modificarse antes de la insercion en un vector de
expresion, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante por dominios constantes de las cadenas pesadas y
cadenas ligeras humanos en lugar de las secuencias no humanas homdlogas (por ejemplo, Morrison et al., PNAS
pp. 6851 (1984)), o uniendo covalentemente con la secuencia codificante de inmunoglobulina toda o parte de la
secuencia codificante por un polipéptido no de inmunoglobulina. De esa manera, se preparan anticuerpos
“quiméricos” o “hibridos” que tienen la especificidad de union del anticuerpo original. Normalmente, tales polipéptidos
no de inmunoglobulina estan sustituidos con los dominios constantes de un anticuerpo de la divulgacion.

Asi, segun otro aspecto, el anticuerpo de la presente divulgacion, preferentemente un anticuerpo de tipo 31C3,
29H3, 23C8, 28F11 o 34A3, es humanizado. Las formas “humanizadas” de los anticuerpos segun la presente
divulgacion son inmunoglobulinas quiméricas especificas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas
(tales como Fv, Fab, Fab', F(ab')2, u otras subsecuencias de unién al antigeno de anticuerpos) que contienen
secuencia minima derivada de la inmunoglobulina murina. En general, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una region determinante de la
complementariedad (CDR) del receptor estan sustituidos con residuos de una CDR del anticuerpo original
(anticuerpo donante) mientras que se mantiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas del anticuerpo
original.

En algunos casos, los residuos de la region estructural Fv de la inmunoglobulina humana pueden sustituirse con
residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no
se encuentran en ni el anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR importadas o de la region estructural. Estas
modificaciones se hacen para refinar y optimizar adicionalmente el rendimiento de anticuerpos. En general, el
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR se corresponden con aquellas del anticuerpo
original y todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia consenso de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera éptimamente al menos una porcion de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente aquella de una inmunoglobulina humana. Para mas
detalles véase Jones et al., Nature, 321, pp. 522 (1986); Reichmann et al., Nature, 332, pp. 323 (1988); Presta, Curr.
Op. Struct. Biol., 2, pp. 593 (1992); Verhoeyen et Science, 239, pp. 1534; y la patente de EE.UU. n° 4.816.567. Los
métodos para humanizar los anticuerpos de la presente divulgacion son muy conocidos en la técnica.

La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que van a usarse en la preparacién de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. Segun el llamado método “de mejor
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de la presente divulgacion se criba contra la biblioteca
entera de secuencias del dominio variable humanas conocidas. La secuencia humana que es mas proxima a la del
raton se acepta entonces como la region estructural (FR) humana para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J.
Immunol. 151, pp. 2296 (1993); Chotia y Lesk, J. Mol. 196, pp. 901). Otro método usa una region estructural
particular de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras
0 pesadas. La misma regioén estructural puede usarse para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al.,
PNAS 89, pp. 4285 (1992); Presta et J. Immunol., 51, p. 1993)).

Es adicionalmente importante que los anticuerpos se humanicen con retencién de alta afinidad por los receptores
TLR3 y otras propiedades biologicas favorables. Para lograr este objetivo, segin un método preferido, se preparan
anticuerpos humanizados por un proceso de andlisis de las secuencias parentales y diversos productos
humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Estan
comunmente disponibles modelos de inmunoglobulina tridimensionales y son conocidos para aquellos expertos en la
materia. Estan disponibles programas informaticos que ilustran y muestran estructuras tridimensionales probables de
secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién de estas expresiones permite el analisis de
la funcion probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el
analisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De
esta forma, pueden seleccionarse residuos FR y combinarse de las secuencias consenso y de importacion de
manera que se logre la caracteristica del anticuerpo deseado, tal como elevada afinidad por el (los) antigeno(s)
diana. En general, los residuos CDR participan directamente y mas sustancialmente en influir en la unién del
antigeno.
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Otro método de preparacién de anticuerpos monoclonales “humanizados” es usar un XenoMouse (Abgenix,
Fremont, CA) como el ratén usado para la inmunizaciéon. Un XenoMouse es un huésped murino segun la presente
divulgacion que ha sustituido sus genes de inmunoglobulina con genes de inmunoglobulina humana funcionales.
Asi, los anticuerpos producidos por este ratén o en hibridomas preparados a partir de los linfocitos B de este raton
ya estan humanizados. El XenoMouse se describe en la patente de Estados Unidos n° 6.162.963.

Los anticuerpos humanos también pueden producirse segun diversas otras técnicas, tales como usando, para
inmunizacién, otros animales transgénicos que se han manipulado para expresar un repertorio de anticuerpos
humanos (Jakobovitz et Nature 362 (1993) 255), o por seleccidn de repertorios de anticuerpos usando métodos de
expresion en fago. Tales técnicas son conocidas para el experto y pueden implementarse a partir de anticuerpos
monoclonales como se desvela en la presente solicitud.

Los anticuerpos de la presente divulgacion, preferentemente un anticuerpo similar a 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o
34A3, también pueden convertirse en anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) en los que una porcién de la(s)
cadena(s) pesada(s)/ligera(s) es idéntica a u homdloga a secuencias correspondientes en el anticuerpo original,
mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntica a u homologa a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otras especies 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, ademas de fragmentos de
tales anticuerpos, mientras que presenten la actividad biolégica deseada y especificidad de unién (Cabilly et al.,
arriba; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,, pp. 6851 (1984)).

Aungue los presentes anticuerpos tienen la capacidad de unirse a TLR3 y opcionalmente inhibir adicionalmente la
sefializacion de TLR3, también pueden usarse para otros fines tales como conjugacion con una toxina que es util
para células de destruccion dirigida que expresan polipéptidos TLR3, por ejemplo, ciertas células tumorales tales
como melanomas o aquellas de mama, pulmén, eséfago, estdmago, laringe, rifion o cuello uterino, o posiblemente
células viralmente infectadas o células que participan en inflamacién. En tales aspectos, normalmente se obtiene
una muestra (por ejemplo, una biopsia para tumores) se realizara inicialmente para evaluar si las células (por
ejemplo, células tumorales, células infectadas, células que participan en inflamacion, etc.) expresan TLR3, por
ejemplo, usando los métodos de deteccion descritos en el presente documento. Si TLR3 se detecta de hecho sobre
la superficie de las células tumorales, entonces pueden administrarse anticuerpos citotoxicos. Entonces, los
anticuerpos citotoxicos se internalizan por la célula y la toxina se libera dentro de la célula, destruyendo
selectivamente esa célula. Por tanto, tales anticuerpos se usaran en métodos de tratamiento de canceres y tumores,
que incluyen, pero no se limitan a, cancer de las vias biliares; cancer cerebral; cancer de mama; cancer de cuello
uterino; coriocarcinoma; cancer de colon; cancer endometrial; cancer esofagico; cancer gastrico (estémago);
neoplasias intraepiteliales; leucemias; linfomas; cancer de higado; cancer de pulmén (por ejemplo, célula pequefa y
célula no pequefia); melanoma; neuroblastomas; cancer oral; cancer de ovario; cancer pancreatico; cancer de
prostata; cancer rectal; cancer renal (rifién); sarcomas; cancer de piel; cancer testicular; cancer de tiroides; ademas
de otros carcinomas y sarcomas. Los canceres pueden ser primarios o metastasicos.

Un enfoque eficaz para potenciar la potencia antitumoral de anticuerpos implica enlazar farmacos citotoxicos o
toxinas con mAb que pueden ser internalizados por una célula diana. Estos agentes se llaman conjugados de
anticuerpo-farmaco (ADC) e inmunotoxinas, respectivamente. Tras la administracion a un paciente, los ADC e
inmunotoxinas se unen a células diana mediante sus porciones de anticuerpo y se internalizan, permitiendo que los
farmacos o toxinas ejerzan su efecto. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. n°
US2005/0180972 Al, US2005/0123536 Al. Véase, por tanto, por ejemplo, Hamblett et al., Clin Canc Res, 10:7063-
7070, Oct. 15, 1999, Law et al., Clin Canc Res, 10:7842-7851, Dec. 1, 2004, Francisco et al., Neoplasia,
102(4):1458-1465, Aug. 15, 2003, Russell et al., Clin Canc Res, 11:843-852, Jan. 15, 2005, Doronina et al., Nat
Biotech, 21(7):778-784, July 2003.

Pueden prepararse anticuerpos citotoxicos usando técnicas descritas (Carter et al., Cancer Journal, Volumen 14,
Numero 3, May/June 2008, o Ravi et al., Accounts of Chemical Research 98-107 January 2008 Vol. 41, No. 1).

Péptidos toxicos o citotdxicos preferidos o moléculas pequefias incluyen cualquier compuesto que pueda ralentizar,
detener o invertir la proliferacion de células, disminuir su actividad de cualquier forma detectable, o destruirlas directa
o indirectamente. Preferentemente, los compuestos toxicos o citotdoxicos funcionan destruyendo directamente las
células, provocando ADCC o de otro modo. Como se usa en el presente documento, un péptido téxico puede incluir
cualquier péptido, polipéptido, o derivado de tal, que incluye derivados de péptidos o polipéptidos con aminoacidos
no naturales o enlaces modificados. Una molécula pequefa téxica puede incluir cualquier compuesto o elemento
téxico, preferentemente con un tamafio inferior a 10 kD, 5 kD, 1 kD, 750 D, 600 D, 500 D, 400 D, 300 D, o mas
pequefio.

La conjugacion con un resto detectable es Util, entre otras cosas, cuando un anticuerpo de la divulgacién se usa para
fines de diagndstico. Tales fines incluyen, pero no se limitan a, ensayar muestras bioldgicas, por ejemplo, una
muestra de sangre o biopsia de tejido, para la presencia de células que expresan TLR3, y detectar la presencia,
nivel o actividad de células que expresan TLR3 en un individuo. Tal ensayo y métodos de deteccion pueden usarse
en los métodos de diagndstico/ terapéuticos de la divulgacion, por ejemplo, que implican detectar la expresion de
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TLR3 en células de un paciente y si se determina que las células del paciente expresan TLR3, administrar
posteriormente un anticuerpo modulador de TLR3 de la divulgacion.

En ciertos aspectos, los presentes anticuerpos se usan para purificar células que expresan TLR3 de una muestra
biolégica. Pueden obtenerse muestras biolégicas de un paciente, por ejemplo, para fines de diagnéstico o
terapéuticos ex vivo, o de individuos o primates no humanos para obtener una fuente de tales células para fines de
investigacion.

En un aspecto tal, los anticuerpos marcados de la divulgacion pueden usarse en clasificacion FACS para purificar o
aislar células que expresan TLR3 de una muestra bioldgica. Alternativamente, en algunos aspectos, la conjugacion
de un anticuerpo de la presente divulgacién con un soporte sélido puede ser Gtil como herramienta para la
purificacién por afinidad de células que llevan un receptor TLR3 sobre su superficie celular de una muestra biolégica,
tal como una muestra de sangre o células de una biopsia de tejido de un individuo. Este método de purificacién es
otro aspecto alternativo de la presente divulgacion, ya que es la poblacién de células purificada resultante.

Independientemente del método usado para aislar o purificar las células que expresan TLR3, la capacidad de hacer
esto es (til para numerosos fines, por ejemplo, para diagnosticar un trastorno asociado a TLR3 evaluando el nimero
0 actividad de células que expresan TLR3, por ejemplo, antes de la administracién de anticuerpos anti-TLR3 como
se describe en el presente documento. Ademas, las células que expresan TLR3 purificadas son (tiles en un contexto
de investigacion, por ejemplo, para caracterizar mejor las células y sus diversas propiedades y comportamientos,
ademas de para identificar compuestos o métodos que pueden usarse para modular su comportamiento, actividad,
supervivencia o proliferacion.

Composiciones y usos en terapia, diagnésticos y pronosticos

Como se demuestra en el presente documento, los anticuerpos de la divulgacion son particularmente eficaces en
modular la actividad de células que expresan TLR3 que comprenden los polipéptidos y, por consiguiente, la actividad
0 comportamiento de las células que expresan los polipéptidos, por ejemplo, células inmunitarias que expresan
TLR3, CD, CD mieloides, etc. En ciertos aspectos, los anticuerpos inhiben TLR3, por ejemplo, bloqueando la
sefializacion de TLR3, opcionalmente sin bloquear la interacciéon de un antigeno o ligando tal como ARNbc con el
receptor, inhibiendo asi la proliferacion o activacion de las células. La composicién comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones también se denominan “composiciones de anticuerpo” de la
divulgacion. En un aspecto, las composiciones de anticuerpo de la presente divulgacion comprenden un anticuerpo
desvelado en los aspectos de anticuerpo anteriormente. El anticuerpo 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 o 34A3 se incluye
dentro del alcance de los anticuerpos que pueden estar presentes en las composiciones de anticuerpo de la
presente divulgacion.

La divulgacion proporciona ademas un método de modular la actividad de células que expresan TLR3 en un
paciente en necesidad del mismo, que comprende la etapa de administrar a dicho paciente una composicion segin
la divulgacion. En un aspecto, la actividad de células que expresan TLR3 se inhibe, en el que el paciente tiene una
enfermedad o trastorno en el que tal inhibicion puede promover, potenciar y/o inducir un efecto terapéutico (o
promueve, potencia y/o induce un efecto tal en al menos una proporcién sustancial de pacientes con la enfermedad
0 trastorno y caracteristicas sustancialmente similares a las del paciente, como puede determinarse por, por
ejemplo, ensayos clinicos).

En otros aspectos, el método puede comprender la etapa adicional de administrar a dicho paciente un agente
terapéutico adicional apropiado Util en tratamiento o prevencion de la enfermedad que padece el paciente o a la que
es susceptible; ejemplos de tales agentes incluyen un agente inmunomodulador, un agente hormonal, un farmaco
antiinflamacién, un esteroide, un supresor del sistema inmunitario, un corticosteroide, un antibidtico, un antiviral o un
compuesto auxiliar. Tales agentes adicionales pueden administrarse a un paciente como una forma de dosificacién
Unica junto con dicho anticuerpo, o como una forma de dosificacion separada. La dosificacion del anticuerpo (o
anticuerpo y la dosificaciéon del agente terapéutico adicional conjuntamente) son suficientes para inducir, promover
y/lo potenciar detectablemente una respuesta terapéutica en el paciente. Si se administra por separado, el
anticuerpo, fragmento o derivado y el agente terapéutico adicional se administran deseablemente en condiciones
(por ejemplo, con respecto al momento exacto, nimero de dosis, etc.) que producen un beneficio terapéutico
combinado detectable al paciente.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en estas composiciones incluyen, pero no se limitan a,
intercambiadores idnicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas del suero, tales como albumina de suero
humano, sustancias de tampdn tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos
parciales de &cidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
hidrogenofosfato de disodio, hidrogenofosfato de potasio, cloruro sédico, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio,
poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y lanolina. Los anticuerpos de
la presente divulgacién pueden emplearse en un método de modular, por ejemplo, inhibir, la actividad de células que
expresan TLR3 en un paciente. Este método comprende la etapa de poner en contacto dicha composicién con dicho
paciente. Tal método sera (til para tanto la profilaxis como fines terapéuticos.
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Para su uso en administracién a un paciente, la composicion se formulara para administracion al paciente. Las
composiciones de la presente divulgacion pueden administrarse por via oral, parenteralmente, por espray de
inhalacion, topicamente, rectalmente, nasalmente, bucalmente, vaginalmente o mediante un depésito implantado.
Las usadas en el presente documento incluyen inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular, intrarticular,
intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica, intralesional e intracraneal o técnicas de infusion.

Formas inyectables estériles de las composiciones de la presente divulgacién pueden ser suspension acuosa u
oleaginosa. Estas suspensiones pueden formularse segun técnicas conocidas en la técnica usando dispersantes o
humectantes y agentes de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una
disolucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no toxico, por
ejemplo, como una disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse
estan agua, disoluciéon de Ringer y solucion isoténica de cloruro sédico. Ademas, convencionalmente se emplean
aceites no volatiles estériles como disolvente o medio de suspensiéon. Para este fin, puede emplearse cualquier
aceite no volatil suave que incluye mono- o diglicéridos sintéticos. Acidos grasos, tales como acido oleico y sus
derivados de glicérido, son Utiles en la preparacion de inyectables, ya que son aceites farmacéuticamente
aceptables naturales, tales como aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente en sus versiones polioxietiladas.
Estas disoluciones o suspensiones de aceite también pueden contener un diluyente o dispersante de alcohol de
cadena larga, tal como carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares que se usan comUnmente en la
formulaciéon de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables que incluyen emulsiones y suspensiones.
También pueden usarse para los fines de formulacion otros tensioactivos cominmente usados, tales como Tweens,
Spans y otros agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad que se usan cominmente en la
fabricacion de formas de dosificacién soélida, liquida u otras farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones de la presente divulgacion pueden administrase por via oral en cualquier forma de dosificacion
aceptable por via oral que incluye, pero no se limita a, capsulas, comprimidos, suspensiones o disoluciones
acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral, vehiculos cominmente usados incluyen lactosa y almidon de
maiz. También se afiaden normalmente agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio. Para administracion
por via oral en una forma de capsula, diluyentes utiles incluyen, por ejemplo, lactosa. Cuando se requieren
suspensiones acuosas para uso oral, el principio activo se combina con emulsionantes y agentes de suspension. Si
se desea, también pueden afiadirse ciertos edulcorantes, aromatizantes o colorantes.

Alternativamente, las composiciones de la presente divulgacién pueden administrarse en forma de supaositorios para
administracion rectal. Estos pueden prepararse mezclando el agente con un excipiente no irritante adecuado que es
sélido a temperatura ambiente, pero liquido a la temperatura rectal y, por tanto, se fundira en el recto para liberar el
farmaco. Tales materiales incluyen manteca de cacao, cera de abeja y polietilenglicoles.

Las composiciones de la presente divulgacion también pueden administrarse topicamente, especialmente cuando el
objetivo del tratamiento incluye areas u érganos facilmente accesibles por administraciéon topica, que incluyen
enfermedades del ojo, la piel o el tubo digestivo inferior. Formulaciones tdpicas adecuadas se preparan facilmente
para cada una de estas areas u 6rganos. Para aplicaciones tdpicas, las composiciones pueden formularse en una
pomada adecuada que contiene el componente activo suspenso o disuelto en uno o mas vehiculos. Vehiculos para
administracion topica de los compuestos de la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, aceite mineral,
vaselina liquida, vaselina filante, propilenglicol, polioxietileno, compuesto de polioxipropileno, cera emulsionante y
agua. Alternativamente, las composiciones pueden formularse en una locion o crema adecuada que contiene los
componentes activos suspensos o disueltos en uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Vehiculos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, aceite mineral, monoestearato de sorbitano, polisorbato 60, cera de
ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

La administracién tépica para el tubo digestivo inferior puede efectuarse en una formulaciéon de supositorio rectal
(véase anteriormente) o en una formulacién de enema adecuada. También pueden usarse parches.

Las composiciones de la presente divulgacién también pueden administrarse por aerosol nasal o inhalacion. Tales
composiciones se preparan segln técnicas muy conocidas en la técnica de la formulacién farmacéutica y pueden
prepararse como disoluciones en solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados,
promotores de la absorcion para potenciar la biodisponibilidad, fluorocarburos y/u otros agentes solubilizantes o
dispersantes convencionales.

Se ha mostrado que varios anticuerpos monoclonales son eficaces en situaciones clinicas, tales como Rituxan
Herceptin (Trastuzumab) o Xolair (Omalizumab), y pueden usarse pautas de administracién similares (es decir,
formulaciones y/o dosis y/o protocolos de administracién) con los anticuerpos de la presente divulgacion. Programas
y dosificaciones para la administraciéon del anticuerpo en las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion
pueden determinarse segun los métodos conocidos para estos productos, por ejemplo, usando las instrucciones del
fabricante. Por ejemplo, un anticuerpo presente en una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede
suministrarse a una concentracion de 10 mg/ml en tanto 100 mg (10 ml) como 500 mg (50 ml) de viales de un solo
uso. El producto se formula para administracién IV en 9,0 mg/ml de cloruro sédico, 7,35 mg/ml de citrato de sodio
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dihidratado, 0,7 mg/ml de polisorbato 80 y agua estéril para inyeccién. El pH se ajusta a 6,5. Un intervalo de
dosificacién adecuado a modo de ejemplo para un anticuerpo en una composicion farmacéutica de la presente
divulgacion puede estar entre aproximadamente 1 mg/m2 y 500 mg/mz. Sin embargo, se apreciara que estos
programas son a modo de ejemplo y que un programa y régimen 6ptimos pueden adaptarse teniendo en cuenta la
afinidad y tolerabilidad del anticuerpo particular en la composicion farmacéutica que debe determinarse en ensayos
clinicos.

Segun otro aspecto, las composiciones de anticuerpo de la presente divulgacion pueden comprender ademas otro
agente terapéutico, que incluye agentes normalmente utilizados para el fin terapéutico particular para el que esta
siendo administrado el anticuerpo. El agente terapéutico adicional estard normalmente presente en la composicién
en cantidades normalmente usadas para ese agente en una monoterapia para la enfermedad o afeccion particular
gue esta tratandose. Tales agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, agentes anti-inflamacion, esteroides,
supresores del sistema inmunitario, antibiéticos, antivirales y otros anticuerpos y fragmentos de los mismos.

En otro aspecto, dos 0 mas anticuerpos de la presente divulgacion que tienen diferentes reactividades cruzadas, por
ejemplo, anticuerpos que se unen especificamente a distintos epitopes dentro del polipéptido TLR3, se combinan en
una unica composicion de manera que se dirigen a tantos productos génicos de TLR3 distintos como sea posible,
por ejemplo, para explicar la diversidad en los polipéptidos dentro de un individuo o en diferentes pacientes, y para
hacerlos asi tan eficaces como sea posible. Ademas, una composicién de anticuerpo de la presente divulgacion
puede comprender mdultiples anticuerpos que reconocen un Unico epitope de TLR3. Tales combinaciones
proporcionarian de nuevo utilidad mas amplia en un ambito terapéutico.

La divulgacién también proporciona un método de modulacion de la actividad de células que expresan TLR3 en un
paciente en necesidad del mismo, que comprende la etapa de administrar una composicién segun la presente
divulgacion a dicho paciente. EI método se dirige mas especificamente a disminuir la actividad de células de TLR3
en pacientes que tienen una enfermedad en la que la reducida actividad de células de TLR3 es beneficiosa (por
ejemplo, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, enfermedad infecciosa, infeccion viral), o que
es causada o se caracteriza por excesiva actividad de células de TLR3.

Enfermedades y afecciones en las que pueden usarse los presentes métodos incluyen todas las enfermedades en
las que modular TLR3 puede ser beneficioso, que incluyen, por ejemplo, enfermedades mediadas o agravadas
parcial o totalmente por la sefializacion de TLR3 o por citocinas producidas tras dicha sefializacion de TLR3. En
particular, si se usan anticuerpos que inhiben la sefializacion de TLR3, tales trastornos incluyen cualquier trastorno
mediado o agravado parcial o totalmente por la sefializacion de TLR3 o por citocinas producidas tras dicha
sefializacion de TLR3, que incluyen, entre otros, trastornos inmunitarios tales como enfermedades inflamatorias y
enfermedades autoinmunitarias. Mas especificamente, los métodos de la presente divulgacion se utilizan para el
tratamiento de una variedad de trastornos inmunitarios y otras enfermedades que incluyen, pero no se limitan a,
autoinmunidad, inflamacién, alergia, asma, infecciones (por ejemplo, infeccion crénica, infeccion viral) y septicemia.
Ejemplos de enfermedades que pueden tratarse con los anticuerpos que inhiben la sefializacion de TLR3 incluyen,
pero no se limitan a, artritis, lupus eritematoso sistémico, septicemia, asma, osteoporosis, autoinmunidad a
antigenos del sistema nervioso central, diabetes autoinmune, enfermedad inflamatoria del intestino, carditis
autoinmune, hepatitis autoinmune.

Otros trastornos inmunitarios tratables usando los anticuerpos que inhiben la sefializaciéon de TLR3 segun la
divulgacion incluyen, entre otros, trastornos autoinmunitarios y trastornos inflamatorios, que incluyen, pero no se
limitan a, enfermedad de Crohn, celiaquia, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, encefalomielitis aguda
diseminada (EAD), enfermedad de Addison, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAF), anemia aplasica,
hepatitis autoinmune, diabetes mellitus, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-
Barré (SGB), enfermedad de Hashimoto, lupus eritematoso, afecciones desmielinizantes, esclerosis multiple,
miastenia grave, sindrome opsoclono-mioclono (SOM), neuritis Optica, tiroiditis de Ord, pénfigo, cirrosis, psoriasis,
artritis reumatoide, sindrome de Reiter, arteritis de Takayasu, arteritis temporal, anemia hemolitica autoinmune
caliente, granulomatosis de Wegener, apendicitis, arteritis, artritis, blefaritis, bronquiolitis, bronquitis, bursitis,
cervicitis, colangitis, colecistitis, corioamnionitis, colitis, conjuntivitis, cistitis, dacrioadenitis, dermatitis,
dermatomiositis, encefalitis, endocarditis, endometritis, enteritis, enterocolitis, epicondilitis, epididimitis, fasciitis,
fibrositis, gastritis, gastroenteritis, gingivitis, hepatitis, hidrosadenitis supurativa, ileitis, iritis, laringitis, mastitis,
meningitis, mielitis, miocarditis, miositis, nefritis, onfalitis, ooforitis, orquitis, osteitis, otitis, pancreatitis, parotitis,
pericarditis, peritonitis, faringitis, pleuritis, flebitis, neumonitis, proctitis, prostatitis, pielonefritis, rinitis, salpingitis,
sinusitis, estomatitis, sinovitis, tendonitis, tonsilitis, uveitis, vaginitis, vasculitis y vulvitis.

Los presentes anticuerpos pueden incluirse en Kkits. Los kits pueden contener opcionalmente adicionalmente
cualquier nimero de anticuerpos y/u otros compuestos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, o cualquier otro nimero de
anticuerpos y/o compuestos terapéuticos. Se apreciara que esta descripcion del contenido de los kits no es de
ningun modo limitante. Por ejemplo, el kit puede contener otros tipos de compuestos terapéuticos. Preferentemente,
los kits también incluyen instrucciones para usar los anticuerpos, por ejemplo, que detallan los métodos descritos en
el presente documento.
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Aspectos y ventajas adicionales de la presente divulgacion se desvelaran en la siguiente seccion experimental, que
debe considerarse ilustrativa y no limitante del alcance de la presente solicitud.

EJEMPLOS
Materiales y métodos

Se compr¢ interferén-alfa (IntronA™) de Schering Plough Corp. Lineas de células tumorales: Se compran lineas de
células tumorales de melanoma maligno A375 (CRL-1619) de ATCC. Anticuerpos (antigeno, suministrado,
referencia): Anticuerpo anti-TLR3 pAb, R&D Systems, ref. AF1487. Instrumentacion: Citometro de flujo
FACSCalibur™ (BD Biosciences).

Inhibicién con ARNhc de lentivirus

Se preparé una construccion de lentivirus y se produjo por Vectalys (Toulouse, Francia), que codifica TLR3 humano
de control que se dirige a ARN de horquilla corta (ARNhc). Se infectaron células tumorales con preparaciéon de
lentivirus y adicionalmente se seleccionaron con puromicina para conseguir células tumorales shTLR3 A375
estables.

Resonancia de plasmones superficiales (SPR)

(a) Métodos T100 generales de Biacore. Se realizaron mediciones de SPR en un aparato T100 de Biacore
(Biacore GE Healthcare) a 25 °C. En todos los experimentos de Biacore, tampon HBS-EP+ (Biacore GE
Healthcare) o acetato sodico 10 mM a pH 5,6, NaCl 150 mM, 0,05 % de P20 sirvieron de tampén de
electroforesis y se analizaron sensogramas con el software Biaevaluation 4.1 y Biacore T100 Evaluation. Se
compré TLR3 humano recombinante de R&D Systems.

(b) Inmovilizacién de proteinas. Se inmovilizé proteina TLR3 recombinante covalentemente a grupos carboxilo en
la capa de dextrano de un chip Sensor serie 5 de Biacore CM5 (chip). La superficie del chip se activd con
EDC/NHS (clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 0,2 M, N-hidroxisuccinimida 0,05 M
(Biacore GE Healthcare)). Las proteinas se diluyeron a 10 pg/ml en tampo6n de acoplamiento (acetato sédico 10
mM, pH 5,6) y se inyectaron hasta que se alcanzé el nivel de inmovilizacion apropiado (es decir,
aproximadamente 2000 UR para experimentos de uniéon y 600 UR para experimentos de afinidad). La
desactivacion de los grupos activados restantes se realiz6 usando etanolamina 100 mM a pH 8 (Biacore GE
Healthcare).

(c) El analisis de unién de anticuerpo se realizé usando HBS-EP+ (pH neutro). Se inyectaron anticuerpos a una
concentracion de 10 pg/ml durante 2 min a una velocidad de flujo constante de 10 pl/min sobre las proteinas
inmovilizadas y se dej6 que se disociaran durante 3 min antes de la regeneracién por una inyeccion de diez
segundos de tampodn de regeneraciéon NaOH 10 mM, NaCl 500 mM. La correccion del blanco se realizé en linea
co-inyectando los anticuerpos solubles sobre la celda de flujo de dextrano de referencia.

(d) Ensayo de competicion en tampon acido (pH 5,6). La velocidad de flujo se fij6 a 10 pl/min, el primer
anticuerpo a una concentracion de 50 pg/ml (o poliAU a 100 pg/ml) se inyecté durante 2 min, 3 veces
sucesivamente con el fin de saturar la superficie de rhTLR3. Entonces, el segundo anticuerpo se inyect6 durante
2 min, también a 50 pg/ml, y se dejo que se disociara durante 3 min antes de la regeneracion por una inyeccién
de 15 segundos de tampén de regeneracion NaOH 10 mM, NaCl 500 mM. La correccién del blanco se realizé en
linea y se restd la curva usando el anticuerpo de saturacion (o acido nucleico) seguido de una inyeccién de
tampon para eliminar la sefial debida a la disociacion del primer complejo. La sefial resultante se comparé con la
obtenida por la inyeccién del segundo anticuerpo directamente sobre la superficie de rhTLR3.

Ensayo indicador de luciferasa.

Se establecié un ensayo de gen indicador usando como promotor ISRE (elemento de respuesta estimulado por IFN)
y como indicador gen y proteina luciferasa. Se transfectd establemente una linea celular 293T (ATCC, n° CRL-1573)
con el plasmido pISRE-luc (n°® 219089 - Stratagene), adicionalmente se selecciond como respuesta 6ptima inductora
una estimulacién con IFN-alfa y se denominé 293T-ISRE de control. Esta linea celular se transfecté adicionalmente
establemente con diferentes plasmidos plasmido BUNO-hTLR3 (#puno-htlr3 - InVivogen) y se denominé 293T-TLR3-
ISRE. En el dia 0, las células se siembran a 4x10° células/ml en medio de cultivo completo en placa de cultivo de 96
pocillos (100 pl/pocillo). Las células se incuban primero a 37 °C durante 20 horas, luego se desechan 50 ul de medio
y las células se activan con 100 pl/pocillo finales de cantidades crecientes de poliAU junto con diversas
concentraciones de anticuerpos anti-TLR3. Las células incubadas con medio fresco se usaran como actividad de
luciferasa de fondo. Las células se incuban a 37 °C durante 6 horas. Se afiaden 100 pl de Steady Glo (Promega)
recién descongelado a cada pocillo, las placas se incuban 10 min a TA en la oscuridad y la luz emitida en cada
pocillo se cuantifica como cuentas por segundo (CPS) en un aparato contador de gamma (TopCount).
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Ejemplo 1 - Generacion de anticuerpos monoclonales especificos de TLR3
Inmunizacién n° 1

Cribado primario. Para obtener anticuerpos anti-TLR3, ratones Balb/c se inmunizaron con una proteina
recombinante del dominio extracelular de TLR3 marcado con His humano recombinante (R&D Systems, n° 1487-TR-
050). Los ratones recibieron una primo-inmunizacién con una emulsién de 50 pg de proteina TLR3 y adyuvante
completo de Freund, intraperitonealmente, una 22 inmunizacién con una emulsion de 50 ug de proteina TLR3 y
adyuvante incompleto de Freund, intraperitonealmente, y tres refuerzos con 10 upg de proteina TLR3,
intravenosamente. Las células del bazo inmunitarias se fusionaron con linfocitos B inmortalizados X63.Ag8.653 y se
cultivaron en presencia de células del bazo irradiadas. Se obtuvieron 40 placas de cultivo y se evaluaron en un
primer cribado para la unién de TLR3 usando un ELISA desarrollado para la deteccién de la unién a TLRS3.
Brevemente, la proteina TLR3 recombinante marcada con His (R&D Systems, n°® 1487-TR-050) se recubrié sobre
placas de 96 pocillos Ni-NTA (Qiagen). Se siembra el sobrenadante (SN) del cultivo de hibridomas y se incuba en
placas de TLR3, y la presencia de la Ig de unién a TLR3 se revelé con cabra F(ab) anti-raton IgG-HRP. Se
seleccionaron sobrenadantes positivos y se probaron para la ausencia de unién a TLR4. Brevemente, la proteina
TLR4 rec marcada con His (R&D Systems, n° 3146-TR-050) se recubrié sobre placas de 96 pocillos Ni-NTA
(Qiagen). EI SN de las placas de cultivo de hibridomas se incub6 en placas de TLR4, y la presencia de la Ig de unién
a TLR4 se revel6 con F(ab) de cabra anti-ratéon IgG-HRP. El TLR4 se eligi6 como un 2° cribado con el fin de
discriminar entre pocillos seleccionados en el 1° cribado, en los que se usaron el anticuerpo especifico anti-His de
anticuerpo especifico para TLR3. En segundo lugar, dada la homologia entre TLR3 y otros miembros de la familia de
TLR, la evaluacion inicial demostré6 que al menos un anticuerpo monoclonal (mAb) comercialmente disponible,
indicado sobre su envase como especifico para proteina TLR3, aun asi reconocié células 293T incorporadas en
parafina establemente transfectadas con TLR4.

Cribado secundario; seleccion de hibridomas de interés. Se retuvieron 168 sobrenadantes y se probaron en otro
cribado en un ensayo de Biacore usando chips de TLR3 rec, seguido de diversos formatos de ensayo basados en la
union a células 293T que expresan TLR3 humano. Se seleccioné adicionalmente la linea celular 293T (ATCC, n°
CRL-1573), establemente transfectada con el plasmido pISRE-luc (n® 219089 - Stratagene), como respuesta optima
inductora a estimulacion con IFN-alfa y se denomind células 293T de control. Esta linea celular se transfecto
establemente adicionalmente con el plasmido pUNO-hTLR3 (n° puno-htlr3 - InVivogen), o el plasmido pUNO-hTLR4
(n° puno-tir4 - InVivogen) y se denominaron respectivamente 293T-TLR3 y 293T-TLR4. Se cribaron los
sobrenadantes en un cribado basado en FACS para unirse a células 293T-TLR3 sin union a células de control 293T,
y en paralelo en un cribado de IHC para unirse a células 293T-TLR3 como sedimento de células congelado, sin
union a células 293T-TLR4. Los pocillos seleccionados en el cribado de IHC para unirse a células 293T-TLR3 como
sedimento congelado de células también se probaron adicionalmente en un cribado de IHC para unirse a células
293T-TLR3 como sedimento de células incorporadas en parafina. Brevemente, para el cribado de FACS, la
presencia de anticuerpos de reaccién en sobrenadantes se revelé por anticuerpo policlonal de cabra anti-ratén (pAb)
marcado con biotina, estreptavidina marcada con PE. Para el cribado de IHC, la presencia de anticuerpos de
reaccion (Ab) en sobrenadantes se revel6 por pAb de burro anti-raton marcado con biotina (n° 715-065-150, Jackson
Inmunoresearch Laboratories), estreptavidina marcada con peroxidasa (n°® E2886, SIGMA) y se revelé con DAB (n°
SK-4105, Vector Laboratories).

Clonacién de hibridomas de posible interés. 42 hibridomas posiblemente interesantes seleccionados del cribado
inicial se clonaron por técnicas de dilucion limitante en placas de 96 pocillos, y se probaron 304 subclones en una
serie de cribados del siguiente modo. Los 304 subclones se evaluaron primero en un cribado para la union de TLR3
usando el mismo ELISA desarrollado para la deteccion de la unién a TLR3, y se seleccionaron sobrenadantes
positivos y se probaron para la ausencia de union a TLR4 en ensayo de ELISA, dando 228 clones que fueron
selectivos para TLR3. Todos los sobrenadantes que dan una relacién por encima de 10 para la DO obtenida en el
ELISA de TLR3 a la DO obtenida en el ELISA de TLR4 se seleccionaron como especificos para TLR3. Entre ellos
estuvieron sobrenadantes del pocillo C3 de la placa 31 (31C3), pocillo H3 de la placa 29 (29H3), pocillo E7 de la
placa 23 (23E7), pocillo C8 de la placa 23 (23C8) y pocillo F11 de la placa 28 (28F11). 31C3, 29H3, 23C8 y 28F11
son de isotipo IgG1.

De entre los 304 clones, 63 clones, seleccionados por proceder de preclones que dieron positivo en IHC congelada,
también se probaron en un cribado de IHC congelada para unirse a células 293T-TLR3 como sedimento de células
congeladas, sin union a células 293T-TLR4, dando 31 clones positivos en IHC congelado.

De entre los 71 clones positivos en tincion de FACS y los 31 clones positivos en IHC congelado, se seleccionaron 41
clones para criopreservacioén de los 304 clones iniciales.

Inmunizacién n° 2
Cribado primario. Se llevé a cabo otra serie de inmunizacion con el fin de generar diferentes anticuerpos. Usando un

sistema experimental similar al de la primera serie de inmunizacién, se inmunizaron ratones Balb/c, se fusionaron
células del bazo inmunitarias y se cultivaron en presencia de células del bazo irradiadas. Se obtuvieron placas de
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cultivo y se evaluaron en un primer cribado para la uniéon de TLR3 usando un ELISA desarrollado para la deteccién
de la union a TLR3. Se seleccionaron 263 clones de los 2840 para el cribado secundario.

Cribado secundario; seleccion de hibridomas de interés. Se retuvieron 263 sobrenadantes y se probaron en otro
cribado en un ensayo de inhibicién sobre células 293T-TLR3. Se seleccionaron clones que tuvieron un efecto
inhibidor superior al 95 %. Entre ellos estuvieron los sobrenadantes del pocillo A3 de la placa 34 (34A3).

Ejemplo 2 - Modulacién de TLR3

Se obtuvieron CD mieloides (CDMd) de CMSP aislando CMSP de donantes humanos sanos normales. Se
purificaron monocitos de CMSP usando seleccion positiva con microperlas CD14 humanas (Miltenyi Biotech)
siguiendo las instrucciones generales. Adicionalmente se derivaron monocitos en CD (CDMd) por incubacion de 5-6
dias en GM-CSF humano (Leucomax, SP) e IL-4 humana (R&D Systems) a respectivamente 200 ng/ml y 20 ng/ml.

Entonces, las CDMd resultantes se sembraron a 10° células/ml, por duplicado, en placas de 96 pocillos de fondo
plano. Las células se activaron durante 20 horas en un volumen final de 200 pl, junto con los anticuerpos anti-TLR3
a las concentraciones indicadas. Se afiadieron cantidades crecientes de poliAU (30, 100, 300 y 900 ug/ml) a los
pocillos para obtener una lectura de dosis-efecto.

Los sobrenadantes se recogieron después de 20 h de estimulacion, se congelaron a -20 °C y adicionalmente se
ensayaron para IL-6 y IP-10 usando enzimoinmunoanalisis de adsorcién. A continuacion, las células se recogieron,
se tifieron para marcadores de activacion CD86 (con a.huCD86 ratén, IgG1, FITC, BD Biosciences, ref 555657), con
deteccion usando citémetro de flujo FACSCanto™ (BD Biosciences).

Las Figuras 1y 2 ilustran las propiedades inhibidoras de los anticuerpos 31C3 y 29H3 (ambos son del isotipo IgG1)
en términos de activacion celular de CD86 e IL-6, secrecién de IP-10. Los anticuerpos anti-TLR3 31C3.1 y 29H3.7
antagonizan, in vitro, la activacién de CD mieloides mediada por TLR3, ademas, estos anticuerpos regularon
eficazmente por disminucién la expresion de CD83/CD86 mediada por TLR3 y anularon la secrecion de
citocinas/quimiocinas mediada por TLR3, en particular IP-10 y IL-6.

Se generaron fragmentos F(ab)'2 a partir de los anticuerpos 31C3.1y 29H3.7 por escisién con papaina y purificacion
por cromatografia de intercambio iénico sobre MonoQ 5/50 GL, se analizaron por SDS-PAGE y se probaron para la
inhibiciéon en términos de activacion celular de CD86 y secrecion de citocinas. Los fragmentos F(ab)'2 de ambos
anticuerpos 31C3.1 y 29H3.7 regularon eficazmente por disminucién la expresion de CD83/CD86 mediada por TLR3
y anularon la secrecién de citocinas/quimiocinas mediada por TLR3, a un grado similar a los anticuerpos de longitud
completa. La Figura 3 muestra los resultados para el anticuerpo 31C3, en el que fragmentos F(ab)'2 de anticuerpo
31C3 e IgG 31C3 completa anulan la expresion de CD86 mediada por TLR3 y la secreciéon de IP-10 a un grado
similar; la Figura 4 muestra lo mismo para fragmentos F(ab)'2 del anticuerpo 29H3.

En un experimento similar se evaluaron la capacidad de anticuerpos 28F11 y 23C8 para inhibir la sefializacién de
TLR3, en comparacion con el anticuerpo 31C3. Los anticuerpos se probaron a una concentracion de 50 pug/ml en
presencia de una dosis creciente de poliAU. Los resultados se representan en las Figuras 14A y 14B, subrayando
las propiedades inhibidoras de los anticuerpos segun la divulgacion.

El anticuerpo 34A3 también se ha probado de un sistema similar. Esta vez, las células (CDMd) se estimulan con una
dosis fija de poliAU (300 pg/ml) y se afladen dosis crecientes del anticuerpo al medio. Las Figuras 19A y 19B ilustran
los resultados para el anticuerpo 34A3, en comparacion con 31C3 en términos de IL-6 y secrecion de IP-10.

Ejemplo 3 - Afinidad bivalente

Se compararon las propiedades de unién de los anticuerpos 29H3.7, 23E7.3, 31C3.1 y los anticuerpos
comercialmente disponibles TLR3.7 (eBiosciences) y 40C1285 (Abcam) usando los métodos descritos para SPR,
punto c). La Figura 5 muestra que la afinidad de unién por TLR3 es significativamente mejor en el caso de 29H3.7 y
31C3.1 que en el caso de anticuerpos comercialmente disponibles.

La union a TLR3 se determiné a condiciones neutras (pH 7,2) y acidas (pH 5,6), y se calcularon valores de K(D). Los
resultados (media de 2 o0 3 experimentos) se muestran en la Tabla 1. A pH neutro, 23E7, 29H3.7 y 31C3.1 mostraron
todos una afinidad bivalente (Kp) fuerte y similar por TLR3 humano recombinante mejor que 100 picomolar
(aproximadamente 50 picomolar). El anticuerpo TLR3.7 (eBiosciences) en comparacion mostré una afinidad de
unién significativamente menor. A pH &cido, sin embargo, 23E7 perdié afinidad de unién considerable y su Kp fue a
aproximadamente 4 nanomolar. Se midieron la afinidad de 31C3, 23C8, 28F11 y 34A3 en las mismas condiciones
en un ensayo separado, los resultados se representan en la Tabla 1 y en la Figura 15. Estos resultados indican que
los anticuerpos segun la invencion tienen una alta afinidad, especialmente a pH acido.
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Tabla 1

Anticuerpo | Kp media (M) a pH 7,2 Ko media (M) a pH 5,6
23E7,3 351*10"M 4,32 %107

29H3.7 4,74*10" 1,10 *10™

31C3.1 5,05* 10" 6,14 * 10

TLR3.7 45*10° 9* 10~

23C8 1,38 *10™° 1,03* 10

28F11 6,50* 10° 3,35* 10°

34A3 3,01*10° 51710

Ejemplo 4 - Mapeo de epitopes

Mapeo de epitopes a pH acido. Se realizaron ensayos de competicion segun los métodos descritos para SPR, punto
d) a pH 5,6. La Figura 6 ilustra que los anticuerpos 29H3.7 y 31C3.1 fueron capaces de unirse a TLR3 sin competir
con poliAU, similarmente, las Figuras 16A y 16B ilustran que los anticuerpos 28F11, 34A3 y 23C8 fueron capaces de
unirse a TLR3 sin competir con poliAU. Asi, 29H3.7, 31C3.1, 28F11, 34A3 y 23C8 pueden inhibir la sefializacién de
ARNbc sin competir con el epitope de ARNbc sobre TLR3. La Figura 7 ilustra la competicion entre los anticuerpos
29H3.7 y 31C3.1. Como la unién a TLR3 por un anticuerpo afecta la unién a TLR3 del otro (aproximadamente el 90
% de inhibicion por un anticuerpo del otro), puede llegarse a la conclusidon de que estos dos anticuerpos compiten
por un epitope similar sobre TLR3. Similarmente, las Figuras 15A y 15B ilustran la competicion entre el anticuerpo
31C3 con los anticuerpos TLR307, 23C3, 28F11 y 29H3. La Figura 15A ilustra la unién en ausencia de cualquier
anticuerpo de competicién mientras que la Figura 15B ilustra el nivel de unién después de la saturacion del chip de
hTLR3 con 31C3. La pérdida en el nivel de union refleja el impedimento producido por el anticuerpo 31C3, y subraya
la competicién por la union entre los anticuerpos probados. El nivel de unién de TLR3.7 que no esta afectado por la
competicién de 31C3 subraya que los anticuerpos compiten por epitopes diferentes, mientras que la disminucion en
el nivel de unién por todos los otros anticuerpos subraya que todos compiten con 31C3 por un epitope similar.

Mapeo de epitopes a pH neutro. Se realizaron ensayos de competicidon segun los métodos descritos para SPR, a pH
7,2. Los anticuerpos 29H3.7 y 31C3.1 compitieron entre si para unirse a TLR3 ya que la unién por un anticuerpo
afecté la union a TLR3 del otro. También se exploré el mapeo de epitopes con el anticuerpo comercial TLR3.7 y el
anticuerpo 23E7.3. Ninguno de estos anticuerpos compitié para unirse a TLR3 con ninguno de los anticuerpos
29H3.7 y 31C3. Sin embargo, el anticuerpo TLR3.7 compiti6 para unirse a TLR3 con el anticuerpo 23E7.3, que
indica que tienen sitios de unién que se solapan.

Se midio la afinidad de union del anticuerpo 34A3 tanto solo sobre un chip de rhTLR3 como en condiciones en las
que el chip de rhTLR3 se saturé con el anticuerpo 31C3 antes de la adicion de 34A3. Los resultados se muestran en
la Figura 17, y proporcionan evidencia de que los dos anticuerpos compiten para unirse a hTLR3, compartiendo asi
un determinante epitépico comun en vista de sus sitios de unién que se solapan.

La Figura 8 muestra mapas de superficie molecular de los dominios extracelulares de la proteina TLR3 humana,
generados por modelado informatico usando SwissPdb Viewer 4.0 (Guex y Peitsch (2007) Electrophoresis 18: 2714-
2723) basados en datos publicamente disponibles como el archivo de datos 1ZIW de la base de datos Resource for
Studying Biological Macromolecules del proyecto Protein Data Bank (PDB) del Instituto Europeo de Bioinformatica
(Hinxton R.U.). El extremo C esta a la izquierda y el extremo N a la derecha en esta vista, que muestra la cara de
TLR3 que esta sustancialmente libre de glucosilacion, estando la otra cara ampliamente oculta por hidratos de
carbono (véase, por ejemplo, Choe et al. (2005) Science 309:581-585). El mapa de superficie al lado derecho en la
Figura 8 muestra el potencial electrostatico del polipéptido TLR3 humano a pH neutro, delimitado con la superficie
molecular. Las areas principales del potencial electrostatico positivo se indican con flechas, formando una region
general de potencial positivo y neutro sobre la cara libre de glucosilacion del lado del extremo C. Se cree que la cara
libre de glucosilaciéon esta accesible para la interacciébn con moléculas accesorias de ligandos o monémeros de
TLR3 u otros ensamblajes de oligdmeros, y se cree que la regién de potencial electrostatico positivo sobre el lado
del extremo C (en el sombreado mas oscuro, las areas positivas principales indicadas por flechas) se corresponde
con la region de union de ARNbc. Estas regiones también se muestran en la Figura 5 de Choe et al. (2005). El mapa
en el lado izquierdo indica residuos de aminoéacidos determinados por estudios de mutacién que van a participar en
la union de ARNbc, en los que se inhibié la unién de ARNbc por residuos (>80 %) por mutacion de los residuos
H539, N541, N466, R489, N517 o N540, y en los que se inhibid la unién de ARNbc (>80 %) por mutacion de los
residuos K117, K137 y K139. El modelo propuesto en Choe et al. (2005) es que TLR3 forma un homodimero en el
que la interfase de dimerizacion es proxima a la region del extremo C sobre la cara libre de glucosilacion y que
ARNbc se une a solo la cara libre de glucosilacion de TLR3, de forma que dos mondémeros de TLR3 podrian
emparedar ARNbc en un complejo de dos mondmeros de TLR3 y una hebra de ARNbc. También se ha propuesto
un modelo que implica un complejo de TLR3 oligomérico formado por multiples dimeros de TLR3 que se unen a
hebras de ARNbc mas largas (véase, por ejemplo, Bell et al. (2006) PNAS USA 103(23): 8792-8797). Ranjith-Kumar
et al. (2007) J. Biol. Chem. 282(10): 7668-7677 proponen que TLR3 puede existir en una etapa oligomerizada en
ausencia de ligando, y que la union de ARNbc puede producir reordenamiento en el dimero que conduce al
deslizamiento lateral de los mondmeros el uno hacia el otro y ajuste para acomodar el ARNbc, y en el que el cambio
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de conformacién resultante puede estimular la interaccién del dominio de TIR para inducir la sefalizacion. Por tanto,
una explicacion podria ser que los anticuerpos anti-TLR3 31C3, 29H3, 23C8, 28F11 y 34A3 se unen a TLR3, por
ejemplo, sobre la cara libre de glucosilacion, y posiblemente en un epitope que tiene una carga negativa a pH neutro
que, por tanto, no esta en la regién de la union de ARNbc a TLR3. Por tanto, los anticuerpos no prevendrian la
interaccion del ARNbc con TLR3, pero podrian inhibir la sefializacién, por ejemplo, previniendo que un dimero u
oligbmero de TLR3 que tiene ARNbc unido se reordene o adopte la configuracion requerida para provocar la
interaccion de los dominios de TIR, o interfiriendo con la formacién apropiada de dimeros de TLR3 y/o un complejo
ternario de TLR3-ARNbc consiguiente.

Ejemplo 5 - Ensayo indicador

Los anticuerpos se probaron para la inhibicion de la sefializacion de TLR3 en una actividad de gen indicador basado
en luciferasa (293T-TLR3-ISRE). Se ha informado que la interaccion del receptor TLR3 usando agonistas de TLR3
tales como poli (I:C) activa la via de IFN tipo que incluye un promotor ISRE (Wietek et al. J. Biol. Chem., 278(51),
p50923, 2003). Brevemente, se usaron agonistas de TLR3 de ARNbc para inducir la sefializacion de TLR3 en el
ensayo indicador en presencia de anticuerpo anti-TLR3 31C3 y se evalud la sefalizacion de TLR3. Los resultados,
mostrados en la Figura 9, muestran que el anticuerpo anti-TL3 31C3 inhibi6 fuertemente la sefializaciéon de TLR3 en
un modo dependiente de la dosis, en comparacion con un anticuerpo anti-TLR3 de control que previamente se habia
determinado que no tenia efecto sobre la sefializacion de TLR3.

En otro conjunto de experimentos, se incubaron células 293-huTLR3 con diferentes concentraciones de los mAb
anti-TLR3 durante 24 horas (véase la Figura 10A; la concentracion de mAb se representa en el eje en pg/ml a escala
logaritmica), seguido de la adicion al medio del agonista de TLR3 poliAU a una concentracion de 300 pug/ml. Se
midi6 la expresion de luciferasa después de 24 h. Los resultados se representan en la Figura 10A, y las CI50 se
representan en la Tabla 2 a continuacién, que indican que los anticuerpos segun la invencién tienen excelentes
propiedades de inhibicién.

Tabla 2
CI50 (pg/ml)
31C3 2,25
23C8 1,83
28F11 5,56

En otro conjunto de experimentos, se llevd a cabo la misma prueba de inhibicién con 100 pg/ml de poliAU y los
anticuerpos de prueba 31C3, 23E8 y 34A3. Se calcularon los valores de CI50 y todos los anticuerpos tuvieron una
CI50 inferior a 5 pg/ml. Ademas, 34A3 present6 un efecto de inhibicidon potenciado a bajas concentraciones (Figura
10B). Las Figuras 10A y 10B muestran las propiedades de inhibicidn de dosis crecientes de los anticuerpos segin la
invencion, la inhibicion de la sefializacién de TLR3 es dependiente de la dosis. Este ensayo confirma las excelentes
propiedades de inhibicion de los anticuerpos segun la invencién.

En otra prueba, se evaluaron las propiedades de inhibicién de los anticuerpos segun la invencién en una situacion
inflamatoria, aqui en presencia de IFNa. Brevemente, se probaron tres condiciones diferentes. En la condicion 1
(Figura 11A) se evaluo la secrecion de IP-10 sin ningun pre-tratamiento; en la condicién 2 (Figura 11B) se evalu6 la
secrecién de IP-10 después de un pre-tratamiento de 24 horas con IFNa (1000 Ul/ml); en la condicién 3 (Figura 11C)
se evalud la secrecion de IP-10 después de un pre-tratamiento de 24 horas con poliAU (300ug/ml), a continuacién
un intervalo de dosis de ARNbc (polilC para las Figuras 11A y 11B, poliAU para la Figura 11C) y se afiadi6 el
anticuerpo anti-TLR3, tanto 31C3 como 23C8, a una concentracion de 50 pg/ml, se cuantificé (en pg/ml) la secrecién
de IP-10 después de 24 horas, usando ELISA.

Los resultados, representados en la Figura 11, resaltan que los anticuerpos segun la invencién siguen siendo
buenos inhibidores de TLR3 incluso en presencia de moléculas estimulantes, tanto ARNbc como citocinas
inflamatorias. Tales condiciones imitan enfermedades inflamatorias pre-establecidas.

Ejemplo 6 - Tincion con FACS

Brevemente, se recogen lineas celulares 293T o 293T-ISRE/TLR3, el medio se lavg, y las células se fijaron y
permeabilizaron usando un reactivo de permeabilizacion IntraPrep™ de Beckman Coulter, siguiendo las
instrucciones del fabricante. A continuacion, las células permeabilizadas se incubaron a TA durante 20 min con 25
pg/ml de anticuerpo 31C3, adicionalmente se revelaron por un anticuerpo de cabra anti-ratbn marcado con FITC.
Las graficas se representan en la Figura 13. La Figura 13A representa el control negativo sobre la linea celular
HEK293T. La Figura 13B representa la tincion obtenida sobre células HEK293T-TLR3. No se tifieron las células
incubadas con anticuerpo de isotipo de control, en lugar de anticuerpo 31C3 anti-TLR3.

La tincion obtenida usando el anticuerpo 31C3 en células permeabilizadas indica que los anticuerpos reconocen y se
unen especificamente a TLR3 humano intracelular en células.
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Ejemplo 7 - Estudios cinéticos

Se realizé otro conjunto de ensayos para determinar la cinética de inhibicién de los anticuerpos segun la invencién.
Brevemente, se incubaron CDMd con un anticuerpo anti-TLR3 (31C3 o 23C8, a una concentracion de 50 pg/ml) y un
intervalo de dosis de poliAU en diversos marcos de tiempo. Entonces, el medio se incubd durante 24 horas y se
midio la secrecion de IP-10 por ELISA. La Figura 12A representa la secrecion de IP-10 en ng/ml (dependiendo de la
dosis de poliAU) para el anticuerpo 31C3; la Figura 12B representa los resultados para el anticuerpo 23C8.

Pre-estim: El anticuerpo anti-TLR3 se incubé 1 h 30 antes de la adicién de ARNbc.
Co-estim: El anticuerpo anti-TLR3 y el ARNbc se afiadieron simultaneamente.
Post-estim: El ARNbc se incub6 1 h 30 antes de la adicion del anticuerpo anti-TLR3

Estos resultados subrayan que los anticuerpos segun la invenciéon son eficaces para la inhibicion de TLR3
independientemente del estado de union del ARNbc a la proteina TLR3. Los anticuerpos no compiten con el sitio de
union de ARNbc, pero todavia pueden inhibir la sefializacién de TLRS3, incluso cuando ARNbc ya esta unido a la
proteina TLR3.

Ejemplo 8 - Ensayos de internalizacion de TLR3

Brevemente, tanto ningln anticuerpo como 50 pg/ml del anticuerpo anti-TLR3 31C3 se incubd con lineas celulares
293T-ISRE/TLRS3 vivas, durante 2 h 0 24 h a 37 °C. A continuacion, las células se lavaron, se fijaron y se
permeabilizaron usando reactivo de permeabilizacion IntraPrep de Beckman Coulter. La presencia de Ab anti-TLR3
31C3 unido a TLR3 se revela con un Ab de cabra anti-raton, marcado con APC. Alternativamente, se incubaron
células permeabilizadas con tanto isotipo de control como con un mAb especifico de TLR3 eficaz en FACS, no
compitiendo con el Ab 31C3 por la unién a TLR3, ambos marcado con biotina, y adicionalmente se revelaron
mediante incubacion de células con derivado de estreptavidina fluorescente. Las graficas se representan en la
Figura 12. La Figura 12A representa el control negativo, que representa la intensidad de fluorescencia de las células
293T-ISRE/TLR3 en ausencia de un anticuerpo que se enlaza a las proteinas TLR3. La Figura 12C y D representan
la fluorescencia inducida por la unién a la proteina TLR3 del anticuerpo 31C3 internalizado, después de 24 ho 2 h
de incubacién, respectivamente. La Figura 12B indica el nivel en estado estacionario de la expresién de TLR3 en
lineas celulares 293T-ISRE/TLR3, sin pre-incubacién con anticuerpo 31C3. La Figura 12D y 12F, que muestra una
fluorescencia similar a la Figura 12B, confirman que la unién de TLR3 por anticuerpo 31C3 no modula por
disminucion la expresién de TLR3 sobre las lineas celulares 293T-ISRE/TLR3.

Aquellos resultados muestran que los anticuerpos segin la invencion son rapida y eficazmente internalizados,
ademas sin ninguna modulacion por disminucion de hTLR3. Estos resultados subrayan la eficiencia de la unién de
los anticuerpos segun la invencion. Ademas, esta rapida internalizacion proporciona evidencia de que los
anticuerpos son candidatos prometedores para terapia. Tales anticuerpos son también candidatos prometedores
para el acoplamiento con un agente toxico, permitiendo asi un direccionamiento especifico de células que expresan
TLR3.
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115

<213> Mus musculus

<220>

<221 > SENAL
<222> (1) .. (20)

<400> 11

Leu

val

20

Leu

Ser

Gly

Ser

Gln

100

Arg

Ile

Gln

Ser

Trp

Tyr

Arg

85

Leu

Asp

ES 2543095 T3

Leu

Leau

Leu

Hisg

Ile

70

Ile

Asn

Gly

Thr

Leu

Gln

Thr

Trp

55

His

Ser

Ser

Tyr

Ser
130

Cys

Glu

Cys

40

Ile

Tyr

Phe

val

Tyr

120

Vval

Leu

Ser

25

Thrx

Arg

Ser

Thr

Thr

105

Gly

Thr

55

Phe

10

Gly

val

Gln

Gly

Arg

90

Thr

Met

val

Thr

Pro

Thr

Phe

Ile

75

Asp

Glu

Asp

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

60

Thr

Thr

Asp

Tyr

Phe

Leu

Tyr

45

Gly

Asn

Ser

Thr

Trp
125

Pro

val
30

Ser

Asn

Tyr

Lys

Ala

110

Gly

Gly

Lys

Ile

Lys

Asn

Asn

95

Thr

Gln

Ile

Pro

Thr

Leu

Pro

80

Gln

Tyr

Gly



10

15

20

25

ES 2543095 T3

Met Asp Phe Gln Thr Gln Val Pha

Gly Val Asp Gly Asp Ile Val Met
20

Thr Ser Val Gly Asp Arg Val Ser
35 40

Val m:g"rhr Ser Val Ala Trp Tyr
S0 : 55

Lys Ala Leu Ile Tyr Leu Ala Ser
65 70

Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly
85

Asn Ile Gln Ser Glu Asp Leu Ala
100

Asn Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly
115 120

<210> 12

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Val

Thr

25

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

105

Gly

Phe

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

val

Ser

Cys

Lys

His

75

Phe

Phe

Lys

Leu

Gln

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Leu

Lys

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Lau

Glu
125

Trp

Phe
30

Ser
Gln
vVal
Thr
Gln
110

Ile

Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly Tyr Ser Trp His

1 5

<210> 13

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

10

Tyr Ile His Tyr Ser Gly Ile Thr Asn

1 L)

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

56

Leau

15

Gln

Ser

Pro

Val

95

His

Lys

Ser

Ser

Asn

Pro

Asp

80

Ser

Trp
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15

20

25

30

35

40

<210> 15

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

<210> 17

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

<210> 18

<211> 136

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > SENAL
<222> (1)..(19)

<400> 18

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe lLeu Leu Ser Gly Thr Ala Gly

1

Asp Gly Tyr Tyr Gly Met Asp Tyr

1

5

Leu Gln His Trp Asn Tyr Pro Tyr

1

ES 2543095 T3

5

57

5

5

Lys Ala Ser Gln Asn Val Arg Thr Ser Val Ala

Leu Ala Sexr Asn Arg His Thr

10

15



10

Val Leu Ser

Pro Gly Ala
35

Thr Gly Tyr
50

Glu Trp Ile
65

Gln Asn Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys
115

Gln Gly Thr
130

<210> 19

<211> 127

<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221 > SENAL
<222> (1)..(20)

<400> 19

Met Sar Val
1

Gly Ala Arg

Ala Ser Val
35

Ile Tyr Ser
50

G1ln Leu Leu
65

ES 2543095 T3

Glu Val Gln
20

Ser Val Lys

Tyr Ile His

Gly Arg Ile

Lys Asp Lys
85

Met Glu Leu
100

Ala Arg Ser

Thr Leu Thr

Pro Thr Gln
5

Cys Asp Ile
20

Gly Glu Thr

Asn Leu Ala

Ile Tyr Asn
70

Leu

Ile

Trp

55

Asn

Ala

His

Thr

Val
135

Val

Gln

Val

Trp

85

Ala

Gln

Ser

40

Val

Pro

Asn

Ser

Lys

120

Ser

Leu

Thr
40

Tyr

Lys

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

1905

Leu

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Thr

58

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Thr

Gly

Leu Leu Leu Leu Trp

10

Gln Ser Pro Ala Serx

Thr Cys Arg Ala Ser

Gln

Leu

Ala

Ser

Gly

Val

Ser

Tyr

Lys Gln Gly Lys

Ala Glu Gly Val

75

Pro

Ser

His

60

Ala

Asp

Asp

Leu

60

Glu

Gly

Val

Thr

Lys

Asp

Asp
125

45

Leu

30

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ser

110

Tyr

30

Val

Ser

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Trp

Leu

15

Leu

Glu

Ser

Pro

Lys

Phe

Leu

Asn

=14

Ser

val

Gly

Thr

Ser

Asn

Pro

Ser
80
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2543095 T3

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Phe Leu Lys Ile Asn

85 20 95

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr

100 105 1ia0

Gly Thr Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

115

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

<210>21

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22

<210> 23

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

120 125

Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Tyr Ile His

5 10

Arg Ile Asn Pro Tyr Tyr Gly Ala Thr
1 5

Ser Thr Lys Leu Gly Tyr Leu Asp Tyr
1 5

Arg Ala Sexr Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

5 10

59



10

15

20

<210> 25
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

<210> 26
<211> 137
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > SENAL
<222> (1)..(19)

<400> 26

Met

1

val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gly

Gly

Trp

Asn

Ser

Tyr

Gln
130

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyxr

Cys

115

Gly

ES 2543095 T3

Azn Ala Lys Thr Leu Ala Glu

Gln His His Tyr Gly Thr Pro Phe Thr

1

Ser

Glu

20

Ser

Phe

Gly

Lys

Met

100

Val

Thr

Trp

Val

Val

Met

Asp

Glu

Arqg

Thr

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Asp

Leu

Phe

Leu

Ile

Trp

55

Asn

Ala

His

Asp

Thr
135

5

Leu

Gln

Ser

40

Val

Pro

Ser

Ser

Gly

120

Val

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Gly

Ser

60

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

S0

Thr

Asn

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Pro

Ser

His

&0

Ala

Asp

Glu

Pro

Gly

Glu

Gly

45

Val

Thr

Lys

Asp

Phe
125

Thr

Leuw

30

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ser

110

Asp

Ala

15

Val

Ser

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Trp
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15

20

25

<210> 27

<211> 127

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > SENAL
<222> (1) .. (20)

<400> 27

Met Ser Val
1

Gly Ala Arg

Ala Ser Val
35

Ile Tyr Ser
50

Gln Leu Leu
65

Arg Phe Ser

Sexr Leu Gln

Gly Thr Pro
115

<210> 28

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

<210> 29

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29

Pro
Cys
20

Gly
Tyr
Val
Gly
Pro

100

Tyr

Thr

Asp

Glu

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

ES 2543095 T3

Gln

Ile

Thr

Ala

Tyr

70

Gly

Asp

Phe

Val

Gln

val

Trp

85

Ala

Thr

Phe

Gly

Leu

Thr

40

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly
120

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Thr

Thr

Sar

105

Gly

Leu

10

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

20

Tyr

Thr

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala

75

Phe

Tyr

Lys

Leu

Pro

Arg

Gln

60

Glu

Ser

Cys

Leu

Leu

Ala

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
125

Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Phe Met His

1

5

61

10

Trp

Ser

30

Sar

Lys

Vval

Lys=s

His

110

Ile

Leu

15

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

95

Hig

Lys

Thr

Ser

Asn

Pro

Ser

80

Asn

Tyr
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15

20

25

30

35

40

45

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

<210>31

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>31

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

<210> 34

<211> 137

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > SENAL
<222> (1)..(19)

<400> 34

ES 2543095 T3

Arg Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Ala Thx Ser

1

L.

10

Asp Asp Gly Gly Asn Tyr Pro Phe Asp Tyr

1

Tyr Ala Lys Thr Leu Ala Glu

1

5

5

5

10

Arg 3Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
10

Gln His His Tyr Gly Thr Pre Tyr Thr

1

5

62



10

Met Glu Trp

Val His Ser

Pro Gly Ala
35

Thr Thx Tyr
50

Glu Trp Ile
65

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys
115

Gly Gln Gly
130

<210> 35
<211>128

<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221 > SENAL
<2225 (1) .. (22)

<400> 35

Arg

Glu

20

Ser

Ser

Gly

Lys

Met

100

Ala

Thr

Ile

Val

Ile

Tyr

Gly

85

His

Arg

Thr

ES 2543095 T3

Ile

Gln

Lys

Tyr

Ile

70

Lys

Leu

Glu

Leu

Phe

Leu

val

Trp

55

Asp

Ala

Asn

Gly

Thr
135

Leu

Gln

Ser
40

Val

Pro

Thr

Ser

Asn

120

vVal

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Tyr

Ser

63

Leu
10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

80

Thr

Tyr

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

15

val

Ser

Gly

Ser

Pro

Ser

His

60

Asp

Asp

Glu

Tyr

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Phe
125

Thr

Leu
30

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ser

110

Asp

Thr
15

Vval

Val

Ser

Tyr

Ser

95

Thr

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Trp
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15

20

25

30

ES 2543095 T3

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Meat
1 5 10

Val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser
20 25

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys

35 40 45
Ser Ser Val Ser Tyr Met Phe Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
50 55 60
Preo Lys Pro Trp Ile Tyr Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser
65 70 75
Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser
85 90
Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
100 105
Thr Gly Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125
<210> 36
<211>10
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 36
Gly Tyr Val Phe Thr Thr Tyr Ser Ile Tyr
1 5 10
<210> 37
<211>10
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 37
Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Gly Asp Thr Ser
1 ’ 5 10
<210> 38
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

Glu Gly Asn Tyr Tyr Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

64

Ser

Pro

30

Ser

Gly

Leu

Gln
110

Glu

Ala
15

Ala

Ala

Ser

vVal

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Lau

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Trp

Lys
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15

20

25

30

35

40

<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

<210> 40

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 40

<210>41

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>41

<210> 42

<211> 285

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 42

ES 2543095 T3

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Phe

1 ]

10

Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1 5

Gln Gln Trp Thr Gly Asn Pro Pro Thr

1 5

gacattgtga tgacccagte tcaaaaattc atgtcecacat

atcacctgeca agygccagtcea gaatgttegt actgetgtag

gggcagtectc ctaaagecact gatttacttg geatcecaacc

cgcttcacag geagtggatc tgggacagat ttcactctca

gaagaccbgg cagattattt ctgtetgecaa cattggaatt

<210> 43

<211> 285

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 43

65

cagtaggaga cagggtcagc
cotggtatea acagaaacea
ggcacactgg agtccetgat
ccattageaa tgtgcaatct

atcct

60

120

180

240

285
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15

20

25

30

<213> Mus musculus

<400> 47

ES 2543095 T3

caaattgtte tcaccceagte tecagecacte atgtctgeat
atgacctgea gtgecagete aagtgtaagt tacatgtact
tecteococca aacectggat ttatcetcaca tecaacctgg
ttcagtggeca gtgggtctgg gacctettace teototeacaa
gatgctgeca cttattactg ccagcagtgg agtagtaace

<210> 44

<211> 285

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 44

gacatccaga tgactcagte tccageetce ctatctgeat

atcacatgtec gagcaagtga gaatatttac agttatttag

ggaaaatcte ctcagetect ggtectataat gecaaaaacct

aggttcagtg gecagtggatce aggcacacag ttttetetga

gaagattttg ggagttatta ctgtcaacat cattatggta

<210> 45

<211> 39

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 45

tacacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaacgt 39

<210> 46

<211> 294

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 46
gatatgeage ttcaggagte aggacctgac ctggtgaaac
acctgeoactg tcactggeta ctecatcace agtggttata
tttecaggaa acaaactgga atggatggge tacatacact
aacceatete tcaaaagtceg aatctctate actcgagaca
ctgecaghtga attctgtgac tactgaggac acagceacat

<210> 47

<211> 294

<212> ADN

66

ctecagggga gaaggtcacc
ggtaccagca gaagccaaga
cttoctggagt ccetgetege
tcecagecagcat ggaggetgaa

cacce

ctgtgggaga aactgtcace
catggtatca gcagaaacag
tagcagaagg tgtgccatca
agatcaacag cctgeagect

ctect

cttetcagte actttecacte

getggcactyg
acagtggtag
catccaagaa

attactgtge

gateeggecag
cactaactac
ccagttette

aaga

60

120

180

240

285

60

120

180

240

285

€0

120

180

240

294
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15
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25

30

35

ES 2543095 T3

gaggtccage tgecagcagtce tggaccetgag ctagtgaaga
tcctgraagyg cttctggtta ctcattcact ggttactaca
catggaaaga gecttgagtg gattggatat attagttgtt
aaccagaagt tcaagggcaa ggccacattt actgtagaca
atgcagttca acagectgac atctgaagac tetgeggtcet

<210> 48

<211> 294

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 48

gaggtccage tgcaacagte tggacctgag ctggtgaage

tectgocaagy cttctggtta ctcattcact ggoctactaca

catgtaaaga gccttgagtg gattggacgt attaatcctt

aaccagaatt tcaaggacaa ggecagettg actgtagata

atggagetee acagectgae atctgaggac tetgeagtet
<210> 49

<211> 45

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 49

tactttgact actggggcca aggcaccact ctcacagtct cctca 45

<210> 50

<211> 53

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 50

attactatgc tatggactac tggggtcaag gaacctcagt caccgtctcc tca 53
<210>51

<211> 408

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 51
atgggatgga getggatett totetttete ctgteaggaa
gtecagetge aacagtetygg acctgagetyg gtgaagectg
tgcaagectt ctggttactc attcactgee tactacatge
gtaaagagcc ttgagtggat tggacgtatt aatccttaca
cggaatttca aggacaagge cagcttgact gtagataagt
gagctecaca gcocctgacatc tgaggactct gcagtctatt
aatacgtact ttgactactg gggccaagge accacteotca
<210> 52

67

ctggggette

tgcactggygt
acaatggtgc
cateoetecag

attactgtgc

ctggggcette
tgcactgggt

acaatggtge

agtcctecag

attactgtge

ctgcaggtgt
gggctteagt

actgggtgaa

atggtgctac
cctoccageac

actgtgcaag

cagtctec

agtgaagata
caagcagagc
tactagetac
cagagcctace

aaga

agtgaagata
gaagcaaagc
tactagectac

cacagectac

aagyg

cctetetgag
gaagatatee
gcaaageeat
tagctacaac

agectacatyg

aagtgggggt

60
120
180
240

294

60

120

led

240

294

€0

120

180

2449

300

360

408



10

15

20

25

<211> 381
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 52

atgagtgtge ccactcaggt
gacatccaga tgactcagte
atcacatgtc gagcaagtga
ggaaaatctc ctcagctcecct
aggttcagtg gecagtggatc
gaagatyttg ggacttatta

ggcaccaagce tagaaatcaa

<210> 53

<211> 402

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 53

atgagagtge
cagcttcagg
actgtecactyg
ggaaacaaac
tctetecagaa
ttgaattetg

ggtatggact

<210> 54
<211>381
<212> ADN

tgattotttt
agteaggace
getactecat
tggaatggat
gtcgaatcte
tgactactga

actggggtca

<213> Mus musculus

<400> 54

atggacttte
gacattgtga
atcacctgea
gggcagtctc
cgettcacag

gaggacctgg

gggaccaagae

<210> 55

agacccaggt
tgaccecagte
aggceagtea
ctaaagcact
gecagtggatce
cagattattt

tggaaataaa

ES 2543095 T3

cctggggttg
tecagectee
gaatatttac
ggtctataat
aggcacacaqg
ctgteaacat

a

gtgcectgtte
tgacetggtyg
caccagtggt
gggctacatt
tttecactega
ggacacagec

aggaacctca

ctttgtatte
tcaaaaattc
gaatgttegt
gatttacttg
tgggacagat
ctgtetgeaa

a

ctgetgetgt
ctatctgeat
agttetttag
gcaaaaacct
ttttctctga

cattatggta

acagccttte

ggcttacagg
ctgtgggaga
catggtatca
tageagaagg
agatcaacag

ctoctecgac

ctggtatcct

aaaccttete agtcactttce
tatagetgge actggatecqg
cactacagtg gtatcactaa

gacacatcca agaaccagtt

acatattact

gtcacegtct

gtgttgetet
atgtccacat
acttctgtag
gcatccaacce
ttcactetea

cattggaatt

68

gtgcaagaga

cc

ggttgtetgy
cagtaggaga
cctggtatca
ggecacactgg
cegttageaa

atcegtacac

tgccagatgt
aactgtcace
gcagaaacag
tgtgccateg
actgeagect

gtteggtgga

gtcetgatgtg
actcacctge
geagtttcta
ctacaaccca
cttectgcag

tggttattat

tgttgatgga
cagggtcage
acagaaacca
agtccctgat

tattecaatet

gttcggaggy

60

120

ig0

240

200

360

381

60

120

180

2490

300

360

402

&0

120

180

240

300

360

381
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<211> 408
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 55

atgggatgga
gtecagetge
tgcaaggett
gtaaagagcc
cagaatttca
gagctecaca
ctggggtate
<210> 56

<211> 381
<212> ADN

gctggatett
aacagtctgg
ctggttacte
ttgagtggat
aggacaagge
gtctgacatc

ttgactactg

<213> Mus musculus

<400> 56

atgagtgtge
gacatccaga
atcacatgte
ggaaaatctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaage
<210> 57

<211>411
<212> ADN

ccactcaggt
tgacteagte
gagcaagtga
ctcagetect
gcagtggate
ggagttatta

tggaaataaa

<213> Mus musculus

<400> 57

atgggatgga
gteccagctge
tgcaaggett
gtaaagagec
cagaatttca
gaactccaca

ggtaactace

getggatctt
aacagtctgg
ctggttacte
ttgagtggat
aggacaaggc
gectgacate

cttttgacta
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tctetttete
acctgagetg
attcactgge
tggacgtatt
caacttgact
tgacgactet

gggccaaggce

cctggggttg

tecagectcoe
gaatatttac
gatctataat
aggcacacaa
ctgtcaacat

a

tctothttete
acctgagetg
attcactgge
tggacgtatt
cagettgact
tgaggactct

ctggggecag

ctgtcaggaa
gtgaagcctg
tactacatac
aatccttact
gtagataagt
geaghctatt

accactetea

ctgetgetgt
ctatctgeat
agtaatttag
gcaaaaacet
tattttctga

cattatggta

ctgtcaggaa
gtgaagcctg
tactteatge
aatccttaca
gtagataagt
geagtctatt

ggcaccactc

69

ctgcaggtat
gggcttcagt
actgggtgaa
atggtgctac
cctccageac
actgtgcaag

cagtetece

ggcettacagg
ctgtgggaga
catggtateca
tagcagaagg
agatcaacaqg

ctecgtteac

ctgcaggtgt
gggcttcagt
actgggtgaa
atggegetac
cctecageac
actgtgtaag

tcacagtete

cctectetgag
gaagatatcc
acaaagccat
tagctacaac
agcctacatg

atcgaccaaa

tgocagatgt
aactgteace
gcagaaacag
tgtgccatca

cctgeagect

gttcggaggqg

cctctetgag
gaagatatec
gcaaagecat
tagctacaac
atcotacaty
agacgacggt

c

60

120

180

240

300

360

408

60
120
180
240
300
360

381

&0

120

180

240

300

380

411
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<210> 58
<211>381
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 58

atgagtgtgc
gacatccaga
atcacatgte
ggaaaatcte
aggttcagtg
gaagatttty

gggaccaage

<210> 59
<211>411
<212> ADN

ccactecaggt
tgactcagte
gagcaagtga
ctcagctect
gcagtggaac
ggagttacta

tggaaataaa

<213> Mus musculus

<400> 59

atggaatgga
ateccagatge
tgcaaggett
ggaaagageg
cagaagttca
catctcaaca

tactacgget

<210> 60
<211> 384
<212> ADN

gatggatctt
agcagtctgg
ctggttatgt
ttgagtggat
agggcaagge
gcctgacate

actttgacta

<213> Mus musculus

<400> 60

atggattttc
aggggacaaa
gtcaccatga
ccaagatect
getegettea
getgaagatg

ggggggacea

aagtgcagat
ttgttecteac
cetgecaghge
cacccaaaee
gtggcagtgy
ctgecactta

agctggaaat

ES 2543095 T3

cctggggttg
tocagectee
gaatatttac
ggtctattat
aggcacacag
ctgtcaacat

a

tetettocte
acectgagttg
attecactace
tggatatatt
cacattgact
tgaggactct

ctggggecaa

tttcagette
ccagtoteca
cagctecaagt
ctggatttat
gtetgggace
ttactgecag

aaaa

ctgetgetgt
cﬁatctgcat
agttatttag
geaaaaacch
ttttctctga

cattatggta

ctgtecaggaa
gtgaagectg
tacageattt
gatccttaca
gttgacaagt
acagtctatt

ggeaccacte

ctgctaatga
gceacteatgt
gtaagttaca
cteacatcca

tecttactete

cagtggactg

70

ggettacagqg
ctgtggygaga
catggtatca
tagcagaagqg
agatcaacag

ctcegtacac

ctacaggtgt
gggcettocagt
actgggtgaa
atggtgatac
cctecageaa
actgcgcaag

teacagtete

gtgectceagt

ctgeatctee
tgttetggta
acctggctte
tcacaatecag

gtaacccace

tgccagatgt
aactgtcacc
gcagaaacag
tgtgececatca
cctgeagect

gttcggagygg

ccactetgag
gaaggtatece
gcagagocoat
tagctacaac
agcectacatyg
agagggeczat

C

cataatgtec
aggggagagyg
ccagecagaag
tggagtecct
cagcatggag

cacgttegga

60

120

1840

240

300

360

381

60

120

130

240

300

360

411

€0

120

180

2440

300

360

384
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<210>61

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222>(9) .. (9)

ES 2543095 T3

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 61

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Xaa Leu Ala

1

<210> 62

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222> (1) .. (1)

5

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 62

<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222>(8) .. (8)

Xaa Ala Lys Thr Leu Ala Glu

5

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 63

<210> 64

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222>(1) .. (1)

Gln His His Tyr Gly Thr Pro Xaa Thr

1

5

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>
<221 > misc_feature
<222>(4) .. (11)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 64

71
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Xaa Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 65

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1) .. (4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222>(7) .. (7)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 65
Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Ala Xaa
1 5

<210> 66

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222>(1) .. (1)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3) .. (7)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 66
Xaa Ala ¥Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 67

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (5)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 67
Leu Xaa Ser Asn Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 68
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<211>9
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (2)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 68
Gln Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Pro Xaa Thr
1 5

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (4)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 69
Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Thr
1 5

<210>70

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

73
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<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 70
Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Pro ¥aa Thr
1 5

<210>71

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 71
Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyi: Xaa Xaa His
1 5 10
<210> 72
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 72
Gly Tyr Ser Phe Thr Xaa Tyr Xaa Met His
1 5 10
<210>73
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural
<220>

<221 > misc_feature

<222>(9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 73

74
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Gly Tyr Ser Phe Thr Xaa Tyr Tyr Xaa His
1 5 10

<210> 74

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 74
Gly Tyr Xaa Phe Thr Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa
1 ' 5 10
<210>75
<211>11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (9)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 75
Gly Tyr Ser Xaa Thr Xaa Gly Tyr Xaa Xaa His
1 S 10
<210> 76
<211>11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

75
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<221 > misc_feature
<222> (6)..(7)
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<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>
<221 > misc_feature
<222> (10)..(11)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 76

<210> 77

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222> (6)..(6)

Gly Tyr Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Tyr Ser Xaa Xaa

1

5

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>
<221 > misc_feature
<222>(11)..(11)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>
<221 > misc_feature
<222>(13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 77

Arg Ile Asn Pro Tyr Xaa Gly Ala Thr Ser Xaa Asn Xaa Asn Phe Lys

1

Asp

<210>78

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222> (6)..(6)

5

10

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 78

Arg Ile Asn Pro Tyr Xaa Gly Ala Thr Ser Tyr Asn Gln Asn FPhe Lys

1

Asgp

5

76

10

10

15

15
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<210> 79

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 79

Arg Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Ala Thr Ser Tyr Asn Xaa Asn Phe Lys

1 5

Asp

<210> 80

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (13)..(17)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 80

Tyr Ile Xaa Xaa Tyr Xaa Gly Xaa Thr Xaa Tyr Asn Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5

Xaa

<210>81

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221 > misc_feature
<222> (1)..(1)

77
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<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222>(10)..(11)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (13)..(17)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400>81

Xaa Ile Xaa Xaa Tyr Xaa Gly Xaa Thr Xaa Xaa Asn Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

Xaa

<210> 82

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (4)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 82
Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Tyr Xaa Phe Asp Tyr
i 5 10
<210> 83
<211>10
<212> PRT
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<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>
<221 > misc_feature
<222> (7)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 83
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Asp Tyr
1 5 10
<210> 84
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<400> 84
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 85
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural

<220>

<221 > misc_feature

<222> (6)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier amino acido de origen natural
<400> 85

Xaa Gly Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Asp Tyr
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a un polipéptido TLR3 humano, en el que dicho anticuerpo
inhibe la sefializacién por el polipéptido TLR3 sin bloquear la uniéon de un ligando de TLR3 ARNbc al polipéptido
TLRS3, en el que dicho anticuerpo se une especificamente al polipéptido TLR3 bajo condiciones neutras a un pH
entre 6,6 y 7,4 y en condiciones acidas a un pH de entre 4,5 y 6,5 con una Kp sub-nanomolar por su afinidad de
union bivalente;

en el que dicho anticuerpo compite para unirse a un polipéptido TLR3 con un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en:

(a) un anticuerpo que tiene respectivamente una region VHy VL de SEC ID N° 34y 35,y
(b) un anticuerpo que tiene respectivamente una regiéon VHy VL de SEC ID N° 2y 3.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo se une especificamente al polipéptido TLR3 en
condiciones acidas con una Kp 100 picomolar o mejor por su afinidad de unién bivalente.

3. El anticuerpo de las reivindicaciones 1-2, en el que el anticuerpo esta seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 4, 5y 6, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2
y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 7, 8 y 9, respectivamente; y
(b) un anticuerpo que tiene (i) las secuencias de aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada (HCDR1,
HCDR2, HCDR3) como se muestra en SEC ID N°: 36, 37 y 38, y (ii) las secuencias de aminoacidos de las CDR
1, 2 y 3 de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2, LCDR3) como se muestra en SEC ID N° 39, 40 y 41,
respectivamente.

4. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humano o
humanizado.

5. El anticuerpo de la reivindicacion 4, en el que el isotipo de dicho anticuerpo es una IgG4.

6. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el anticuerpo comprende una region Fc que se modifica para
reducir su unién a FcyR.

7. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho anticuerpo es un fragmento de anticuerpo
seleccionado de Fab, Fab', Fab'-SH, F (ab") 2, Fv, diacuerpos, fragmento de anticuerpo monocatenario o un
anticuerpo multiespecifico que comprende multiples fragmentos de anticuerpos diferentes.

8. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho anticuerpo esta conjugado o covalentemente unido a
un resto toxico.

9. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho anticuerpo puede ser internalizado por una célula que
expresa TLR3.

10. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho anticuerpo esta conjugado o covalentemente unido a
un resto detectable.

11. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho anticuerpo se produce por inmunizacién de un
animal no humano con un inmunogén que comprende un polipéptido TLR3.

12. Un hibridoma o célula huésped recombinante que produce el anticuerpo de las reivindicaciones 1 a 11.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. Una composicién farmacéutica de la reivindicacién 13, para su uso en el tratamiento o prevencion de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en autoinmunidad, inflamacion, alergia, asma, infeccion, cirrosis y
septicemia.

15. Una composicion farmacéutica de la reivindicacion 13, para su uso en el tratamiento o prevenciéon de un cancer.
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