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DESCRIPCION

Combinacién de activador transmembrana y modulador de calcio e interactor de ligando de ciclofilina (TACI) y
agentes anti-CD20 para tratamiento de enfermedades autoinmunitarias

Campo de la invencion

La invencion se refiere a nuevas terapias de combinacion que implican inhibicién de BLyS o BLyS/APRIL usando
una proteina de fusion a TACi-Fc y agente anti-CD 20 para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, como
se define en las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

Los linfocitos son una de varias poblaciones de glébulos blancos de la sangre; estos reconocen y responden de
forma especifica a antigenos extrafios. Las tres clases principales de linfocitos son linfocitos B (células B), linfocitos
T (células T) y linfocitos citoliticos naturales (NK). Los linfocitos B son las células responsables de la produccion de
anticuerpos y proporcionan inmunidad humoral. Los linfocitos B maduran dentro de la médula 6sea y salen de la
médula expresando un anticuerpo de unién a antigeno en su superficie celular: cuando un linfocito B no tratados
previamente encuentra primero el antigeno para el que es especifico su anticuerpo unido a membrana, la célula
comienza a dividirse rapidamente y su progenie se diferencia en linfocitos B de memoria y células efectoras
llamadas células plasmaticas. Los linfocitos B de memoria tienen una vida Gtil mas larga y siguen expresando
anticuerpos unidos a membrana con la misma especificidad que la célula precursora original. Las células
plasmaticas no producen anticuerpos unidos a membrana sino que producen formas secretadas del anticuerpo. Los
anticuerpos secretados son las principales moléculas efectoras de la inmunidad humoral.

Un grupo de receptores de factor de necrosis tumoral (TNF) encontrados en la superficie de los linfocitos B en
diversas condiciones se encuentran entre los reguladores celulares de la funcidon de los linfocitos B en el sistema
inmune. En particular, se sabe que tres receptores de TNF: activador transmembrana e interactor de CAML (TACI),
activador de linfocitos B que pertenece a la familia de receptores de TNF (BAFF-R), y proteina de maduracion de
linfocitos B (BCMA) se unen a uno o ambos ligandos de TNF - estimulador de linfocitos B (BLyS también conocido
como BAFF, TALL-1, ztnf4 y THANK) y un ligando inductor de proliferacion (APRIL). De forma especifica, se sabe
que TACI y BCMA se unen tanto a BLyS como a APRIL y BAFF-R se une solamente a BLyS.

Se ha desarrollado una serie de antagonistas de BLyS con el fin de bloquear las diversas funciones de BLyS, que
incluyen pero no se deberian limitar a coestimulacion de linfocitos B, supervivencia de plasmablastos y células
plasmaticas, intercambio de clase de Ig, aumento de antigenos de linfocitos B que presentan funcion celular,
supervivencia de linfocitos B malignos, desarrollo de funcién celular de B-1, desarrollo de linfocitos B mas alla del
estadio T-1, y formacion completa de centro germinal. Algunas de estas moléculas también se pueden unir y
bloquear el efecto de APRIL en los linfocitos B y otros componentes del sistema inmune (Dillon et al. (2006) Nat.
Rev. Drug Dis. 5, 235-246). Algunas moléculas que se han desarrollado para influir en la funcién de los linfocitos B al
interferir con la unién de BLyS y/o APRIL incluyen anticuerpos BLyS tales como Lymphostat-B (Belimumab) (Baker
et al. (2003) Arthritis Rheum, 48, 3253-3265 y documento WO 02/02641); fusiones de dominio extracelular de
receptor/dominio Fc tales como TACI-lg, incluyendo una realizacién en particular, atacicept (Solicitud de Patente de
Estados Unidos N.° 20060034852), BAFF-R-Fc (documento WO 05/0000351), y BCMA-Ig u otras proteinas de fusion
que utilizan dominios extracelulares de receptor. Una clase adicional de antagonistas de BLyS incluyen otras
moléculas que dependen de la capacidad de unién de BLyS para bloquear la union a sus receptores, tales como
AMG 623, anticuerpos receptores, y otras moléculas que se desvelan en los documentos WO 03/035846 y WO
02/16312.

El antigeno CD20 (también denominado antigeno de diferenciacion limitado a linfocitos B humanos, Bp35) es una
proteina transmembrana hidréfoba con un peso molecular de aproximadamente 35 kD situada en linfocitos pre-By B
maduros (Valentine et al. J. Biol. Chent. 264 (19): 11282-11287 (1989); y Einfeld et al. EMBO J. 7 (3): 711-717
(1988)). El antigeno también se expresa en mas de un 90 % de los linfomas no Hodgkin de linfocitos B (NHL)
(Anderson et al. Blood 63 (6): 1424-1433 (1984)), pero no se encuentra en células madre hematopoyéticas,
prolinfocitos B, células plasmaticas normales u otros tejidos normales (Tedder et al. J. Immunol. 135 (2): 973-979
(1985)). CD20 regula una etapa (s) entran en el proceso de activaciéon para inicio y diferenciacion del ciclo celular
(Tedder et al., mencionado anteriormente) y posiblemente funciona como un canal de iones de calcio (Tedder et al.
J. Cell. Biochem. 14D: 195 (1990)).

Dada la expresion de CD20 en linfocitos B, este antigeno puede servir como un candidato para "direccién" de esas
células para tratar enfermedades autoinmunitarias. En esencia, tal direccion se puede generalizar de la siguiente
manera: se administran anticuerpos especificos para el antigeno de superficie CD20 de linfocitos B a un paciente.
Estos anticuerpos anti-CD20 se unen especificamente al antigeno CD20 de (aparentemente) tanto linfocitos B que
producen anticuerpos normales como autoanticuerpos perjudiciales; el anticuerpo unido al antigeno de superficie
CD20 puede conducir a la destruccion y agotamiento de estos linfocitos B. Independientemente del enfoque, un
objetivo primordial es destruir las células que producen los autoanticuerpos; el enfoque especifico se puede
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determinar con el anticuerpo anti-CD20 en particular que se utiliza y, por lo tanto, los enfoques disponibles para la
direccién del antigeno CD20 pueden variar de forma considerable.

El anticuerpo rituximab (RITUXAN®) es un anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado con
ingenieria genética dirigido frente al antigeno CD20. El rituximab es el anticuerpo denominado "C2B8" en el
documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.736.137 presentado el 7 de abril de 1998 (Anderson et al.).

El RITUXAN® ha sido aprobado para el tratamiento de pacientes con linfoma no Hodgkin de linfocitos B, positivo
para CD20 con bajo grado de recaida o refractario o folicular. El mecanismo in vitro de algunos estudios de accién
han demostrado que RITUXAN® se une al complemento humano vy lisa lineas de linfocitos B linfoides a través de
citotoxicidad dependiente de complementos (CDC) (Reff et al. Blood 83 (2): 435- 445 (1994)). Ademas, tiene
actividad significativa en ensayos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). Més recientemente, se
ha mostrado que RITUXAN® tiene efectos antiproliferativos en ensayos de incorporacion de timidina tritiada y para
inducir apoptosis directamente, mientras que otros anticuerpos anti-CD 19 y CD20 no los presentan (Maloney et al.
Blood 88 (10): 637a (1996)). De forma experimental también se ha observado sinergia entre RITUXAN vy
quimioterapias y toxinas.

En particular, el RITUXAN® sensibiliza lineas humanas de células de linfoma de linfocitos B resistentes a farmacos
con respecto a los efectos citotéxicos de la doxorrubicina, CDDP, VP-16, toxina de difteria y ricina (Demidem et al.,
Cancer Chemotherapy & Radiopharmaceuticals 12 (3): 177-186 (1997)). Algunos estudios preclinicos in vivo han
mostrado que RITUXAN® suprime linfocitos B de la sangre periférica, ganglios linfaticos, y médula 6sea de monos
cinomolgos, supuestamente a través de procesos mediados por complementos y células (Reff et al. Blood 83 (2):
435-445 (1994)).

Algunas patentes y publicaciones de patente que se refieren a anticuerpos CD20 incluyen las Patentes de Estados
Unidos N.° 5.776.456; 5.736.137; 6.399.061; y 5.843.439, asi como las solicitudes de patente de Estados Unidos N.°
US 2002/0197255A1, US 2003/0021781A1, US 2003/0082172 A1, US 2003/0095963 Al, US 2003/0147885 Al
(Anderson et al.) ; Patente de Estados Unidos N.° 6.455.043B1 y documento WO00/09160 (Grillo- Lopez, A. );
documento WO00/27428 (Grillo-Lopez y White); documento WO00/27433 (Grillo-Lopez y Leonard); documento
WO000/44788 (Braslawsky et al.) ; documento WO01/10462 (Rastetter, W.); documento WO01/10461 (Rastetter y
White); documento WO001/10460 (White y Grillo-Lopez); solicitudes de Estados Unidos n.° US2002/0006404 y
WO002/04021 (Hanna y Hariharan); solicitudes de Estados Unidos n.° US2002/0012665 Al y W001/74388 (Hanna,
N.); solicitud de Estados Unidos n.° US 2002/0058029 Al (Hanna, N.); solicitud de Estados Unidos n.° 2003/0103971
Al (Hariharan y Hanna); solicitud de Estados Unidos n.° US2002/0009444A1, y documento W001/80884 (Grillo-
Lopez, A.); documento WOO01/97858 (White, C.) ; solicitudes de Estados Unidos n.° US2002/0128488A1 y
WO002/34790 (Reff, M.) ; documento WO02/060955 (Braslawsky et al.) ; documento W02/096948 (Braslawsky et al.);
documento W002/079255 (Reff y Davies); Patente de Estados Unidos N.° 6.171.586B1, y W098/56418 (Lam et al) ;
documento W098/58964 (Raju, S.) ; documento W099/22764 (Raju, S.) ; jumento W0O99/51642, Patente de Estados
Unidos N.° 6.194.551B1, Patente de Estados Unidos N.° 6.242.195B1, Patente de Estados Unidos N.° 6.528.624B1
y Patente de Estados Unidos N.° 6.538.124 (Idusogie et al.) ; documento WO/42072 (Presta, L.) ; documento
WOO00/67796 (Curd et al.) ; documento W0O01/03734 (Grillo-Lopez et al.) ; solicitud de Estados Unidos n.° US
2002/0004587A1 y documento WOO01/77342 (Miller y Presta); solicitud de Estados Unidos n.° US2002/0197256
(Grewal, I); Solicitud de Estados Unidos N.° US 2003/0157108 Al (Presta, L.); Patentes de Estados Unidos N.°
6.090.365B1, 6.287.537B1, 6.015.542, 5.843.398, y 5.595.721, (Kaminski et al.) ; Patentes de Estados Unidos N.°
5.500.362; 5.677.180; 5.721.108; y 6.120.767 (Robinson et al.) ; Patente de Estados Unidos N.° 6.410.391B1
(Raubitschek et al.); Patente de Estados Unidos N.° 6.224.866B1 y documento WO00/20864 (Barbera-Guillem, E.);
documento WO01/13945 (Barbera-Guillem, E.) ; documento WO00/67795 (Goldenberg); Solicitud de Estados Unidos
N.° US 2003/01339301 Al y documento WOOQO/74718 (Goldenberg y Hansen); documento WO/76542 (Golay et al.);
documento W0O01/72333 (Wolin y Rosenblatt); Patente de Estados Unidos N.° 6.368.596B1 (Ghetie et al.); Solicitud
de Estados Unidos N.° US2002/0041847 Al, (Goldenberg, D.) ; Solicitud de Estados Unidos N.° US2003/0026801A1
(Weiner y Hartmann); documento W002/102312 (Engleman, E.); Solicitud de Patente de Estados Unidos N.°
2003/0068664 (Albitar et al.) ; documento WO03/002607 (Leung, S.) ; W0049694 (Wolin et al.); documento
WO003/061694 (Sing y Siegall), cada uno de los cuales se incorpora expresamente en el presente documento por
referencia. Véase también, Patente de Estados Unidos N.° 5.849.898 y solicitud EP n.° 330.191 (Seed et al.);
Patente de Estados Unidos N.° 4.861.579 y documento EP332.865A2 (Meyer y Weiss); documento USP 4.861.579
(Meyer et al.) y documento W095/03770 (Bhat et al.).

Algunas publicaciones que se refieren a terapias con Rituximab incluyen: Perotta y Abuel "Response of chronic
relapsing ITP of 10 years duration to Rituximab" Resumen N.° 3360 Blood 10 (1) (parte 1-2): p. 88B (1998); Stashi et
al. "Rituximab chimeric anti-CD20 monoclonal antibody treatment for adults with chronic idopathic thrombocytopenic
purpura” Blood 98 (4): 952-957 (2001); Matthews, R. "Medical Heretics" New Scientist (7 de abril de 2001); Leandro
et al. "Clinical outcome in 22 patients with rheumatoid arthritis treated with B lymphocyte depletion” Ann Rheum Dis
61: 833-888 (2002); Leandro et al. "Lymphocyte depletion in rheumatoid arthritis: early evidence for safety, efficacy
and dose response. Arthritis and Rheumatism 44 (9): S370 (2001); Leandro et al." An open study of B lymphocyte
depletion in systemic lupus erythematosus”, Arthritis & Rheumatism 46 (1): 2673-2677 (2002); Edwards y Cambridge
"Sustained improvement in rheumatoid arthritis following a protocol designed to deplete B lymphocytes" Rhematology
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40: 205-211 (2001); Edwards et al. "B-lymphocyte depletion therapy in rheumatoid arthritis and other autoimmune
disorders" Biochem. Soc. Trans. 30 (4): 824-828 (2002); Edwards et al." Efficacy and safety of Rituximab, a B cell
targeted chimeric monoclonal antibody: A randomized, placebo controlled trial in patients with rheumatoid arthritis.
Arthritis and Rheumatism 46 (9): S197 (2002); Levine y Pestronk "IgM antibody-related polyneuropaties: B-cell
depletion chemotherapy using Rituximab" Neurology 52: 1701-1704 (1999); DeVita et al. "Efficacy of selective B cell
blockade in the treatment of rheumatoid arthritis" Arthritis & Rheum 46: 2029-2033 (2002); Hidashida et al.
"Treatment of DMARD Refractory rheumatoid arthritis with rituximab.” Presentados en el Annual Scientific Meeting of
the American College of Rheumatology; 24-29 de octubre; New Orleans, LA 2002; Tuscano, J. "Successful treatment
of Infliximab-refractory rheumatoid arthritis with rituximab" Presentado en el Annual Scientific Meeting of the
American College of Rheumatology; 24-29 de octubre; New Orleans, LA 2002.

El documento WO 2006/068867 describe terapia de combinacién para trastornos de linfocitos B.

El documento WO 2007/134326 describe métodos para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias usando
una molécula de fusion de TACI-Ig.

Sumario de la invencion

Un aspecto de la presente invencion es un antagonista de BLyS y un agente anti-CD20 como se define en las
reivindicaciones para uso para reducir los niveles de linfocitos B en un mamifero. El antagonista de BLyS es una
proteina de fusion a TACI-Fc que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial
de activacion de plasminogeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un agente anti-CD20 que comprende un
anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado con ingenieria genética dirigido frente al antigeno CD-
20. "La divulgacion (...) SEG ID N. 26". La divulgacion también proporciona un antagonista de BLyS y un agente anti-
CD20 para uso en la reduccién de los niveles de linfocitos B en un mamifero, en la que el antagonista de BlyS es
una proteina de fusién a Fc que comprende el dominio extracelular de TACI o un fragmento funcional del mismo, una
proteina de fusion a BAFF-R-Fc que comprende el dominio extracelular de BAFF-R o un fragmento funcional del
mismo, o una proteina de fusiébn a BCMA-Fc que comprende el dominio extracelular de BCMA o un fragmento
funcional del mismo. En aspectos particulares de la divulgacion, la proteina de fusibn a Fc comprende las
secuencias de polipéptidos de la SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 23, SEC ID N°: 25, o SEC ID N°: 26.

En otro aspecto de la divulgacién, el antagonista de BLyS es un anticuerpo BLyS, que se une preferentemente a
BLyS dentro de una region que comprende los aminoacidos 162-275 de la SEC ID N°: 8, o el anticuerpo BLyS
conocido como LymphoStat-B. En un aspecto adicional de la divulgacién, el antagonista de BLyS es un anticuerpo
TACI, que se une preferentemente a TACI dentro de una region que comprende 72-109 de la SEC ID N°: 2 0 82-222
de la SEC ID Ne: 2.

En la presente invencion, algunos de los agentes anti-CD20 contemplados incluyen RITUXAN®, aunque seria
adecuado cualquier anticuerpo que se dirija al antigeno CD-20, tal como se define en las reivindicaciones. El nivel de
linfocitos B que se reduce con la presente invencién puede ser al menos uno de medidas de recuentos de linfocitos
B completos (tal como recuentos de linfocitos B en circulacion), recuentos de linfocitos B de memoria, y recuentos de
linfocitos B de bazo (tal como recuentos de linfocitos B de centro germinal).

La presente invencion también incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente anti-CD-20 y de un
antagonista de BLyS tal como se define en las reivindicaciones, para uso para aliviar un trastorno autoinmunitario
regulado por linfocitos B en un paciente. En una realizacion, el trastorno autoinmunitario se selecciona entre el grupo
gue consiste en artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, lupus eritematoso sistémico (LES), nefritis por lupus
(LN), enfermedad de Wegener, enfermedad inflamatoria del intestino, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP),
purpura trombocitopénica trombética (TTP), trombocitopenia autoinmunitaria, esclerosis mudltiple, psoriasis,
nefropatia por IgA, polineuropatias por IgM, miastenia grave, vasculitis, diabetes mellitus, sindrome de Reynauld,
sindrome de Sjorgen y glomerulonefritis. Una enfermedad tratada de forma especifica de esta manera es el lupus
eritematoso sistémico (LES).

En particular, cuando el trastorno autoinmunitario es artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, o nefritis por
lupus, en una realizacion, el antagonista de BLyS y el agente anti-CD-20 se pueden administrar adicionalmente en
conjunto con terapia usando un farmaco inmunosupresor tal como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
glucocorticoides, prednisona, y farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedades (DMARD).

Ademas, la presente combinacion puede utilizar farmacos inmunosupresores que se ha mostrado que son eficaces
en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias. Entre los farmacos inmunosupresores contemplados para uso
en la presente invencion estan ciclofosfamida (CYC), azatioprina (AZA), ciclosporina A (CSA), y micofenolato
mofetilo (MMF).

En el tratamiento o alivio de un trastorno en el que el agente anti-CD 20 y el antagonista de BLyS se administran a
un paciente, el agente anti-CD 20 y el antagonista de BLyS se pueden administrar de forma simultanea o
secuencialmente. En una realizacién especifica, el agente anti-CD 20 se administra antes del antagonista de BLyS
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En el presente documento también se desvela una composicion que comprende un agente anti-CD 20 y un
antagonista de BLyS.

Ademas, la invencién proporciona un articulo de preparacion que comprende un agente anti-CD 20 como se define
en las reivindicaciones, un antagonista de BLyS como se define en las reivindicaciones, y una etiqueta en la que la
etiqueta indica que la composicién es para el tratamiento de un trastorno autoinmunitario regulado por linfocitos B.

En todas las realizaciones de la invencion, el agente anti-CD20 es un anticuerpo quimérico como se define en las
reivindicaciones. En aspectos de la divulgacion, el antagonista de BLyS o el agente anti-CD20, si fuera un
anticuerpo, incluye anticuerpos quiméricos y humanizados.

En todas las realizaciones de la invencion, el antagonista de BLyS es como se define en las reivindicaciones. En
aspectos de la divulgacion, el antagonista de BLyS es una proteina de fusion entre el dominio extracelular de un
receptor que se une a BLyS y el dominio de Fc de una inmunoglobulina, o una proteina de fusién a Fc. En un
aspecto especifico, la proteina de fusidn a Fc se selecciona entre el grupo que consiste en proteina de fusion a TACI
Fc que comprende el dominio extracelular de TACI, en particular atacicept. La divulgacién incluye una proteina de
fusion a BAFF-R Fc que comprende el dominio extracelular de BAFF-R, en particular BR3-lg, y proteina de fusion a
BCMA que comprende el dominio extracelular de BCMA. En otros aspectos de la divulgacién, el antagonista de
BLyS es un anticuerpo BLyS, en particular, un anticuerpo BLyS que se une a BLyS dentro de una region de BLyS
gue comprende los restos 162-275, en particular Lymphostat B. En otro aspecto de la divulgacion, el antagonista de
BLyS es un anticuerpo BAFF-R que incluye uno que se une en una region que comprende los restos 23-38 de
BAFF-R humano. En otro aspecto de la divulgacion, el antagonista de BLyS es un anticuerpo TACI, un anticuerpo
BCMA, o un anticuerpo que se une a ambas moléculas como se describe en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos N.° 2003-0012783.

Breve descripcién de las figuras

La FIGURA 1 ilustra resultados de FACS a modo de ejemplo que utilizan la estrategia de seleccion del Ejemplo 3
seguido del andlisis de las poblaciones celulares, en particular, niveles de linfocitos B en bazo de mono
cinomolgo. Este ejemplo en particular es un control, por ejemplo, bazo tratado con vehiculo para RITUXAN®.
Este ejemplo muestra linfocitos de bazo totales (FIGURA 1A), linfocitos B CD40+/CD3- (FIGURA IB), y linfocitos
B de Memoria CD40+/CD3-/CD21+/CD27+ (FIGURA 1C). Los resultados informados en el Ejemplo 4 son valores
medios de analisis de FACS realizados de la misma manera que en el ejemplo que se muestra aqui.

La FIGURA 2 presenta en grafico el recuento absoluto de linfocitos B totales (CD45+/B220+) en ratones hacia el
dia 80 del estudio para los experimentos de combinacién que se describen en el Ejemplo 5.

La FIGURA 3 presenta en grafico el recuento absoluto de linfocitos CD20+ B humanos (B220+/huCD20+) en
ratones transgénicos CD20 humanos hacia el dia 80 del estudio para los experimentos de combinacion que se
describen en el Ejemplo 5.

La FIGURA 4 ilustra un resultado de FACS a modo de ejemplo que utiliza la estrategia de seleccion del Ejemplo
5 para el andlisis de las poblaciones celulares, en particular, niveles de linfocitos B en sangre periférica de ratén.
Este ejemplo en particular es un control, por ejemplo, un ratén transgénico CD20 humano con vehiculo. En este
ejemplo, la Figura 4A muestra glébulos blancos totales de seleccion para linfocitos CD45+, a continuacién en la
Figura 4B, linfocitos B CD45+/B220+ de seleccién de la poblacion de linfocitos CD45+. La Figura 4C muestra
seleccion para linfocitos de sangre periférica, la Figura 4D presenta en gréafico la seleccion de células B220+ y
CD3+ de la poblacion de linfocitos, y la Figura 4E muestra que la mayoria de la poblacion de linfocitos B220+ es
huCD20+.

Descripcion detallada

Aunque el tratamiento con agente anti-CD 20 parece util en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, a
partir de los experimentos que se describen en el presente documento se descubrié que la administracién de una
combinacién de un agente anti-CD 20 con un antagonista de BLyS es un método de tratamiento que bloqueara rutas
de sefiales multiples en linfocitos B que se cree que son responsables de la produccion de anticuerpos dirigidos a
autoantigenos, desencadenando y/o perpetuando de este modo la afeccién autoinmunitaria. Esto da como resultado
una reduccién de los nimeros de linfocitos B, secuencialmente, una reduccion de la inmunoglobulina en circulacién
en un mamifero que se esta sometiendo a tal tratamiento. Sin quedar ligado por la teoria, como se cree que tal
inmunoglobulina en circulacién es responsable, al menos parcialmente, de la estimulacion de sintomas negativos de
la enfermedad autoinmunitaria, la combinaciéon de agentes anti-CD 20 y terapias dirigidos frente a la ruta de BLyS
proporciona por lo tanto un nuevo método de tratamiento de enfermedades mediadas por linfocitos B tales como
enfermedades autoinmunitarias basadas en linfocitos B. La terapia de combinacion de agentes anti-CD 20 con un
antagonista de BLyS puede ofrecer alternativas mas eficaces a los tratamientos existentes para ciertas
enfermedades, por ejemplo, LES.

En el presente documento, una "enfermedad autoinmunitaria" es cualquier enfermedad o trastorno no malignos que
surgen de anticuerpos que se producen dirigidos frente a los propios (auto) antigenos y/o tejidos de un individuo.
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Como se usa en el presente documento, "supresion de linfocitos B" se refiere a una reduccién de los niveles de
linfocitos B en un animal o ser humano después de tratamiento con farmaco o anticuerpo, en comparacién con el
nivel antes del tratamiento. Los niveles de linfocitos B se pueden medir usando ensayos bien conocidos tales como
obtencién de un recuento de sangre completa, mediante analisis de FACS tifilendo marcadores de linfocitos B
conocidos, y con métodos tales como los que se describen en los Ejemplos Experimentales. La supresion de
linfocitos B puede ser parcial o completa. En un paciente que recibe un farmaco para supresion de linfocitos B, los
linfocitos B se suprimen generalmente durante el periodo de tiempo en el que el farmaco esta en circulacion en el
organismo del paciente y el tiempo para la recuperacion de linfocitos B.

La expresién "agente anti-CD 20" incluye cualquier molécula que se une a CD-20 y en la realizacién mas preferente
se dirige a la célula asociada a la proteina CD-20 para eliminacion. Tales moléculas incluyen anticuerpos anti-CD-20,
tales como RITUXAN® y versiones relacionadas de ese agente tales como ocrelizumab, una versién humanizada de
ese anticuerpo, ofatumumbab (HuMax-CD20®, un agente anti-CD 20 totalmente humano), DXL625 (un agente anti-
CD20 monoclonal de segunda generacién), GA101 (un agente anti-CD20 de tercera generacion que tiene una regién
Fc alterada), las moléculas anti-CD20 que se describen en la Solicitud de Estados Unidos N.° 20060121032, las
moléculas anti-CD20 que se describen en la Solicitud de Estados Unidos N.° 200700202059, las moléculas anti-
CD20 que se describen en la Solicitud de Estados Unidos N.°© 20070014720, las moléculas anti-CD20 que se
describen en la Solicitud de Estados Unidos N.° 20060251652, las moléculas anti-CD20 que se describen en la
Solicitud de Estados Unidos N.° 20050069545, las moléculas anti-CD20 que se describen en la Solicitud de Estados
Unidos N.° 20040167319, TRU-015 (una molécula inmunofarmacéutica de molécula pequefia que se dirige a CD
20), asi como moléculas conjugadas tales como ibritumomab (ZEVALIN®).

Los "farmacos inmunosupresores” son cualquier molécula que interfiere con el sistema inmune y mitiga su respuesta
a antigenos extrafios o autoantigenos. La ciclofosfamida (CYC) y el micofenolato mofetilo (MMF) son dos de tales
tipos de moléculas. Esta expresion pretende incluir cualquier farmaco o molécula atil como un agente terapéutico en
la regulacion negativa del sistema inmune. Este método contempla en particular algunos farmacos que se han usado
para tratar enfermedades autoinmunitarias tales como artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, lupus
eritematoso sistémico (LES), nefritis por lupus (LN), enfermedad de Wegener, enfermedad inflamatoria del intestino,
parpura trombocitopénica idiopatica (ITP), purpura trombocitopénica trombética (TTP), trombocitopenia
autoinmunitaria, esclerosis mdltiple, psoriasis, nefropatia por IgA, polineuropatias por IgM, miastenia grave,
vasculitis, diabetes mellitus, sindrome de Reynauld, sindrome de Sjorgen y glomerulonefritis.

Los términos "BLyS" o "polipéptido BLyS", "TALL-1" o "polipéptido TALL-1", o "BAFF" o "polipéptido BAFF", cuando
se usan en el presente documento incluyen "polipéptidos BLyS de secuencia nativa" y "variantes de BLyS". "BLyS"
es una denominacion dada a los polipéptidos que estan codificados con la secuencia de BLyS Humana (SEC ID
N°: 7) o la secuencia de BLyS de Ratén (SEC ID N°: 9). Dentro de esta denominacion también se incluyen los
polipéptidos que muestran actividad bioloégica de BLyS. Por ejemplo, un BLyS biolégicamente activo potencia uno
cualquiera o una combinacién de los siguientes sucesos in vitro 0 in vivo: un aumento de la supervivencia de
linfocitos B, un aumento del nivel de IgG y/o IgM, un aumento de los nimeros de células plasmaticas, y
procesamiento de NF- Kb2/100 a p52NF-Kb en linfocitos B esplénicos (por ejemplo, Batten, M et al., (2000) J. Exp.
Med. 192: 1453-1465; Moore, et al. , (1999) Science 285: 260-263; Kayagaki, et al. , (2002) 10: 515-524). Un experto
habitual en la materia conoce bien varios ensayos Utiles para someter a ensayo algunos antagonistas de BLyS tales
como el ensayo de proliferacién de linfocitos B que se describe en el documento WO 00/40716, entre otros.

En resumen, los linfocitos B humanos se aislan de células mononucleares de sangre periférica usando perlas
magnéticas de CD19 y el sistema de separacion magnética VarioMacs (Miltenyi Biotec Auburn, CA) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los linfocitos B purificados se mezclan con BLyS soluble (25 ng/ml) e IL-4 humana
recombinante (10 ng/ml Pharmingen), y las células se siembran en placas de 96 pocillos de fondo redondo a 1 x 10°
células por pocillo. El antagonista de BLyS a someter a ensayo se puede diluir de aproximadamente 5 pg/ml a
aproximadamente 6 ng/ml, se puede incubar con los linfocitos B durante cinco dias, pulsando durante una noche en
el dia cuatro con 1 pCi de 2H-timidina por pocillo. Como un control, también se puede incubar antagonista de BLyS
con linfocitos B e IL-4 sin BLyS. Las placas se cosechan usando un cosechador de placas Packard, y se hace
recuento usando el lector Packard.

Un polipéptido de "secuencia nativa" comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el
polipéptido correspondiente derivado de la naturaleza. Tales polipéptidos de secuencia nativa se pueden aislar de la
naturaleza o se pueden producir con medios recombinantes y/o de sintesis. La expresién "secuencia nativa" incluye
especificamente formas truncadas, solubles o secretadas de origen natural (por ejemplo, una secuencia de dominio
extracelular), formas de variante de origen natural (por ejemplo, formas empalmadas alternativamente) y variantes
alélicas del polipéptido de origen natural.

En general, los polipéptidos "variables" para cualquiera de los polipéptidos se desvelan en la presente memoria
descriptiva incluyen polipéptidos en los que uno o mas restos de aminoacidos se afiaden o suprimen en el extremo N
y/o C-terminal, asi como dentro de uno o mas dominios internos, de la secuencia de aminorar de longitud completa o
"secuencia nativa". Cuando se analizan los dominios extracelulares de receptores, también se contemplan
fragmentos que se unen a polipéptidos de BlyS de secuencia nativa. Por el contrario, cuando se analizan fragmentos
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de BLyS, se contemplan fragmentos que se unen a uno cualquiera o mas de los tres receptores de BLyS.
Habitualmente, un polipéptido variable tendra una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 80 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 81 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 82 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 83 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 84 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 85 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 86 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 87 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 88 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 89 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 90 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 91 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 92 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 93 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 94 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 95 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 96 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 97 %, mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 98 % y aun mas preferentemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente un 99 % con el polipéptido o un fragmento especificado del mismo. Generalmente, los
polipéptidos variables no incluyen la secuencia de polipéptidos nativa. Habitualmente, los polipéptidos variables
tienen una longitud de al menos aproximadamente 10 aminoacidos, a menudo una longitud de al menos
aproximadamente 20 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos aproximadamente 30 aminoacidos, mas
a menudo una longitud de al menos aproximadamente 40 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos
aproximadamente 50 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos aproximadamente 60 aminoacidos, mas
a menudo una longitud de al menos aproximadamente 70 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos
aproximadamente 80 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos aproximadamente 90 aminoacidos, mas
a menudo una longitud de al menos aproximadamente 100 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos
aproximadamente 150 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al menos aproximadamente 200 aminoécidos,
mas a menudo una longitud de al menos aproximadamente 250 aminoacidos, mas a menudo una longitud de al
menos aproximadamente 300 aminoacidos, o mas.

Como se ha mencionado anteriormente, un antagonista de BLyS puede funcionar de una manera directa o indirecta
para bloguear, inhibir o neutralizar parcial o totalmente la sefializacion de BLyS, in vitro o in vivo. Por ejemplo, el
antagonista de BLyS se puede unir directamente a BLyS. Por ejemplo, una aglutinante directo es un polipéptido que
comprende el dominio extracelular (ECD) de un receptor de BLyS tal como TACI, BAFF-R, y BCMA.

Los receptores de BLyS se pueden describir como sigue a continuacion. Los polipéptidos de TACI de la invencion
incluyen polipéptidos de TACI que comprenden o que consisten en los aminoacidos 1-246 de la SEC ID N°: 2. El
término general "TACI" incluye los polipéptidos de TACI que se describen en los documentos WO 98/39361, WO
00/40716, WO 01/85782, WO 01/87979, WO 01/81417, y WO 02/094852. Los polipéptidos de TACI se pueden aislar
a partir de diversas fuentes, tales como tipos de tejido humano o de otra fuente, o preparar con métodos
recombinantes y/o de sintesis. Los polipéptidos BAFF-R incluyen el polipéptido BAFF-R que comprende o que
consiste en la secuencia contigua de los restos de los aminoacidos 1 a 184 de la SEC ID N°: 4. El término general
"BAFF-R" incluye los polipéptidos de BAFF-R que se describen en el documento WO 02/24909 y en el documento
WO 03/14294. Los polipéptidos de BAFF-R se pueden aislar a partir de diversas fuentes, tales como de tipos de
tejido humano o de otra fuente, o preparar con técnicas recombinantes y/o de sintesis. Los polipéptidos de BCMA
incluyen polipéptidos de BCMA que comprenden o que consisten restos de los aminoacidos 1-184 de la SEC ID
N°: 6. El término general "BCMA" incluye los polipéptidos de BCMA que se describen en Laabi et al., EMBO J., 11:
3897-3904 (1992); Laabi et al., Nucleic Acids Res., 22: 1147-1154 (1994); Gras et al., Int. Immunology, 7: 1093-1106
(1995); y Madry et al., Int. Immunology, 10: 1693-1702 (1998). Los polipéptidos de BCMA se pueden aislar de
diversas fuentes, tales como de tipos de tejido humano o de otra fuente, o preparar con métodos recombinantes y/o
de sintesis.

Para los fines de funcionamiento como un antagonista de BLyS, el ECD de estos receptores es un polipéptido
basicamente libre de los dominios transmembrana o citoplasmatico que generalmente retiene la capacidad de unirse
a BLyS. De forma especifica, el dominio extracelular de TACI puede comprender los aminoacidos 1 a 154 de la
secuencia de polipéptidos de TACI (SEC ID N°: 2). Ademas, el ECD puede ser fragmentos o variantes de esta
secuencia, tal como formas de ECD de TACI como se describe en von Bulow et al., mencionado anteriormente,
documentos WO 98/39361, WO 00/40716, WO 01/85782, WO 01/87979, y WO 01/81417. En particular, estas
formas de ECD pueden comprender los aminoacidos 1-106 de la SEC ID N°: 2, aminoacidos 1-142 de la SEC ID
N°: 2, aminoacidos 30-154 de la SEC ID N°: 2, aminoacidos 30-106 de la SEC ID N°: 2, aminoacidos 30-110 de la
SEC ID N°: 2, aminoéacidos 30-119 de la SEC ID N°: 2, aminoacidos 1-166 de la SEC ID N°: 2, aminoacidos 1-165 de
la SEC ID N°: 2, amino&cidos 1-114 de la SEC ID N°: 2, aminoacidos 1-119 de la SEC ID N°: 2, aminoé&cidos 1-120
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de la SEC ID N° 2, y los aminoacidos 1-126 de la SEC ID N°: 2. Ademas, el ECD de TACI puede comprender las
moléculas que tienen solamente un dominio rico en cisteina.

Algunas formas de ECD de BAFF-R incluyen las que comprenden los aminoacidos 1-71 de la secuencia de
polipéptidos de BAFF-R (SEC ID N°: 4). Ademas, el ECD puede ser fragmentos o variantes de esta secuencia tales
como formas de ECD de BAFF-R como se describe en los documentos WO 02/24909, WO 03/14294, y WO
02/38766. En particular, estas formas de ECD pueden comprender los aminoacidos 1-77 de la SEC ID N°: 4,
aminoacidos 7-77 de la SEC ID N°: 4, aminoéacidos 1-69 de la SEC ID N°: 4, amino4cidos 7-69 de la SEC ID N°: 4,
aminoacidos 2-62 de la SEC ID N°: 4, amino&cidos 2-71 de la SEC ID N°: 4, aminoacidos 1-61 de la SEC ID N°: 4
and aminoacidos 2-63 de la SEC ID N°: 4, aminoacidos 1-45 de la SEC ID N°: 4, aminoé&cidos 1-39 de la SEC ID
N°: 4, aminoacidos 7-39 de la SEC ID N°: 4, aminoacidos 1-17 de la SEC ID N°: 4, aminoacidos 39-64 de la SEC ID
N°: 4, aminoacidos 19-35 de la SEC ID N°: 4, y los aminoacidos 17-42 de la SEC ID N° 4. Ademas, el ECD de
BAFF-R puede comprender las moléculas que tienen un dominio rico en cisteina.

Algunas formas de ECD de BCMA incluyen las que comprenden los aminoacidos 1-48 de la secuencia de
polipéptidos de BCMA (SEC ID N°: 6). Ademas, el de ECD puede ser fragmentos o variantes de esta secuencia tales
como formas de ECD de BCMA como se describe en los documentos WO 00/40716 y WO 05/075511. En particular,
estas formas de ECD pueden comprender los aminoacidos 1-150 de la SEC ID N°: 6, aminoacidos 1-48 de la SEC
ID N°: 6, amino&cidos 1-41 de la SEC ID N°: 6, aminoacidos 8-41 de la SEC ID N°: 6, aminoacidos 8-37 de la SEC ID
N°: 6, aminoacidos 8-88 de la SEC ID N°: 6, aminoacidos 41-88 de la SEC ID N°: 6, aminoacidos 1-54 de la SEC ID
N°: 6, aminoacidos 4-55 de la SEC ID N°: 6, aminoacidos 4-51 de la SEC ID N°: 6, y los aminoacidos 21-53 de la
SEC ID N°: 6. Ademas, el ECD de BCMA puede comprender las moléculas que tienen solamente en un dominio
parcial rico en cisteina.

En una realizacién mas, la region de unién a BLyS de un receptor de BLyS (por ejemplo, un dominio extracelular o
fragmento del mismo de BAFF-R, BCMA o TACI) se puede fusionar con una porcién de Fc de una molécula de
inmunoglobulina para facilitar su solubilidad in vivo. De acuerdo con una realizacion, el antagonista de BLyS se une
a un polipéptido BLyS con una afinidad de unién de 100 nM o inferior. De acuerdo con otra realizacion, el
antagonista de BLyS se une a un polipéptido BLyS con una afinidad de union de 10 nM o inferior. De acuerdo con
otra realizacion mas, el antagonista de BlyS se une a un polipéptido BLyS con una afinidad de unién de 1 nM o
inferior.

En otro ejemplo, algunos antagonistas de BLyS incluyen polipéptidos de uniéon a BLyS que no son secuencias
nativas o variantes de las mismas. Algunos ejemplos de tales polipéptidos son los que tienen la secuencia de
Formula I, Formula IlI, Férmula 1ll como se describe en el documento WO 05/000351. En particular, algunos
polipéptidos de unién incluyen ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEC ID N°: 13), ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEC ID
N°: 14), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEC ID N°15), ECFDLLVRSWVPCHMLR (SEC ID Ne°: 16),
ECFDLLVRHWVACGLLR (SEC ID N°: 17), o secuencias enumeradas en la FIG. 32 del documento WO 05/000351.

Como alternativa, el antagonista de BLyS se puede unir a un dominio extracelular de secuencia nativa de TACI,
BAFF-R, o BCMA en su regién de unién a BLyS para bloquear, inhibir o neutralizar parcial o totalmente la unién a
BLyS in vitro, in situ, o in vivo. Por ejemplo, tal antagonista indirecto es un anticuerpo TACI que se une en una region
de TACI de modo que la unién de BLyS esta impedida estéricamente. Por ejemplo, se cree que la unién a los
aminoacidos 72-109 o una regién vecina bloquea la unién a BLyS. También podria ser ventajoso bloquear la unién
de APRIL a esta molécula, que se cree que se produce en la region de los aminoacidos 82-222. Otro antagonista de
BLyS es un anticuerpo BAFF-R que se une en una region de BAFF-R de modo que la unién de BAFF-R humano a
BLyS esta impedida estéricamente. Por ejemplo, se cree que la unién en los aminoacidos 23-38 o en los
aminoacidos 17-42 o una region vecina bloquea la unién a BLyS. Por (ltimo, un antagonista indirecto adicional seria
un anticuerpo BCMA que se une a una region de BCMA de modo que la unién de BLyS esta impedida
estéricamente. Por ejemplo, se cree que la unidén en los aminoacidos 5-43 o0 una region vecina bloquea la unién a
BLyS (0 APRIL).

En algunos aspectos de esta divulgacion, un antagonista de BLyS incluye anticuerpos BLyS. Cuando se hace
referencia al término "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre de forma especifica, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos con especificidad poliepitopica, anticuerpos de una
sola cadena y fragmentos de anticuerpos. De acuerdo con algunos aspectos, un polipéptido desvelado en el
presente documento se fusiona en un armazon de anticuerpo, por ejemplo, en la regién variable o en una CDR de
modo que el anticuerpo se puede unir e inhibir la unién de BLyS a TACI, BAFF-R, o BCMA o inhibe la sefializacion
de BLyS. Los anticuerpos que comprenden un polipéptido de esta divulgaciéon pueden ser quiméricos, humanizados
0 humanos. Los anticuerpos que comprenden un polipéptido de esta divulgacién pueden ser un fragmento de
anticuerpo. Como alternativa, un anticuerpo desvelado en el presente documento se puede producir mediante
inmunizacién de un animal con un polipéptido de esta divulgacion. Por lo tanto, se contempla un anticuerpo dirigido
frente a un polipéptido de esta divulgacion.

En particular, se contemplan anticuerpos especificos para BLyS que se unen dentro de una region de BLyS humano
(SEC ID N°: 8) que comprenden los restos 162-275 y/o un aminoacido vecinal de aminoacidos seleccionados entre
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el grupo que consiste en 162, 163, 206, 211, 231, 233, 264 y 265 de BLyS humano. La unién de los anticuerpos es
tal que el anticuerpo impide de forma estérica la union de BLyS a uno 0 mas de sus receptores. Tales anticuerpos se
describen en los documentos WO 02/02641 y WO 03/055979. Un anticuerpo particularmente precedente es el que
se describe como Lymphostat-B (Baker et al. (2003) Arthritis Rheum, 48, 3253-3265).

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir una poblacion de anticuerpos basicamente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades menores.

Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, siendo dirigidos frente a un sitio antigénico individual.
Ademas, al contrario que las preparaciones de anticuerpo (policlonal) convencionales que por lo general incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos frente a diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige
frente a un solo determinante en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
ventajosos porque se sintetizan con el cultivo de hibridoma, sin contaminar con otras inmunoglobulinas. El
modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como obtenido a partir de una poblacién basicamente
homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar que requiere la produccion del anticuerpo con cualquier método
en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales desvelados en el presente documento se pueden preparar
con el método de hibridoma que se describié primero en Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden preparar
con métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567). Los
"anticuerpos monoclonales" también se pueden aislar de bibliotecas de anticuerpos de fago usando las técnicas que
se describen en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al. , J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), por
ejemplo.

En el presente documento los anticuerpos monoclonales incluyen de forma especifica anticuerpos "quiméricos"
(inmunoglobulinas) en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homéloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie en particular o que pertenecen a una clase o subclase de
anticuerpo en particular, mientras que el resto de la cadena (s) es idéntico u homodlogo a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo,
asi como fragmentos de tales anticuerpos, siempre y cuando presenten la actividad biol6gica deseada (Patente de
Estados Unidos N.° 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). En la técnica se
conocen métodos para preparar anticuerpos quimericos.

Algunas formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas
quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras
subsecuencias de anticuerpos de unién al antigeno) que contienen secuencia minima derivada de inmunoglobulina
no humana.

En su mayoria, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que
algunos restos de una region que determina la complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen con restos de
una CDR de una especie humana (anticuerpo dador) tal como ratén, rata o conejo que tienen la especificidad,
afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos de region marco conservada de Fv (FR) de la
inmunoglobulina humana se sustituyen con los correspondientes restos humanos. Ademas, algunos anticuerpos
humanizados pueden comprender restos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de
CDR ni marco conservadas importadas. Estas modificaciones se realizan para refinar y maximizar adicionalmente el
rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera basicamente todos de al menos uno,
y por lo general dos, dominios variables, en los que todos o béasicamente todos los bucles hipervariables
corresponden a los de una inmunoglobulina humana y todas o basicamente todas las regiones FR son las de una
secuencia de inmunoglobulina humana aunque las regiones FR pueden incluir una o mas sustituciones de
aminoacidos que mejoran la afinidad de unién. Por lo general el nimero de estas sustituciones de aminoécidos en la
FR no es superior a 6 en la cadena H, y en la cadena L, no es superior a 3. El anticuerpo humanizado también
comprendera de forma 6ptima al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), por lo general la
de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véase Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Reichmann et al. , Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992). El anticuerpo
humanizado incluye un anticuerpo PRIMATIZADO en el que la region de unién al antigeno del anticuerpo se deriva
de un anticuerpo producido, por ejemplo, mediante inmunizacién de monos macaco con el antigeno de interés. En la
técnica se conocen algunos métodos para preparar anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos humanos también se pueden producir usando diversas técnicas conocidas en la técnica, incluyendo
bibliotecas de presentacion de fagos. Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.,
222: 581 (1991). Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. también estan disponibles para la preparaciéon de
anticuerpos monoclonales humanos. Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77
(1985); Boerner et al., J. Immunol., 147 (1): 86-95 (1991).

"Fragmentos funcionales" de anticuerpos de unién son dos fragmentos que retienen la unién con respecto a BLyS,
TACI, BAFF-R, o BCMA con basicamente la misma afinidad que la molécula de cadena completa intacta a partir de
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la que se derivan y pueden ser capaces de suprimir linfocitos B tal como se mide con ensayos in vitro o in vivo tales
como los que se describen en el presente documento.

"Funciones efectoras" de anticuerpo se refieren a las actividades biolégicas atribuibles a la regiéon Fc (una region Fc
de secuencia nativa o region Fc variable de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo, y varian con el isotipo del
anticuerpo. Algunos ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a Clq y citotoxicidad dependiente
de complemento; union a receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC);
fagocitosis; regulacion negativa de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B); y
activacion de linfocitos B.

"Citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo” o "ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad en la
que la Ig secretada unida a receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células citotoxicas (por ejemplo, linfocitos
citoliticos naturales (NK), neutréfilos, y macrofagos) permite que estas células receptoras citotoxicas se unan de
forma especifica a una célula diana portadora de antigeno y posteriormente eliminen la célula diana con citotoxinas.
Los anticuerpos "abrazan" las células citotdxicas y se requieren absolutamente para tal eliminacién. Las células
primarias para mediar ADCC, linfocitos NK, expresan solamente FcyRIIl, mientras que los monocitos expresan
FcyRI, FcyRIl 'y FeyRIIlL La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464
de Ravetch y Kinet, Ann. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de
interés, se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, tal como el que se describen en las Patentes de Estados
Unidos N.° 5500.362 o 5.821.337. Algunas células efectoras Utiles para tales ensayos incluyen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). Como alternativa, o
adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un modelo
animal tal como el que se desvela en Clynes et al. PNAS (USA) 95: 652-656 (1998).

"Citotoxicidad dependiente de complemento” o "CDC" se refiere a la lisis de una célula diana en presencia de
complemento. La activacién de la ruta clasica de complemento se inicia mediante la unién del primer componente
del sistema de complemento (Clg) a anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen a su antigeno afin. Para
evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC, por ejemplo como se describe en
Gazzano- Santoroetal, J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).

Un anticuerpo "aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno
natural. Algunos componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con el uso de
diagnostico o terapéutico para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteicos o0 no
proteicos. En realizaciones preferentes, el anticuerpo se purifica (1) hasta mas de un 95 % en peso de anticuerpo tal
como se determina con el método de Lowry, y lo mas preferentemente mas de un 99 % en peso, (2) hasta un grado
suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencias de aminoacido N-terminal o interno mediante el uso de un
secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta homogeneidad con SDS-PAGE en condiciones reductoras o no
reductoras usando azul de Coomassie 0, preferentemente, tincion de plata.

El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes ya que no estara presente al
menos un componente del entorno natural del anticuerpo. De forma habitual, sin embargo, el anticuerpo aislado se
prepara con al menos una etapa de purificacion.

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (en A.
L. Lehninger, en Biochemistry, segunda ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975)): (1) no polares: Ala (A),
Val (V), Leu (L), lie (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M) (2) polares sin carga: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr
(Y), Asn (N), GIn (Q) (3) acidos: Asp (D), Glu (E) (4) basicos: Lys (K), Arg (R), His (H-). Como alternativa, los restos
de origen natural se pueden dividir en grupos basandose en propiedades comunes de la cadena lateral: (1)
hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, He ; (2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn ; (3) acidos: Asp, Glu;
(4) basicos: His, Lys, Arg; (5) restos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro; (6) aromaticos: Trp, Tyr,
Phe.

El término sustitucién de aminoacido "conservativa" pretende hacer referencia a sustituciones de aminoacidos que
sustituyen aminoacidos funcionalmente equivalentes. Los cambios de aminoacidos conservativos dan como
resultado cambios silenciosos en la secuencia de aminoacidos del péptido resultante. Por ejemplo, uno o mas
aminoacidos de una polaridad similar actian como equivalentes funcionales y dan como resultado una alteracion
silenciosa dentro de la secuencia de aminoacidos del péptido. En general, las sustituciones dentro de un grupo se
pueden considerar conservativas con respecto a estructura y funcién. Sin embargo, el experto en la materia
reconocera que el papel de un resto en particular se determina por su contexto dentro de la estructura tridimensional
de la molécula en la que se produce. Por ejemplo, algunos restos de Cys se pueden producir en la forma oxidada
(disulfuro), que es menos polar que la forma reducida (tiol). La parte alifatica larga de la cadena lateral de Arg puede
constituir una caracteristica critica de su papel estructural o funcional, y esto se cree conservar de la mejor manera
mediante sustitucion de un resto no polar, en lugar de otro resto basico. Ademas, se reconoce que algunas cadenas
laterales que contienen grupos aromaticos (Trp, Tyr, y Phe) pueden participar en interacciones i6nica-aromatica o
"catién-pi". En estos casos, la sustitucion de una de estas cadenas laterales con un miembro del grupo polar acido o
sin carga puede ser conservativa con respecto a estructura y funcion. Algunos restos tales como Pro, Gly, y Cys
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(forma disulfuro) pueden tener efectos directos en la conformacién de la cadena principal, y a menudo pueden no
sustituirse sin distorsiones estructurales.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a las secuencias de polipéptidos de
ligando o receptor identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en
una secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos en tal secuencia de ligando o receptor
identificada en el presente documento, después de alineamiento de las secuencias e introduccién de huecos, si
fuera necesario, para conseguir el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna
sustitucidon conservativa como parte de la identidad de la secuencia. El alineamiento para fines de determinacion de
porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede conseguir de diversas maneras que estan dentro de
la experiencia en la materia, por ejemplo, usando software informatico disponible al publico tal como software
BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar
parametros apropiados para medir alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir un
alineamiento maximo con respecto a la longitud completa de las secuencias que se estan comparando. Para fines en
el presente documento, sin embargo, los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se obtienen como
se describe a continuacion usando el programa informatico de comparacién de secuencias, ALIGN-2, en el que el
cédigo fuente completo para el programa ALIGN-2 se proporciona en la tabla que sigue a continuacién. El programa
informatico de comparacién de secuencias, ALIGN-2, fue escrito por Genentech, Inc. y el cédigo fuente mostrado en
la tabla que sigue a continuacion se ha presentado con documentacion de usuario en la U. S. Copyright Office,
Washington D. C., 20559, en la que esta registrado con el N.° de Registro U. S. Copyright TXU510087. El programa
ALIGN-2 esta disponible al publico a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California o se puede recopilar
a partir del codigo fuente proporcionado en la tabla que sigue a continuacion. El programa ALIGN-2 se deberia
recopilar para uso en un sistema operativo UNIX, preferentemente UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de
comparacion de secuencias se ajustan con el programa ALIGN-2 y no varian.

Un método util para identificacién de ciertos restos o regiones en una proteina que son posiciones preferentes para
mutagénesis se denomina "mutagénesis mediante alanina" tal como se describe en Cunningham y Wells Science,
244: 1081-1085 (1989). Un resto o grupo de restos diana se identifican (por ejemplo, restos cargados tales como
arg, asp, his, lys, y glu) y se sustituyen con un aminoacido con carga neutra o negativa (lo mas preferentemente
alanina o polialanina) para influir en la interaccion de los aminoacidos con una diana de unién. Esas posiciones en
los aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional con respecto a las sustituciones a continuacion se refinan
mediante introduccién adicional o de otras variantes en, o para, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aunque el sitio
para introducir una variacion en la secuencia de aminoacidos esta predeterminado, no es necesario predeterminar la
naturaleza de la mutacién per se. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una mutacién en un sitio dado, la
mutagénesis mediante ala o aleatoria se realiza en el coddn o region diana y las variantes expresadas se identifican
sistematicamente para la actividad deseada.

La expresion "angulo diedro" se refiere a una rotacion con respecto a un enlace. Véase por ejemplo, Creighton, T.
E., (1993) Protein: Structures and Molecular Properties, 2 ed., W. H. Freeman y Company, New York, NY. El término,
"phi" es un angulo diedro que representa una rotacién con respecto al enlace N-C de un aminoacido. Véase por
ejemplo, Creighton, T. E., (1993) Protein: Structures and Molecular Properties, 2 ed., W. H. Freeman y Company,
New York, NY. Algunos giros beta de tipo | se describen en Hutchinson, E. G. y Thornton, J. M. (1994) A revised set
of potentials for beta turn formation in proteins. Protein Science 3, 2207-2216.

Una "proteina de fusién" y un "polipéptido de fusion" se refieren a un polipéptido que tiene dos partes unidas
covalente mente entre si, en el que cada una de las partes es un polipéptido que tiene una propiedad diferente. La
propiedad puede ser una propiedad bioldgica, tal como actividad in vitro o in vivo. La propiedad también puede ser
una propiedad quimica o fisica sencilla, tal como unién a una molécula diana, catalisis de una reaccion, etc. Las dos
partes se pueden unir directamente con un solo enlace peptidico o a través de un conector peptidico que contiene
uno o mas restos de aminoacidos. Por lo general, las dos partes y el conector estan en marco de lectura entre si.

Un "conjugado” se refiere a cualquier molécula hibrida, incluyendo proteinas de fusidon asi como moléculas que
contienen tanto partes de aminoacido o de proteina como partes no proteicas. Algunos conjugados se pueden
sintetizar con diversas técnicas conocidas en la técnica incluyendo, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante,
sintesis en fase sdlida, sintesis en fase de solucion, técnicas de sintesis de quimica organica o una combinacién de
estas técnicas. La eleccion de la sintesis dependerd de la molécula en particular a generar. Por ejemplo, una
molécula hibrida de naturaleza no totalmente de "proteina" se puede sintetizar mediante una combinacién de
técnicas recombinantes y técnicas en fase de solucién.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteina de fusién de Fc" se refiera moléculas similares a
anticuerpos que combinan la especificidad de union de una proteina heteréloga con las funciones efectoras de
dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las proteinas de fusiéon de Fc comprenden una fusién de
una secuencia de aminoacidos con la especificidad de unién deseada que es distinta del reconocimiento del
antigeno y sitio de union de un anticuerpo (es decir, es "heterdloga"), y una secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina. La molécula de proteina de fusion de Fc por lo general incluye una secuencia de aminoacidos
contigua que comprende al menos el sitio de unién de un receptor o un ligando. La secuencia de dominio constante
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de inmunoglobulina en la proteina de fusién de Fc se puede obtener a partir de cualquier inmunoglobulina, tal como
subtipos IgG-1, IgG-2, 1gG-3, 0 IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM. Por ejemplo, algunas proteinas
de fusion de Fc Utiles de acuerdo con esta divulgacion son polipéptidos que comprenden las partes de unién a BLyS
de un receptor de BLyS sin las secuencias transmembrana o citoplasmatica del receptor de BLyS. En una
realizacién de la divulgacion, el dominio extracelular de BAFF-R, TACI o BCMA esta condensado con un dominio
constante de una secuencia de inmunoglobulina.

El término "mamifero” se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo seres humanos,
animales domésticos y de granja, y animales de zoo, deportes 0 mascotas, tales como perros, caballos, gatos,
vacas, etc. Preferentemente, en el presente documento el mamifero es el ser humano.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un anticuerpo o un farmaco antagonista
eficaz para "aliviar" o "tratar" una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso de cancer, la cantidad
terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir el nimero de células cancerigenas; reducir el tamafio del tumor;
inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y preferentemente detener) la infiltracién de células cancerigenas en
drganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y preferentemente detener) metastasis tumoral;
inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento tumoral; y/o aliviar hasta cierto punto uno o mas de los sintomas asociados
al cancer. A continuacion, véase la definicion de "tratado". Hasta el punto en el que el farmaco puede prevenir el
crecimiento y/o la eliminacién de células cancerigenas existentes, este puede ser citostatico y/o citotéxico.

Los anticuerpos BLyS o receptores de BLyS desvelados en el presente documento se pueden producir mediante
transfeccion transitoria o estable de células hospedadoras eucariotas tales como células CHO.

"Vehiculos" como se usa en el presente documento incluyen vehiculos, excipientes, o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables que no son téxicos para la célula o mamifero que se esta exponiendo a los mismos a
las dosificaciones y concentraciones usadas. A menudo el vehiculo fisiologicamente aceptable es una solucién
acuosa con pH tamponado. Algunos ejemplos de vehiculos fisioldgicamente aceptables incluyen tampones tales
como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico; polipéptido de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina ; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o
dextrinas; agentes de quelacion tales como EDTA; alcoholes de azlcar tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN polietilenglicol (PEG), y
PLURONICS™.

Polinucledtidos, Vectores, Células Hospedadoras

De acuerdo con un numero de aspectos desvelados en el presente documento, el antagonista de BLyS puede
comprender polipéptidos especificos que se producen usando polinucleétidos especificos en vectores especificos y
usando células hospedadoras especificas. Los diversos tipos de polipéptidos de la presente invencion se pueden
describir ampliamente y se seleccionan entre el grupo que consiste en secuencias basadas en receptor, secuencias
basadas en anticuerpo, y secuencias de unién artificial (es decir, no nativas). Algunos ejemplos de las secuencias
basadas en receptor son las secuencias que se unen a BLyS que se aislaron o se derivaron de dominios de los
receptores que se unen a BLyS in vivo, tales como TACI, BAFF-R, o BCMA. Las secuencias basadas en anticuerpo
son las que se producen usando tecnologia del desarrollo de anticuerpo y mantienen la estructura general de una
molécula de anticuerpo. Algunos ejemplos de secuencias basadas en anticuerpo son LymphoStat-B, o anticuerpos
para receptores de BLyS. Algunos ejemplos de las secuencias de unién artificial incluyen los péptidos 17mer
descritos en el presente documento, polipéptidos que incorporan uno o mas péptidos 17mer como regiones nucleo, y
formas modificadas de forma covalente de los péptidos y polipéptidos 17mer (por ejemplo, proteinas de fusion de Fc,
polipéptidos etiquetados, polipéptidos protegidos, polipéptidos conjugados, proteinas de fusién, etc.). En el presente
documento se describen diversas técnicas que se usan para preparar estas formas de polipéptidos. En la técnica se
conocen algunos métodos para etiquetado de polipéptidos y conjugacion de moléculas a polipéptidos.

Las composiciones que se desvelan en el presente documento se pueden preparar usando técnicas recombinantes
conaocidas en la técnica.

La descripcién que sigue a continuacion se refiere a métodos para producir tales polipéptidos especificos mediante
cultivo de células hospedadoras transformadas o transfectadas con un vector que contiene el acido nucleico de
codificacion y recuperacion del polipéptido del cultivo celular. (Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989); Dieffenbach et al., PCR
Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)).

El acido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN genémico) que codifica el polipéptido deseado se puede insertar en un
vector replicable para clonacion adicional (amplificacion del ADN) o a la expresién. Diversos vectores estan
disponibles al publico. Los componentes del vector por lo general incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los
siguientes: una secuencia sefial, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador,
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un promotor, y una secuencia determinacion de la transcripcion, cada uno de los cuales se describe a continuacion.
En la técnica se conocen algunas secuencias sefial opcionales, origenes de replicacion, genes marcadores,
elementos potenciadores y secuencias terminadas de la transcripcion que se pueden usar y se describen con mas
detalle en el documento WO 97/25428.

Los vectores de expresion y clonacién normalmente contienen un promotor que el organismo hospedador reconoce
y se une de forma operativa a la secuencia de acidos nucleicos de codificaciéon. Los promotores son secuencias sin
traducir ubicadas cadena arriba (5') del cod6n de inicio de un gen estructural (por lo general dentro de
aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcién y la traduccidon de una secuencia de acidos
nucleicos en particular, a la que se unen de forma operativa. Por lo general, tales promotores entran en dos clases,
inducibles y constitutivos. Los promotores inducibles son promotores que inician el aumento de los niveles de
transcripcion del ADN bajo su control como respuesta a algiin cambio en las condiciones de cultivo, por ejemplo, la
presencia o0 ausencia de un nutriente o un cambio de temperatura. En este momento, un gran nimero de promotores
reconocidos por diversas células hospedadoras potenciales se conoce bien. Estos promotores se unen de forma
operativa al ADN de codificacién mediante retirada del promotor del ADN fuente mediante digestién con enzima de
restriccion e insertando la secuencia de promotora aislada en el vector.

La construccién de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enumerados anteriormente
usa técnicas de ligacion convencionales. Los plasmidos o fragmentos de ADN aislados se escinden, se adaptan, se
vuelven a ligar en la forma deseada para generar los plasmidos requeridos. Para andlisis para confirmar las
secuencias correctas en plasmidos construidos, las mezclas de ligacion se pueden usar para transformar la cepa
294 de K12 de E. coli (ATCC 31.446) y para seleccionar transformantes satisfactorios con resistencia a ampicilina o
tetraciclina cuando sea apropiado. Los plasmidos para los transformantes se preparan, analizan mediante digestion
con endonucleasa de restriccion, y/o se secuencian usando técnicas convencionales conocidas en la técnica.
[Véase, por ejemplo Messing et al., Nucleic Acids Res., 9: 309 (1981); Maxam et al., Methods in Enzymology, 65:
499 (1980)].

Se pueden usar vectores de expresion que proporcionan la expresion transitoria en células de mamifero del ADN de
codificacién. En general, la expresion transitoria implica el uso de un vector de expresion que es capaz de replicarse
de forma eficaz en una célula hospedadora, de modo que la célula hospedadora acumula muchas copias del vector
de expresion y, a su vez, sintetiza niveles elevados de un polipéptido deseado codificado con el vector de expresion
[Sambrook et al., mencionado anteriormente]. Algunos sistemas de expresién transitoria, que comprenden un vector
de expresion y una célula hospedadora adecuados, permiten la identificacion positiva conveniente de polipéptidos
codificados con los ADN clonados, asi como la identificacién sistematica rapida de tales polipéptidos para
propiedades bioldgicas o fisiolégicas deseadas.

Otros métodos, vectores y células hospedadoras adecuados para adaptacion a la sintesis del polipéptido deseado
en cultivo de células de vertebrados recombinantes se describen en Geting et al., Nature, 293: 620-625 (1981);
Mantei et al., Nature, 281: 40-46 (1979); documento EP 117.060; y documento EP 117.058.

En el presente documento, algunas células hospedadoras adecuadas para clonacién o expresion del ADN en los
vectores incluyen células procariotas, de levadura, o eucariotas superiores. Las células procariotas adecuadas para
esta finalidad incluyen, pero no se limitan a, eubacterias, tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos,
por ejemplo, Enterobacteriaceae tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella,
asi como Bacilos tales como B. subtilis y que B. licheniformis (por ejemplo, 41P de B. licheniformis desvelado en el
documento DD 266.710 publicado el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y Streptomyces.
Preferentemente, la célula hospedadora deberia secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticas.

Ademas de procariotas, algunos microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levadura son hospedadores
de clonacion o expresion adecuados para vectores. Algunas células hospedadoras adecuadas para la expresion de
polipéptido glicosilado se derivan de organismos pluricelulares. Algunos ejemplos de tales células hospedadoras se
describen adicionalmente en el documento W0O97/25428.

Las células hospedadoras se transfectan y preferentemente se transforman con los vectores de expresién o
clonacion descritos anteriormente y se cultivan en medio de nutrientes modificado segin sea apropiado para inducir
promotores, seleccion de transformantes, o amplificacion de los genes que codifican las secuencias deseadas.

Transfeccion se refiere a la recogida de un vector de expresion por una célula hospedadora tanto si cualquier
secuencia de codificacién se expresa de hecho como si no lo hace. El experto habitual en la materia conoce
numerosos métodos de transfeccion, por ejemplo, CaPOs y electroporacion. La transfeccion satisfactoria se
reconoce generalmente cuando cualquier indicacion de la operacion de este vector se produce dentro de la célula
hospedadora.

Transformacion se refiere a introducciéon de ADN en un organismo de modo que el ADN se puede replicar, ya sea
como un elemento extracromosémico o mediante integrante cromosémico. Dependiendo de la célula hospedadora
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usada, la transformacion se realiza usando técnicas convencionales apropiadas para tales células. El tratamiento
con calcio que usa cloruro calcico, como se describe en Sambrook et al., mencionado anteriormente, o
electroporacion, por lo general se usa para procariotas u otras células que contienen barreras de pared celular
sustanciales. La infeccién con Agrobacterium tumefaciens se usa para transformacion de ciertas células vegetales,
como se describe en Shaw et al., Gene, 23: 315 (1983) y en el documento WO 89/05859 publicado el 29 de junio de
1989. Ademas, algunas plantas se pueden transfectar usando tratamiento con ultrasonidos como se describe en el
documento WO 91/00358 publicado el 10 de enero de 1991.

Para células de mamifero sin tales paredes celulares, se puede usar el método de precipitacion con fosfato calcico
de Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). Algunos aspectos generales de transformaciones de sistema
hospedador de células de mamifero se han descrito en la Patente de Estados Unidos N.° 4.399.216. Algunas
transformaciones en levadura por lo general se realizan de acuerdo con el método de Van Solingen et al., J. Bact. ,
130: 946 (1977) y Hsiao et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Sin embargo, también se pueden usar
otros métodos para introducir ADN en células, tal como mediante microinyeccion nuclear, electroporacion, fusiéon de
protoplastos bacterianos con células intactas, o policationes, por ejemplo, polibreno, poliornitina. Para diversas
técnicas para transformaciéon de células de mamifero, véase Keown et al. Methods in Enzymology, 185: 527-537
(1990) y Mansour et al., Nature, 336: 348-352 (1988).

Las células procariotas se pueden cultivar en medios de cultivo apropiados como se describe generalmente en
Sambrook et al., mencionado anteriormente. Algunos ejemplos de medios de cultivo disponibles en el mercado
incluyen F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ("MEM", Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle
Modificado con Dulbecco ("DMEM", Sigma). Cualquiera de tales medios se puede complementar si fuera necesario
con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales como HEPES),
nucledsidos (tales como adenosina y timidina), antibidticos (tales como gentamicina), elementos traza (definidos
como compuestos inorganicos presentes normalmente a concentraciones finales en el intervalo micromolar), y
glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario también se puede incluir en
concentraciones apropiadas que serian conocidas por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales
como temperatura, pH, y similares, o las previamente usadas con la célula hospedadora se seleccionan para
expresion, y es evidente para el experto habitual en la materia.

En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar la productividad de los cultivos de células
de mamiferos se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL
Press, 1991).

Los polipéptidos expresados se pueden recuperar del medio de cultivo como un polipéptido secretado, aunque
también se pueden recuperar a partir de lisados de células hospedadoras cuando se producen directamente sin una
sefial secretora. Si el polipéptido esta unido a la membrana, se puede liberar de la membrana usando una solucién
de detergente adecuada (por ejemplo, Triton-X 100) o su region extracelular se puede liberar mediante escision
enziméatica.

Cuando el polipéptido se produce en una célula recombinante distinta de una de origen humano, este esta libre de
proteinas o polipéptidos de origen humano. Sin embargo, normalmente es necesario recuperar o purificar el
polipéptido a partir de proteinas o polipéptidos de células recombinantes para obtener preparaciones que sean
basicamente homogéneas. Como una primera etapa, el medio de cultivo o lisado se puede centrifugar para retirar
restos celulares en particulas. Los siguientes son procedimientos a modo de ejemplo de procedimientos de
purificacién adecuados: mediante fraccionamiento en una columna de intercambio i6nico; precipitacién con etanol;
HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice o en una resina de intercambio cationico tal como DEAE;
cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacion con sulfato de amonio; filtracién en gel usando, por ejemplo, Sephadex
G-75; y columnas de proteina A Sepharose para retirar contaminantes tales como IgG. Presentacion de Fagos.

De acuerdo con algunos aspectos, los polipéptidos de esta divulgacion se seleccionan entre el grupo que consiste
en: Formula I, Férmula I, Férmula 1ll, ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEC ID N°: 13), ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEC ID
N°: 14), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEC ID N°15), ECFDLLVRSWVPCHMLR (SEC ID N°:16),
ECFDLLVRHWVACGLLR (SEC ID N°: 17), y secuencias enumeradas en la FIG. 32 del documento WO 05/000351,
se pueden usar en presentacion de fagos.

El uso de las técnicas de presentacion de fagos permite la generacion de grandes bibliotecas de variantes de
proteinas que se pueden clasificar rapidamente para aquellas secuencias que se unen a una molécula diana con
afinidad elevada. Los &cidos nucleicos que codifican polipéptidos variantes se fusionan con una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una proteina de cubierta viral, tal como la proteina del gen Il o la proteina del gen VIII. Se han
desarrollado sistemas de presentacion de fagos monovalentes en los que la secuencia de &cidos nucleicos que
codifica la proteina o polipéptido se fusiona con una secuencia de acidos nucleicos que codifica una porcion de la
proteina del gen lll. (Bass, S., Proteins, 8: 309 (1990); Lowman y Wells, Methods: A Companion to Methods in
Enzymology, 3: 205 (1991)). En un sistema de expresion de fagos monovalentes, la fusion génica se expresa a
niveles bajos y algunas proteinas del gen lll de tipo silvestre también se expresan de modo que se conserva la
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infectividad de las particulas. En muchas patentes se han desvelado métodos para generar bibliotecas de péptidos y
para identificar sistematicamente esas bibliotecas (por ejemplo, Patente de Estados Unidos N.° 5.723.286; Patente
de Estados Unidos N.° 5.432.018; Patente de Estados Unidos N.° 5.580.717; Patente de Estados Unidos N.°
5.427.908; y Patente de Estados Unidos N.° 5.498.530).

En algunos aspectos, la Férmula I, Formula Il o Férmula Ill se expresan como bibliotecas de péptidos en fagos. El
fago que expresa la biblioteca de polipéptidos de Férmula I, Formula 1l o Férmula 11l se somete a continuacion a
seleccidon basada en union a BLyS. En algunas realizaciones, el proceso de seleccién consiste en permitir que
algunos fagos se unan a BLyS biotinilado que posteriormente se une a una placa neutravidina. Los fagos unidos a la
placa a través de la unién a BLyS-biotina-neutravidina se recuperan y propagan. En algunas realizaciones, los pagos
estan sujetos a varias rondas de seleccion. En algunas realizaciones, el fago se incuba con BLyS-biotina, seguido
por la adicién de BLyS no biotinilado como un aglutinante competitivo.

En los Ejemplos se proporcionan directrices adicionales de uso de presentacion de fagos en el contexto de la
presente divulgacion.

Polipéptidos fusionados o conjugados con polipéptidos heterélogos

Algunas moléculas de proteina de fusion de Fc que comprenden los polipéptidos de esta divulgacién se contemplan
adicionalmente para uso en los métodos en el presente documento. En algunas realizaciones, la molécula
comprende una fusién de un polipéptido desvelado en el presente documento con una inmunoglobulina o una region
en particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la proteina de fusion de Fc, una fusion de este
tipo comprende de manera Util la region Fc de una molécula de IgG. En una realizacion adicional, la region Fc es de
una molécula de IgG1 humana. En algunas formas de realizacion, la fusién de inmunoglobulina incluye la bisagra,
CH2 y CH3, o las regiones bisagra, CH1, CH2 y CH3 de una molécula de IgG1.

Para la produccion de fusiones de inmunoglobulinas, véase también la Patente de Estados Unidos N.° 5.428.130,
Patente de Estados Unidos N.° 5.843.725, Patente de Estados Unidos N.° 6.018.026, y Chamow et al., TIBTECH,
14: 52-60 (1996).

El disefio mas simple y mas directo de proteinas de fusion de Fc a menudo combina el dominio(s) de unién de un
polipéptido antagonista de la presente invencién, preferentemente una secuencia nativa, con la regiéon Fc de una
cadena pesada de inmunoglobulina. En otra realizacién, el polipéptido puede ser artificial, tal como un polipéptido
que comprende una secuencia de Férmula |, Féormula I, Férmula Ill, ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEC ID N°: 13),
ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEC ID N°: 14), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEC ID N°: 15), ECFDLLVRSWVPCHMLR
(SEC ID N°: 16), ECFDLLVRHWVACGLLR (SEC ID N°: 17), o secuencias enumeradas en la FIG. 32 se pueden unir
de forma covalente a una porcion de Fc de una inmunoglobulina. Ademas, uno o mas de estos polipéptidos se
pueden unir entre si y se pueden unir a una parte de Fc de una inmunoglobulina.

Normalmente, cuando se preparan las proteinas de fusién de Fc desveladas en el presente documento, el acido
nucleico que codifica el dominio de union se fusiona de forma C-terminal al &cido nucleico que codifica el extremo N-
terminal de una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina, sin embargo, algunas fusiones N-terminales
también son posibles.

Por lo general, en tales fusiones el polipéptido quimérico codificado retendra al menos dominios bisagra, CH2 y CH3
funcionalmente activos de la regién constante de una cadena pesada de inmunoglobulina. Las fusiones también se
realizan en el extremo C-terminal de la porcion de Fc de un dominio constante, o inmediatamente N-terminal a la CHI
de la cadena pesada o la region correspondiente de la cadena ligera. El sitio preciso en el que se realiza la fusién no
es critico; algunos sitios en particular se conocen bien y se pueden seleccionar con el fin de optimizar la actividad
bioldgica, secrecién, o caracteristicas de unién de la proteina de fusion de Fc.

En una realizacion preferente, la secuencia de dominio de unién se condensa con el extremo N-terminal de la region
Fc de la inmunoglobulina G1 (IgG1). Es posible fusionar toda la regién constante de cadena pesada a la secuencia
de dominio de unién. Sin embargo, mas preferentemente, en la fusién se usa una secuencia que empieza en la
region bisagra justo cadena arriba del sitio de escision de papaina que define Fc de IgG quimicamente (es decir, el
resto 216, tomando el primer resto de la regién constante de cadena pesada para que sea 114), o sitios analogos de
otras inmunoglobulinas. En una realizacion particularmente preferente, la secuencia de aminoacidos del dominio de
union se fusiona con (a) la regién bisagra y CH2 y CH3 o (b) los dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3, de una cadena
pesada de IgG.

Para proteinas de fusion de Fc biespecificas, las proteinas de fusion de Fc se ensamblan como multimeros, y en
particular como heterodimeros o heterotetrameros. Por lo general, estas inmunoglobulinas ensambladas tendran
estructuras unitarias conocidas. Una unidad estructural basica de cuatro cadenas es la forma en la que existen IgG,
IgD, e IgE. Una unidad de cuatro cadenas se repite en las inmunoglobulinas de peso molecular méas elevado; por lo
general IgM existe como un pentamero de cuatro unidades basicas mantenidas juntas mediante enlaces disulfuro.
La globulina IgA, y en ocasiones la globulina IgG, también pueden existir en forma multimérica en suero. En el caso
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de multimero, cada una de las cuatro unidades puede ser igual o diferente.

Diversas proteinas de fusién de Fc ensambladas a modo de ejemplo se presentan en diagrama esquematico a
continuacion: (a) ACL-ACL; (b) ACH-(ACH, ACL-ACH, ACL-VHCH, o VLCL-ACH); (c) ACL-ACH- (ACL-ACH, ACL-
VHCH, VLCL-ACH, o VLCL-VHCH) (d) ACLVHCH-(ACH, o ACL-VHCH, o VLCL-ACH); (e) VLCL-ACH- (ACL-VHCH,
0 VLCL ACH); y (f) (A-Y) n- (VLCL-VHCH) 2, en las que cada A representa polipéptidos idénticos o diferentes que
comprenden una secuencia de aminoacidos de secuencias derivadas de dominios de receptores de BLyS,
secuencias derivadas de anticuerpos para BLyS o a receptores para BLyS, o secuencias artificiales tales como
Foérmula I, Formula 1l, Férmula 1ll, ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEC ID N°: 5), ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEC ID
N°: 6), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEC ID N°7), ECFDLLVRSWVPCHMLR (SEC ID N°8),
ECFDLLVRHWVACGLLR (SEC ID N°: 9), o secuencias enumeradas en la FIG. 32 o combinaciones de las mismas.

VL es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina; VH es un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina; CL es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina; CH es un dominio constante de
cadena pesada de inmunoglobulina; n es un ndmero entero mayor que 1; Y designa el resto de un agente de
reticulacion covalente.

Por cuestiones de brevedad, las estructuras mencionadas anteriormente solamente muestran caracteristicas
fundamentales; no indican unién (J) u otros dominios de las inmunoglobulinas, ni se muestran los enlaces disulfuro.
Sin embargo, cuando se requieren tales dominios para actividad de unién, se deberian construir para estar
presentes en las ubicaciones ordinarias que ocupan en las moléculas de inmunoglobulina.

Como alternativa, las secuencias de Fc se pueden insertar entre secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada
y de cadena ligera, de modo que se obtiene una inmunoglobulina que comprende una cadena pesada quimérica. En
esta realizacién, las secuencias de Fc se fusionan con el extremo en la posicion 3' de una cadena pesada de
inmunoglobulina en cada rama de una inmunoglobulina, ya sea entre la bisagra y el dominio CH2, o entre los
dominios CH2 y CH3. En Hoogenboom et al., Mol. Immunol., 28: 1027-1037 (1991) se han informado construcciones
similares.

Aunque la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina no se requiere en las proteinas de fusion de Fc de la
presente divulgacion, una cadena ligera de inmunoglobulina podria estar presente, ya sea asociada de forma
covalente a un polipéptido de fusién de cadena pesada de inmunoglobulina de dominio de unién, o fusionada
directamente al dominio de unién. En el primer caso, el ADN que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina por
lo general se coexpresa con el ADN que codifica la proteina de fusién de cadena pesada de inmunoglobulina de
dominio de unién. Después de la secrecion, la cadena pesada hibrida y la cadena ligera se asocian de forma
covalente para proporcionar una estructura similar a la de la inmunoglobulina que comprende dos pares de cadena
pesada-cadena ligera de inmunoglobulina unidos por disulfuro. Algunos métodos adecuados para la preparacion de
tales estructuras se desvelan, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567, presentada el 28 de
marzo de 1989.

Algunas proteinas de fusidn de Fc son construyen de la forma mas conveniente fusionando la secuencia de ADNc
que codifica la porcién de dominio de unién en marco a una secuencia de ADNc de inmunoglobulina. Sin embargo,
también se puede usar fusion a fragmentos de inmunoglobulina genémicos (véase, por ejemplo, Aruffo et al., Cell,
61: 1303-1313 (1990); y Stamenkovic et al., Cell, 66: 1133-1144 (1991)). EIl ultimo tipo de fusién requiere la
presencia de secuencias reguladoras de Ig para expresion. Los ADNc que codifican las regiones constantes de
cadena pesada de IgG se pueden aislar basandose en secuencias publicadas de bibliotecas de ADNc derivadas
linfocitos de bazo o de sangre periférica, mediante hibridacién o mediante técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Los ADNc que codifican el dominio de unién y las partes de inmunoglobulina de la proteina de
fusion de Fc se insertan en tdndem en un vector plasmido que dirige la expresion eficaz en las células hospedadoras
elegidas.

Se han realizado modificaciones en particular para producir secuencias de Fc Utiles para crear moléculas de fusion,
tales como las moléculas de fusién de Fc de antagonista de BLyS para uso en la presente invencion. De forma
especifica, se generaron seis versiones de un Fc de IgG1 humana modificada para la creacion de proteinas de
fusién Fc y se denominan Fc-488, asi como Fc4, Fc5, FC6, Fc7, y Fc8. Fc-488 (SEC ID N°: 39) se disefio para
clonacién conveniente de una proteina de fusiéon que contiene la regién Fc de y1 humana, y se construy6 usando la
regién constante de yl de inmunoglobulina humana de tipo silvestre como un molde. La preocupacion por los
posibles efectos perjudiciales debidos a un resto de cisteina sin emparejar llegé a la decision de sustituir la cisteina
que normalmente se une mediante enlaces disulfuro con la regidn constante de cadena ligera de inmunoglobulina
con un resto de serina. Un cambio adicional se introdujo en el codén que codifica la posicion de indice 218 de la UE
para introducir un sitio de reconocimiento de enzima de restriccién Bglll para facilitar las futuras manipulaciones de
ADN. Estos cambios se introdujeron en el producto de PCR codificado en los cebadores de PCR. Debido a la
localizacién del sitio de Bglll y con el fin de completar la region bisagra de Fc, se incorporaron codones para las
posiciones 216 y 217 del indice de la UE en las secuencias de parejas de proteinas de fusion.

Fc4, Fc5, y Fc6 contienen mutaciones para reducir las funciones efectoras mediadas por el Fc mediante la reduccion
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de la unién de FcyRI y la unién de Clg de complemento. Fc4 contiene las mismas sustituciones de aminoacidos que
se introdujeron en Fc-488. Se introdujeron sustituciones de aminodacidos adicionales para reducir las posibles
funciones efectoras mediadas por Fc. De forma especifica, se introdujeron tres sustituciones de aminoacidos para
reducir la unién a FcyRI. Estas son las sustituciones en las posiciones 234, 235 y 237 del indice de la UE. Se ha
mostrado algunas sustituciones en estas posiciones reducen la unién a FcyRI (Duncan et al., Nature 332: 563
(1988)). Estas sustituciones de aminoacidos también pueden reducir la unién a FcyRlla, asi como la union a FcyRIII
(Sondermann et al., Nature 406: 267 (2000); Wines et al., J. Immunol. 164: 5313 (2000)).

Varios grupos han descrito la importancia de las posiciones 330 y 331 del indice de la UE (restos de aminoacidos
134 y 135 de la SEC ID N° 6) en la unién a Clg de complemento y posterior fijacion del complemento (Canfield y
Morrison, J. Exp. Med. 173: 1483 (1991); Tao et al., J. Exp. Med. 178: 661 (1993)). Las sustituciones de aminoacidos
en estas posiciones se introdujeron en Fc4 para reducir la fijacion de complemento. El dominio Cns de Fc4 es
idéntico al encontrado en el polipéptido de tipo silvestre correspondiente, excepto por el codon de parada, que se
cambié de TGA a TAA para eliminar un sitio potencial de metilacion dam cuando el ADN clonado se cultiva en dam
mas cepas de E. coli.

En Fc5, el resto de arginina en la posicion 218 del indice de la UE se volvié a mostrar con respecto a una lisina,
debido a que el esquema de clonacion de Bglll no se usé en las proteinas de fusién que contenian este Fc en
particular. El resto de la secuencia de Fc5 coincide con la descripcidn anterior para Fc4.

Fc6 es idéntico a Fc5 excepto en que el coddn de la lisina terminal carboxilo se ha eliminado. La lisina C-terminal de
las inmunoglobulinas maduras a menudo se elimina de las inmunoglobulinas maduras después de la traduccion
antes de la secrecion de linfocitos B, o se elimina durante la circulacién en suero. En consecuencia, el residuo de
lisina C-terminal por lo general no se encuentra en los anticuerpos circulantes. Como en Fc4 y Fc5 mencionados
anteriormente, el coddn de parada en la secuencia de Fc6 se cambié por TAA.

Fc7 es idéntico al yl Fc de tipo silvestre a excepcion de una sustitucién de aminoacido en la posicién 297 del indice
de la UE situado en el dominio Cm. La posicion Asn-297 del indice de la UE es un sitio de unién a carbohidratos
unidos por N. El carbohidrato unido por N presenta una fuente potencial de variabilidad en una proteina expresada
de forma recombinante debido a las posibles variaciones de lote a lote en la estructura del carbohidrato. En un
intento de eliminar esta variabilidad potencial, Asn-297 se muté a un resto de glutamina para evitar la unién de
carbohidrato unido por N en esa posicion del resto. El carbohidrato en el resto 297 también esta implicado en la
union de Fc al FcRIIl (Sondermann et al., Nature 406: 267 (2000)). Por lo tanto, la retirada del carbohidrato deberia
disminuir la unién de Fc7 recombinante que contiene proteinas de fusidn con respecto a los FcyR en general. Como
se ha mencionado anteriormente, el codon de parada en la secuencia de Fc7 se mutd a TAA.

Fc8 es idéntico a la region yl de inmunoglobulina de tipo silvestre que se muestra en la SEC ID N°: 6, excepto en que
el resto de cisteina en la posicion 220 del indice de la UE se reemplazd con un resto de serina. Esta mutacion
eliminaba el resto de cisteina que normalmente se une mediante enlaces disulfuro con la regién constante de
cadena ligera de inmunoglobulina. El uso de cualquiera de estos dominios de Fc especificos para la formacion del
antagonista de BLyS esta dentro del alcance de la presente divulgacion.

En el presente documento también se desvelan algunas formas de cremallera de leucina de estas moléculas.
"Cremallera de leucina" es una expresién de la técnica usada para hacer referencia a una secuencia rica en leucina
gue mejora, promueve o conduce la dimerizacion o la trimerizacion de su pareja de fusion (por ejemplo, la secuencia
0 molécula a la que se fusiona o une la cremallera de leucina). En la técnica se han descrito diversos polipéptidos de
cremallera de leucina. Véase, por ejemplo Landschulz et al., Science, 240: 1759 (1988); Patente de Estados Unidos
N.° 55.716.805; documento WO 94/10308; Hoppe et al., FEBS Letters, 344: 1991 (1994); Maniatis et al., Nature,
341: 24 (1989). Los expertos en la materia observaran que una secuencia de cremallera de leucina se puede
fusionar ya sea en el extremo en las posiciones 5’ 0 3’ del polipéptido.

Los polipéptidos desvelados en el presente documento también se pueden modificar de una manera al que se
formen moléculas quiméricas mediante la fusion del polipéptido a otro, polipéptido o secuencia de aminoéacidos.

De acuerdo con algunos aspectos, tal secuencia de polipéptido heter6logo o aminoacido es una que actlla para
oligomerizar la molécula quimérica. En algunas realizaciones, tal molécula quimérica comprende una fusion del
polipéptido con un polipéptido etiqueta que proporciona un epitopo al que se puede unir un anticuerpo etiqueta de
forma selectiva. La etiqueta de epitopo se coloca generalmente en el extremo amino o carboxilo terminal del
polipéptido.

La presencia de tales formas etiquetadas con epitopo del polipéptido se puede detectar usando un anticuerpo contra
el polipéptido etiqueta. Ademas, la provision de la etiqueta de epitopo permite que el polipéptido se purifique
facilmente mediante purificacion por afinidad usando un anticuerpo de etiqueta u otro tipo de matriz de afinidad que
se une a la etiqueta de epitopo.

Diversos polipéptidos de etiqueta y sus respectivos anticuerpos se conocen en la técnica. Algunos ejemplos incluyen
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etiquetas de poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido de etiqueta de HA de gripe y su
anticuerpo 12CAG5 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)]; la etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7,
6E10, G4, B7 y 9E10 contra la misma [Evan m et al., Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y la
etiqueta de glicoproteina D (gD) del virus del Herpes Simplex y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein Engineering, 3
(6): 547-553 (1990)]. Otros polipéptidos de etiqueta incluyen el péptido Flag [Hopp et al., BioTechnology, 6: 1204-
1210 (1988)]; el péptido del epitopo KT3 [Martin et al., Science, 255: 192-194 (1992)]; un "-péptido de epitopo de
tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)]; y la etiqueta de péptido de la proteina 10 del gen
T7 [Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci : USA, 87 : 6393-6397 (1990)].

Construccion de Conjugados de Péptido-Polimero

En algunos aspectos, la estrategia para la conjugacién de un polimero, (por ejemplo, PEGilaciéon) de péptidos
sintéticos consiste en combinar, a través de la formacién de una unién de conjugado en disolucion, un péptido y un
resto de PEG, portando cada uno una funcionalidad especial que es mutuamente reactiva hacia la otra. Los péptidos
se pueden preparar facilmente con sintesis en fase sélida convencional. Los péptidos se "preactivan” con un grupo
funcional apropiado en un sitio especifico. Los precursores se purifican y se caracterizan totalmente antes de
reaccionar con el resto de PEG. La ligacién del péptido con PEG normalmente se produce en fase acuosa y se
puede controlar facilmente mediante HPLC analitica en fase inversa. Los péptidos PEGilados se pueden purificar
facilmente mediante HPLC preparativa y caracterizar mediante HPLC analitica, analisis de aminoéacidos y
espectrometria de masas con desorcion por laser.

En algunos aspectos, un péptido se une covalentemente a través de uno o mas de los restos de aminoacidos del
péptido a un grupo reactivo terminal en el polimero, dependiendo principalmente de las condiciones de reaccion, el
peso molecular del polimero, etc. En el presente documento, el polimero con el grupo (s) reactivo se denomina
polimero activado. El grupo reactivo reacciona de forma selectiva con grupos amino libre u otros grupos reactivos en
el péptido. Algunos sitios reactivos potenciales incluyen: grupo amino N-terminal, grupos épsilon amino en restos de
lisina, asi como otros grupos amino, imino, carboxilo, sulfhidrilo, hidroxilo, y otros grupos hidréfilos. Se entiende, sin
embargo, que el tipo y la cantidad del grupo reactivo elegido, asi como el tipo de polimero empleado, para obtener
resultados 6ptimos, dependera del péptido en particular empleado para evitar que el grupo reactivo reaccione con
demasiados grupos particularmente activos en el péptido. En algunos aspectos, un resto reactivo, (por ejemplo,
lisina (K), un aminoacido no natural, modificado, u otra molécula pequefia) se pueden sustituir en una posicion
adecuada para la conjugacion.

En algunos aspectos, el péptido comprende la secuencia de Férmula |, Férmula 1l, Férmula I,
ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEC ID N°:5), ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEC ID N° 6), ECFDLLVRRWVPCEMLG
(SEC ID N°: 7), ECFDLLVRSWVPCHMLR (SEC ID N°: 8), ECFDLLVRHWVACGLLR (SEC ID N° 9), o secuencias
enumeradas en la FIG. 32 del documento WO 05/000351 tienen un grupo reactivo terminal.

En algunos aspectos, el péptido comprende al menos un y mas preferentemente, mas de uno de un polipéptido que
comprende una secuencia de Foérmula I, Formula I, Férmula Ill, ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEC ID N°©:5),
ECFDLLVRHWVPCGLLR (SEC ID N°: 6), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEC ID N°:7), ECFDLLVRSWVPCHMLR
(SEC ID Ne; 8), ECFDLLVRHWVACGLLR (SEC ID N°: 9), o secuencias numeradas en la FIG. 32 del documento WO
05/000351. Los polipéptidos que se unen en conjunto pueden tener la misma secuencia 0 pueden tener secuencias
diferentes y un grupo reactivo terminal. En algunas realizaciones, estos polipéptidos se pueden unir entre si,
opcionalmente, a través del uso de un conector.

Aunque que la conjugaciéon se puede producir en cualquier aminoacido reactivo en el polipéptido, en algunas
realizaciones, el aminoacido reactivo es lisina, que se une al grupo reactivo del polimero activado a través de su
grupo épsilon-amino libre, o acido aspartico o glutdmico, que se une al polimero a través de un enlace amida. En
algunas realizaciones, los aminoacidos reactivos del péptido no son restos de cisteina en las posiciones X2 y Xlz.

El grado de conjugacion del polimero con cada péptido puede variar dependiendo del nimero de sitios reactivos en
el péptido, el peso molecular, hidrofilia y otras caracteristicas del polimero, y los sitios de derivatizacién elegidos del
péptido en particular. En algunas realizaciones, el conjugado tiene una proporciéon molar final de 1 a 10 moléculas de
polimero por molécula de péptido, pero también se contemplan nimeros mayores de moléculas de polimero unidas
a los péptidos de la divulgacion. En algunas realizaciones, cada conjugado contiene una molécula de polimero. La
cantidad de derivatizacion deseada se consigue facilmente mediante el uso de una matriz experimental en la que el
tiempo, temperatura y otras condiciones de reaccién se varian para cambiar el grado de sustitucion, tras lo cual se
determina el nivel de sustitucion del polimero de los conjugados mediante cromatografia de exclusion por tamafio u
otros medios conocidos en la técnica.

En algunos aspectos, el polimero contiene solamente un Unico grupo que es reactivo. Esto ayuda a evitar la
reticulacién de moléculas de proteina. Sin embargo, esta dentro del alcance del presente documento maximizar las
condiciones de reaccion para reducir la reticulacién, o para purificar los productos de reaccién a través de filtracion
en gel o cromatografia de intercambio i6nico para recuperar derivados basicamente homogéneo. En otras
realizaciones, el polimero contiene dos o mas grupos reactivos con el fin de unir multiples péptidos a la cadena
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principal del polimero.

Una vez mas, se puede usar filtraciébn en gel o cromatografia de intercambio i6nico para recuperar el derivado
deseado en forma homogénea basicamente. En algunas realizaciones, el polimero se une covalentemente de forma
directa al péptido sin el uso de un agente de reticulacion multifuncional (habitualmente bifuncional). En algunas
realizaciones, hay una proporcién molar de 1:1 de cadena de PEG con respecto a péptido.

La reaccién de modificacion covalente se puede producir mediante cualquier método adecuado usado generalmente
para hacer reaccionar materiales biolégicamente activos con polimeros inertes, preferentemente a pH de
aproximadamente 5-9, mas preferentemente 7-9, si los grupos reactivos en el péptido son grupos lisina. Por lo
general, el proceso implica la preparacion de un polimero activado (polimero que por lo general tiene al menos un
grupo hidroxilo terminal a activar), preparacion de un substrato activo de este polimero, y a partir de ese momento la
reaccion del péptido con el substrato activo para producir el péptido adecuado para la formulacién. La reaccion de
modificacibn mencionada anteriormente se puede realizar con varios métodos, que pueden implicar una 0 mas
etapas. Algunos ejemplos de agentes de modificacion que se pueden usar para producir el polimero activado en una
reaccion de una etapa incluyen cloruro de acido cianurico (2,4,6-tricloro-S-triazina) y fluoruro de acido cianurico.

En algunos aspectos, la reaccién de modificacion se produce en dos etapas en las que el polimero primero se hace
reaccionar con un anhidrido de acido tal como anhidrido succinico o glutarico para formar un acido carboxilico, y a
continuacion el acido carboxilico se hace reaccionar con un compuesto capaz de reaccionar con el acido carboxilico
para formar un polimero activado con un grupo éster reactivo que es capaz de reaccionar con el péptido. Algunos
ejemplos de tales compuestos incluyen N-hidroxisuccinimida, acido 4-hidroxi-3-nitrobenceno sulfénico, y similares, y
preferiblemente se usa N-hidroxisuccinimida o acido 4-hidroxi-3-nitrobenceno sulfénico. Por ejemplo, PEG sustituido
con monometilo se puede hacer reaccionar a temperaturas elevadas, de forma preferente aproximadamente 100-
110 °C durante cuatro horas, con anhidrido glutarico. A continuacién, el PEG sustituido con monometilo-acido
glutarico producido de este modo se hace reaccionar con N-hidroxisuccinimida en presencia de un reactivo de
carbodiimida tal como diciclohexil o isopropil carbodiimida para producir el polimero activado, glutarato de
metoxipolietilenglicolil-N-succinimidilo, que a continuacién se puede hacer reaccionar con el GH. Este método se
describe con detalle en Abuchowski et al., Cancer Biochem. Biophys., 7: 175-186 (1984). En otro ejemplo, el
sustituido PEG con monometilo se puede hacer reaccionar con anhidrido glutarico seguido de reaccién con acido 4-
hidroxi-3-nitrobenceno sulfénico (HNSA) en presencia de diciclohexil carbodiimida para producir el polimero
activado. HNSA se describe en Bhatnagar et al., Peptides: Synthesis-Structure-Function. Proceedings of the Seventh
American Peptide Symposium, Rich et al. (eds.) (Pierce Chemical Co., Rockfordlll., 1981), p. 97-100, y en Nitecki et
al., High-Technology Route to Virus Vaccines (American Society for Microbiology: 1986) con el titulo "Novel Agent for
Coupling Synthetic Peptides to Carriers and Its Applications".

En algunos aspectos, la unién covalente a grupos amino se consigue con quimicas conocidas basadas en cloruro
cianurico, carbonil diimidazol, grupos reactivos de aldehido (alcéxido de PEG mas dietil acetal de
bromoacetaldehido; PEG mas DMSO vy anhidrido acético, o cloruro de PEG mas el fenéxido de 4-
hidroxibenzaldehido, ésteres activados con succinimidilo, PEG activado con ditiocarbonato, 2,4,5-
triclorofenilcloroformiato o PEG activado con P-nitrofenilcloroformiato. Algunos grupos carboxilo se derivatizan
mediante acoplamiento de PEG-amina usando grupos carbodiimida. Algunos grupos sulfhidrilo se derivatizan
mediante acoplamiento a PEG sustituido con maleimido (por ejemplo, alcoxi-PEG amina mas 4- (N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo) tal como se describe en el documento W097/10847 publicado el 27
de marzo de 1997, o PEG-maleimida disponible en el mercado en Nektar Technologies, San Carlos, CA
(anteriormente Shearagua Polymers, Inc.). Como alternativa, los grupos amino libres en el péptido (por ejemplo
grupos épsilon amino en restos de lisina) se pueden acoplar a PEG sustituido con N-hidroxisucciminidilo (PEG-NHS
disponible en Nektar Tecnologias) o se pueden tiolar con 2-imino-tiolano (reactivo de Traut) y a continuacion acoplar
a derivados de PEG que contienen maleimida como se describe en Pedley et al., Br. J. Cancer, 70: 1126-1130
(1994).

Muchos polimeros inertes, que incluyen, pero no se limitan a PEG, son adecuados para uso en productos
farmacéuticos. Véase, por ejemplo, Davis et al., Biomedical Polymers: Polymeric Materials and Pharmaceuticals for
Biomedical Use, pp. 441-451 (1980). En algunas realizaciones de la invencién, se usa un polimero no proteico. Por
lo general, el polimero no proteico es un polimero sintético hidrofilo, es decir, un polimero que no se encuentra de
otro modo en la naturaleza. Sin embargo, también son Utiles algunos polimeros que existen en la naturaleza y se
producen con métodos recombinantes o in vitro, ya que son polimeros que se aislan de fuentes nativas. Algunos
polimeros de polivinilo hidréfilo entran dentro del alcance de la presente invencién, por ejemplo, alcohol polivinilico y
polivinilpirrolidona. Son particularmente Utiles los éteres de polialquileno tales como polietilenglicol (PEG);
polioxialquilenos tales como polioxietileno, polioxipropileno, y copolimeros en bloque de polioxietileno vy
polioxipropileno (Pluronics); polimetacrilatos; carbémeros; polisacaridos ramificados o no ramificados que
comprenden los mondémeros sacaridos D-manosa, D y L-galactosa, fucosa, fructosa, D-xilosa, L-arabinosa, acido D-
glucuronico, acido sialico, acido D-galacturénico, acido D-manurénico (por ejemplo acido polimanurénico, o acido
alginico), D-glucosamina, D-galactosamina, D-glucosa y &cido neuraminico incluyendo homopolisacéaridos y
heteropolisaridos tales como lactosa, amilopectina, almidén, hidroxietil almidén, amilosa, sulfato de dextrano,
dextrano, dextrinas, glucégeno, o la subunidad de polisacarido de mucopolisacaridos acidos, por ejemplo, acido
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hialurénico; polimeros de alcoholes de azucar, tales como polisorbitol y polimanitol; heparina o Heparon.

No es necesario que el polimero antes de conjugacion sea soluble en agua, pero es preferente que lo sea, pero el
conjugado final es preferentemente soluble en agua. Preferentemente, el conjugado presenta una solubilidad en
agua de al menos aproximadamente 0,01 mg/ml, y mas preferentemente al menos aproximadamente 0,1 mg/ml, y
todavia mas preferentemente al menos aproximadamente 1 mg/ml.

Ademas, el polimero no deberia ser altamente inmunogénico en la forma conjugada, ni deberia poseer viscosidad
que fuera incompatible con infusion intravenosa, inyeccion, o inhalaciéon si se pretende administrar el conjugado
mediante tales vias.

El peso molecular del polimero puede variar hasta aproximadamente 100.000 D, y preferentemente es al menos
aproximadamente 500 D, o al menos aproximadamente 1.000 D, o al menos aproximadamente 5.000 D. En algunas
realizaciones, el d PEG u otro polimero tiene un peso molecular en el intervalo de 5000 a 20.000 D. El peso
molecular elegido puede depender del tamafio eficaz del conjugado a conseguir, la naturaleza (por ejemplo,
estructura, tal como lineal o ramificado) el polimero, y el grado de derivatizacion, es decir, el nUmero de moléculas
del polimero por péptido, y el sitio o sitios de unién al polimero en el péptido. En algunas realizaciones, se puede
usar PEG ramificado para inducir un gran aumento en el tamafio eficaz de los péptidos. EI PEG u otros conjugados
de polimeros se pueden usar para aumentar la vida media, aumentar la solubilidad, estabilizar frente al ataque
proteolitico, y reducir la inmunogenicidad.

Algunos polimeros de PEG funcionalizados para modificar los péptidos desvelados en el presente documento estan
disponibles en Nektar Technologies de San Carlos, CA (anteriormente Shearagua Polymers, Inc.). Tales derivados
de PEG disponibles en el mercado incluyen, pero no se limitan a, amino-PEG, ésteres de aminoacido de PEG,
quimica de PEG-N-hidroxisuccinimida (NHS), PEG-hidrazida, PEG-tiol, PEG-succinato, PEG carboximetilado, PEG-
acido propiénico, aminoacidos de PEG, succinimidilsuccinato de PEG, succinimidil propionato de PEG, éster de
succinimidilo de PEG carboximetilado, succinimidil carbonato de PEG, ésteres de succinimidilo de aminoéacidos de
PEG, PEG-xicarbonilimidazol, PEG-carbonato de nitrofenilo, tresilato de PEG, PEG-glicidil éter, PEG-aldehido, PEG
vinilsulfona, PEG-maleimida, PEG-ortopiridil-disulfuro, PEG heterofuncionales, derivados de vinilo PEG, PEG
silanos, y PEG fosfélidos. Las condiciones de reaccion para acoplamiento de estos derivados de PEG variaran
dependiendo de la proteina, el grado deseado de PEGilacion, y el derivado de PEG utilizado. Algunos factores
implicados en la eleccién de los derivados de PEG incluyen: el punto de unién deseado (tal como grupos R de lisina
o0 cisteina), estabilidad hidrolitica y reactividad de los derivados, estabilidad, toxicidad que antigenicidad de la union,
idoneidad para analisis, etc. Algunas instrucciones especificas para el uso de cualquier derivado en particular estan
disponibles en el fabricante.

Los conjugados se pueden caracterizar por SDS-PAGE, filtracion en gel, RMN, formaciéon de mapas con tripsina,
cromatografia liquida-espectrofotometria de masas, y en ensayos bioldgicos in vitro. Por ejemplo, el alcance de la
conjugacion de PEG se puede mostrar con SDS-PAGE Yy filtracion en gel, y a continuacién analizar mediante RMN,
que tiene un pico de resonancia especifico para los hidrégenos de metileno del PEG. El numero de grupos PEG en
cada molécula se puede calcular a partir del espectro de RMN o espectrometria de masas. La electroforesis en gel
de poliacrilamida en SDS al 10 % se realiza de forma apropiada en Tris-HCI 10 mM a pH 8,0, NaCl 100 mM como
tampon de elucion. Para demostrar que el resto esta PEGilado, se puede realizar formacién de mapas con tripsina.
Por lo tanto, los péptidos PEGilados se digieren con tripsina a la proporcion de proteina/enzima de 100 a 1 en base
de mg a 37 °C durante 4 horas en acetato sédico 100 mM, Tris-HCI 10 mM, cloruro calcico 1 mM, pH 8,3, y se
acidifican a pH < 4 para detener la digestion antes de la separacion en Nucleosil C18 de HPLC (4,6 mm veces.
150 mm, 5. mu., 100A). El cromatograma se compara con el del material de partida no PEGilado. Cada pico se
puede analizar a continuacion mediante espectrometria de masas para verificar el tamafio del fragmento en el pico.
El fragmento o fragmentos que llevan grupos PEG por lo general no se retienen en la columna de HPLC después de
inyeccion y desaparecen del cromatégrafo. Tal desaparicién del cromatégrafo es una indicacion de PEGilacion en
ese fragmento en particular que deberia contener al menos un resto de lisina. A continuacion, los péptidos
PEGilados se pueden someter a ensayo para la capacidad de unirse al BLyS con métodos convencionales.

En algunos aspectos, los conjugados se purifican por cromatografia de intercambio i6nico, (por ejemplo, HPLC de
intercambio i6nico. La quimica de muchos de los resultados de PEG activado de forma electréfila da como resultado
una reduccién de la carga de grupo amino del producto PEGilado. Por lo tanto, se puede usar cromatografia de
intercambio iénico de alta resolucidn para separar las proteinas libres y conjugadas, y para resolver especies con
diferentes niveles de PEGilacion.

De hecho, la resolucién de diferentes especies (por ejemplo, que contienen uno o dos restos de PEG) también es
posible debido a la diferencia en las propiedades iénicas de los aminoacidos sin reaccionar. En una realizacion, las
especies con diferentes niveles de PEGilacion se resuelven de acuerdo con los métodos descritos en el documento
WO 96/34015 (Solicitud Internacional N.° PCT/US96/05550 publicada el 31 de octubre 1996). Las especies
heterdlogas de los conjugados se purifican entre ellas de la misma manera.

En algunos aspectos, PEG-N-hidroxisuccinimida (NHS) reacciona con una amina primaria (por ejemplo, lisinas y el
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extremo N-terminal). En algunas realizaciones, PEG-NHS reacciona con una lisina C-terminal (K) del polipéptido. En
algunas realizaciones, el resto de lisina se afiade al extremo C-terminal del polipéptido de 17-mer, mientras que en
otras realizaciones, Xi esta sustituido con lisina. En algunas realizaciones, el polimero reacciona con el extremo N-
terminal. En una realizacion preferente, el conjugado se genera utilizando los métodos de derivatizacion y
purificacién descritos en los Ejemplos que siguen a continuacion.

En un aspecto, la divulgacién proporciona cualquiera de los conjugados descritos anteriormente formados por sus
partes componentes, es decir, uno 0 mas péptido(s) unidos de forma covalente a una o mas molécula(s) de
polimero, sin ninguna materia extrafia en la estructura molecular covalente del conjugado.

Los métodos y articulos de fabricacion de la presente divulgacion, uso o incorporan, un anticuerpo que se une a
BLyS o uno o mas de sus tres receptores. En consecuencia, aqui se describen métodos para generar tales
anticuerpos.

El BLyS o receptor de BLyS que se usara para produccion de, o identificacion sistematica de, anticuerpos puede ser,
por ejemplo, una forma soluble del antigeno o una parte del mismo, que contiene el epitopo deseado. Como se ha
descrito anteriormente, se sabe que la secuencia de BLyS y la secuencia de los receptores de BLyS son los limites
de los diferentes dominios de estos polipéptidos. Como inmundgenos se pueden usar fragmentos peptidicos del
dominio extracelular (ECD). Basandose en estas secuencias y descripciones de dominio conocidos, un experto en la
materia puede expresar el BLyS o polipéptidos receptores de BLyS y fragmentos de los mismos para uso para
producir anticuerpos.

Para generar anticuerpos frente a BLyS o sus receptores, como inmundgenos se pueden usar polipéptidos de
longitud completa o fragmentos de péptidos de 6 o mas restos de longitud para producir anticuerpos en roedores
incluyendo ratones, hamsteres y ratas, en conejo, cabra, u otro animal adecuado. El BLyS soluble o fragmentos
polipeptidicos o inmunogénicos de receptor BLyS del mismo se pueden expresar en células hospedadoras
adecuadas tales como bacterias o células eucariotas. En una realizacion, en E. coli se producen BLyS de longitud
completa solubilizados en detergente humanos y murinos y se usan para inmunizar e identificar sistematicamente
hibridomas que producen anticuerpos BLyS.

Como alternativa, o adicionalmente, se pueden usar linfocitos B o lineas celulares que expresan BLyS o receptores
de BLyS en su superficie celular para generar y/o identificar sistematicamente, anticuerpos. Para producir anticuerpo
de unién a BLyS también se pueden usar otras formas de BLyS Utiles para generar anticuerpos, tales como
metodologia de presentacién de fagos que son evidentes para los expertos en la materia. Los anticuerpos que se
unen a BLyS o los receptores de BLyS pueden ser quiméricos, humanizados, o humanos. Tales anticuerpos y
métodos de generacién de los mismos se describen con méas detalle a continuacion.

Los anticuerpos policlonales se desarrollan preferentemente en animales mediante mudltiples inyecciones
subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser util conjugar el antigeno
relevante con una proteina que es inmunogénica en la especie a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa
californiana, albumina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o
de derivatizacién, por ejemplo, éster de maleimidobenzoilsulfosuccinimida (conjugacién a través de restos de
cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOC12, o
R1N=C=NR, en el que Ry R’ son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados inmunogénicos, o derivados mediante combinacion, por
ejemplo, de 100 wu o0 5 g de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes de
adyuvante completo de Freund e inyectando la solucién por via intradérmica en multiples sitios. Un mes mas tarde
los animales se refuerzan con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de
Freund mediante inyeccion subcutanea en mdltiples sitios. De siete a 14 dias mas tarde se extrae sangre a los
animales y se analiza el suero para el titulo de anticuerpos. Los animales se refuerzan hasta que el titulo se
estabiliza. Preferentemente, el animal se refuerza con el conjugado del mismo antigeno, pero conjugado con una
proteina diferente y/o a través de un reactivo de reticulacion diferente. Algunos conjugados también se pueden
preparar en cultivo de células recombinantes como fusiones de proteinas. Ademas, algunos agentes de agregacion
como alumbre se usan de forma adecuada para mejorar la respuesta inmune.

Los anticuerpos monoclonales se obtienen de una poblacion basicamente homogénea de anticuerpos, es decir, los
anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen
natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Por lo tanto, el modificador "monoclonal” indica que el
caracter del anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos separados.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando el método de hibridoma descrito por primera
vez por Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden preparar mediante métodos de ADN recombinante
(Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567). En el método de hibridoma, un ratén u otro animal hospedador
apropiado, tal como un hamster, se inmuniza como se ha descrito anteriormente en el presente documento para
obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se unirdn de forma especifica a la
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proteina usada para la inmunizacién. Como alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. A continuacion, los
linfocitos fusionan con células de mieloma usando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para
formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic
Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y cultivan en un medio de cultivo adecuado que
contiene preferentemente una 0 mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma precursoras, sin fusionar. Por ejemplo, si las células de mieloma precursoras carecen de la enzima
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas por lo
general incluirda hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), sustancias que previenen el crecimiento de
células con déficit de HGPRT.

Las células de mieloma preferentes son las que se fusionan de forma eficaz, apoyan la producciéon de alto nivel
estable de anticuerpo con las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a un medio tal
como medio HAT.

Entre estas, algunas lineas de células de mieloma preferentes son lineas de mieloma murino, tales como las
obtenidas a partir de tumores de ratén de MOPC- 21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California USA, y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo, Rockville, Mariland USA. También se han descrito lineas de células de mieloma humano y de heteromieloma
de ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New
York, 1987)).

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma se somete a ensayo para produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferentemente, la especificidad de unién de anticuerpos
monoclonales producidos por células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacion o mediante un
ensayo de unién in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).
La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se puede determinar, por ejemplo, mediante el analisis Scatchard de
Munson et al., Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucién limitante y se pueden cultivar con
métodos convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press,
1986)). Algunos medios de cultivo adecuados para esta finalidad incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640.
Ademas, las células de hibridoma pueden crecer in vivo como tumores de ascitis en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, fluido
de ascitis, 0 suero mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales tales como, por
ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis, 0 cromatografia de
afinidad. EI ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla y se secuencia facilmente usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse de
forma especifica a genes que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las células de
hibridoma sirven como una fuente preferente de tal ADN. Una vez aislado, el ADN se podria colocar en vectores de
expresion, que a continuacién se transfectan en células hospedadoras tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que de otro modo no producen proteina
inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes.
Algunos articulos de revision sobre expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo incluyen
Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Pluckthun, Immunol Revs., 130: 151-188 (1992).

En un aspecto adicional, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de bibliotecas de fagos de
anticuerpos generadas usando las técnicas que se describen en McCafferty et al., Nature, 348: 552-554 (1990).

Clackson et al.,, Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) describen el
aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, utilizando bibliotecas de fagos. Algunas
publicaciones posteriores describen la produccién de alta afinidad (intervalo nM) de anticuerpos humanos mediante
barajado de cadena (Marks et al., Biol Z'echraology, 10: 779-783 (1992)), asi como infeccién combinatoria y
recombinacion in vivo como una estrategia para construccion de bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et
al.,, Nuc. Acids. Res., 21: 2265-2266 (1993)). Por lo tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas
tradicionales de hibridoma de anticuerpo monoclonal para aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también se puede madificar, por ejemplo, sustituyendo la secuencia decodificacién para dominios constantes
de cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuencias murinas homélogas (Patente de Estados Unidos N.°
4.816.567; Morrison, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o mediante unién covalente a la secuencia
de codificacion de inmunoglobulina de toda o parte de la secuencia de codificacién para un polipéptido que no es
inmunoglobulina.
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Por lo general, tales polipéptidos que no son inmunoglobulina se sustituyen por los dominios constantes de un
anticuerpo, o se sustituyen por los dominios variables de un sitio de combinacién de antigeno de un anticuerpo para
crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacion de antigeno que tiene especificidad
para un antigeno y otro sitio de combinacion de antigeno que tiene especificidad para un antigeno diferente.

En la técnica se han descrito algunos métodos para humanizar anticuerpos no humanos. Preferentemente, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en el mismo a partir de una fuente que
no es humana. Estos restos de aminoacidos no humanos a menudo se denominan restos de "importacién", que por
lo general se obtienen a partir de un dominio variable de "importacion". La humanizacion se puede realizar
basicamente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann
et al., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), por sustitucion de
secuencias de region hipervariable por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente,
tales anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567) en la que
basicamente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de una
especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados por lo general son anticuerpos humanos en los que
algunos restos de region hipervariable y posiblemente algunos restos de FR se sustituyen por restos de sitios
analogos en anticuerpos de roedor.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para su uso en la preparacion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método denominado
"mejor ajuste"”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se identifica sistematicamente frente a
toda la biblioteca de secuencias conocidas de dominios variables humanos. La secuencia humana que esta mas
cercana a la del roedor se acepta entonces como la regién marco humana (FR) para el anticuerpo humanizado
(Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993); Chotia et al., J. Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro método usa una region
marco conservada en particular derivada de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un
subgrupo en particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco se puede usar para varios anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 15-1:
2623 (1993)).

Ademas es importante que los anticuerpos se humanicen con retencion de alta afinidad por el antigeno y otras
propiedades biologicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un método deferente, los
anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las secuencias precursoras y diversos
productos humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias precursoras y
humanizadas.

Algunos modelos tridimensionales de inmunoglobulina normalmente estan disponibles y son familiares para los
expertos en la materia. Hay algunos programas informaticos disponibles que ilustran y muestran estructuras de
conformacién tridimensional probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccion
de estas presentaciones permite el analisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los restos de FR se pueden seleccionar y combinar a partir de
las secuencias receptoras y de importacion de modo que se consigue la caracteristica deseada del anticuerpo, tal
como aumento de la afinidad por el antigeno (s) diana. En general, los restos de region hipervariable estan
implicados directa y lo mas sustancialmente en la influencia en la unién al antigeno.

Como alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo, ahora es posible
producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, después de inmunizacién, de producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo,
se ha descrito que la supresion homocigética del gen de la region de unién de cadena pesada del anticuerpo (JH) en
ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicion completa de produccién endégena
de anticuerpos.

La transferencia de la matriz de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana en tales ratones mutantes de
linea germinal dard como resultado la produccién de anticuerpos humanos después de estimulacion con antigeno.
Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:
255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7: 33 (1993); y Patentes de Estados Unidos N.° 5.591.669,
5.589.369 y 5.545.807.

Como alternativa, la tecnologia de presentaciéon de fagos (McCafferty et al., Nature 348: 552-553 (1990)) se puede
usar para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominio variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, los genes del
dominio V del anticuerpo se clonan en marco en cualquiera de un gen de proteina de revestimiento principal o
secundaria de un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpo
funcionales en la superficie de la particula de fago. Dado que la particula filamentosa contiene una copia de ADN
monocatenario del genoma del fago, algunas selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo
también dan como resultado la seleccién del gen que codifica el anticuerpo que presenta esas propiedades. Por lo
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tanto, el fago imita algunas de las propiedades de los linfocitos B.

La presentacion de fagos se puede realizar en diversos formatos; para su revision véase, por ejemplo, Johnson,
Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3: 564-571 (1993). Para presentacion de fagos se
pueden usar varias fuentes de segmentos de genes de V. Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una
matriz diversa de anticuerpos de anti-oxazolona de una pequefia biblioteca combinatoria aleatoria de genes de V
derivados de los bazos de ratones inmunizados. Se puede construir un repertorio de genes de V de donantes
humanos no inmunizados y se pueden aislar anticuerpos para una matriz diversas de antigenos (incluyendo
autoantigenos) basicamente siguiendo las técnicas que se describen en Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597
(1991), o Griffith et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). Véanse también las Patentes de Estados Unidos N.° 5.565.332
y 5.573.905. Algunos anticuerpos humanos también se pueden generar linfocitos B activado in vitro (véanse las
Patentes de Estados Unidos N.° 5.567.610 y 5.229.275).

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. De forma tradicional, estos
fragmentos se derivaban a través de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992) y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)).
Sin embargo, estos fragmentos ahora se pueden producir directamente mediante células hospedadoras
recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de las bibliotecas de fagos de
anticuerpos analizadas anteriormente. Como alternativa, algunos fragmentos Fab’-SH se pueden recuperar
directamente de E. coli y se pueden acoplar de forma quimica para formar fragmentos de F(ab’)2 (Carter et al.,
Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, algunos fragmentos de F(ab’)2 se pueden aislar
directamente del cultivo de células hospedadoras recombinantes. Otras técnicas para la produccion de fragmentos
de anticuerpo son evidentes para el experto en la materia. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un
fragmento de Fv de una sola cadena (scFv). Véase el documento WO 93/16185; Patente de Estados Unidos N.°
5.571.894; y Patente de Estados Unidos N.° 5.587.458. El fragmento de anticuerpo también puede ser un
"anticuerpo lineal", por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 5641.870 por ejemplo. Tales
fragmentos de anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos epitopos
diferentes. Algunos anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo se pueden unir a dos epitopos diferentes del
marcador de superficie de linfocitos B. Otros de estos anticuerpos se pueden unir a un primer marcador de linfocitos
B y se pueden unir ademas a un segundo marcador de superficie de linfocitos B. Como alternativa, una rama de
union al marcador de linfocitos anti-B se puede combinar con una rama que se une a una molécula de estimulacién
en un leucocito tal como una molécula receptora de linfocitos T (por ejemplo, CD2 o CD3), o receptores de Fc para
IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16) con el fin de centrarse en mecanismos de
defensa celular para los linfocitos B. También se pueden usar anticuerpos biespecificos para localizar agentes
citotoxicos para los linfocitos B.

Estos anticuerpos poseen una rama de unién a marcador de linfocitos B y una rama que se une al agente citotdxico
(por ejemplo, saporina, anti-interferén, alcaloides de la vinca, cadena de ricina A, metotrexato o hapteno de is6topo
radiactivo).

Los anticuerpos biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de
anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos de F(ab’)z). En la técnica se conocen algunos métodos para
preparar anticuerpos biespecificos. La produccion tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa se
basa en la coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina, en los que las dos
cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)).

Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas)
producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales solamente una tiene la
estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que normalmente se realiza mediante
etapas de cromatografia por afinidad, es bastante compleja, y los rendimientos del producto son bajos. Algunos
procedimientos similares se desvelan en el documento W093/08829, y en Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-
3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpos con las especificidades de union
deseadas (sitios de combinacién de anticuerpo-antigeno) se fusionan con las secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusidon se realiza preferentemente con un dominio constante de cadena pesada de
inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2, y CH3. Se prefiere tener la primera
regién constante de cadena pesada (CH1) que contenga el sitio necesario para la unidon de la cadena ligera,
presente en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de cadena pesada de
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion
separados y se cotransfectan en un organismo hospedador adecuado. Esto proporciona una gran flexibilidad en el
ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptidos en realizaciones en las que las
proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptido usadas en la construccion proporcionan los rendimientos
Optimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias decodificacion para dos o las tres cadenas polipeptidicas
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en un vector de expresién cuando la expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales da
como resultado rendimientos elevados o cuando las proporciones no son de significancia en particular.

En un aspecto preferente de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estan formados por una cadena pesada de
inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en una rama, y un par de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina hibrido (que proporciona una segunda especificidad de unién) en la otra rama. Se
encontré que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de combinaciones
de cadenas de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina
solamente en una mitad de la molécula biespecifica proporciona un modo facil de separacion. Este en lo que se
desvela en el documento WO 94/04690. Para mas detalles sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véase,
por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121: 210 (1986). De acuerdo con otro enfoque descrito en la
Patente de Estados Unidos N.° 5.731.168, la superficie de contacto entre un par de moléculas de anticuerpo se
puede modificar con ingenieria para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de
células recombinantes. La superficie de contacto preferente comprende al menos una parte del dominio CH3 de un
dominio constante de anticuerpo. En este método, una o mas cadenas laterales pequefias de aminoacidos de la
superficie de contacto de la primera molécula de anticuerpo se sustituye con cadenas laterales mas grandes (por
ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o similar al de la cadena o
cadenas laterales grandes en la superficie de contacto de la segunda molécula de anticuerpo mediante la sustitucion
de cadenas laterales de aminoacidos grandes con otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero con respecto a otros productos finales no
deseados tales como homodimeros.

Algunos anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado se puede acoplar con avidina, el otro con biotina. Por ejemplo, se ha propuesto
que tales anticuerpos dirigen células del sistema inmune hacia células no deseadas (Patente de Estados Unidos N.°
4.676.980), y para tratamiento de la infeccién por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373, y EP 03089). Se
pueden preparar anticuerpos heteroconjugados usando cualquier método de reticulacion conveniente. En la técnica
se conocen bien algunos agentes de reticulacién adecuados, y se desvelan en la Patente de Estados Unidos N.°
4.676.980, junto con una serie de técnicas de reticulacion.

En la bibliografia también se han descrito técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de
anticuerpos. Por ejemplo, algunos anticuerpos biespecificos se pueden preparar usando unién quimica. Brennan et
al. Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que algunos anticuerpos intactos se cortan de forma
proteolitica para generar fragmentos de F(ab’)z. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente de formacion
de complejos de ditiol, arsenito sodico, para estabilizar ditioles vecinales y para evitar la formaciéon de disulfuro
intermolecular. Los fragmentos de Fab’' generados se convierten a continuaciéon en derivados de tionitrobenzoato
(TNB). Uno de los derivados de Fab’-TNB se vuelve a convertir a continuacion en el Fab'-tiol mediante reduccion con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos se pueden usar como agentes para la inmovilizacién selectiva
de enzimas.

Los avances recientes han facilitado la recuperacion directa de fragmentos de Fab’-SH de E. coli, que se pueden
acoplar de forma quimica para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992)
describen la produccion de una molécula de F(ab’). de anticuerpo biespecifico completamente humanizado. Cada
fragmento de Fab’ se secretd por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para
formar el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de este modo era capaz de unirse a células que
sobreexpresan el receptor ErbB2 y linfocitos T humanos normales, asi como desencadena la actividad litica de
linfocitos citotoxicos humanos contra dianas de tumores de mama humanos.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente del cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148 (5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de
leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron a las partes de Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante fusion
génica.

Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y a continuacion se
volvieron a oxidar para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también se puede utilizar para la
produccién de homodimeros de anticuerpo.

La tecnologia de "diacuerpo" descrita por Hollinger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993) ha
proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL)
mediante un conector que es demasiado corto para como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en
la misma cadena. Por consiguiente, los dominios VH y VL de un fragmento se fuerzan a emparejarse con los
dominios VL y VH complementarios de otro fragmento, formando de ese modo dos sitios de unién a antigeno.
También se ha informado de otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante el uso

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 565202 T3

de dimeros de Fv de una sola cadena (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol, 152: 5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos.
Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

Se contemplan modificacion (s) de secuencia de aminoacidos de antagonistas de proteinas o péptidos descritos en
el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/o otras propiedades
bioldgicas del anticuerpo o antagonista de unién a BLYS. Algunas variantes de secuencia de aminoacidos del
antagonista se preparan introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el acido nucleico antagonista, o
mediante sintesis de péptidos. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones de, y/o inserciones en y/o
sustituciones de, restos dentro de las secuencias de aminoacidos del antagonista. Cualquier combinacion de
supresion, insercion y sustitucion se realiza para llegar a la construccion final, con la condicién de que la
construccion final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos también pueden alterar los
procesos posteriores a la traducciéon del antagonista, tales como el cambio del nimero o posicién de sitios de
glicosilacion.

Un método util para la identificacién de ciertos restos o regiones del antagonista que son localizaciones precedentes
para la mutagénesis se denomina "mutagénesis de barrido con alanina” como lo describen Cunningham y Wells en
Science, 244: 1081-1085 (1989). Aqui, se identifican un resto o grupo de restos diana (por ejemplo, restos cargados
tales como arg, asp, his, lys, y glu) y se sustituyen por un aminoacido con carga neutra o negativa (lo mas
preferentemente alanina o polialanina) para influir en la interaccion de los aminoacidos con el antigeno. Esas
ubicaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional con respecto a las sustituciones se refinan a
continuacion introduciendo de variantes adicionales u otras en, o para, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aunque
el sitio para introducir una variacion de secuencia de aminoacidos se determina previamente, no es necesario
determinar previamente la naturaleza de la mutacion per se. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una
mutacion en un sitio dado, la mutagénesis de barrido o aleatoria se realiza en el codén o regidon diana y las variantes
de antagonista expresadas se identifican sistematicamente para su actividad deseada.

Algunas inserciones de secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo-terminal con una longitud
qgue varia de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencias de
restos de aminoéacidos individuales o mdltiples. Algunos ejemplos de inserciones terminales incluyen un antagonista
con un resto de metionilo N-terminal o el antagonista fusionado con un polipéptido citotoxico. Otras variantes de
insercidn de la molécula antagonista incluyen la fusién al extremo N o C-terminal del antagonista de una enzima, o
un polipéptido que aumenta la vida media en suero del antagonista.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucién de aminoacidos. Estas variantes tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula antagonista sustituido por diferentes restos. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis de sustitucion de antagonistas de anticuerpos incluyen las regiones hipervariables, pero también se
contemplan alteraciones de FR. Algunas sustituciones conservativas se muestran en la Tabla 1 con el encabezado
"sustituciones precedentes". Si tales sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica, entonces
se pueden introducir cambios mas sustanciales, denominados "sustituciones a modo de ejemplo” en la Tabla 1, o
como adicionalmente se describe a continuacion en referencia a las clases de aminoacidos, y los productos se
pueden identificar sistematicamente.

Algunas modificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas del antagonista se consiguen mediante seleccion
de sustituciones que difieren de forma significativa en su efecto al mantener (a) la estructura de la cadena principal
de polipéptido en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién en lamina o helicoidal, (b) la carga o
hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los restos de origen natural se
dividen en grupos basandose en propiedades comunes de la cadena lateral: (1) hidréfobos: norleucina, met, ala, val,
leu, ile; (2) hidrdéfilos neutros: cys, ser, thr; (3) acidos: asp, glu; (4) basicos: asn, gin, his, lys, arg; (5) restos que
influyen orientacién de la cadena: gly, pro; y (6) aromaticos: trp, tyr, phe. Las sustituciones no conservativas
implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.

Cualquier resto de cisteina no implicado en mantener la conformacién correcta del antagonista también se puede
sustituir, por lo general con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar la reticulacion
andémala. Por el contrario, se puede afiadir un enlace o enlaces de cisteina al antagonista para mejorar su
estabilidad (en particular cuando el antagonista es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento de Fv).

Un tipo particularmente preferente de variante de sustitucion implica la sustitucion de uno o mas restos de regién
hipervariable de un anticuerpo precursor. Por lo general, la variante o variantes resultantes seleccionadas para
desarrollo adicional tendran propiedades bioldgicas mejoradas con respecto al anticuerpo precursor a partir del que
se generan. Una forma conveniente para generar tales variantes de sustitucion es la maduracion por afinidad usando
presentacion de fagos. En resumen, varios sitios de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para
generar todas las posibles sustituciones de amino en cada sitio. Las variantes de anticuerpo generadas de este
modo se presentan de una forma monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones al
producto del gen Il de M13 empaquetado dentro de cada particula. A continuacion, las variantes presentan fagos se
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identifican sistematicamente por su actividad biolégica (por ejemplo, afinidad de unién) como se desvela en el
presente documento. Para identificar sitios de region hipervariable candidatos para modificacion, se puede realizar
mutagénesis de barrido de alanina para identificar restos de region hipervariable que contribuyen de forma
significativa a la uniéon al antigeno. Como alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una
estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el
antigeno. Tales restos de contacto y restos vecinos son candidatos para la sustitucién de acuerdo con las técnicas
elaboradas en el presente documento. Una vez que se generan tales variantes, el panel de variantes se somete a
identificacion sistematica tal como se describe en el presente documento y los anticuerpos con propiedades
superiores en uno 0 mas ensayos relevantes se pueden seleccionar para un desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacido del antagonista altera el patréon de glicosilacion original del antagonista. Por
alteracion se entiende la eliminacién de uno o mas restos de carbohidrato encontrados en el antagonista, y/o adicion
de uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el antagonista.

La glicosilacion de polipéptidos por lo general se une a N o se une a O. Unido a N se refiere a la union del resto
carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias de tripeptidicas de asparagina-X- serina
y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la unién enzimatica del resto de carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la
presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial.
Glicosilacion unida a O se refiere a la unidn de uno de los azlUcares N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un
hidroxiaminoacido, mas cominmente serina 0 treonina, aunque también se puede usar 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

La adicion de sitios de glicosilacion al antagonista se consigue de forma conveniente alterando la secuencia de
aminoéacidos de forma que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios
de glicosilacién unida a N). La alteracion también se puede realizar mediante la adicion de, o sustituciéon por, uno o
mas restos de serina o treonina a la secuencia del antagonista original (para sitios de glicosilacién unidos a O).

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia de aminoacidos del antagonista se preparan
mediante diversos métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, aislamiento a
partir de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoacidos de origen natural) o preparacion
con mutagénesis mediada por oligonucle6tido (o dirigida al sitio), mutagénesis por PCR, y mutagénesis de casete de
una versién anterior del antagonista o no variante preparada.

Puede ser deseable modificar el antagonista con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, con el fin de aumentar
la citotoxicidad mediada por células dependiente de antigeno (ADCC) y/o citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) del antagonista. Esto se puede conseguir introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos en una
region Fc de un anticuerpo antagonista. Como alternativa o adicionalmente, se pueden introducir un resto o restos
de cisteina en la region Fc, permitiendo de ese modo la formacién de enlaces disulfuro intercadenas en esta region.

El anticuerpo homodimérico generador de este modo puede tener un aumento de la capacidad de internalizacion y/o
aumento de la muerte celular mediada por complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).
Véase Caron et al. J. Exp Med. 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, B.J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992). Algunos
anticuerpos homodiméricos con aumento de la actividad antitumoral también se pueden preparar usando agentes de
reticulacién heterobifuncionales tal como se describe en Wolff et al. Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Como
alternativa, un anticuerpo se puede modificar con ingenieria para que tenga regiones de Fc dobles y de ese modo
puede tener un aumento de la capacidad de lisis de complemento y capacidades de ADCC. Véase Stevenson et al.
Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989).

Para aumentar la vida media en suero del antagonista, se puede incorporar un epitopo de unién al receptor de
rescate en el antagonista (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe en la Patente de Estados
Unidos N.° 5.739.277, por ejemplo. Como se usa en el presente documento, la expresién "epitopo de unién a
receptor de rescate" se refiere a un epitopo de la regiéon Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, -IgGl, IgG2, 1gG3,
0 1gG4) que es responsable del aumento de la vida media en suero in vivo de la molécula de 1gG.

Ensayos

Las concentraciones de linfocitos B periféricos se determinan mediante un método de FACS que hace recuento de
las células CD3-/CD40+.

El porcentaje de células CD3-CD40 + B de linfocitos totales en las muestras se puede obtener mediante la siguiente
estrategia de seleccion. La poblacion de linfocitos esta marcada en el diagrama de dispersion directa/dispersion
lateral para definir la Regién 1 (Ri). Usando sucesos en RI, se muestran representaciones de puntos de intensidad
de fluorescencia para marcadores CD40 y CD3. Se usan controles de isotipo marcados con fluorescencia para
determinar respectivos puntos de corte para positividad de CD40 y CD3.
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Andlisis de FACS

Medio millén de células se lavan y se vuelven a suspender en 1001 de tampon FACS, que solucion salina
tamponada con fosfato con BSA al 1 %, que contiene 5 ul de anticuerpo de tincion o control. Todos los anticuerpos
de tincién, incluyendo controles de isotipo, se obtienen en PharMingen, San Diego, CA. La expresion de BLYS
humano se evalla mediante tincién con Rituxan y Commat; junto con anticuerpo secundario de IgGl anti-humana
conjugado con FITC.

El andlisis de FACS realiza usando FACScan y Cell Quest FACS (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, CA). Todos los linfocitos se definen en las dispersiones de luz directa y lateral, mientras que todos los linfocitos
B se definen con la expresién de B220 en la superficie celular.

La supresion y recuperacion de linfocitos B se evalué mediante el analisis de recuentos de linfocitos B periféricos y
andlisis de células hBLYS + B mediante FACS en el bazo, ganglios linfaticos y médula 6sea diariamente durante la
primera semana después de la inyeccién y, a partir de este momento, semanalmente. Los niveles en suero del
anticuerpo variante de 2H7 inyectado se controlan.

Formulaciones Farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas de los antagonistas de BLyS tales como anticuerpos de union a BLyS usadas de
acuerdo con la presente divulgacion se preparan para almacenamiento mezclando un anticuerpo que tiene el grado
deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables (Remington’s
Phamamaceutical Science 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Los vehiculos, excipientes, o estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las
dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, y otros acidos
organicos; antioxidantes incluyendo &cido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanal;
y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como
albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros
carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metalicos (por
ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no idnicos tales como Tween, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG).

La formulacién en el presente documento también puede contener mas de un compuesto activo si fuera necesario
para la indicacién en particular que se esta tratando, preferentemente aquellos con actividades complementarias que
no influyen de forma adversa entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar ademas un agente citotoxico,
agente quimioterapéutico, citoquina 0 agente inmunosupresor (por ejemplo, uno que actta sobre los linfocitos T, tal
como ciclosporina o un anticuerpo que se une a los linfocitos T, por ejemplo, uno que se una a LFA-1). La cantidad
eficaz de tales otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacion, el tipo de
enfermedad o trastorno o tratamiento, y otros factores analizados anteriormente. Estos se usan generalmente en las
mismas dosificaciones y con vias de administracion que se describen en el presente documento o aproximadamente
de un 1 a un 99 % de las dosificaciones empleadas hasta el momento.

Los principios activos también se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por con técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli-(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de liberacion de farmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albUmina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se desvelan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A. Ed.
(1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Algunos ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el
antagonista, matrices que se presentan como articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas.
Algunos ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2
hidroxietilmetacrilato), o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (Patente de Estados Unidos N.° 3.773.919), copolimeros
de L &cido glutamico y L- glutamato de etilo, acetato de etileno-vinilo no degradable, copolimeros de &cido lactico y
acido glicolico degradables tales como el LUPRON DEPOT (microesferas inyectables formadas por copolimero de
acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), y acido poli-D- (-) -3-hidroxibutirico.

Las formulaciones a usar para administracién in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente por filtracion a
través de membranas de filtracién estériles.

Tratamiento de Enfermedades
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Enfermedades

Los agentes anti-CD 20 y los antagonistas de BLyS mencionados en las reivindicaciones son Utiles para tratar
trastornos autoinmunitarios regulados por linfocitos B. Algunas enfermedades autoinmunitarias reguladas por
linfocitos B incluyen artritis (artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriatica), psoriasis,
dermatitis incluyendo dermatitis atopica; urticaria crénica autoinmunitaria, polimiositis/dermatomiositis, necrdlisis
epidérmica toxica, esclerodermia sistémica y esclerosis, respuestas asociadas a enfermedad inflamatoria del
intestino (IBD) (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), sindrome de dificultad respiratoria, sindrome de dificultad
respiratoria en adulto (ARDS), meningitis, rinitis alérgica, encefalitis, uveitis, colitis, glomerulonefritis, afecciones
alérgicas, eczema, asma, afecciones que implican infiltracion de linfocitos T y respuestas inflamatorias crénicas,
aterosclerosis, miocarditis autoinmunitaria, deficiencia de adhesién leucocitaria, lupus eritematoso sistémico (LES),
lupus (incluyendo nefritis, no renal, discoide, alopecia), diabetes de inicio juvenil, esclerosis multiple, encefalomielitis
alérgica, respuestas inmunes asociadas a hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citoquinas y linfocitos T,
tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis, incluyendo granulomatosis de Wegener, agranulocitosis, vasculitis
(incluyendo ANCA), anemia aplasica, anemia positiva de Coombs, anemia de Diamond Blackfan, anemia hemolitica
inmune que incluye anemia hemolitica autoinmunitaria (AIHA), anemia perniciosa, aplasia pura de glébulos rojos
(PRCA), deficiencia de Factor VI, hemofilia A, neutropenia autoinmunitaria, pancitopenia, leucopenia,
enfermedades que implican diapédesis leucocitaria, trastornos inflamatorios del SNC, sindrome de lesién organica
multiple, miastenia grave, enfermedades mediadas por complejos de antigeno-anticuerpo, enfermedad de la
membrana basal antiglomerular, sindrome de anticuerpos antifosfolipido, neuritis alérgica, enfermedad de Bechet,
sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, sindrome de Reynauld,
sindrome de Sjorgen, sindrome de Stevens-Johnson, rechazo a trasplante de drganos sdlidos (incluyendo el
tratamiento previo de titulos de anticuerpos reactivos para panel elevado, depésito de IgA en tejidos, etc.),
enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD), penfigoide bulloso, pénfigo (incluyendo todos, vulgar, foliaceo),
poliendocrinopatias autoinmunitarias, enfermedad de Reiter, sindrome del hombre rigido, arteritis de células
gigantes, nefritis compleja inmune, nefropatia por IgA, polineuropatias por IgM o neuropatia mediada por IgM,
purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), puarpura trombocitopénica trombética (TTP), trombocitopenia
autoinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria del testiculo y el ovario incluyendo orquitis y ooforitis autoinmunitaria,
hipotiroidismo primario; enfermedades endocrinas autoinmunitarias que incluyen tiroiditis autoinmunitaria, tiroiditis
cronica (tiroiditis de Hashimoto), tiroiditis subaguda, hipotiroidismo idiopatico, enfermedad de Addison, enfermedad
de Grave, sindromes poliglandulares autoinmunitarios (o sindromes de endocrinopatia poliglandular), diabetes de
Tipo 1 también denominada diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM) y sindrome de Sheehan; hepatitis
autoinmunitaria, neumonitis linfoide intersticial (VIH), bronquiolitis obliterante (no trasplante) con respecto a NSIP,
sindrome de Guillain-Barré, vasculitis de vasos grandes (incluyendo polimialgia reumatica y arteritis de células
gigantes (de Takayasu)), Vasculitis de vasos medios (incluyendo enfermedad de Kawasaki y Poliarteritis Nodosa),
espondilitis anquilosante, enfermedad de Berger (nefropatia por IgA), glomerulonefritis rdpidamente progresiva,
cirrosis biliar primaria, celiaquia (enteropatia por gluten), crioglobulinemia, ELA, enfermedad de la arteria coronaria.

El nivel deseado de supresion de linfocitos B dependera de la enfermedad. Preferentemente, la supresiéon de
linfocitos B es suficiente para prevenir la evolucion de la enfermedad durante al menos 2 meses, mas
preferentemente 3 meses, incluso mas preferentemente 4 meses, mas preferentemente 5 meses, incluso mas
preferentemente 6 0 mas meses. En realizaciones incluso mas preferentes, la supresion de linfocitos B es suficiente
para aumentar el tiempo de remision en al menos 6 meses, mas preferentemente 9 meses, mas preferentemente un
afo, mas preferentemente 2 afios, mas preferentemente 3 afios, incluso mas preferentemente 5 0 mas afios. En la
realizaciébn mas preferente, la supresion de linfocitos B es suficiente para curar la enfermedad. En realizaciones
preferentes, la supresion de linfocitos B en el paciente autoinmunitario es transitoria en al menos aproximadamente
un 75 % y mas preferentemente, un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % e incluso un 100 % del nivel de la medida inicial
antes del tratamiento.

Para el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, puede ser deseable modular el grado de supresién de
linfocitos B, dependiendo de la enfermedad y/o la gravedad de la afeccion en el paciente individual, mediante el
ajuste de la dosificaciéon del farmaco inmunosupresor o el antagonista de BLyS. Por lo tanto, la supresion de
linfocitos B puede ser completa, pero no tiene por qué serlo. O, se puede desear una supresion total de linfocitos B
en el tratamiento inicial, pero en tratamientos posteriores, la dosificacion se puede ajustar para conseguir solamente
una supresion parcial. En una realizacion, la supresion de linfocitos B es al menos un 20 %, es decir, un 80 % o
menos de los linfocitos B permanecen en comparacion con el nivel de medida inicial antes del tratamiento. En otras
realizaciones, la supresion de linfocitos B es de un 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % o superior.

Preferentemente, la supresién de linfocitos B es suficiente para detener la progresion de la enfermedad, mas
preferentemente para aliviar los signos y sintomas de la enfermedad en particular en tratamiento, incluso mas
preferentemente para curar la enfermedad.

Para aplicaciones terapéuticas, el farmaco inmunosupresor y composiciones de antagonista de BLyS desveladas en
el presente documento se pueden usar en terapia de combinacién con farmacos adicionales, tales como farmacos
antiinflamatorios, incluyendo DMARDS y otros productos biolégicos. Los métodos de tratamiento anteriores se
pueden administrar en combinacién con otras formas de terapia convencional para enfermedad autoinmunitaria, ya
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sea de forma consecutiva con, terapia pre- o post-convencional.

Un paciente se alivia o se trata de forma satisfactoria de enfermedades autoinmunitarias reguladas por linfocitos B
con la presente invencion si hay una mejora mensurable en los sintomas u otros criterios aplicables después de la
administracion de las composiciones de la invencién en comparacion con la situaciéon antes del tratamiento. El efecto
del tratamiento puede ser evidente en 3-10 semanas después de la administraciéon de las composiciones de la
invencién. Los criterios aplicables para cada enfermedad son bien conocidos para el médico experto en la materia
apropiada. Por ejemplo, el médico puede controlar al paciente tratado para evidencia clinica o serolégica de la
enfermedad, como marcadores serolégicos de la enfermedad, recuento sanguineo completo, incluyendo recuento de
linfocitos B, y niveles de inmunoglobulina en suero. Los niveles de IgG e IgM en suero se reducen en antagonista de
BLyS, como ratones tratados con atacicept. Los pacientes humanos que responden al tratamiento con actacicept
tratamiento también muestran una reduccion en los niveles de IgG e IgM en suero.

El médico experto en la enfermedad apropiada conoce los parametros para evaluar la eficacia o éxito del tratamiento
de una enfermedad autoinmunitaria o relacionada autoinmunitaria. Por lo general, el médico experto buscara la
reduccion de los signos y sintomas de la enfermedad especifica. Los siguientes son a modo de ejemplo.

La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad autoinmunitaria de etiologia desconocida. La mayoria de los
pacientes con RA sufren un curso crénico de la enfermedad que, incluso con terapia, puede dar como resultado
destruccion de articulaciones progresiva, deformidad, discapacidad e incluso muerte prematura. Los objetivos de la
terapia para RA son prevenir o controlar el dafio articular, prevenir la pérdida de la funcién y disminuir el dolor. La
terapia inicial de RA por lo general implica la administracion de uno o mas de los siguientes farmacos: farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), glucocorticoides (mediante inyecciéon en la articulacion), y prednisona a
dosis bajas. Véase "Guidelines for the management of rheumatoid arthritis" Arthritis & Rheumatism 46 (2): 328-346
(febrero de 2002). La mayoria de los pacientes con RA recién diagnosticada comienzan la terapia con farmacos
antirreumaticos (DMARD) que modifican la enfermedad dentro de los 3 meses del diagndstico.

Los DMARD usados normalmente en RA son hidroxicloroquina, sulfasalazina, metotrexato, leflunomida, etanercept,
infliximab (mas metrotrexato oral y subcutaneo), azatioprina, D-penicilamina, Oro (oral), Oro (intramuscular),
minaociclina, ciclosporina, inmunoabsorcién de proteina A estafilocécica.

Dado que el organismo produce factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) durante RA, se han usado inhibidores del
TNFa para terapia de esa enfermedad. El etanercept (ENBREL) es un farmaco inyectable aprobado en Estados
Unidos para terapia de la RA activa. El etanercept se une al TNFa y sirve para retirar la mayor parte del TNFa de las
articulaciones y la sangre, evitando de este modo que el TNFa estimule la inflamacion y otros sintomas de artritis
reumatoide.

El etanercept es una proteina de fusién de "proteina de fusion de Fc " que consiste en la parte de union del ligando
extracelular del receptor del factor de necrosis tumoral de 75 kD (p75) humano (TNFR) unido a la parte de Fc de una
humana Ig Gl.

El infliximab, comercializado con el nombre de marca REMICADE, es un farmaco inmunosupresor prescrito para
tratar la RA y la enfermedad de Crohn. El infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que se une al TNF y
reduce la inflamacién en el organismo mediante direccién y unién al TNFa que produce inflamacion.

El adalimumab (HUMIRATM, Abbott Laboratories), conocido anteriormente como D2E7, es un anticuerpo
monoclonal humano que se une al TNFa y esta aprobado para reducir los signos y sintomas y para inhibir la
progresion del dafio estructural en adultos con RA de moderada a seriamente activa que han tenido una respuesta
insuficiente a uno o mas DMARD modificadores de enfermedad tradicionales.

El tratamiento de la artritis reumatoide mediante la administracién de farmacos inmunosupresores y un antagonista
de BLyS se puede realizar en conjunto con terapia con uno o mas de los farmacos mencionados anteriormente para
la RA. Para la artritis reumatoide, por ejemplo, algunas medidas para progreso en el tratamiento pueden incluir el
namero de articulaciones hinchadas y sensibles y el periodo de rigidez matutina. Los pacientes se pueden examinar
con respecto a cuanto se han deteriorado las articulaciones en manos y pies usando rayos X y un sistema de
puntuacion conocido como sistema de puntuacion Sharp. Otro sistema de puntuacion se basa en los criterios del
Colegio Americano de Reumatologia para evaluar respuestas a terapias.

Un método para evaluar la eficacia del tratamiento en la RA se basa en criterios del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR), que mide el porcentaje de mejora en articulaciones sensibles e hinchadas, entre otros
factores. El paciente con RA se puede puntuar en por ejemplo, ACR 20 (20 por ciento de mejora) en comparacion
con tratamiento sin anticuerpo (por ejemplo, medida inicial antes del tratamiento) o tratamiento con placebo. Otras
formas de evaluar la eficacia del tratamiento con anticuerpo incluyen puntuacién con rayos X tal como la puntuacion
con rayos X de Sharp usada para puntuar el dafio estructural tal como deterioro 6seo y estrechamiento del espacio
entre articulaciones. Los pacientes también se pueden evaluar para la prevencion por la mejora de la discapacidad
basandose en la puntuacion del Cuestionario de Evaluacion de Salud [HAQ], puntuacién de AIMS, SF-36 en
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periodos de tiempo durante o después del tratamiento. Los criterios de ACR 20 pueden incluir mejora de un 20 %
tanto en el recuento de articulaciones sensibles (dolorosas) como el recuento de articulaciones hinchadas mas una
mejora de un 20 % en al menos 3 de 5 medidas adicionales:

1. evaluacion del dolor del paciente mediante escala analdgica visual (VAS),

2. evaluacion global del paciente de actividad de enfermedad (VAS),

3. evaluacién global por parte del médico de la actividad de enfermedad (VAS),

4. discapacidad autoevaluada del paciente medida con el Cuestionario de Evaluacién de Salud, y
5. reactivos de fase aguda, CRP o ESR.

El ACR 50 y 70 se definen de forma analoga. Preferentemente, al paciente se le administra una cantidad de un
anticuerpo de union a BLYS de la invencion eficaz para conseguir al menos una puntuacion de ACR 20,
preferentemente al menos ACR 30, mas preferentemente al menos ACR50, incluso mas preferentemente al menos
ACRT70, lo més preferentemente al menos ACR 75 y mas elevada.

La artritis psoriatica tiene caracteristicas radiograficas Unicas y distintas. Para la artritis psoriatica, el deterioro de las
articulaciones y el estrechamiento del espacio entre articulaciones también se pueden evaluar con la puntuacion de
Sharp. Los anticuerpos de unién a BLYS humanizados desvelados en el presente documento se pueden usar para
prevenir el dafio articular asi como para reducir signos de enfermedad y sintomas del trastorno.

Otro aspecto mas de la divulgaciéon es un método para tratar Lupus o LES mediante la administracion, al paciente
gue padece LES, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de BLyS en combinacion con un
farmaco inmunosupresor de la invencion. Las puntuaciones de SLEDAI proporcionan una cuantificaciéon numérica de
la actividad de la enfermedad. Se sabe que el SLEDAI es un indice ponderado de 24 parametros clinicos y de
laboratorio que se correlaciona con la actividad de la enfermedad, con un intervalo numérico de 0-103. Véase Bryan
Gescuk y John Davis, "Novel therapeutic agent for systemic lupus erythematosus" en Current Opinion en
Rheumatology 2002, 14: 515-521. Se cree que algunos anticuerpos para ADN bicatenario causan exacerbaciones
renales y otras manifestaciones de lupus. Los pacientes sometidos a tratamiento con anticuerpos se pueden
controlar para tiempo hasta exacerbacion renal, que se define como un aumento significativo, reproducible en la
creatinina en suero, proteina en orina 0 sangre en orina. Como alternativa o ademas, los pacientes se pueden
controlar para detectar los niveles de anticuerpos antinucleares y anticuerpos para ADN bicatenario. Algunos
tratamientos para LES incluyen dosis elevadas de corticosteroides y/o ciclofosfamida (HDCC). Para el lupus
eritematoso sistémico, los pacientes se pueden controlar para detectar niveles de anticuerpos antinucleares y
anticuerpos para ADN bicatenario.

Un aspecto en particular de la presente divulgacion es el tratamiento de nefritis por lupus con una combinacién de
farmacos inmunosupresores y un antagonista de BLyS, tal como atacicept.

Las espondiloartropatias son un grupo de trastornos de las articulaciones, que incluyen espondilitis anquilosante,
artritis psoriatica y enfermedad de Crohn. El éxito del tratamiento se puede determinar con herramientas validadas
de medida de evaluacion de paciente y médico.

Una enfermedad autoinmunitaria adicional que se puede tratar usando la presente invencién es la psoriasis. En la
actualidad se usa en diversas medicaciones para tratar la psoriasis; el tratamiento se diferencia directamente en
relacién a la gravedad de la enfermedad. Los pacientes con una forma de psoriasis mas leve por lo general utilizan
tratamientos topicos, tales como esteroides topicos, antralina, calcipotrieno, clobetasol, y tazaroteno, para gestionar
la enfermedad mientras que los pacientes con psoriasis moderada y grave es mas probable que usen terapias
sistémicas (metotrexato, retinoides, ciclosporina, PLTVA y UVB). También se usan breas. Estas terapias tienen una
combinacién de preocupaciones de seguridad, regimenes que requieren mucho tiempo, o procesos de tratamiento
inconvenientes. Ademas, algunos requieren equipos costosos y espacio dedicado en las instalaciones de la oficina.
Algunas medicaciones sistémicas pueden producir efectos secundarios graves, incluyendo hipertension,
hiperlipidemia, supresién de médula ésea, enfermedad hepatica, enfermedad renal y trastornos gastrointestinales.
Ademas, el uso de fototerapia puede aumentar la incidencia de canceres de piel. Ademas de las molestias y
malestar asociados al uso de terapias topicas, la fototerapia y los tratamientos sistémicos requieren la realizacion de
ciclos en pacientes con y sin terapia y el control de la exposicién de por vida debido a sus efectos secundarios.

La eficacia del tratamiento para la psoriasis se evalta mediante el control de cambios en los signos clinicos y
sintomas de la enfermedad incluyendo cambios de la Evaluacién Global del Médico (PGA) y puntuaciones de Area
de Psoriasis de indice de Gravedad (PASI), Evaluacion de Sintomas de Psoriasis (PSA), en comparacion con la
afeccion en la medida inicial. El paciente se puede evaluar periédicamente durante todo el tratamiento en la escala
analdgica Visual usada para indicar el grado de prurito experimentado en momentos especificos.

Dosificacion
Dependiendo de la indicacién a tratar y factores relevantes para la dosificacién con los que un médico con

experiencia en el campo estaria familiarizado, los antagonistas de BLyS y farmacos inmunosupresores desvelados
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en el presente documento se administran a una dosificacién que es eficaz para el tratamiento de esa indicacién a la
vez que se minimizan la toxicidad y los efectos secundarios. Por lo general, el antagonista BLyS desvelado en el
presente documento se administra a un paciente humano a un intervalo de dosificacion de aproximadamente
0,25 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal, preferentemente de aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg. Expresado de forma alternativa, un intervalo de dosificaciones preferente para el
antagonista de BLyS es de aproximadamente 75 mg a aproximadamente 190 mg por dosis. En una realizacion
preferente, las dosificacion es de aproximadamente 150 mg por dosis para el antagonista de BLyS.

La invencién comprende una combinacion de administracion simultanea y secuencial del agente anti-CD 20 y de la
antagonista de BLyS definidos en las reivindicaciones (ambos denominados en el presente documento restos de
tratamiento). En la administracion secuencial, los restos de tratamiento se pueden administrar en cualquier orden, es
decir, agentes anti-CD 20 en primer lugar seguido de antagonista de BLyS. El paciente se puede tratar con un
farmaco y se puede controlar la eficacia antes del tratamiento con el un farmaco. Por ejemplo, si el agente anti-CD
20 produce una respuesta parcial, el tratamiento puede ir seguido con el antagonista de BLyS para conseguir una
respuesta completa, y viceversa. Como alternativa, al paciente se le pueden administrar inicialmente ambos
farmacos y posteriormente la dosificacién se puede realizar solamente con uno o el otro farmaco.

Para acondicionar al paciente para que tolere los farmacos y/o para reducir la aparicién de efectos adversos tales
como sintomas relacionados con la infusion que se producen por las administraciones iniciales y subsiguientes del
compuesto terapéutico, al mamifero con necesidad del mismo se lee puede administrar una primera dosis de
acondicionamiento o dosis inicial de uno o ambos farmacos y a continuacion se le puede administrar al menos una
segunda dosis terapéuticamente eficaz de uno o ambos farmacos en el que la segunda dosis y las posteriores son
mas elevadas que la primera dosis. La primera dosis sirve para acondicionar al mamifero para que tolere la segunda
dosis terapéutica mas elevada. De esta manera, el mamifero es capaz de tolerar dosis mas elevadas del compuesto
terapéutico que se le podrian administrar inicialmente. Una "dosis de acondicionamiento” es una dosis que atenlia o
reduce la frecuencia o la gravedad de los efectos secundarios adversos de la primera dosis asociados a la
administracion de un compuesto terapéutico. La dosis de acondicionamiento puede ser una dosis terapéutica, una
dosis subterapéutica, una dosis sintomatica o una dosis subsintomatica. Una dosis terapéutica es una dosis que
presenta un efecto terapéutico en el paciente y una dosis subterapéutica es una dosis que no muestra un efecto
terapéutico en el paciente tratado. Una dosis sintomatica es una dosis que induce al menos un efecto adverso en la
administracion y una dosis subsintomatica es una dosis que no induce un efecto adverso. Algunos efectos adversos
son fiebre, dolor de cabeza, nauseas, vomitos, dificultad para respirar, mialgia y escalofrios.

Mas alla de un régimen de dosis de acondicionamiento, hay una serie de otros regimenes que se pueden seguir
para conseguir el alivio de la enfermedad de la presente invencién. Uno de estos enfoques es un curso de
tratamiento corto de un farmaco inmunosupresor, seguido de reduccion gradual, seguido de tratamiento con la
combinacion de agente anti-CD20 y el antagonista de BLyS. Por ejemplo, se pueden administrar 1000-1500 mg de
corticosteroides por via oral, dos veces al dia durante cuatro semanas, seguido de reduccion gradual de
5 mg/semana a 10 mg/dia en el transcurso de 10 semanas. Una vez que ha llegado el momento de comenzar con el
antagonista de BLyS y/o el agente anti-CD20, una dosis de carga puede ser apropiada. En particular, el atacicept se
puede administrar dos veces por semana durante cuatro semanas seguido de administraciéon semanal durante un
periodo de tiempo prolongado, tal como 48 semanas. Se pueden realizar avances semanales en la dosificacién
hasta una dosis maxima de 1000 mg, 3 veces al dia si el recuento de glébulos blancos del paciente se mantiene en
niveles aceptables (es decir, por encima de 3,0 X 10%! o 3000/mm?).

Via de administracion

Los antagonistas de BLyS y el agente anti-CD20 se administran a un paciente humano de acuerdo con métodos
conocidos, tales como mediante administracion intravenosa, por ejemplo, como un bolo o por infusién continua
durante un periodo de tiempo, por dias subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, intraarticular,
intrasinovial, intratecal, o inhalacién. Los farmacos inmunosupresores con formulacion apropiada también se pueden
administrar por via oral o por via topica. El antagonista de BLyS y algunos agentes anti-CD 20 por lo general se
administraran mediante administracion intravenosa o subcutanea. Los diferentes restos de tratamiento se pueden
administrar por la misma o diferentes vias.

Articulos de Fabricacion y Kits

Otra realizacién de la invencién es un articulo de fabricaciéon que comprende un antagonista de BLyS y agente anti-
CD20 (como se define en las reivindicaciones) para tratar un trastorno autoinmunitario regulado por linfocitos B como
se ha desvelado anteriormente. En una realizacion especifica, el articulo de fabricacion contiene un polipéptido de
fusién de TACi-Fc que comprende la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de activacién de plasminégeno
tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y RITUXAN® para el tratamiento de LES.

El articulo de fabricacion comprende al menos un recipiente y una etiqueta o prospecto en o asociado al recipiente,

tal como se define en las reivindicaciones. Algunos recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales,
jeringas, etc. Los recipientes pueden estar formados con diversos materiales tales como vidrio o plastico. El
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recipiente contiene una composicién de la invencion que es eficaz para tratar la afeccién y puede tener un puerto de
acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que tiene un tapon
perforable con una aguja de inyeccion hipodérmica). La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa para
tratar un trastorno autoinmunitario regulado por linfocitos B, por ejemplo, nefritis por lupus o artritis reumatoide. La
etiqueta o prospecto comprenderd ademas instrucciones para administrar la composicion al paciente. Ademas, el
articulo de fabricacion puede comprender adicionalmente un segundo recipiente que comprende un tampén
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucién salina tamponada con
fosfato, solucion de Ringer y solucién de dextrosa. Ademas puede incluir otros materiales deseables desde un punto
de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

También se proporcionan kits que son Utiles para diversos fines, por ejemplo, para ensayos de eliminacién de
linfocitos B. Al igual que con el articulo de fabricacion, el kit comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto
sobre o asociado al recipiente. El recipiente contiene una composicion que comprende al menos un farmaco
inmunosupresor y un antagonista de BLyS de la divulgacion. Se pueden incluir algunos recipientes adicionales que
contiene, por ejemplo, diluyentes y tampones, anticuerpos de control. La etiqueta o prospecto puede proporcionar
una descripcion de la composicion, asi como instrucciones para el uso previsto in vitro o de diagndstico.

Ejemplos Experimentales

Ejemplo 1

Produccién de Antagonista de BLyS

Se generaron cuatro versiones truncadas amino terminales de TACI-Fc. Las cuatro tenian una secuencia modificada
humana de sefial de activador de plasmindgeno tisular como se desvela en el documento WO 02/094852 (SEC ID
N°: 41) fusionada con el resto de aminoacido nimero 30 de la SEC ID N°: 2. Sin embargo, las cuatro proteinas se
diferenciaban en la posicion del punto en la que Fc5 se fusionaba con la secuencia de aminoacidos de TACI de la

SEC ID N°: 2. La Tabla 1 resume las estructuras de las cuatro proteinas de fusion.

Tabla 1
Proteinas de Fusién de TACI Fc

Denominacién de TACI-Fc

Restos de aminoécidos de TACI

TACI(d1-29)-Fc5

30 a 154 de la SEC ID N¢; 2

TACI(d1-29, d107-154)-Fc5

30 a 106 de la SEC ID N°: 2

TACI(d1-29, d111-154)-Fc5

30 a 110 de la SEC ID N¢; 2

TACI(d1-29, d120-154)-Fc5

30a 119 de la SEC ID N¢; 2

Se generaron casetes de expresion que codifican proteina con PCR de solapamiento usando técnicas
convencionales (véase, por ejemplo, Horton et al.,, Gene 77: 61 (1989)). Como moldes de PCR se usaron una
molécula de acido nucleico que codifica TACI y una molécula de acido nucleico que codifica Fc5. Los cebadores de
oligonucleétido se identifican en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2
Cebadores de Oligonucledtidos Usados para Producir Proteinas de Fusion de TACI
Denominacién de TACI-Fe Denominaciones del Oligonucledétido
5 TACI 3 TACI 5 Fc5 3’ Fch
TACI(d1-29)-Fc5 ZC24,903 | ZC24,955 | ZC24,952 | ZC24,946
TACI(d1-29, d107-154)-Fc5 ZC24,903 | ZC24,951 | ZC24,949 | ZC24,946
TACI(d1-29, d111-154)-Fc5 ZC24,903 | ZC28,978 | ZC28,979 | ZC24,946
TACI(d1-29, d120-154)-Fc5 ZC24,903 | ZC28,981 | ZC28,980 | ZC24,946
Tabla 3
Secuencias de Oligonucle6tidos
Cebador Secuencia de Nucle6tidos SECID N.°
ZC24,903 5' TATTAGGCCGGCCACCATGGATGCAATGA 3’ 27
ZC24,955 5' TGAAGATTTGGGCTCCTTGAGACCTGGGA 3’ 28
2C24,952 5 TCCCAGGTCTCAAGGAGCCCAAATCTTCA 3 29
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ZC24,946 | 5 TAATTGGCGCGCCTCTAGATTATTTACCCGGAGACA 3 30
ZC24,951 5 TGAAGATTTGGGCTCGTTCTCACAGAAGTA 3 31
ZC24,949 5 ATACTTCTGTGAGAACGAGCCCAAATCTTCA 3 32
ZC28,978 5 TTTGGGCTCGCTCCTGAGCTTGTTCTCACA 3 33
ZC28,979 5" CTCAGGAGCGAGCCCAAATCTTCAGACA 3 34
ZC28,981 5 TTTGGGCTCCCTGAGCTCTGGTGGAA 3 35
ZC28,980 5" GAGCTCAGGGAGCCCAAATCTTCAGACA 3 36

La primera ronda de amplificaciones de PCR consistia en dos reacciones para cada una de las cuatro versiones
truncadas amino terminales. Las dos reacciones se realizaron por separado usando los oligonucle6tidos de TACI en
las posiciones 5’ y 3’ en una reaccion, y los oligonucleétidos de Fc5 en las posiciones 5’ y 3' en otra reaccion para
cada version. Las condiciones de la primera ronda de amplificacion de PCR fueron las que siguen a continuacion. A
un volumen final de 25 pl se le afiadieron aproximadamente 200 ng de molde de ADN, 2,5 pl de tampdn de reaccién
de Pfu 10x (Stratagene), 2 ul de dNTP 2,5 mM, 0,5 pl de cada oligonucleétido en la posicion 5’ y oligonucleotido en
la posiciéon 3’, 20 uM, y 0,5 pl de Pfu polimerasa (2,5 unidades, Stratagene). El perfil de amplificacion térmica
consistia en 94 °C durante 3 minutos, 35 ciclos a 94 °C durante 15 segundos, 50 °C durante 15 segundos, 72 °C
durante 2 minutos, seguido de una extensién de 2 minutos a 72 °C. Los productos de reaccion se fraccionaron con
electroforesis en gel de agarosa, y las bandas correspondientes a los tamafios predichos se escindieron del gel y se
recuperaron usando un Kit de Extraccién en Gel QIAGEN QIAQUICK (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

La segunda ronda de amplificacién PCR, o reaccion de amplificacion de PCR de solapamiento, se realizé usando los
fragmentos purificados de gel de la primera ronda de PCR como molde de ADN. Las condiciones de la segunda
ronda de amplificacion de PCR fueron las que siguen a continuaciéon. A un volumen final de 25 pl se le afiadieron
aproximadamente 10 ng de molde de ADN de cada uno del fragmento de TACI y el fragmento de Fc5, 2,5 ul de
tampon de reaccion de Pfu 10x (Stratagene), 2 pul de dNTP 2,5 mM, 0,5 pl de 20 uM de cada ZC24,903 (SEC ID
N°: 27) y ZC24,946 (SEC ID N°: 30) y 0,5 ul de Pfu polimerasa (2,5 unidades, Stratagene). El perfil de amplificacion
térmica consistia en 94 °C durante 1 minuto, 35 ciclos a 94 °C durante 15 segundos, 55 °C durante 15 segundos,
72 °C durante 2 minutos, seguido de una extension de 2 minutos a 72 °C. Los productos de reaccién se fraccionaron
con electroforesis en gel de agarosa, y las bandas correspondientes a los tamafios predichos se escindieron del gel
y se recuperaron usando un Kit de Extraccion en Gel QIAGEN QIAQUICK (Qiagen), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Cada una de las cuatro versiones de los productos de PCR de TACI-Fc truncado amino terminal se cloné por
separado usando el Kit de Clonacion de PCR ZEROBLUNT TOPO de Invitrogen siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. La Tabla 4 identifica las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de estas
construcciones de TACI-Fc.

Tabla 4
Secuencias de Variantes de TACI-Fc
Denominacion de TACI-Fc SECID N.°
Nucledtido | Aminoacido

TACI(d1-29)-Fc5 18 19
TACI(d1-29, d107-154)-Fc5 20 21
TACI(d1-29, d111-154)-Fc5 22 23
TACI(dI-29, d120-154)-Fc5 24 25

Después de verificar las secuencias de nucledtidos, los plasmidos que comprendian cada una de las cuatro
versiones de las fusiones de TACI-Fc truncadas amino terminales se digirieron con Fsel y Ascl para liberar los
segmentos de codificacion de aminoacidos. Los fragmentos Fsel - Ascl se ligaron en un vector de expresion de
mamifero que contenia un promotor de CMV y un segmento de SV40 poli A. Los vectores de expresion se
introdujeron en células de ovario de hamster chino como se describe a continuacion.

Ejemplo 2
Produccién de proteinas TACI-Fc con células de ovario de hamster chino

Las construcciones de expresion de TACI-Fc se usaron para transfectar, a través de electroporacion, células DG44
de ovario de hamster chino (CHO) adaptadas en suspension cultivadas en medio sin proteina animal (Urlaub et al.,
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Som. Cell. Molec. Genet. 12:555 (1986)). Las células DG44 de CHO carecen de un gen de dihidrofolato reductasa
funcional debido a supresiones en ambas posiciones cromosdmicas de la dihidrofolato reductasa. El crecimiento de
las células en presencia de aumento de concentraciones de metotrexato da como resultado la amplificacion del gen
de la dihidrofolato reductasa, y el gen codificado por proteina recombinante unido en la construccion de expresion.

Las células DG44 de CHO se pasaron en medios PFCHO (JRH Biosciences, Lenexa, KS), L-Glutamina 4 mM (JRH
Biosciences), y suplemento de hipoxatina-timidina 1x (Life Technologies), y las células se incubaron a 37 °C y CO: al
5% en matraces de agitacion Corning a 120 RPM en una plataforma de agitacion con rotacion. Las células se
transfectaron por separado con plasmidos de expresion linealizados. Para asegurar la esterilidad, se realizé una sola
etapa de precipitacion en etanol en hielo durante 25 minutos mediante combinacién de 200 ug de ADN de plasmido
en un tubo Eppendorf con 20 pl de ADN vehiculo de esperma de salmén cortado (5° — 3’ Inc. Boulder, CO,
10 mg/ml), 22 yl de NaOAc 3 M (pH 5,2), y 484 pl de etanol al 100 % (Gold Shield Chemical Co., Hayward, CA).
Después de incubacion, el tubo se centrifugd a 14.000 RPM en una micréfuga colocada en una habitacién enfriada a
4 °C, el sobrenadantes se retird y el sedimento se lavo dos veces con 0,5 ml de etanol al 70 % y se permitié que se
secara al aire.

Las células DG44 de CHO se prepararon mientras que el segmento de ADN se secaba por centrifugacién de 10°
células totales (16,5 ml) en un tubo de centrifuga cénico de 25 ml a 900 RPM durante 5 minutos. Las células DG44
de CHO se volvieron a suspender en un volumen total de 300 pl de medio de crecimiento de PFCHO, y se colocaron
en una cubeta Gene-Pulser con un espacio entre electrodos de 0,4cm (Bio-Rad). EI ADN, después de
aproximadamente 50 minutos de tiempo de secado, se volvié a suspender en 500 pl de medio de crecimiento de
PFCHO y se afadid a las células en la cubeta de modo que el volumen total no superara 800 pl y se permitid que
reposa la a temperatura ambiente durante 5 minutos para disminuir la formacién de burbujas. La cubeta se puso en
una unidad BioRad Gene Pulser Il ajustada a 0,296 kV (kilovolts) y 0,950 HC (alta capacitancia) y se electroporé
inmediatamente.

Las células se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente antes de su colocacién en un volumen total de 20 ml de
medio PFCHO en un matraz CoStar T-75. El matraz se puso a 37°C y CO: al 5% durante 48 horas cuando a
continuacion se hizo recuento de las células con un hemocitémetro utilizando exclusién con azul de tripano y en
medio de seleccion de PFCHO sin suplemento de hipoxantina-timidina y con metotrexato 200 mM (Cal Biochem).

Tras la recuperacion del proceso de seleccion de metotrexato, los medios acondicionados que contenian las
proteinas TACI-Fc secretadas se examinaron con andlisis de Transferencia de Western.

Ejemplo 3

Formacion de inmunofenotipos de subconjuntos de linfocitos B en sangre periférica y esplenocitos de mono
Cinomologo

Las poblaciones celulares se detectaron con las siguientes combinaciones de marcadores:

Sangre Completa Periférica - Parametros evaluados
MARCADORES DE POBLACION CELULAR MARCADORES DE POBLACION CELULAR

CDA45FITC/CD3PerCP/CD4PE/CD8SAPC CD45+/CD3+/CD4+: Linfocitos T auxiliares
CDA45+/CD3+: Linfocitos T Totales

CDA45FITC/CD3PerCP/CD40APC/CD20PE CD45+/CD3-
/CD40+:

Linfocitos B totales
CD45+/CD3-/CD40+/CD20+: Linfocitos CD20+ B CD3PerCP/CD40FTTC/CD21APC/CD27PE
CD3-/CD40+/CD21+/CD27-: Linfocitos B sin tratamiento previo

CD45+/CD3+/CD8+: Linfocitos T citotéxicos

CD3-/CD40+/CD21+/CD27+: Linfocitos B de

g CD3-/CD40+/CD21-: Linfocitos CD21- B
memoria

Esplenocitos - Parametros evaluados
MARCADORES DE POBLACION CELULAR MARCADORES DE POBLACION CELULAR

CDA45FITC/CD3PerCP/CD40APC/CD20PE /CD40+: Linfocitos B totales
CD45+/CD3
CD45+/CD3 /CD40+/CD20+: Linfocitos CD20+ B
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Métodos
Muestras

La especie/cepa y fuente eran Monos Cinomolgo suministrados por el Grupo Novaprim, Mauricio. Las matrices
usadas fueron sangre completa periférica (en solucion de EDTA al 8 % como anticoagulante con tejido de bazo
recién cosechado.

Anticuerpos Monoclonales

Se usaron anticuerpos monoclonales humanos disponibles en el mercado, que tienen reaccién cruzada con
antigenos de mono cinomolgo, como se informa en documentos pertinentes (Tabla 1, a continuacién).

Procedimiento de Ensayo
Sangre

La tinciéon de células se realizd mediante la adicion de 100 pl de sangre completa a la cantidad apropiada de
cécteles de anticuerpo (Tabla 1). La mezcla de anticuerpo/sangre se mezclé de forma adecuada y a continuacion se
incubé durante 15-20 minutos a 4 °C. Al final del periodo de incubacion, se afiadié 1 ml de solucién de lisado de BD
FACSLyse (a dilucién 1:10) y las muestras se mezclaron minuciosamente en un agitador vorticial a velocidad de
baja/moderada durante varios segundos y a continuacion se incubd a temperatura ambiente durante
aproximadamente 12 minutos en la oscuridad. Al final, se afiadieron 2 ml de tampén de tincion (PBS; FBS al 2% y
NaNs 10 mM) a esta mezcla. Los tubos se volvieron a tapar con las tapas originales, se mezclaron por inversion y a
continuacién se colocaron en una cubeta de balanceo y se centrifugé a 250 x g a temperatura ambiente durante 6-
7 minutos. El sobrenadante se decant6 y se realizé un segundo lavado. Al final de la segunda etapa de lavado, se
afiadieron 100 ul de tampdn Cytofix (BD) al sedimento celular y se mezclé minuciosamente en un agitador vorticial a
velocidad baja/moderada. Las muestras se mantuvieron a 4°C en la oscuridad hasta adquisicion de datos.
Inmediatamente antes de la adquisicion en un citdmetro FACSCalibur, las muestras se volvieron a suspender en
tampon de tincion.

Para tincién de inmunoglobulinas de superficie, las muestras de sangre (100 pul) se lavaron dos veces con 1 ml de
tampon de tincion. El sobrenadante se aspirdé y se afiadieron 10 pug/ml de inmunoglobulinas de conejo o cabra
(respectivamente para tincion de IgD e IgM) y se incub6 30 minutos a 37 °C. Al final de la etapa de bloqueo, se
realizo tincién y lisado de la muestra como se ha descrito anteriormente.

Esplenocitos

El tejido de bazo se coloc6 en una placa de Petri que contenia medio frio (DMEM, FCS al 2 %, EDTA 2 mM) y se
troced cuidadosamente con un escalpelo para obtener una suspensién celular. Las células se desagregaron y se
pipetearon hacia arriba y hacia abajo con una jeringa y se filtraron a través de una malla de nailon de 70 um, se
lavaron y se ajustaron a 107/ml en medio DMEM. Se afiadi6 1gG de ratén (5-10 pg por 106 células) a la suspensién
celular y se incub6 durante 5-10 minutos en hielo para bloquear sitios de unién no especificos.

A continuacion, los esplenocitos se tifieron mediante la adicion de 100 pl de esplenocitos de mono cinomolgo a la
cantidad apropiada de anticuerpos. La mezcla de anticuerpos/células se mezclé, y a continuacién se incubé durante
15-20 minutos a 4 °C. Al final del periodo de incubacién, se afiadid 1 ml de solucién de lisado de cloruro de amonio.
Las muestras se mezclaron minuciosamente en un agitador vorticial a velocidad baja/moderada durante varios
segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante aproximadamente 7 minutos en la oscuridad. A
continuacién, se afiadieron 2 ml de tampdn de tincion (PBS; FBS al 2 %, NaNs 10 mM). Los tubos se volvieron a
tapar con las tapas originales, se mezclaron por inversion y a continuacion se colocaron en una cubeta de balanceo
y se centrifugd a 250 x g durante 6-7 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se decant6 y el
procedimiento de lavado se repitié. Al final de la segunda etapa de lavado, se afiadieron 100 pl de tampén Cytofix
(BD) al sedimento celular y se mezcld6 minuciosamente en un agitador vorticial a velocidad baja/moderada del
agitador. Las muestras se mantuvieron a 4 °C en la oscuridad hasta adquisicién de datos. Inmediatamente antes de
la adquisicién en un citémetro FACSCalibur, las muestras se volvieron a suspender en tampoén de tincién.

Analisis de citometria de flujo

Para adquisicion y analisis de todas las muestras se us6 un citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences)
equipado con lineas de laser de 488 nm y 633 nm y software CellQuest (BD Biosciences). Al comienzo del dia, se
realizaron CaliBriteBeads (BD Biosciences) para comprobar la funcionalidad del instrumento y la linealidad del
detector apropiados. Se realizaron controles de compensacion para confirmar el ajuste del instrumento.

La ventana de adquisiciéon de linfocitos se ajustd en parametros de dispersion directos/laterales y se verifico para
incluir predominantemente linfocitos. Para cada muestra, se adquiri6 un minimo de 20000 sucesos dentro de la
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ventana de linfocitos.

Resultados

Tincién de sangre

Se usaron anticuerpos humanos, que tienen reaccion cruzada con células de mono cinomolgo como se informa en la
bibliografia (Vugmeyster Y. et al., 2004, Yoshino N. et al., 2000), a las concentraciones recomendadas por el

fabricante (Tabla 5).

Tabla 5: Panel de anticuerpos de células anti-humana s

MoAb Clon Fuente Cantidad
CD 45FITC D058-1283 BD Pharmingen 20 pl
CD3PerCP SP34-2 BD Pharmingen 20 pl
CD4PE L-200 BD Pharmingen 20 pl
CD8APC RPA-T8 BD Pharmingen 20 pl
CD40APC 5C3 BD Pharmingen 20 pl
CDA40FITC 5C3 BD Pharmingen 20 pl
CD20PE LH7 BD Pharmingen 20 pl
CD21APC B-ly4 BD Pharmingen 20 pl
CD27PE MT271 BD Pharmingen 20 pl
Anti-lgDPE de conejo policlonal N.° de Cat 5112012 Dako Cytomation 10 pl

Anti-lgMFITC de cabra policlonal N.° de Cat 109-096-129 Jackson ImmunoResearch 10 pl (dil. a 1:10)

Algunos anticuerpos se sometieron a ensayo de forma preliminar para comprobar la mejor diluciéon aplicable.
Ademas, para comprobar la presencia de fluorescencias no especificas y para ajustar cuadrantes, para cada
muestra, se realizaron combinaciones de controles de isotipo. Para todos los marcadores se obtuvieron resultados
aceptables.

Para identificar los linfocitos B sin tratamiento previo (CD40+ CD 21+ CD27-) y de memoria (CD40+ CD21+ CD27+)
era esencial usar CD27-PE conjugado, de otro modo no se podria observar la poblacion doble positiva de CD21+
CD27+. La modificacién de FITC de anticuerpos puede presentar en ocasiones anticuerpo que se une a células de
mono (Reimann et al.,, 1994). La estrategia de seleccion gating seguida para analizar los datos se muestra a
continuacién (Fig. 1). Para comprobar la calidad de la tincion, las muestras de sangre se desarrollaron previamente
en el Sistema de Hematologia ADVIA120 (Bayer Diagnostics), y el porcentaje de linfocitos (%) obtenidos se us6 para
comparacion del porcentaje de seleccién de linfocitos.

Esplenocitos

Los anticuerpos monoclonales usados para tincién de sangre también se adoptaron para tincién de los esplenocitos.
Para optimizar las concentraciones, diferentes diluciones se sometieron a ensayo inicialmente. A continuacion se
muestra un resumen de los anticuerpos y las concentraciones seleccionadas:

Tabla 6: Panel de anticuerpos de linfocitos B anti-h ~ umanos

MoAb Clon Fuente Cantidad
CD 45FITC D058-1283  BD Pharmingen 10 pl
CD3PerCP SP34-2 BD Pharmingen 10 pl
CD40APC 5C3 BD Pharmingen 20 pl
CDA40FITC 5C3 BD Pharmingen 20 pl
CD20PE LH7 BD Pharmingen 20 pl
CD21APC B-ly4 BD Pharmingen 20 pl
CD27PE MT271 BD Pharmingen 20 pl

La estrategia de seleccion seguida para el analisis de las poblaciones celulares se expone a modo de ejemplo en las
Figuras 1A, 1B,y 1C.
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Ejemplo 4
Combinacién de Atacicept y Rituxan en Monos Cinomologos

La coadministracidon de atacicept y anticuerpo monoclonal anti-CD 20 (RITUXAN®) se sometié6 a ensayo en un
estudio de 31 semanas en monos cinomologos.

El Rituximab se administr6 como infusion intravenosa baja (200 mg/h) a través de la vena de la cola una vez a la
semana durante 4 semanas a la dosis de 20 mg/kg en un volumen de 2 ml/kg. Los grupos de control para Rituximab
recibieron el vehiculo para Rituximab (solucion de cloruro sédico al 0,9 %).

El Atacicept se administr6 como inyecciones subcutaneas dos veces a la semana en el cuadriceps femoral (usando
sitios alternos) durante 13 semanas a la dosis de 20 mg/kg en un volumen de 1 ml/kg. Los grupos de control para
Atacicept recibieron el vehiculo para Atacicept (PBS 1X pH 7,2).

Los animales se sacrificaron en diferentes puntos temporales durante el estudio para evaluacion de efecto
farmacolégico, patologia total y examen histopatolégico. Un periodo de recuperacién de 14 semanas siguié al
periodo de tratamiento en animales seleccionados. El disefio experimental que incluye diferentes combinaciones de
los dos compuestos, el niumero de animales por un grupo y los sacrificios programados se tabulan a continuacién
(Tabla 7).

El andlisis de FACS se realizé en el bazo como se ha descrito en el Ejemplo 2 mencionado anteriormente. El andlisis
se realizd en bazo la Semana 5 (solamente para algunos grupos) y la Semana 18 (para todos los grupos), limitando
de este modo el andlisis a la Semana 18 solamente. Unidos en forma de Tabla 8 a continuacion se encuentran sus
datos para la Semana 18.

De los esplenocitos totales la Semana 18, aproximadamente un 41 % son linfocitos B CD40+ entre animales en los
Grupos 1 (vehiculo) y 2 (Rituximab solo). Por el contrario, solamente un 15 % de los esplenocitos son linfocitos B
CD40+ después del tratamiento con atacicept (Grupo 3) en la Semana 18. Si los animales se tratan en serie con
rituximab y a continuacion con atacicept (Grupo 4), solamente un 6 % de los esplenocitos son linfocitos B CD40+ la
Semana 18. Esta disminucién de un 35 % en los animales del Grupo 4 es superior a los efectos aditivos del atacicept
solo (-27 %) y rituximab solo (-1 %). Una disminucién mayor que la aditiva similar se observa para los linfocitos B de
memoria (% de esplenocitos CD40+ que son CD21+|CD27+).

Tabla 8: Formacion de inmunofenotipos con citometria de flujo de linfocitos B totales (como % de linfocitos CD40+) y
linfocitos B de memoria (% de esplenocitos CD40+ que son CD21+|CD27+) en el bazo.

Grupo de |N.° de Tipo de Tratamiento Numero de Animales/Grupo (M+F) en sacrificios
Ensayo |Animales programados
Sacrificio 1 Sacrificio 2 Semana de Sacrificio de
Semana Semana Recuperacion
(N.°de (N.°de (N.° de animales)
animales) animales)
1 3M+3F Semana |vehiculo para 5 (IM+1F) 18 (IM+1F) 31 (IM+1F)
1-4 rituximab
Semana |vehiculo para
5-17 atacicept
2 AM+4F Semana [rituximab 5 (2M+2F) 18 (2M+2F) -
1-4
Semana |vehiculo para
5-17 atacicept
3 AM+4F Semana |vehiculo para - 18 (2M+2F) 31 (2M+2F)
1-4 rituximab
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Semana |atacicept
5-17
4 AM+4F Semana [rituximab - 18 (2M+2F) 31 (2M+2F)
1-4
Semana |atacicept
5-17
5 6M+6F Semana [rituximab 5 (2M+2F) 14 (2M+2F) 27 (2M+2F)
1-4
Semana |atacicept
1-13
Grupollzssegl)%do de Linfocitos B totales ( % de CD40+) [Linfocitos B de memoria ( % de CD21+ CD27+)
Grupo 1/ semana 18 41,90 37,98
Grupo 2 / semana 18 41,24 28,00
Grupo 3 /semana 18 15,66 52,24
Grupo 4 / semana 18 6,33 23,70
Gp2 - Gpl -0,66 -9,98
Gp3 - Gpl -26,24 14,26
Aditivo -26,90 4,28
Gp4 - Gpl -35,57 -14,28
Conclusion

Los experimentos en el presente documento demostraban resultados sorprendentes porque la combinacion de
agentes anti-CD 20 y antagonistas de BLyS, tales como RITUXAN® y atacicept, daba como resultado una supresién
sinérgica de niveles de linfocitos B en comparacion con el nivel de reduccion con RITUXAN® y antagonistas de
BLYyS solos.

Ejemplo 5
Efecto del tratamiento de combinacidn con atacicept y rituximab en ratones transgénicos CD20 humanos

El Rituximab no se une a CD20 de raton y por lo tanto no se puede usar para suprimir linfocitos B en ratones
normales. Ademas, no hay mAb de CD20 anti-raton eficaces disponibles en el mercado para supresion de linfocitos
B in vivo. Gong et al. (J. Immunol 174: 817-826; 2005) utilizaron una cepa de ratones transgénicos CD20 humanos
(generados usando tecnologia de cromosoma/BAC artificial bacteriano) que podrian tratar con mAb CD20 anti-
humanos (rituximab y ocrelizumab) e inducir supresion de linfocitos B similar a la observada en seres humanos
tratados con estos mAb. En ese papel, también mostraban que la combinacién de terapia de mAb anti-CD20 con
BR3-Fc (BAFFR-Ig, un inhibidor solamente de BLyS) aumentaba de forma significativa la supresion de linfocitos B
esplénicos. Este ejemplo utiliza una cepa de ratones hCD20 Tg obtenida con licencia de Mark Shlomchik en la
Universidad de Yale (Ahuja et al., J Immunol 179: 3351-3361; 2007).

Enfoque general: usar dosis éptimas de cada agente terapéutico, a continuacién combinada las dos en cada orden
(rituximab 1° o atacicept 1°) y evaluar la supresion de linfocitos B. Evaluar la supresion de linfocitos B en un punto
temporal 6ptimo (3 semanas), pero incluir grupos adicionales para evaluar la recuperacién de linfocitos B después de
detener el tratamiento (~20 semanas).

Materiales y Métodos
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Tabla 9.
Solucion de
Tratamiento  Concentracion  dosis final V(:I,umer;/ Via Programacion
(mg/ml) ratén (ml)
PBS 0,2 SC M /W / F x3 semanas
hTACI-Fc5 . 0’1'3,’2’ .
(Atacicept) 5 4,61 mg/mi 1,0 e(‘j);npéesg ° sc M /W / F x3 semanas (9 dosis/raton)
mg/kg corporal
. una vez a la semana durante 2 o 3 semanas
Rituxan reserva = (tres dosis semanales para los Grupos 3
(Rituximab) = 10,0 0,2-0,25 P _ : P P
10 my/kg 10 mg/ml y 4; dos dosis semanales para el Grupo

5)

Preparacion de la Dosis

Solucién salina tamponada con fosfato (PBS; Gibco) se dosificé a 0,2 ml por animal SC 3 veces a la semana, para
imitar la programacion y ruta para los grupos de tratamiento con atacicept. El atacicept se descongel6 a temperatura
ambiente, se mezclé suavemente pero minuciosamente, y a continuacion se diluyé en PBS a temperatura ambiente
para inyeccion SC de no mas de 0,2 ml por ratén. El rituximab no se diluy6 y se usé tal como se proporcionaba a
10 mg/ml.

Cuidado, Aclimatacion, y Alojamiento de Animales

La temperatura ambiental se mantuvo a 70-74 °F (21,1-23,3 °C) y la humedad se mantuvo a un 30 %-70 %. Se us6
un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, excepto cuando las luces de la habitacion se encendian durante el ciclo de
oscuridad para adaptar algunas actividades relacionadas con el estudio. A cada animal se le ofreci6 alimento para
roedores (5056 irradiado, Pico Lab, Richmond, IN) y agua a voluntad. Los procedimientos usados en este estudio se
disefian para evitar o minimizar incomodidad, malestar o dolor a los animales. El tratamiento de los animales de
estudio se realiza de acuerdo con condiciones especificadas en las Directrices para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (publicacion ILAR, 1996, National Academy Press). Los animales se asignaron de forma aleatoria a
los diversos grupos de tratamiento como se detalla en la Tabla 10.

Tabla 10. Asignaciones de Grupo
Grupo Numero de Animales n

1 11, 26, 36, 51, 63, 76, 92, 109, 116, 137,144 11
2 12, 27, 39, 52, 65, 77, 100, 110, 117, 138 10
3 18, 28, 41, 55, 72, 80, 101, 111, 123, 141 10
4 23, 32, 47,56, 73, 82, 103, 114, 124, 142,152 11
5 24, 35, 49, 59, 75, 89, 107, 115, 131,143,154 11

Grupos de Tratamiento: el periodo de dosificacion se disefia como la fase de dosificacion. El primer dia de la
dosificacién se denomina "Dia 1". El dia antes del Dia 1 es el "Dia -1". El dia siguiente al sacrificio terminal de la fase
de dosificacion es el primer dia de la fase de recuperacion.

Tabla 11. Programacion del Estudio

1°" Tratamiento ~ 2° Tratamiento L . ch Sac
Grupo n Programacioén de dosis Dia Semana
(ruta) (ruta)
23 ~20
1 11 PBS (SC) PBS (SC) 3 veces a la semana 5 6
10 Atacicept 5 - 3 veces a la semana durante 3 semanas (total 5 5
mg/kg (SC) de 9 dosis)
3 10 Rituximab 10 - una vez a la semana durante 3 semanas (total 5 5
mg/kg (IP) de 3 dosis)
4 11 Rituximab 10 Atacicept 5 Tratamientos escalonados de 2 dias; continuar 5 6
mg/kg (IP) mg/kg (SC) ambos tratamientos durante 3 semanas
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5 11 Atacicept 5 Rituximab 10  Atacicept durante 3 semanas (9 dosis), 5 6
mg/kg (SC) mg/kg (IP) Rituximab durante las Gltimas 2 semanas de
periodo de dosificacién con atacicept (2 dosis)

El Rituximab se administré por via intraperitoneal (IP). El Atacicept y el vehiculo (PBS) se administraron mediante
inyeccion subcutanea (SC) dentro de la regiéon subescapular tres veces a la semana (9 dosis totales). La primera
dosis se administra el Dia 1 (D1). En grupos de tratamiento de combinacién, y cuando es relevante, todos los
animales recibian la primera inyeccion IP, seguido de administraciéon de la inyeccién SC dentro de un periodo de
60 minutos. GRUPO 4: rituximab 1°, a continuacién atacicept; GRUPO 5: atacicept 1°, a condenacion rituximab. Los
volumenes de las dosis se ajustaban semanalmente de acuerdo con los pesos corporales de los animales
individuales.

Resumen de Criterios de Valoracion del Estudio

« Se recogi6é sangre completa (150 pl; EDTA) y se realizé andlisis de citometria de flujo para subconjuntos de
linfocitos T y B (véase la Tabla 16).

e Se recogid suero (~100 ul de sangre completa colocada en tubos separadores de suero) a diversos puntos
temporales para andlisis posterior de 19G1, 1gG2a, IgM, IgE e IgA total con ensayo Luminex.

« De forma simultanea, aproximadamente la mitad de los animales se sacrificaron. El resto se sacrificaran
aproximadamente en la semana 20 del estudio.

« En la bolsa, se recogieron bazos y se procesaron para analisis de flujo e IHC/histologia posterior. Se realizé
esplenectomia con anestesia de isoflurano antes de la extraccién de sangre. El bazo completo se pesé y se
registré antes de seccionarlo.

« En la bolsa, los ganglios linfaticos periféricos principales (inguinales, axilares, braquiales, cervicales, y
mesentéricos) se recogieron para posible IHC e histologia futuras. Los ganglios linfaticos se fijaron con formalina
o tampén de Zinc Tris y se almacenaron en alcohol al 70 % para un posible uso futuro.

e Para histologia: 1/3 de bazo y 1 LLN (LN izquierdo) se colocaron en Zn Tris y los mismos tejidos (LN derecho) se
recogieron en NBF al 10 %.

A todos los animales en los Grupos 1-5 (n = 53) se les recogi6é suero (100 pl de sangre en tubos separadores de
suero) y sangre completa (150 ul en tubos de EDTA) el dia -5 a través de la vena retro-orbital.

Recogida de Suero: un minimo de 100 pl de sangre completa se puso en tubos separadores de suero y se permitio
que coagulara durante un minimo de 15 minutos. A continuacién, la sangre se centrifuga a 4000 rpm durante
10 minutos. Se tomaron alicuotas con un minimo de 50 ul de suero en segundo recipiente. Las alicuotas de suero se
almacenaron a < 60 °C.

Sangre Completa en Recogida de EDTA: un minimo de 150 pl de sangre se pusieron en un tubo Microtainer que
contenia EDTA. Los tubos se invirtieron suavemente un minimo de 20 veces. La sangre completa en las muestras
de EDTA se almacen6 a temperatura ambiente hasta que se profesara para citometria de lujo.

Todos los animales que se habian sacrificado se anestesiaron con isoflurano. A todos los animales sacrificados se
les recogié sangre, suero, bazo y ganglios linfaticos periféricos principales. El bazo se recogié con anestesia de
isoflurano antes de la muestra de sangre para evitar la alteracion de subconjuntos de esplenocitos. El bazo completo
se peso. El bazo se corta en 3 secciones (craneal, media y caudal), para su procesamiento como se muestra en la
Tabla 12.

Tabla 12. Recogida de Muestras de Bazo

Seccion de bazo * Medios Uso Almacenamiento
Craneal Tampon de Zinc-Tris IHC Temperatura Ambiente

Media RPMI + FBS al 10 % Citometria de Flujo 4 grados Celsius
Caudal NBF al 10 % Histologia Temperatura Ambiente

Recogida de Ganglios Linfaticos: se recogieron los ganglios linfaticos periféricos principales (inguinales, axilares,
braquiales, cervicales y mesentéricos) para histologia / IHC en casetes (véase la Tabla 13).

a. Los casetes que contienen Ganglios Linfaticos Izquierdos (excluyendo LN mesentérico) para IHC se colocan
en tampon de Zinc Tris.

b. Los casetes que contienen Ganglios Linfaticos Derechos (excluyendo LN mesentérico) para histologia se
colocan en NBF al 10 %.

c. Los casetes que contienen Ganglios Linfaticos Mesentéricos se recogen en NBF al 10 % tomando todo el
tracto intestinal (desde el estomago hasta justamente por encima del recto) completo y sin dilatar. Todas las
muestras se almacenaron a temperatura ambiente.
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Tabla 13. Recogida de Ganglios Linfaticos

LN Medios Uso Potencial Almacenamiento
LN lzquierdos Tampon de Zinc-Tris IHC Temperatura Ambiente
Mesentéricos NBF al 10 % Histologia Temperatura Ambiente
LN Derechos NBF al 10 % Histologia Temperatura Ambiente

Formacion de inmunofenotipos de Sangre Completa: en resumen, la sangre completa se recogié en tubos
Microtainer™ de BD que contenian anticoagulante con K2EDTA. Una alicuota de 50 pl de sangre completa se incuba
con el céctel de anticuerpos de trabajo apropiado (véase la Tabla 14) y los glébulos rojos se someten a lisis. Antes
de adquirir la muestra en el citémetro de flujo, se afiaden microesferas fluorescentes Flow Count™ a cada tubo
demuestra para calcular las concentraciones celulares absolutas. La adquisicién de datos se realizé en un citometro
de flujo FACSCalibur de BD equipado con un laser de iones de Argén enfriado con aire de 15 mW con emision a 488
nm y un laser de diodo rojo con emisién a 635 nm. La calibraciéon del instrumento se realizaba cada dia de
adquisicion de muestras y los controles apropiados se usan para verificar compensacion de fluorescencia y
seleccion de poblacién. En la actualidad, hay dos puntos temporales mas de recogida de sangre en el presente
estudio.

Tabla 14. Panel de anticuerpo monoclonal de cuatro ¢ olores de sangre completa

Panel de Anticuerpos Tipo Celular Identificado

Linfocitos totales [CD45+]

Linfocitos B totales [CD45+/B220+]
CD45/B220/IgD/IgM Linfocitos B maduros [CD45+/B220+/IgD+/IgM-]

Linfocitos B inmaduros /IgM+] [CD45+/B220+/1gD-

Linfocitos B sin tratamiento previo maduros
[CD45+/B220+/IgD+/IgM+]

Linfocitos T totales [CD3+]
CD3/B220/CD19/hu Linfocitos B totales [CD3-/B220+]
CD20 Linfocitos B! [B220+/CD19+/huCD20-]

Linfocitos B? [B220+/CD19+/huCD20+]

1 El fenotipo [B220+/CD 19+/huCD20-] describe una poblacion de linfocitos B que expresa antigeno de superficie
CD 19 tanto B220 como murino pero no el transgén CD20 humano.

2 El fenotipo [B220+/CD19+/huCD20+] describe una poblacion de linfocitos B que expresa antigeno de superficie
CD 19 tanto B220 como murino incluyendo el transgén CD20 humano.

Formacion de Inmunofenotipos de Bazo: en resumen, las células individuales se aislaron y se incubaron con los
cécteles de anticuerpos apropiados (véase la Tabla 15). La calibracion del instrumento y la adquisicion de datos se
realiza al igual que para la formacién de inmunofenotipos de sangre completa.

Tabla 15. Panel de anticuerpo monoclonal de cuatro colores de bazo
PANEL DE ANTICUERPO |SUBCONJUNTO DE LINFOCITOS B IDENTIFICADO

F(I) Maduro [B220+/IgMPaio/IgD+]
IgD/IgM/B220/hCD20 F(I) Menos Maduro [B220+/IgM+/1gD+]

F(IlI) Menos Maduro [B220+/IgM+/IgDbaic)
MZ (zona marginal)  [B220+/CD21+/CD23%]

CD23/CD21/B220/CD45  |FO (folicular) [B220+/CD21ba°/CD23+]
NF Recién Formado [B220+/CD21-/CD23-]
M (Maduro) [B220+/IgMPaio/CD21ba°]
IgM/CD21/B220/CD45 T2 (Transicional 2)/MZ [B220+/IgM+/CD21+]
T1 (Transicional 1) [B220+/IgM+/CD21-]
Analisis de IHC

Tejidos: los tejidos de ensayo incluyen muestras tanto de bazos como de ganglios linfaticos. Para las muestras de
bazo, se incluyen secciones transversales de bazo (piezas craneales y caudales) de cada animal. Las secciones de
bazo craneales (fijadas con Zinc Tris) se tifien con anticuerpo monoclonal de rata para CD45R/B220, CD138, o CD5
solo. Un subconjunto de secciones de tejido también se tefiira con IgG de isotipo de rata como un control negativo.
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Las secciones de bazo caudales (fijadas con formalina) se tifien con PNA biotinilado (si fuera necesario para
visualizar GC; H y E puede ser suficiente) y H y E. Un subconjunto de secciones de tejido también se tefiira con
proteina relacionada con hormona paratiroidea biotinilada (PTHrP) como un control negativo.

Los ganglios linfaticos examinados de cada animal incluyen los inguinales, axilares, braquiales, cervicales y
mesentéricos. Los ganglios linfaticos se fijan con formalina o cinc Tris y se mantienen en alcohol al 70 % para su
posible uso futuro.

Anticuerpos: los anticuerpos usados incluian tres anticuerpos monoclonales de rata para CD45R/B220 de ratén (clon
RA3-6B2, isotipo: IgG2a de rata, k; 0,5 mg/ml, N.° 557390, BD Biosciences, San Jose, CA), CD5 (Ly-1, clon 53-7.3,
0,5 mg/ml, N.° 553017, BD Biosciences), y CD138 (clon Syndecan-1, 0,5 mg/ml, N.° 553712, BD Biosciences).

Analisis Estadisticos: los andlisis estadisticos de diferencias de grupos en pesos de érganos, recuentos de linfocitos
B y niveles de inmunoglobulinas se realizaron usando analisis de varianza (ANOVA).

Resultados:

La Tabla 16 expresa el cambio de porcentaje en la concentracién absoluta de linfocitos B en las muestras de sangre
periférica de raton en diversos puntos temporales para el grupo de tratamiento indicado.

Tahla 16. Sangre periférica de B total Linfocitos B totalesfhuCD20+
GrupofPeriodo de Ensayo (% de B220+) Sangre perifarica
(% de B220+ CD20+)
Dia 9| Semana 4 | Semana 6 [Semana |Sermana | Dia 9| Semana 4 | Semana | Semana | Semanal
g 12 G ] 2
Grupo 2 - Grupo 1 A.44 | -BA 47 -4k, 36 -TAT -3218 | 81T -A4,04 -48.65 014 -33,24
Grupo 3 - Grupa 1 -65,88] -68,95 -TeAT -B279 [ -5203 [-67 51| -T4,04 -a817 | -83,08 -64 66
Aditivo -60,44 - -123,53 -B9.96 [ -84,21 [-62,34| 13812 | -136,83 | -82.87 -97.490
124,42

Grupo 4 - Grupa 1 -98,25 -97 13 -99.84 -83,449
Grupo 9- Grupo 1 |24,I34 -46,99 -g4 496 -44 84 -42 48

*MOmers en negritaicelda sombreada indican un efecto superior al aditivo para esta cornbinacion de fammacos

La Tabla 17 es una forma alternativa de expresar los mismos datos, en forma especifica, como un cambio en el
porcentaje de linfocitos positivos o linfocitos B220+. Esta representacion se incluye ya que esta es la forma en la que
se indicaron los resultados en el experimento de mono cinomologo del Ejemplo 4 (una necesidad debido al uso de
células aisladas del bazo en lugar de sangre periférica).

Tahla 17y CDd5+/B220+ (% de linfocitos) B220+huzD20+ (% de linfocitos B220+)
GrupofPeriodo (% positiva) (% positivo)
de ensayo
Dia 9 | Bemana | Semana B | Semana |Semana | Dia 9 |Semana|SemanalSemanal Semana
4 9 12 4 3] 9 12
Grupao 2- -2,92 | -31.54 -32,a0 11,88 | -11,36 | -1,82 | -0,21 | -0,50 n1a -0,72
Grupo 1
Grupao 3- -71,23 | -63,79 -68, 96 -52,80 | -2959 | -25992 | -1486 | -9965 | -63,42 | -14,77
Grupo 1
Aditivo -7d415 [ -85,33 -101,46 | -64,358 | -4096 | -24,00 | -1507 | -60,595 | -63,24 | -16,49
s & | g e o i _-6§¢ AT '~5§=%-',1~.-s,=. X
Grupo 1 fgfﬁ '{t N !fE éﬁ? P ,f Y _hﬁi 3‘%
WA RS fn t : {ﬁ ‘E,F;'?E ¥ I 1;:?;']")-#
Grupo &- -3,02 | 92,53 | -82,57 “75*55.; 185 [ 33&;3-:- m 4
Grupo 1 VEE P ~.;~
4'!'“ w.ﬁ.i‘LJlﬁ 3?5’-m§1 ’."}"JI j'.'in

*Numeros en negrita/celda sombreada indican un efecto superior al aditivo para esta combinacién de farmacos
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Conclusién
Los experimentos en el presente documento demostraban resultados sorprendentes porque la combinacion de
agentes anti-CD 20 y antagonistas de BLyS, tales como RITUXAN® y atacicept, daba como resultado una supresién
sinérgica de niveles de linfocitos B en comparacion con el nivel de reduccion con RITUXAN® y antagonistas de
BLyS solos en muchos puntos temporales.
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gcagettgtyg cggecggegte ggcace atg agg ¢ga 999 ¢oC ¢gg agc ctg cgg 53
Met Arg Arg Gly Pro Arg Ser Leu Arg
1 5

ggc agy gac gcg cca goec ccc acg cce tge gte ccg dgcc gag tge ttce 101
Gly Arg Asp Ala Pro Ala Pro Thr Pro Cys Val Pro Ala Glu Cys Phe
10 15 20 25

gac ctg ctg gtc cge cac tge gtg gcocc tgc ggg ctc ctg cgc acg ccg 1439
Asp Leu Leu Val Arg His Cys Val Ala Cys Gly Leu Leu Arg Thr Pro
30 35 40

cgg ccg aaa ccg gcc ggg gocc age agc cct geg coc agg acg geg ctg 197
Arg Pro Lys Pro Ala Gly Ala Ser Ser Pro Ala Pro Arg Thr Ala Leu
45 50 55

cag ccg cag gag tcg gtg ggc gcg ggg gec gge gag gcg gecg ctg ccco 245
Gln Pro Gln Glu Ser Val Gly Ala Gly A&la Gly Glu Ala Ala Leu Pro
&0 65 70

ctyg ccc ggg ¢ty cte Lttt gge goe cce gog ctg ¢tg ggce ¢ctg gca ctyg 293
Leu Pro Gly Leu Leu Phe Gly Ala Pro Ala Leu Leu Gly Leu Ala Leu
75 B8O 85

gtc ctg gog ctg gtc ctg gtg ggt ctg gtg age tgg agg ¢cgg cga cag 341
Val Leu Ala Leu Val Leu Val Gly Leu Val 3er Trp Arg Arg Arg Gln
%0 95 140 105

cgg ¢cgg ctt cgc ggc geg tec tce gca gag gcc ccc gac gga gac aag 389
Arg Arg Leu Arg Gly Ala Ser Ser Ala Glu Ala Pro Asp Gly Asp Lys
110 115 120

gac gec cca gag ccc ctg gac aag gtc atc att ctg tet ccg gga atc 437
Asp Ala Pro Glu Pro Leu Asp Lys Val Ile Ile Leu Ser Pro Gly Ile
125 130 135

tct gat gcc aca get cct goc tgg cct cct coct ggg gaa gac cca gga 485
Ser Asp Ala Thr Ala Pro Ala Trp Pro Pro Pro Gly Glu Asp Pro Gly
140 145 150

ace ace cca cct gge cac agt gtc cct gtg <¢ca g¢e aca gag ¢tg ggc 533
Thr Thr Pro Pro Gly His Ser Val Pro Val Pro Ala Thr Glu Leu Gly
155 160 165

tcc act gaa ctg gtg acc acc aag acg goc ggc cct gag caa caa 578
Ser Thr Glu Leu Val Thr Thr Lys Thr Ala Gly Pro Glu Gln Gln
170 175 180

tagcaggg 586

<210>4

<211>184

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

48
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Met Arg

1

Thr Pro

Val Ala

Ser Ser

Arg
Cys

Cys

Gly

Val

20

35

50

Ala Gly

65

Ala Pro
Gly Leu
Ser Ala

Lys Val

Pro

Ala

Ala

Val

Glu

Gly
Ala
Gly
Leu

Ser

Pro

Pro

Leu

Pro

Glu

Leu

ES 2 565202 T3

Arg Ser
Ala Glu
Leu Arg

Arg Thr

55

Ala Ala

70

83

100

115

130

Trp Pro

145

Val Pro

Lys Thr

<210>5
<211> 995
<212> ADN

Ile

Pro

Val

Ala

Ala
Ile
Pro
Pro

Gly

Trp
Pre
Leu
Gly

Ala

Gly Leu
Arg Arg
Asp Gly

Ser Pro

135

Glu Asp

150

165

180

<213> Homo sapiens

<220>
<221 >CDS

<222> (219)...(770)

<400>5

aagactcaaa
acacagacag
agctgctett
tgttctttct

cag tgc
Gln Cys

cct tgt
Pro Cys

cgt tat
Arg Tyr

att ctc
Ile Leu

tce
Ser

caa
Gln
25

tgt
Cys

tgg
Trp

caa
Gln
10

ctt

Leu

aat
Asn

acc
Thr

cttagaaact
cccecgtaag
gctgcatttg
gtagctccet

aat
Asn

cga
Arg

gca
Ala

tgt
Cys

Pro

gaa
Glu

tgt
Cys

agt
Ser

ttg
Leu

Thr Glu

Glu Gln

tat ttt
Tyr Phe

tet tet
Ser Ser

Leu
Cys
Thr
40

Ala
Leu
Ala
Arg
Asp
120
Gly
Fro

Leu

Gln

gac
Asp

Arg
Phe
25

Pro
Leu
Pro
Leu
Gln
105
Lys
Ile
Gly

Gly

15

30

gta acc
Val Thr

45

gga ctg
Gly Leu

aat
Asn

aat
Asn

agc
Ser

49

agt
Ser

act
Thr

tca
Ser

tta
Leu

Gly
Asp
Arg
Gln
Leu
Val
90

Arg
Asp
Ser

Thr

Ser
170

ttg
Leu

cct
Pro

gtg
Val

ata
Ile

Arg
Leu
Pro
Pro
Pro
75

Leu
Arg
Ala
Asp
Thr

155
Thr

1

ttg
Leu

cct
Pro

adaa
Lys

att
Ile

Asp
Leu
Lys
Gln
60

Gly
Ala
Leu
Pro
Ala
140

Pro

Glu

cat
His

cta
Leu

ala
Val
Pro
45

Glu
Leu
Leu
Arg
Glu
125
Thr

Pro

Leu

gct
Ala

Pro
Arg
3Q

Ala
Ser
Leu
Val
Gly
110
Pro
Ala
Gly

Val

20

35

gga
Gly

tct
Ser

aca
Thr

acg
Thr

ttg
Leu

tgc
Cys

tgt
Cys

aat
Asn

gca
Ala

Ala
15

His
Gly
Val
Phe
Leu
95

Ala
Leu
Pro
His

Thr
175

5

Pro
Cys
Ala
Gly
Gly
80

Val
Ser
Asp
Ala
Ser

160
Thr

tgaattagat gtggtattca aatccttacg tgccgcgaag
aacccacgaa dgcaggcgaag ttcattgttc tcaacattcet
ctctggaatt cttgtagaga tattacttgt ccttcecaggce
tgttttcttt ttgtgatc atg ttg cag atg gct ggg

Met Leu Gln Met Ala Gly

ata
Ile

cag
Gln

gcg
Ala

gtt
Val

60

120
180
236

284

332

380

428
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55

ttc
Phe

gac
Asp

gac
Asp

ctc
Leu

aaa
Lys
135

gaa
Glu

age
Ser

gct
Ala

gtg
Val

gag
Glu

ctg
Leu

gag
Glu
120

ccyg

Pro

ggc
Gly

ctg
Leu

agg
Arg

cta
Leu

ttt
Phe

gaa
Glu
105

tac

Tyr

aag
Lys

gca
Ala

cca
Pro

atg
Met

aaa
Lys
90

aag
Lys

acy
Thr

gtc
Val

acc
Thr

gct
Ala
170

ctt
Phe
15

aac
Asn

age
Ser

gtg
Val

gac
Asp

att
Ile
155

gct
Ala

ES 2 565202 T3

60
ttg cta

Leu Leu

aca gga
Thr Gly

agg act
Arg Thr

gaa gaa
Glu Glu
125

tct gac

agg
Arg

tca
Ser

ggt

aag
Lys

ggt
Gly
95

gat

Gly Asp

110

tgc acc

Cys

cat

Ser Asp His

140
ctt gtc
Leu Val

ttg agt
Leu Ser

Thr

tgc
Cys

acc acg
Thr Thr

gct

acqg

Ala Thr

175

ata
Ile
80

cte
Leu

gaa
Glu

tgt
Cys

ctt
Phe

aaa
Lys
160

gag
Glu

65

agc
Ser

ctyg
Leu

att
Ile

gaa
Glu

cca
Pro
145

acg

Thr

ata
Ile

tct
Ser

ggc
Gly

att
Iie

gac
Asp
130

ctce
Leu

aat
Asn

gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met

ctt
Leu
115

tgc
Cys

cca
Pro

gac
Asp

aaa
Lys

taattaacca tttcgactcg agcagtgcca ctttaaaaat

cca
Pro

gct
Ala
100

ccg
Pro

atc
Ile

gct
Ala

tat
Tyr

tca
Ser
180

tta
Leu
85

aac
Asn

aga
Arg

aag
Lys

atg
Met

tgc
Cys
165

att
Ile

70

aag
Lys

att
Ile

ggc
Giy

agc
Ser

gag
Glu
150

aag

Lys

tct
Ser

cttttgtcag

aatagatgat gtgtcagaic tctttaggat gactgtattt ttcagttgec gatacagett
tttgtecctct aactgtggaa actctttatg ttagatatat ttctctaggt tactgttggg
agcttaatgg tagazaactic ctitggtttca tgattaaagt cttttttttt cctga,

<210>6

<211> 184

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Met
1
Leu
Pro

Val

Ile
65
Ser

Leu

Leu
Leu
Pro
Lys
50

Ile

Ser

Gly

Gln
His
Leu
35

Gly
Ser

Glu

Met

Met
Ala
20

Thr
Thr
Leu

Pro

Ala

Ala

Cys

Cys
Asn
Ala
Leu

85
Asn

Gly
Ile
Gln
Ala
Val
70

Lys

Ile

Gln
Pro
Arg
Ile
55

Fhe
Asp

Asp

Cys Ser

Cys Gln
25

Tyr Cys

40

Leu Trp

Val

Leu

Giu Phe

Leu Glu

50

Gln Asn
10
Leu Arg

Asn Ala

Thr Cys

Met Phe
75

Lys Asn

90

Lys Ser

Glu
Cys
Ser
Leu
60

Leu

Thr

Arg

Tyr
Ser
Val
45

Gly
Leu

Gly

Thr

Phe
Ser
30

Thr
Leu
Arg

Ser

Gly

Asp
15

Asn
Asn
Ser
Lys
Gly

25
Asp

Ser
Thr
Ser
Leu
Ile
80

Leu

Glu

476

524

572

620

668

71e

164

820

880
2490
995
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Ile Ile

Glu Asp

Leu

100

115

130

Prc Leu

145

Thr Asn

Ile Glu

<210>7

<211>1149

<212> ADN

Cys
Pro
Asp

Lys

Pro
Ile
Ala
Tyr

Ser

Arg
Lys
Met

Cys

Gly
Ser

Glu

ES 2 565202 T3

Leu

Lys

Glu

165

120

135

150

165

180

<213> Homo sapiens

<220>

<221 >CDS

<222> (173)...(1023)

<400> 7

Ile

Lys

Ser

Glu

Ser

Ala

Pro

Leu

Arg

110

Tyr Thr Val Glu Glu Cys

125

140

155

170

gaattcggca cgaggcagaa aggagaaaat tcaggataac
gccctgeocat gtagtgcacg caggacatca acaaacacag
ccectgtggte actiattcta aaggccccaa ccttcaaagt

gac tcc
Asp Ser

aga gaa
Arg Glu
20

gaa agc
Glu Ser
35

acc ttg
Thr Leu

tac cag
Tyr Gln

ctg cag
Leu Gln

aag gcc
Lys Ala

100

aca
Thr

gaa
Glu

ccc
Prec

ctg
Leu

gtg
Val

ggc
Gly
85

dgc
Gly

gaa
Glu

atg
Met

tct
Ser

ctg
Leu

gce
Ala
70

cac

His

ctg
Leu

agg
Arg

add
Lys

gte
val

gca
Ala
55

gce
Ala

cac
His

gag
Glu

gag
Glu

ctyg
Leu

cga
Arg
40

ctg
Leu

ctyg
Leu

gcg
Ala

gaa
Glu

cag
Gln

aag
Lys
25

tece
Ser

ctg
Leu

caa
Gln

gag
Glu

gct
Ala
105

tca
Ser
10

gag
Glu

tee
Ser

tct
Ser

gg9
Gly

aaqg
Lys
20

cca
Pro

cgc
Arg

tgt
Cys

aaa
Lys

tgc
Cys

gac
Asp
75

ctg
Leu

get
Ala

51

ctt
Leu

gtt
Val

gac
Asp

tgc
Cys
60

ctg
Leu

cca
Pro

gtc
Val

act
Thrx

tcec
Ser

gda
Gly
45

ctc

Leu

gcc
Ala

gca
Ala

acce
Thr

Lys Val Asp Ser Asp His
Gly Ala Thr Ile Leu Val Thr

Proc Ala Ala Leu Ser Ala

Thr Cys
Cys Phe

Thr Lys

160

Thr Glu

173

tctcctgagg. ggtgagccaa
ataacaggaa atgatccatt
tcaagtagtg at atg gat
Met Asp

tct
Ser

ate
Ile
3¢

aag
Lys

acg
Thr

agc
Ser

gga
Gly

gcg
Ala
11¢Q

tgc
Cys
15

cte
Leu

ctg
Leu

gtg
Val

ctc
Leu

gca
Ala
95

gga
Gly

ctt
Leu

cca

Pro

ctg
Leu

gtg
Val

cgy
Arg
80

gga
Gly

ctyg
Leu

aag
Lys

<gg
Arg

gct
Ala

tct
Ser
65

gca
Ala

gcc
Ala

aaa
Lys

aaa
Lys

aag
Lys

gca
Ala’
50

ttc
Phe

gag
Glu

ccc
Pro

atc
Ile

60
120
178

22¢%

274

322

370

418

466

514
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ttt
Phe
115

aat

Asn

ttg
Leu

tac
Tyr

gaa
Glu

ata
Ile
195

cta
Leu

gtg
Val

aat
Asn

ctec
Leu

gat

gaa
Glu

aag
Lys

caa
Gln

aca
Thr

gaa
Glu
180

tat
Tyr

att
Ile

act
Thr

tee
Ser

caa
Gln
260

gtc

Asp Val

275

tgtctgtage tatttteccte ccttictetg tacctctaag aagaaagaat ctaactgaaa

cca
Pro

cgt
Arg

ctyg
Leu

ttt
Phe
165

aaa
Lys

ggt
Gly

cag
Gln

ttg
Leu

tgc
Cys
245

ctt

Leu

aca
Thr

cca
Pro

gcc
Ala

att
Ile
150

gtt
Val

gag
Glu

cag
Gln

agg
Arg

ttt
Phe
230

tat

Tyr

gca
Ala

ttt
Phe

gct
Ala

gtt
Val
135

gca
Ala

cca
Pro

aat
Asn

gtt
Val

aag
Lys
215

cga
Arg

tca
Ser

ata
Ile

Tttt
Phe

ES 2 565202 T3

cca gga
Pro Gly
120

cag ggt
Gln Gly

gac agt
Asp Ser

tgg ctt
Trp Leu

aaa ata
Lys Ile
185

tta tat
Leu Tyr
200

aag gtc
Lys Val

tgt att
Cys Ile

gct ggce
Ala Gly

cca aga
Pro Arg
265

ggt gca
Gly Ala
280

gaa
Glu

cca
Pro

gaa
Glu

cte
Leu
170

ttyg
Leu

act
Thr

cat
His

caa
Glin

att
Ile
250

gaa

Glu

ttg
Leu

ggc
Gly

gaa
Glu

aca
Thr
155

age
Ser

gtc
Val

gat.
Asp

gtc
Val

aat
Asn
235

gca
Ala

aat
Asn

aaa
Lys

aac
Asn

gaa
Glu
140

cca
Pro

Lttt
Phe

aaa
Lys

aag
Lys

ttt
Phe
220

atg
Met

aaa
Lys

gca
Ala

tce
Ser
125

aca
Thr

act
Thr

aaa
Lys

gaa
Glu

acc
Thr
205

g99
Gly

cct
Pro

ctyg
Leu

caa
Gln

agt
Ser

gtc
Val

ata
Ile

agg
Arg

act
Thr
190

tac
Tyx

gat
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu

ata
Ile
270

cag
Gln

act
Thr

caa
Gin

gga
Gly
175

ggt
Gly

gce
Ala

gaa
Glu

aca
Thr

gaa
Glu
255

tca
Ser

aac
Asn

caa
Gln

aaa
Lys
160

agt
Ser

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu

cta
Leu
240

gga
Gly

ctyg
Leu

agce
Ser

gac
Asp
145

dgga
Gly

gcc
Ala

ttt
Phe

gga
Gly

agt
Ser
225

cce
Pro

gat
Asp

gat
Asp

aga
Arg
130

tgc
Cys

tct
Ser

cta
Leu

Lttt
Phe

cat
His
210

ctg
Leu

aat
Asn

gaa
Glu

gga
Gly

ct gctgtgacct acttacacca

ataccaazaa aasaaaaaaaa aaaaaaaaaa ccoctcegageg gecgcco

<210
<211

<212> PRT

> 8
> 283

<213> Homo sapiens

<400

>8

Met Asp Asp Ser Thr Glu Arg Glu Gln Ser Arg Leu Thr Ser Cys Leu

1

Lys Lys Arg Glu Glu Met Lys Leu Lys Glu Cys Val Ser Ile Leu Pro

20

5

25

52

10

30

15

562

610

€58

706

754

802

850

838

946

9494

1043

1103
1149
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Arg Lys

Ala Ala
50

Ser Phe

65

Ala Glu

Ala Pro
Lys Ile

Ser Arg
130

Asp Cys

145

Gly Ser

Ala Leu
Phe Phe
Gly His
210
Ser Leu
225
Pro Asn
Asp Glu
Asp Gly
<210>9

<211> 1680
<212> ADN

Glu Ser
35
Thr Leu

Tyr Gln
Leu Gln

Lys Ala
100

Phe Glu

115

Asn Lys

Leu Gln
Tyr Thr

Glu Glu
180

Ile Tyr

195

Leu Ile

Val Thr
Asn Ser
Leu Gln

260

Asp Val
275

<213> Mus musculus

<220>
<221 >CDS

<222> (164)...(1093)

<400>9

ES 2 565202 T3

Pro Ser
Leu Leu

Val Ala
70

Gly His

85

Gly Leu

Pro Pro
Arg Ala

Leu Ile
150

Phe Val

165

Lys Glu

Gly Gln
Gln Arg
Leu Phe
: 230
Cys Tyr
245

Leu Ala

Thr Phe

Val
Ala
55

Ala
His
Glu
Ala
Val
135
Ala
Pro
Asn
Val
Lys
215
Arg
Ser

Ile

Phe

Arg Ser
40
Leu Leu

Leu Gln
Ala Glu

Glu 2la
105

Pro Gly

120

Gln Gly

Asp Ser
Trp Leu

Lys Ile
185

Leu Tyr

200

Lys Val

Cys Ile
Ala Gly
Proc Arg

265

Gly ala
280

Ser
Ser
Gly
Lys
90

Pro
Glu
Pro
Glu
Leu
170
Leu
Thr
His
Gln
Ile
250
Glu

Leu

tactcactat agggctcgag cggccgcocccg ggcaggtgcet
ccatgctcectg agggcagtct cccaggacac agatgacagg
cacttactce aaaggcctag accttcaaag tgctcectegt

gca aag acc
Ala Lys Thrx
5

gaa gat atg
Glu Asp Met

ctg cca
Leu Pro

aaa gtg
Lys Vval
25

cca ccg tgc
Pro Pro Cys

10

gga tat gat
Gly Tyr Asp

ctc tgt
Leu Cys

cce atc
Pro Ile
30

53

ttt
Phe
15

act
Thr

Lys
Cys
Asp
75

Leu
Ala
Gly
Glu
Thr
155
Ser
Val
Asp
Val
Asn
235
Ala

Asn

Lys

Asp
Cys
60

Leu
Fro
Val
Asn
Glu
140
Pro
Phe
Lys
Lys
Phe
220
Met

Lys

Ala

Gly Lys
45
Leu Thr

Ala Ser
Ala Gly
Thr Ala
110
Ser Ser
125
Thr Val
Thr Ile
Lys Arg
Glu Thr
1390
Thr Tyr
205
Gly Asp
Pro Glu
Leu Glu

Gln Ile
270

Leu
Val
Leu
Ala
95

Gly
Gln
Thr
Gln
Gly
175
Gly
Ala
Glu
Thr
Glu

255
Ser

Leu
Val
Arg
Gly
Leu
Asn
Gln
Lys
160
Ser
Tyr
Met
Leu
Leu
240
Gly

Leu

cctgggggaa cccagccctyg 60

aaatgaccca cccctgtggt 120
gga atg gat gag tct
Met Asp Glu Ser

tgc
Cys

ccyg
Pro

1

tee
Ser

cag
Gin

gag aaa
Glu Lys

aag gag
Lys Glu
35

gga
Gly
20

gag
Glu

175

223

271



ggt
Gly

cte
Leu

cag
Gln

cag
Gln
85

ttg
Leu

aac
Asn

gaa
Glu

cct
Pro

aac
Asn
165

act
Thr

aaa
Lys

caa
Gln

atc
Ile

999
Gly
245

gcc
Ala

ctyg
Leu

ttg
Leu
70

agc
Ser

acc
Thr

tec
Ser

aca
Thr

gga
Gly
150

atc
Ile

ata
Ile

aga
Arg

aca
Thr

Lttt
Phe
230

gac
Asp

tgg
Trp

ctg
Leu
55

gct
Ala

tac
Tyr

gct
Ala

agc
Ser

gaa
Glu
135

tgc
Cys

att
Ile

cga
Arg

gga
Gly

ggc
Gly
215

gct
Ala

gag
Glu

Lttt
Phe
40

gcc
Ala

gcc
Ala

cga
Arg

gga
Gly

cgc
Arg
120

caa
Gln

cgc
Arg

caa
Gin

aaa
Lys

aat
Asn
200

tat

Tyr

atg
Met

ctyg
Leu

gg9g
Gly

ctg
Len

ttg
Lenu

ggt
Gly

gtc
val
105

dgc
Gly

gat
Asp

cat
His

gac
Asp

dga
Gly
185

gcc

Ala

ttc
Phe

ggt
Gly

agc
Ser

atc
Ile

ttg
Leu

caa
Gln

tca
Ser
90

aaa
Lys

cac
His

gta
Val

tct
Ser

tgt
Cys
170

act
Thr

ttg
Leu

tte
Phe

cat
His

ctyg
Leu
250

ES 2 565202 T3

tgc
Cys

tce
Ser

gca
Ala
15

gca
Ala

ctc
Leu

agg
Arg

gac
Asp

caa
Gln
155

ctg
Leu

tac
Tyr

gay
Glu

atc
Ile

gtc
Val
235

gtg
Val

agg
Arg

agc
Ser
60

gac
Asp

aca
Thr

ctyg
Leu

aac
Asn

ctec
Leu
140

cat
His

cag
Gln

aca
Thr

gaqg
Glu

tac
Tyr
220

ate
Ile

acc
Thr

gat
Asp
45

agt
Ser

ctg
Leu

cca
Pro

aca
Thr

aga
Arg
125

tca

Ser

gat
Asp

ctg
Leu

ttt
Phe

aaa
Lys
205

age
Ser

cag
Gln

ctg
Leu

54

gg<a
Gly

ttc
Phe

atg
Met

gee
Ala

ccg
Pro
110

cgc
Arg

gct
Ala

gat
Asp

att
Ile

gtt
Val
130

gag
Glu

cag
Gln

agg
Arg

tte
Phe

agd
Arg

aca
Thr

aac
Asn

gcc
Ala
95

gca
Ala

gct
Ala

cect
Fro

aat
Asn

gca
Ala
175

cca
Pro

aac
Asn

gtt
Val

aaqg
Lys

cga
Arg
255

ctg
Leu

gcg
Ala

ctyg
Leu
80

gcg
Ala

gct
Ala

ttc
FPhe

cct
Pro

gga
Gly
160

gac
Asp

tgg
Trp

aaa
Lys

cta
Leu

aaa
Lys
240

tgt
Cys

ctg
Leu

atg
Met
65

cgc
Arg

ggt
Gly

cct
Pro

cag
Gln

gca
Ala
145

atg
Met

agc
Ser

ctt
Leu

ata
Ile

tac
Tyr
225

gta
Val

att
Ile

gct
Ala
50

tece
Ser

atg
Met

gct
Ala

cga
Arg

gga
Gly
130

cca
Pro

aac
Asn

gac
Asp

cte
Leu

gtg
Val
210

acqg
Thr

cac
His

cag
Gln

gct
Ala

ttg
Leu

gag
Glu

cca
Pro

cCce
Pro
115

cca
Pro

tgc
Cys

cte
Leu

acg
Thr

age
Ser
195

gtg
Val

gac
Asp

gtc
Val

aat
Asn

acc
Thr

tac
Tyr

ctg
Leu

gag
Glu
100

cac
His

gag
Glu

ctg
Leu

aga
Arg

ceg
Pro
180

ttt
Phe

agg
Arg

cCC
Pro

ttt
Phe

atg
Met
260

319

367

415

463

511

559

607

655

703

751

799

847

895

943
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ES 2 565202 T3

ccc aaa aca ctg ccc aac aat tec tge tac tcg got ggc atc gocg agg
Pro Lys Thr Leu Pro Asn Asn Ser Cys Tyr Ser BAla Gly Ile Ala Arg
265 270 : 275
ctg gaa gaa gga galt gag att cag ctt gca att cct cgg gag aat gca
Leu Glu Glu Gly Asp Glu Ile Gln Leu Ala Ile Pro Arg Glu Asn Ala
280 285 290
cag att tca cgc aac gga gac gac acc ttc ttt ggt gocc cta aaa ctg
Gln Ile Ser Arg Asn Gly Asp Asp Thr Phe Phe Gly Ala Leu Lys Leu
295 300 305
ctg taa ctcacttgct ggagtgegtg atccccttee ctegtecttect ctgtacctcee
Len *
gagggagaaa cagacgactg gaaaaactaa aagatgggga aagccgtcag cgaaagtttt
ctcgtgacce gttgaatctg atccaaacca ggaaatataa cagacagcca caaccgaagt
gtgccatgtyg agttatgaga aacggagcce gegcetcagaa agaccggatyg aggaagaccy
ttttecteccag tecctttgeeca acacgcaccyg caaccttget ttttgecttg ggtgacacat
gttcagaatg cagggagatt tccttgtttt gegatttgee atgagaagag ggcccacaac
tgcaggtcac tgaagcattc acgctaagtc tcaggattta ctctccette tcatgctaag
tacacacacg ctcttttcca ggtaatacta tgggatacta tggaaaggtt gtttgttttt
aaatctagaa gtcttgaact ggcaatagac aaaaatcctt ataaattcaa gtgtaaaata
aacttaatta aaaaggtasaa aasaanaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa
<210> 10
<211> 309
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 10
Met Asp Glu Ser Ala Lys Thr Leu Pro Pro Pro Cys Leu Cys Phe Cys
1 5 10 15
Ser Glu Lys Gly Glu Asp Met Lys Val Gly Tyr Asp Pro Ile Thr Pro
20 25 30
Gln Lys Glu Glu Gly Ala Trp Phe Gly Ile Cys Arg Asp Gly Arg Leu
35 ' 40 45 '
Leu Ala Ala Thr Leu Leu Leu Ala Leu Leu Ser Ser Ser Phe Thr Ala
50 55 60
Met Ser Leu Tyr Gln Leu Ala Ala Leu Gln Ala Asp Leu Met Asn Leu
65 70 75 80
Arg Met Glu Leu Gln Ser Tyr Arg Gly Ser Ala Thr Pro Ala Bla Ala
85 90 95
Gly Ala Pro Glu Leu Thr Ala Gly Val Lys Leu Leu Thr Pro Ala Ala
100 _ 105 110
Pro Arg Pro His Asn Ser Ser Arg Gly His Arg Asn Arg Arg Ala Phe
115 120 125
Gln Gly Pro Glu Glu Thr Glu Gln Asp Val Asp Leu Ser Ala Pro Pro
130 135 140
Ala Pro Cys Leu Pro Gly Cys Arg His Ser Gln His Asp Asp Asn Gly
145 150 155 160
Met Asn Leu Arg Asn Ile Ile Gln Asp Cys Leu Gln Leu Ile Ala Asp
165 170 . 175
Ser Asp Thr Pro Thr Ile Arg Lys Gly Thr Tyr Thr Phe Val .Pro Trp
180 185 190
Leu Leu Ser Phe Lys Arg Gly Asn Ala Leu Glu Glu Lys Glu Asa Lys

55

991

1039

1087

1143

1203
1263
1323
1383
1443
1503
1563
1623
1680



10

15

Ile
Tyr
225
Val
Ile
Gly

Arg

Ala
305

<210>11
<211>185

Val
210
Thr
His
Gln
Ile
Glu

290
Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11

Met
1
Thr
Val
Ala
Gly

65

Gly
Val
Ser
Asp
Ala
145
Ser
Thr

<210>12
<211> 247

Arg
Pro
Ala
Ser
50

Ala
Ala
Gly
Serx
Lys
130
Trp
Val

Lys

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

195
Val

Asp
Val
Asn
Ala
215

Asn

Lys

Arg
Cys
Cys
35

Ser
Gly
Pro
Leu
Ala
115
Val
Pro

Pro

Thr

Arg
Pro
Phe
Met
260
Arg
Ala

Leu

Gly
Val
20

Gly
Pro
Ala
Ala
val
160
Glu
I'le
Pro

val

Ala
180

Gln
Ile
Gly
245
Fro
Leu

Gln

Leu

Pro
Pro
Leu
Ala
Gly
Leu
85

Ser
Ala
Ile
Pro
Pro

165
Gly

ES 2 565202 T3

Thr
Phe
230
Asp
Lys
Glu

Ile

Arg
Ala
Leu
Pro
Glu
J0

Leu
Trp
Pro
Leu
Gly
150
Ala

Pro

Gly
215
Ala
Glu
Thr
Glu

Ser
295

Ser
Glu
Arg
Arg
55

Ala
Gly
Arg
Asp
Ser
135
Glu
Thr

Glu

200
Tyr

Met
Leu
Leu
Gly

280
Arg

Leu
Cys
Thr
40

Thr
Ala
Leu
Arg
Gly
120
Pro
Asp
Glu

Gln

Phe
Gly
Ser
Pro
265
Asp

Asn

Arg
Phe
25

Pro
Ala
Leu
Ala
Arg
105
Asp
Gly
Pro

Leu

Gln
185

Phe
His
Leu
250
Asn

Glu

Gly

Gly
10

Asp
Arg
Leu
Pro
Leu
90

Gln
Lys
Ile
Gly

Gly
170

Ile
Val
235
Val
Asn

Ile

Asp

Arg
Leu
Pro
Gln
Leu
75

Val
Arg
Asp
Ser
Thzr

155
Ser

Tyr
220
Ile
Thr
Ser

Gln

Asp
300

Asp
Leu
Lys
Pro
60

Pro
Leu
Arg
Ala
Asp
140
Thr

Thr

205
Ser

Gln
Leu
Cys
Leu

285
Thr

Ala
val
Pro
45

Gln
Gly
Ala
Leuy
Pro
125
Ala

Pro

Glu

Gln
Arg
Phe
Tyr
270
Ala

Phe

Pro
Arg
30

Ala
Glu
Leu
Leu
Arg
110
Glu
Thr

Pro

Leu

Val
Lys
Arg
255
Ser

Ile

Phe

Ala
15

His
Gly
Ser
Leu
Val
a5

Gly
Pro
Ala
Gly

val

175

Leu
Lys
240
Cys
Ala

Pro

Gly

Pro
Cys
Ala
Val
Phe
80

Leu
Ala
Leu
Pro
His

160
Thr

Met Ser Gly Leu Gly Arg Ser Arg Arg Gly Gly Arg Ser Arg Val Asp

1

5

56

10

15
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15

20

25

Gln Glu Glu Arg

Tyr Asp His Leu
35
Gln His Pro Lys
50
Pro Val Asn Leu
65
Glu Asn Asn Ser

Gly Ser Glu ala
100

Gln Val Ala Leu

115
Leu Cys Cys Phe
130

Asp Pro Cys Ser

145

Lys Ser Ser Gln

Ser Pro Glu Pro
180

Ala Pro Thr Gln

©185
Cys Ala Gly Arg
210

Cys Pro His Ile

225

Gln Glu Gly Gly

<210>13

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Trp
Leu
Gln
Pro
Asp
85

Ser
Val
Leu
Cys
Asp
165
Val
Glu
Trp

Pro

Pro
245

ES 2 565202 T3

Ser
Arg
Cys
Pro
70

Asn
Pro
Tyr
Val
Gln
150
His
Glu
Ser
Gly
Asp

230
Gly

<223> Polipéptidos de unién a BLyS

<400> 13

Glu Cys Phe Asp
1
Lys

<210> 14

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Asp
Ala
55

Giu
Ser
Ala
Ser
Ala
135
Pro
Ala
Thr
Ala
Cys
215

Ser

Ala

Ser Cys
25

Cys Ile

40

Tyr Phe

Leu Arg
Gly Arg

Leu Pro
105

Thr Leu

120

Val Ala

hArg Ser

Met Glu

Cys Ser
185

Val Thr

200

His Thr

Gly Leu

Arg
Ser
Cys
Arg
Tyr
20

Gly
Gly
Cys
Arg
Ala
170
Fhe
Pro

Arg

Gly

Lys
Cys
Glu
Gln
75

Gln
Leu
Leu
Phe
Pro
155
Gly
Cys
Gly

Thr

Ile
235

Glu
Ala
Asn
60

Arg
Gly
Lys
Cys
Leu
140
Arg
Ser
Fhe
Thr
Thr

220
Val

Gln
Ser
45

Lys
Ser
Leu
Leu
Leu
125
Lys
Gln
Pro
Pro
Pro
205

Val

Cys

Gly
Ile
Leu
Gly
Glu
Ser
110
Cys
Lys
Serxr
Val
Glu
190
Asp

Leu

Val

Lys
Cys
Arg
Glu
His
85

Ala
Ala
Arg
Pro
Ser
175
Cys
Pro

Glin

Pxo

Fhe
Gly
Ser
Val
80

Arg
Asp
Val
Gly
Ala
160
Thr
Arg
Thr

Pro

Ala
240

Leu Leu Val Arxrg Ala Trp Val Pro Cys Ser Val Leu

5

<223> Polipéptidos de unién a BLyS

<400> 14

10

15

Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg His Trp Val Pro Cys Gly Leu Leu

Arg

5

57

16

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 565202 T3

<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptidos de unién a BLyS

<400> 15

Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg Arg Trp Val Pro Cys Glu Met Leu
1 5 10 15
Gly

<210> 16

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptidos de unién a BLyS

<400> 16

Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg Ser Trp Val Proc Cys His Met Leu
1 5 10 15
Arg

<210> 17

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptidos de unién a BLyS

<400> 17

Glu Cys Phe Asp Leu Leu Val Arg His Trp Val Ala Cys Gly Leu Leu
1 5 10 15 -
Arg

<210> 18

<211>1214

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<220>
<221> CDS
<222> (17)...(1192)

<400> 18

58



ES 2 565202 T3

tattaggccg gccacc atg gat gca atg aag aga ggg ctc tge tgt gtg ctg 52

ctg
Leu

gag
Glu

tac
Tyr
45

aac
Asn

tgc
Cys

atc
Ile

ttc
Phe

agg
Arg
125

agg
Arg

cca
Fro

ccg
FPro

cce
Fro

ctyg
Leu

ttyg
Leu
30

tagg
Trp

cat
His

cgc
Arg

agc
Ser

tgt
Cys
i10
aga

Arg

tac
Tyr

ggt
Gly

tgc
Cys

‘cca

Pro
190

tgt
Cys
15

aga
Arg

gat
Asp

cag
Gln

aag
Lys

tgt
Cys
95

dag
Glu

cag
Gln

caa
Gln

ctc
Leu

cca
Pro
175

aaa
Lys

ggc
Gly

cgc
Arg

cct
Pro

agc
Ser

gag
Glu
80

gce
Ala

aac
Asn

cg9
Arg

gga
Gly

aaqg
Lys
160

gca
Ala

cce
Pro

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu
10

gcc
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

cag
Gln
65

caa
Gln

tce
Ser

aag
Lys

agt
Ser

ttg
Leu
145

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gtc
Val

cgt
Arg

ctg
Leu
50

cgc
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

ctc
Leu

gga
Gly
130

gag
Glu

cce
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

ttc
Phe

aga
Arg
35

ggt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

tgt
Cys

agg
Arg
115

gaa
Glu

cac
His

aaa
Lys

gcc
Ala

acc
Thr
125

gtt
Val
20

gct
Ala

acc
Thx

tgt
Cys

ttc
Phe

gga
Gly
100

agce
Ser

gtt
Val

aga
Arg

tct
Ser

gag
Glu
180

ctc
Leu

tcg
Ser

atg
Met

tgc
Cys

gca
Ala

tat
Tyr
85

cag
Gln

cca
Pro

gaa
Glu

ggc
Gly

tca
Ser
165

ggg
Gly

atg
Met

59

ctc
Leu

aga
Arg

atg
Met

gcc
Ala
70

gac
Asp

cac
His

gtg
Val

aac
Asn

tca
Ser
i50

gac

Asp

gca
Ala

atc
ile

agc
Ser

tcc
Ser

tcc
Ser
55

ttc
Phe

cat
His

cct
Pro

aac
Asn

aat
Asn
135

gaa

Glu

aaa
Lys

ccg
Pro

tcc
Ser

cag
Gln

tgc
Cys
40

tgc
Cys

tgc
Cys

ctc
Leu

aag
Lys

ctt

Leu
120

tca
Ser

gca
Ala

act
Thr

tca
Ser

cgqg
Arg
200

gaa
Glu
25

ccec
Pro

aaa
Lys

agg
Arg

ctg
Leu

caa
Gln
105

cca
Pro

gac
Asp

agt
Ser

cac
His

gtc
Val
185

acc
Thr

atc
Ile

gaa
Glu

acc
Thr

tca
Ser

agg9
Axrg
90

tgt
Cys

cca
Pro

aac
Asn

cca
Pro

aca
Thr
178

ttc

Phe

cct
Pro

cat
His

gag
Glu

att
Ile

ctc
Leu
TS

gac
Asp

gca
Ala

gaqg
Glu

tcg
Ser

gct
Ala
155

tgc
Cys

ctc
Leu

gag
Glu

gecc
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
60

agc
Ser

tgc
Cys

tac
Tyr

cte
Leu

gga
Gly
140

ctc
Leu

cca
Pro

ttc
Phe

gtc
Val

100

148

196

244

292

340

3se

436

4184

532

580

628
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aca
Thr
205

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
Val

tec
Ser

aaa
Lys
285

gat
Asp

tte
Phe

gag
Glu

tte
Phe

jejele]
Gly
365

tac
Tyr

tgc
Cys

tagg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn
270

999
Gly

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

ttce
Phe
350

aac
Asn

acqg
Thr

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His
255

aaa
Lys

cag
Gln

ctg
Leu

cce
Pro

aac
Asn
335

ctc

Leu

gtc
Val

cag
Gln

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln
240

cag
Gln

gce
Ala

cce
Pro

acc
Thr

age
Ser
320

tac
Tyr

tac
Tyr

tte
Phe

aag
Lys

gcgcgecaat ta

<210>
<211>

<212> PRT

19
392

gtyg
Val

gac
Asp
225

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys
305

gac
Asp

aag
Lys

age
Ser

tca
Ser

age
Ser
385

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<400>

19

gac
Asp
210

gg9¢
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu
290

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys
370

ctc
Leu

ES 2 565202 T3

gty
Val

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu

tcc
Ser
275

cca
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu
355

tce

Ser

tce
Ser

agec
Ser

gag
Glu

acqg
Thr

aat
Asn
260

tcc
Ser

cag
Gln

gtc
Val

gtg
Val

cct
Pro
340

acc

Thr

gtg
Val

ctyg
Leu

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr
245

ggc
Gly

atc
Ile

gtg
Val

agc
Ser

gag
Glu
325

cce
Pro

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser

60

gaa
Glu

cat
His
230

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctyg
Leu
310

tgg
Trp

gtg
val

gac
Asp

cat
His

ccg
Pro
390

gac
Asp
215

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu

aad
Lys

acc
Thr
295

acc
Thr

dgag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu
375

ggt
Gly

cct
Pro

gcce
Ala

gtc
Val

tac
Tyr

ace
Thr
280

ctg

Leu-

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp

agce
Ser
380

gct
Ala

aaa
Lys

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys
265

atc
Ile

cce
Pro

ctg
Leu

aat
Asn

tce
Ser
345

agg
Arg

ctg
Leu

gtc
Val

aca
Thr

gtc
Val
250

tgc
Cys

tce
Ser

cca
Pro

gtc
Val

ggqg
Gly
330

gac

Asp

tgg
Trp

cac
His

aag
Lys

aag
Lys
235

ctc
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tce
Ser

aaa
Lys
315

cag

Gln

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

taatctagag

ttc
Phe
220

ccg
Pro

acc
Thr

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg
300

ggc
Gly

ccg
Pro

tce
Ser

cag
Gln

cac
His
380

676

724

172

820

868

916

964

1012

1060

1108

1156

1202

1214



10

Met
Ala
Phe
Leu
Gln
65

Gln
Ser
Lys
Ser
Leu
145
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
225
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
305
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
385

<210> 20

Asp
Val
Arg
Len
50

Arg
Gly
Ile
Leu
Gly
130
Glu
Pro
Glu
Asp
Asp
210
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
290
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

370
Leu

<211> 1070
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Ala
Phe
Arg
35

Gly
Thr
Lys
Cys
Arg
115
Glu
His
Lys
Ala
Thr
195
Val
Val
Ser
Leu
Ser
275
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
355

Ser

Ser

Met
Val
20

Ala
Thr
Cys
Phe
Gly
100
Ser
Val
Arg
Ser
Glu
180
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
260
Ser
Gln
Val
Val
Pro
340
Thr

Val

Leu

Lys
Ser
Met
Cys
Ala
Tyr
85

Gln
Pro
Glu
Gly
Ser
165
Gly
Met
His
Val
Tyr
245
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
325
Pro
Val

Met

Ser

ES 2 565202 T3

Arg
Leu
Arg
Met
Ala
70

Asp
His
val
Asn
Ser
150
Asp
Ala
Ile
Glu
His
230
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
310
Trp
Val
Asp
His

Pro
390

<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<220>

Gly
Ser
Ser
Ser
55

Phe
His
Pro
Asn
Asn
135
Glu
Lys
Pro
Ser
Asp
215
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
295
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

375
Gly

Leu
Gln
Cys
40

Cys
Cys
Leu
Lys
Leu
120
Ser
Ala
Thr
Ser
Arg
200
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
280
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
360

Ala

Lys

Cys
Glu
25

Pro
Lys
Arg
Leu
Gln
105
Pro
Asp
Ser
His
Val
185
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
265
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
345
Arg

Leu

61

Cys
10

Ile
Glu
Thr
Ser
Arg
2q

Cys
Pro
Asn
Pro
Thr
170
Fhe
Pro
val
Thr
Val
250
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
330
Asp
Trp

His

Val
Bis
Glu
Ile
Leu
75

Asp
Ala
Glu
Ser
Ala
155
Cys
Léu
Glu
Lys
Lys
235
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
315
Gln
Gly
Gln

Asn

Leu
Ala
Gln
Cys
60

Ser
Cy¥s
Tyr
Leu
Gly
140
Leu
Pro
Fhe
Val
Phe
220
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
360
Gly
Pro
Ser

Gln

His
380

Leu
Glu
Tyx
45

Asn
Cys
Ile
Phe
Arg
125
Arg
Pro
Pro
Pro
Thr
205
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
285
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

365
Tyr

Leu
Leu
30

Trp
His
Arg
Ser
Cys
110
Arg
Tyr
Gly
Cys
Pro

130
Cys

Trp.

Glu
Leu
Asn
270
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
350

Asn

Thr

Cy¥s
15

Arg
Asp
Gln
Lys
Cys
95

Glu
Gln

Gln

Leu

Pro
175
Lys
Val
Tyr
Glu
His
255
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
335
Leu

Val

Gln

Gly
Arg
Pro
Ser
Glu
80

Ala
Asn
Arg
Gly
Lys
160
Ala
Pro
Val
Val
Gln
24Q
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
320
Tyr
Tyx

Fhe

Lys



<221>CDS

<222> (17)...(1048)

<400> 20

ES 2 565202 T3

tattaggccg gccacc atg gat gca atg aag aga ggg ctc tge tgt gtg ctg 52

ctg ctg tgt

Leu

gag
Glu

tac
Tyr
45

aac
Asn

tgce
Cys

atc
Ile

ttc
Phe

ccyg
Proc
125

cCe
Pro

aca
Thr

aac
Asn

Leu

ttg
Leu
30

tgyg
Trp

cat
His

cge
Arg

agc'
Ser

tgt
Cys
110

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp

Cys
15

aga
Arg

gat
Asp

cag
Gln

zag
Lys

tgt
Cys
95

gag
Glu

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val

tac
Tyr

dggc
Gly

cgc
Arg

cct
Pro

agce
Ser

gag
Glu
80

gcc
Ala

aac
Asn

gca
Ala

ceo
Pro

atg
Val
160

gtg
Val

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu

gcc
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

caqg
Gln
65

caa
Gln

tce
Ser

gag
Glu

cct
Pro

aag

Lys
145

gtg
Val

gac
Asp

1

gtc
Val

cgt
Arg

cty
Leu
50

cgc
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

cCce
Pro

gaa
Glu
130

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

ttc
Phe

aga
Arg
35

ggt
Gly

acc
Thr

aagq
Lys

tgt
Cys

aaa
Lys
115

gce
Ala

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val

gttt
Val
20

gct
Ala

acc
Thr

tgt
Cys

tte
Phe

gg9a
Gly
100

tct

Ser

gag
Glu

cte
Leu

agce
Ser

gag
Glu

tcyg
Ser

5

atg’

Met

tgc
Cys

gca
Ala

tat
Tyr

85

cag
Glin

tca
Ser

ggg
Gly

atg
Met

cac
His
165

gtg
Val

62

cte agce cag

Leu

aga
Arg

atg
Met

gee
Ala
70

gac
Asp

cac
His

gac
Asp

gca
Ala

atc
Ile
150

gaa
Glu

cat
His

Ser

tce
Ser

tce
Ser
55

tte
Phe

cat
His

cct
Pro

aada
Lys

ccg
Pro
135

tec

Ser

gac
Asp

aat
Asn

Gln

tgc
Cys
40

tgc
Cys

tgc
Cys

ctc
Leu

aag
Lys

act
Thr
120

tca

Ser

cgg
Arg

cet
Pro

gcc
Ala

gaa atc
Glu Ile
25

ccc gaa
Pro Glu

aaa acc
Lys Thr

agg tca
Arg Ser

ctyg agg
Leu Arg
90

caa tgt
Gln Cys
105

cac aca
His Thr

gtc ttc
Val Phe

acc cct
Thr Pro

gag gtc
Glu val
170

aag aca
Lys Thr

10

cat
His

gag
Glu

att
Ile

ctc
Leu
75

gac
Asp

gca
Ala

tgc
Cys

cte
Leu

Jag
Glu
155

aag

Lys

aag
Lys

gce
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
60

agc
Ser

tgc
Cys

tac
Tyr

cca
Pro

tte
Fhe
140

gtc
Val

ttc
Fhe

[wlele]
Pro

100

148

196

244

292

340

388

436

484

532

580



10

cgg
Arg

gtc
Val
205

tce
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

ttc
Phe

gag
Glu
285

ttc
Phe

g99
Gly

tac
Tyr

gag
Glu
190

ctg
Leu

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu

tat
Tyr
270

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

acyg
Thr

175

gad
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln

ctg
Leu
255

cCcC

Pro

aac
Asn

ctc
Leu

gtc
Val

cag
Gln
335

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala

cce
Pro
240

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

tte
Phe
320

aag
Lys

gcgcgecaat ta

<210>21
<211> 344

<212> PRT

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu
225

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

agc
Ser
305

tca
Ser

age
Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<400> 21

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly

1

2la Val Phe Val Ser Leu Ser Gln Glu Ile His Ala Glu Leu Arg Arg

20

aac
Asn

tgg
Trp
210

cca

Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr
290

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu

5

ES 2 565202 T3

agc
Ser
195

ctg
Leu

Lce
Ser

cca
Pro

cag
Gln

gcc
Ala
275

acg
Thr

cte
Leu

tce
Ser

tce
Ser

180

acg
Thr

aat
Asn

tee
Ser

cayg
Gln

gtc
Val
260

gtg
Val

cct
Fro

acc
Thr

gtg
Val

cty
Leu
340

tac
Tyr

ggc
Gly

atec
Ile

gty
Val
245

agc
Ser

gagq
Glu

cce
Pro

gtg
Val

atg
Met
325

tct
Ser

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu
230

tac
Tyr

ctg
Leu

tag

Trp

gtg
Val

gac
Asp
310

cat

His

ccyg
Pro

25

63

gtg
Val

gag
Glu
215

aaa

Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu
295

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

10

gte
Val
200

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys

agc
Ser
280

gac
Asp

age
Ser

gct
Ala

aaa
Lys

185

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

fadete
Pro

ctg
Leu
265

aat
Asn

tce
Ser

agg
Arg

ctg
Leu

gtc
val

tgc
Cys

tece
Ser

cca
Pro
250

gtc
Val

gd9
Gly

gac
Asp

tgg
Trp

cac

His
330

cte
Leu

aayg
Lys

aaa
Lys
235

tcce
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln
315

aac
Asn

taatctagag

30

acc
Thr

gtc
val
220

gcc

Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ccyg
Pro

tce
Ser
300

cag
Gln

cac
His

15

628

676

724

172

820

868

916

264

1012

1058

1070
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Phe Arg Arg Ala Met Arg Ser Cys Pro Glu Glu Gln Tyr Trp Asp Pro

Leu Leu Gly Thr Cys Met Ser Cys Lys Thr Ile Cys Asn His Gln Ser
50 55 60
Gln Arg Thr Cys Ala Ala Phe Cys Arg Ser Leu Ser Cys Arg Lys Glu
65 70 75 80
Gln Gly Lys Phe Tyr Asp His Leu Leu Arg Asp Cys Ile Ser Cys RAla
B5 80 95 =
Ser Ile Cys Gly Gln His Pro Lys Gln Cys Ala Tyr Phe Cys Glu Asn
100 105 110
Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
115 120 125
Pro Glu Ala Glu Gly Ala Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
130 135 140
Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
145 150 155 160
Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
165 170 175
Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin
180 185 190
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
: 185 200 205 :
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
210 215 220
Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
225 230 235 240
Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
245 250 255
Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
260 265 270
Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
275 280 285
Lys Thr Thr Pro Prc Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
290 295 300
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
305 310 315 320
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
325 ' © 330 335
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
340

<210> 22

<211> 1082

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<220>

<221 >CDS
<222> (17)...(1060)
<400> 22

tattaggceg gcoccacc atg gat gca atg aag aga ggg cte tge tgt gtg ctg 32
Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu

64



ctg
Leu

gag
Glu

tac
Tyr
45

aac
Asn

tge
Cys

atc
Ile

ttc
Phe

cac
His
125

gte
Val

acc
Thx

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser
205

aag
Lys

ctg
Leu

ttg
Leu
30

tgg
Trp

cat
His

cyce
Arg

agc
Ser

tgt
Cys
110

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro

gte
Val

aca
Thr
190

gtc
Val

tgc
Cys

tgt
Cys
15

aga
Arg

gat
Asp

cag
Gln

aag
Lys

tgt
Cys
95

gag
Glu

tgc
Cys

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys
175

aag

Lys

ctc
Leu

aag
Lys

dggc
Gly

cgc
Arg

cct
Fro

agc
Ser

gag
Glu
80

gece
Ala

aac
Asn

cca
Pro

ttc
FPhe

gtc
Val
160

tte

Phe

ccg
Pro

ace
Thr

gtc
Val

gcc
Ala

tte
Phe

ctyg
Leu

cag
Gln
65

caa
Gln

tce
Ser

aag
Lys

ccyg
Pro

cce
Prc
145

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
Val

tce
Ser
225

gte

val

cgt
Arg

ctg
Leu
50

cgc
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

ctc
Leu

tgc
Cys
130

cca
Pro

tge
Cys

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu
210

aac
Asn

ES 2 565202 T3

ttc
Phe

aga
Arg
35

ggt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

tgt
Cys

agg
Arg
115

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu
185

cac

His

aaa
Lys

gtt
Val
20

gct
Ala

acc
Thr

tgt
Cys

ttec
FPhe

gga
Gly
100

agg
Ser

gca
Ala

ccc
Pro

gtg
Val

gtyg
Val
180

cag

Gln

cag
Gln

gce
Ala

5

tcg
Ser

atg
Met.

tgc
Cys

gca
Ala

tat
Tyr
85

cag

Gln

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gty
Val
165

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp

cte
Leu

65

ctec
Leu

aga
Arg

atg
Met

gce
Ala
70

gac
Asp

cac
His

cece
Pro

gaa
Glu

gac
Asp
150

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro
230

agc
Ser

tce
Ser

tcc
Ser
55

ttc
Phe

cat
His

cct
Pro

aaa
Lys

gcc
Ala
135

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu
215

tce
Ser

cag
Gln

tgc
Cys
40

tgc
Cys

tgc
Cys

ctc
Leu

aag
Lys

tct
Ser
120

gag
Glu

ctc
Leu

age
Ser

gag
Glu

acyg
Thr
200

aat
Asn

tce
Ser

gaa
Glu
25

cco
Pro

aaa
Lys

agg
Arg

ctyg
Leu

caa
Gln
105

tca
Ser

a99
Gly

atg
Met

cac
His

gty
Val
i85

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile

atc
Ile

gaa
Glu

acc
Thr

tca
Ser

agg
Arg
20

tgt
Cys

gac
Asp

gca
Ala

atc
Ile

gaa
Glu
170

cat

His

cgt
Arg

aag
Lys

gaq
Glu

10

cat
His

gag
Glu

att
Ile

ctce
Leu
75

gac
Asp

gca
Ala

aaa
Lys

cCcg
Pro

tce
Ser
155

gac
Asp

aat
Asn

gtg
val

gag
Glu

aaa
Lys
235

gcc
Ala

cag
Gln

tgc
Cys
60

agc
Ser

tgc
Cys

tac
Tyr

act
Thr

tca
Ser
140

<gg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala

gtc
Val

tac
Tyr
220

acc
Thr

100

148

196

244

292

340

388

436

484

532

580

628

676

724



10

atc

Iile

cCC
Pro

ctg
Leu

aat
Asn
285

tcc

Ser

agyg
Arg

ctyg
Leu

tcc
Ser

cCa
Pro

gtc
Val
270

ggg
Gly

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aaa
Lys

tce
Ser
255

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

caqg
Gln

aac
Asn
335

gcc
Ala
240

€4yg
Arg

ggc
Gly

cCg
Pro

tee
Ser

cag
Gln
320

cac
His

aaa
Lys

gat
Asp

tte
Phe

gag
Glu

ttc
Phe
305

gg9
Gly

tac
Tyr

999
Gly

Jgag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn
290

ttec
Phe

aac
Asn

acg
Thr

ES 2 565202 T3

cag
Gln

étg
Leu

cce
Pro
275

aac
Asn

cte
Leu

gtc
Val

cag
Gln

taatctagag gcgcgccaat ta

<210> 23
<211> 348

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<400> 23

Met
1
Ala
Fhe
Leu
Gln

65
Gln
Ser

Lys

Pro

Asp
Val
Arg
Leu
50

Arg
Gly
Ile

Leu

Cys

Ala

Phe

Arg
35

Gly
Thr
Lys
Cys
Arg

115
Pro

Met
Val
20

Ala
Thr
Cys
Phe
Gly
100

Ser

Ala

Lys
Ser
Met
Cys
Ala
Tyr
85

Gln

Glu

Pro

Arg
Leu
Arg
Met
Ala
70

Asp
His
Pro

Glu

cccC
Pro

acc
Thr
260
agce
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys
340

Gly
Ser
Ser
Ser
55

Phe
His
Pro
Lys

Ala

cga
Arg
245

aag

Lys

gac
Asp

aaqg
Lys

agce
Ser

tca
Ser
325

age
Ser

Leu
Gln
Cys
40

Cys
Cys
Leu
Lys
Ser

120
Glu

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile

acce
Thr

aag
Lys
310
tgc
Cys

cte
Leu

Cys
Glu
25

Pro
Lys
Arg
Leu
Gln
1405

Ser

Gly

66

cca
Pro

cag
Gln

gee
Ala

acy
Thr
295
ctce
Leu

tce
Ser

tce
Ser

Cys
10

Ile
Glu
Thr

Ser

cag

Gln

gtc
Val

gty
Val
28¢
cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val

ctyg
Leu

Val
His
Glu
Ile

Leu

75

Arg
90

Cys

Asp

Ala

Asp
Ala
Lys

Pro

gtg
Val

agc
Ser
265

Jag
Glu

cce
Pre

gtg
Val

atg
Met

tet
Ser
345

Leu
Ala
Gln
Cys
60

Ser
Cys
Tyr
Thr

Ser

tac
Tyr
250

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Val

gac
Asp

cat
His
330

ccg
Pro

Leu
Glu
Tyr
45

Asn
Cys
Ile
Phe
His

125
Val

ace
Thr

ace
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
315

gag
Glu

ggt
Gly

Leu
Leu
30

Trp
His
Arg
Ser
Cys
110
Thr

Phe

ctyg
Leu

tgc
Cys

agc
Ser

gac
Asp
300
agc
Ser

gct
Ala

daa
Lys

Cys
15

Arg
Asp
Gln
Lys
Cys
95

Glu
Cys

Leu

172

820

868

916

964

1012

1060

1082

Gly
Arg
Pro
Ser
Glu
80O

Ala
Asn

Pro

Phe
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15

130

Pro Pro

145

Thr Cys
Asn Trp
Arg Glu

Val Leu

Lys Pro
Val val

Tyr Val

180

Glu Gln

195

210

Ser Asn

225

Lys Gly
Asp Glu
Phe Tyr

Glu Asn

His Gln
Lys Ala
Gln Pro

Leu Thr

260

Pro Ser

275

290

Phe Phe

305

Gly Asn

Tyr Thr

<210> 24
<211>1109
<212> ADN

Asn Tyr
Leu Tyr
Val Phe

Gln Lys

340

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Val
165
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
245
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

325
Ser

ES 2 565202 T3

Asp
150
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
230
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
310
Cys

Leu

<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<220>

<221 >CDS
<222> (17)...(1090)

<400> 24

135
Thr

Val
Val
Ser
Leu
215
Ser
Pro
Gln
Ala
Thr
295
Leu

Ser

Ser

Leu
Ser
Glu
Thr
200
Asn
Ser
Glin
Val
Val
280
Pro
Thr

Val

Leu

Met
His
Val
185
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
265
Glu
Pro
Val

Met

Ser
345

140

Ile Ser Arg
155
Glu Asp Pro

170

His Asn Ala

Arg Val Vval

Lys Glu Tyr

220

Glu Lys Thr
235
Tyr Thr Leu

250

Leu Thr Cys

Trp Glu Ser

Val Leu Asp

300

Asp Lys Ser
315
His Glu RAla

330

Pro Gly Lys

Thr
Glu
Lys
Ser
205
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
285
Ser

Arg

Leu

Fro
Val
Thr
180
Val
Cys
Ser
Preo
Val
270
Gly
Asp
Trp

His

Glu
Lys
175
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
255
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
335

Val
160
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
240
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

320
His

tattaggccg gccacc atg gat gca atg aag aga ggg ctce tge tgt gtg ctg 52
Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu

ctg ctg
Leu Leu

gag ttg
Glu Leu
30

tac tgg
Tyr Trp
45°

tgt
Cys

aga
Arg

gat
Asp

ggce gco
Gly Ala

cgc ttc
Arg Phe

cct ctg
Pro Leu

1

cgt
Arg

ctg
Leu

gtc ttc
Val

Phe

aga
Arg

gtt
Val

20

35

50

ggqt
Gly

get
Ala

acc
Thr

teg
Ser

atg
Met

tgc
Cys

5

67

ctc agc
Leu Ser

aga tcc
Arg Ser

atg tcc
Met Ser

55

cag gaa
Gln Glu

25

tgc ccc
Cys Pro

40

tgc aaa
Cys Lys

atc
Ile

gaa
Glu

acc
Thr

10

cat
His

gag
Glu

att
Ile

gcc
Ala

cag
Gln

tgc
Cys

60

100

148

196



aac
Asn

tgc
Cys

atc
Ile

ttc
Fhe

agyg
Arg
125

gca
Ala

ccc
Pro

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln
205

cag
Gln

gce
Ala

ceo
Pro

acc
Thr

cat
His

cgc
Arg

agc
Ser

tgt
Cys
110

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gty
Val

gac
Asp
180

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys
270

cag
Gln

aag
Lys

tgt
Cys
95

gag
Glu

cce
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp
175

ggc
Gly

aac
Asn

tag
Trp

cca
Pro

gaa
Glu
255

adac
Asn

agc
Ser

gag
Glu
80

gce
Ala

aac
Asn

aaa
Lys

gcce
Ala

acc
Thr
160

gtg
Val

gtg
Val

age
Ser

ctg
Leu

tcc
Ser
240

cca
Pro

cag
Gln

cag
Gln
&5

caa
Gln

tce
Ser

aag
Lys

tct
Ser

gag
Glu
145

ctc
Leu

age
Ser

gag
Glu

acy
Thr

aat
Asn
225

tce
Ser

cag
Gln

gte
Val

cgc
Arg

ggc
Gly

atc
ile

ctc
Leu

tca
Ser
130

g99
Gly

atg
Met

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr
210

ggc
Gly

atc
Ile

gty
Val

age
Ser

ES 2 565202 T3

ace
Thr

aag
Lys

tgt
Cys

agg
Arg
115

gac
Asp

gca
Ala

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His
195

cgt
Arg

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu
275

tgt
Cys

tte
FPhe

gga
Gly
100

agc
Ser

aaa
Lys

ccg
Pro

tcc
Ser

gac
Asp
180

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu

aaa
Lys

acec
Thr
260

ace
Thr

gca
Ala

tat
Tyr
85

cag
Gln

cca
Pro

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg
165

cct

Pro

gce
Ala

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr.
245

ctyg
Leu

tgc
Cys

68

gcc
Ala
70

gac
Asp

cac
His

gtg
Val

cac
His

gtc
Val
150

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

agec
Ser

aag
Lys
230

atc
Ile

cco
Pro

ctg
Leu

ttc
Fhe

cat
His

cct
FPro

aac
Asn

aca
Thr
135

tte
Phe

cct
Pro

gtc
val

aca
Thr

gtc
Val
215

tgc
Cys

tce
Ser

cca
Pro

gte
Val

tgc
Cys

ctc
Leu

aag
Lys

ctt
Leu
120

tgc
Cys

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys
200

cte
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tece
Ser

aaa
Lys
280

agg
Arg

ctyg
Leu

caa
Gln
105

cca
Pro

cca
Pro

ttce
Phe

gtc
Val

ttc
Phe
185

ccg
Pro

acc
Thr

gtc
val

qce
Ala

cgg
Arg
265

ggc
Gly

tca
Ser

ayqg
Arg

90

tgt
Cys

cca
Pro

cCqg
Pro

cce
Pro

aca
Thr
170

aac
Asn

€gg
Arg

gtc
Val

tce
Ser

daa
Lys
250

gat
Asp

ttc
Phe

ctec
Leu
]

gac
Asp

gca
Ala

ga9g
Glu

tgc
Cys

cca
Pro
155

tgc
Cys

tgg
Trp

gag
Glu

ctyg
Leu

aac
Asn
235

ggg
Gly

gag
Glu

tat
Tyr

agc
Ser

tgc
Cys

tac
Tyr

ctc
Leu

cca
Pro
140

aaa

Lys

gtg
Val

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His
220

aaa

Lys

cag
Gln

ctg
Leu

cece
Pro

244

292

340

388

436

484

532

580

628

€76

724

172

820

868
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agc
Ser
285

tac

Tyr

tac
TYyr

tte
Fhe

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

agc
Ser

tca
Ser

agc
Ser
350

<210> 25
<211> 357

<212> PRT

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys
335

ctc
Leu

gcc
Ala

acyg
Thr

cte
Leu
320

tce
Ser

tcc
Ser

gtg
Val

cct
Pro
305

acc

Thr

gtg
val

ctg
Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion a TACI-Fc

<400> 25

Met
1
Ala
Phe
Leu
Gln

65

Gln
Ser
Lys
Ser
Glu
145
Leu
Ser

Glu

Thr

Asp
Val
Arg
Leu
50

Arg
Gly
Iie
Leu
Ser
130
Gly
Met
His
Val

Tyr

Ala
Phe
Arg
35

Gly
Thr
Lys
Cys
Arg
115
Asp
Ala
Ile
Glu
His

195
Arg

Met
Val
20

Ala
Thr
Cys
Phe
Gly
100
Ser
Lys
Pro
Ser
Asp
180

Asn

Val

gag
Glu
290

ccc
Pro

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser

Lys
Ser
Met
Cys
Ala
Tyr
85

Gln
Pro
Thx
Ser
Arg
165
Pro

Ala

Val

ES 2 565202 T3

tgg
Trp

gtg
Val

gac
Asp

cat
His

ccyg
Fro
355

Arg
Leu
Arg
Met
Ala
70

Asp
His
Val
His
Val
150
Thr
Glu

Lys

Ser

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu
340

ggt
Gly

Gly
Ser
Ser
Ser
55

Fhe
His
Pro
Asn
Thr
135
Phe
Fro
Val

Thr

Val

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser
325
gct
Ala

aaa
Lys

Leu
Gln
Cys
40

Cys
Cys
Leu
Lys
Leu
124
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys

200
Leu

aat
Asn

tcc
Ser
310

agy
Arg

cty
Leu

taa

Cys
Glu
25

Pro
Lys
Arg
Leu
Gln
105
Pro
Pro
Phe
Val
Phe
185

Pro

Thr

69

999
Gly
295

gac

Asp

tgg
Trp

cac
His

cag
Gln

dJggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn

ccg
Pro

tcc
Ser

cag
Gln

cac
His
345

gag
Glu

ttc
Fhe

g4g9
Gly
330

tac
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe
315

aac
Asn

acg
Thr

aac
Asn
300

ctc
Leu

gtc
Val

cag
Gln

tLctagaggecg cgccaatta

Cys
10

Ile
Glu
Thr
Ser
Arg
90

Cys
Pro
Pro
Pro
Thr
170
Asn

Arg

Val

Val
His
Glu
ile
Leu
75

Asp
Ala
Glu
Cys
Pro
155
Cys
Trp

Glu

Leu

Leu
Ala
Gln
Cys
60

Ser
Cys
Tyr
Leu
Pro
140
Lys
Val
Tyr
Glu

His

Leu
Glu
Tyr
45

Asn
Cys
Ile
Fhe
Arg
125
Ala
Pro
Val
Val
Gln

205
Gln

Leu
Leu
30

Trp
His
Arg
Ser
Cys
110
Glu
Pro
Lys
Val
Asp
180

Tyx

Asp

Cys
15

Arg
Asp
Gln
Lys
Cys
95

Glu
Pro
Glu
Asp
Asp
175
Gly

Asn

Trp

916

964

1012

1060

1109

Gly
Arg
Pro
Ser
Glu
80

Ala
Asn
Lys
Ala
Thx
160
Val
Val

Ser

Leu
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Asn
225
Ser
Gln
val
Val
Pro
305
Thr
Val

Leu

<210> 26

210
Gly

Ile
Val
Serx
Glu
290
Pro
Val

Met

Ser

<211> 311
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Glu
Tyr
Leu
275
Trp
Val
Asp
His

Pro
355

Glu
Lys
Thr
260
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

340
Gly

Tyr
Thr
245
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
325
Ala

Lys

ES 2 565202 T3

Lys
230
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
310
Arg

Leu

<223> Proteina de fusion a BAFF-R-Fc

<400> 26

Met
1
Thr
Thr
Val
Ser
65
Thr
Glu
Asp
Ala
Gly
145
Asn
Trp

Pro

Glu

Ser
Arg
Pro
Ala
50

Ser
Asp
Leu
Thr
Val
130
Val
Ser
Leu

Ala

Pro

Ala
Arg
Cys
35

Cys
FPro
Lys
Leu
Leu
115
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro

195
Gln

Leu
Gly
20

Val
Gly
Ala
Ala
Gly
100
Met
His
Val
Tyr
Gly
180
Ile

val

Leu
Pro
Pre
Leu
Pro
Ala
B5

Gly
1le
Glu
His
Arg
165
Lys
Glu

Tyr

Ile
Arg
Ala
Leu
Arg
70

His
Pro
Ser
Asp
Asn
150
Val
Glu
Lys

Thr

215
Cys

Ser
Pro
Val
Gly
295
Asp

Trp

His

Leu
Ser
Glu
Arg
Thr
Tyr
Ser
Arg
Pro
135
Ala
Val
Tyr
Thr

Leu

Lys Val
Lys Ala

Ser Arg
265

Lys Gly

280

Gln Pro

Gly Ser
Gln Gln

Asn His
345

Ala Leu

Leu Arg
25

Cys Phe

40

Thr Pro

Ala Leu
Thr Leu

Val Phe
105

Thr Pro

120

Glu val

Lys Thr
Ser Val
Lys Cys

185
Ile Ser

200
Pro Pro

70

Ser
Lys
25Q
Asp
Phe
Glu
FPhe
Gly

330
Tyr

Val
10

Gly
Asp
Arg
Gln
Cys
20

Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
170
Lys
Lys

Ser

Asn
23%
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
315

Asn

Thr

Gly
Arg
Leu
Pro
Pro
75

Fro
Phe
Val
Fhe
Pro
155
Thr
Val

Ala

Arg

220
Lys

Gln
Leu
Pro
Asn
300
Leu

Val

Gln

Ala
Asp
Leu
Lys
60

Gln
Pro
Pro
Thr
Asn
140
Arg
Val
Ser
Lys

Glu

Ala

Pro

Thr

Ser
285
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Ala
Ala
Val
45

Pro
Glu
Cys
Pro
Cys
125
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly

205
Glu

Leu
Arg
Lys
2710
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
350

Val
Pro
30

Arg
Ala
Ser
FPro
Lys
110
Val
Tyr
Glu
His
Lys
180
Gln

Met

Pro
Glu
255
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

335
Leu

Ala
15

Ala
His
Gly
Gln
Ala
85

Pro
Val
Val
Gln
Gln
175
Ala

Pro

Thr

Ser
240
Pro
Gin
Ala
Thr
Leu
320

Ser

Ser

Ser
Pro
Cys
Ala
Val
80

Pro
Lys
Val
Asp
Tyx
1560
Asp
Leu

Arg

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

210
Asn Gln Val Ser Leu
225
Ile Ala Val Glu Trp
245
Thr Thr Pro Pro Val
260
Lys Leu Thr Val Asp
275
Cys Ser Val Met His
290
Leu Ser Leu Ser Pro
305

<210> 27

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 27
tattaggccg gecaccatgg atgcaatga

<210> 28

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 28
tgaagatttg ggctccttga gacctggga

<210> 29

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 29
tcccaggtct caaggagcecc aaatcttca

<210> 30

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 30

ES 2 565202 T3

Thr
230
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
310

215
Cys

Ser
Asp
Ser
Ala

295
Lys

29

29

29

taattggcge gectetagat tatttacccg gagaca36

<210> 31

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Leu
Asn
Ser
Arg

280
Leu

Val
Gly
Asp
265
Trp

His

71

Lys
Gln
250
Gly
Gln

Asn

Gly
235
Pro
Ser

Gln

His

220
Phe

Glu
Phe
Gly

Tyxr
300

Tyr
Asn
Phe
Asn

285
Thr

Pro
Asn
Leu
270
Val

Gln

Ser
Tyr
255
Tyr
Phe

Lys

Asp
240
Lys
Ser

Ser

Ser
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 31
tgaagatttg ggctcgttct cacagaagta

<210> 32

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 32
atacttctgt gagaacgagc ccaaatcttc a

<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 33
tttgggctcg ctectgagct tgttctcaca

<210> 34

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 34
ctcaggagcg agcccaaatc ttcagaca

<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 35
tttgggctce ctgagctctg gtggaa

<210> 36

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora

<400> 36
gagctcaggg agcccaaatc ttcagaca

<210> 37

<211> 1216

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2 565202 T3

30

28

26

72



ES 2 565202 T3

<220>
<221 >CDS
<222> (141)...(890)

<400> 37

gaattcgget cgagectttt tatttetect tgegtaacaa ccettettece ttetgeacca €0
ctgccecgtac ccocttacccge coccgccacct ccttgectace ccactcettga aaccacaget 120
gttggcaggg tccccagctc atg cca gecc tca tct cct tte ttg cta goc cee 173
Met Pro Ala Ser Ser Pro Phe Leu Leu Ala Pro
1 5 ' 10

aaa ggg cct cca ggec aac atg ggg ggc cca gtc aga gag ccg gca cte 221
Lys Gly Pro Pro Gly Asn Met Gly Gly Pre Val Arg Glu Pro Ala Leu
15 20 25

tca gtt gcc ctc tgg ttg agt tgg ggg gca gct ctg ggg gcc gtg gct 269
Ser Val Ala Leu Trp Leu Ser Trp Gly Ala Ala Leu Gly Ala Val Ala
30 35 40

tgt gec atg get ctg ctg acc caa caa aca gag ctg cag age cte agyg 317
Cys Ala Met Ala Leu Leu Thr Gln Gln Thr Glu Leu Gln Ser Leu Arg
45 50 55

aga gag gtg age cgg ctg cag ggyg aca gga ggc ccc tecc cag aat ggg 365
Arg Glu Val 3er Arg Leu Gln Gly Thr Gly Gly Pro Ser Gln Asn Gly
60 65 . 70 73

gaa ggg tat ccc tgg cag agt ctc cocg gag cag agt tcc gat gcc ctg 413
Glu Gly Tyr Pro Trp Gln Ser Leu Pro Glu Gln Ser 3er Asp Ala Leu
80 85 90

gaa gcc tgg gag aat ggg gag aga tcc cgg aaa agg aga gca gtg ctc 461
Glu Ala Trp Glu Asn Gly Glu Arg Ser Arg Lys Arg Arg Ala Val Leu
95 100 105

acc caa aaa cag aag aag cag cac tct gtc ctg cac ctg gtt ccc att 508
Thr Gln Lys Gln Lys Lys Gln His Ser Val Leu His Leu Val Pro Ile
119 115 120

aac gcc acc tee aag gat gac tec gat gtg aca gag gtg atg tgg caa 557
Asn Ala Thr Ser Lys Asp Asp Ser Asp Val Thr Glu Val Met Trp Gln

73
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125

ctt
Leu

cca
Pro
140

gct
Ala

atc
Ile

cga
Arg

cay
Gln

caa
Gln

gac
Asp

gtg
Val

gda
Gly

adg
Arg

cag
Gln
1980

ceqg
Pro

gac
Asp
205

cge
Arg

cac
His
220

caa
Gln

ggg
Gly

ctt
Leu

ctc
Leu

aac
Asn

tgattgtgtt
cagccaagag
gtttggctece
cggatatctt
gcgggggacy
acagcacecac

<210> 38
<211> 250
<212> PRT

cgt
Arg

agg
Arg

gg9
Gly

ES25

130

aga
Arg

ggc
Gly

145

gat
Asp

gct
Ala
160

ttce
Phe

act
Thr
175

act
Thr

gag
Glu

tac
Tyr

gce
Ala

att
Ile

gat
Asp

gga
Gly

ace
Thr

cta
Leu

aac
Asn

cty
Leu

tat
Tyr

gtt
Val

atg
Met

ggt
Gly

tte
Phe

cga
Arg
195

tgc
Cys

agc
Ser
210

agt
Ser

gte
Val

225

tct
Ser

cca
Pro
240

ataaaaagtg
ctgagtatat
ccgttcctea
gecttetgttc
ggcgecaggce
catctagcgg

<213> Homo sapiens

<400> 38

Met
1
Asn

Pro
Met
Ser

Leu

Thr
50
Gin

Leu

Leu
65
Gln Ser

Gly Glu

‘Gly

Ala Ser
Gly
20
Trp Gly
35
Gln Gln

Gly Thr

Leu Pro

Ser
100

Arg

cat
His

Ser
Pro
Ala
Thr
Gly
Glu

85
Arg

acc
Thr

dga
Gly

gecteccaget
aaaggagagg
cttttccectt
cccatggagc
attgttcaga
ccgeeg

Pro Phe

Val Arg

Ala Leu

Leu
Glu

Gly

65202 T3

cta
Leu

cag
Gln

gce
Ala
150

tat
Tyr

ctg
Leu

ctyg
Leu
165

gtg
val

gtg
val

cag
Gln
180

ata
Ile

tgt
Cys

aga
Arg

tat
Tyr

agce
Ser

gca
Ala

att
Ile

ata
Ile

cece
Pro
230

ttc
Phe

ctg
Leu
245

g9d
Gly

tggaagacca
gaatgtgcag
ttcattccca
tccgaattct

cetggteggy

Ala
10
Ala

Leu

Pro
25

Ala val

40

Glu Leu
55
Gly Pro
70
Gln Ser

Lys Arg

Gln
Ser
Ser

Arg

Ser Leu

Gln Asn
Ala
90
Val

Asp

Ala
105

74

Pro
Leu
Ala
Arg
Gly
15

Leu

Leu

135

tat
Tyr

caa
Gln

gga
Gly

gtc
Val

agce
Ser

cag
Gln

tct
Ser

cga
Arg

gaa
Glu
185

agt
Ser

atg
Met
200

cce
Pro

tte
FPhe

gtc
Val

ggt
Gly
215

cgg
Arg

gca
Ala

agg
Arg

ttt
Phe

aaa
Lys

gtg
Val

gggtgggtac
gaacagaggc
ccccctagac
tgcgtgtgtg
gcccactgga

Lys Gly

Ser Vval
Ala
45

Glu

Cys

Arg
60
Glu Gly

Glu Ala

Thr Gln

ggt gtc 605
Gly Val
155
ctg ttt 653
Leu Phe
170
ggc caa 701
Gly Gln
tcc cac 749
Ser His
cat tta 797
His Leu
gcg aaa 845
Ala Lys
235
ctg 890
Leu
250
atactggaga 950
gtcttectgg 1010
tttgatttta 1070
tagatgaggg 1130
agcatccaga 1190
1216
Pro Pro Gly
15
Ala Leu Trp
30
Met Ala Leu
Val Ser Arg
Tyr Pro Trp
80
Trp Glu Asn
25
Lys Gln Lys
110
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Lys Gln

Asp Asp

130

Gly Arg
145
Gly Val

Thr Met

Leu Phe

Asn Ser

210

Leu Ser
225
His Gly

<210> 39

<211> 762
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221 >CDS

<222> (7)...(759)

<400> 39

ggatcc atg aag cac ctg tgg ttc ttc ctec ctg ctg gtg gcg gect ccc
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro

aga
Arg
15

cca
Pro

ttc
Phe

gtc
Val

ttc
Phe

ccg
Pro
95

1

tgg gtc
Trp Val

ccg tgc
Pro Cys

ccc cca
Pro Pro

aca tgc
Thr Cys

His
115
Ser
Gly
Tyr
Gly
Arg
1585
Cys
Val

Thr

Leu

cca
Pro

aaa
Lys

Ser
Asp
Leu
Leu
Gln
180
Cys
Tyr
Ile

Phe

Ser

gca
Ala

Val
Val
Gln
Leu
165
Val
Ile
Ser

Ile

Leu
245

ES 2 565202 T3

Leu
Thr
Ala
150
Tyr
Val
Arg
Ala
Pro

230
Gly

5

ctg tcc gag ccc
Glu

20

35

50

€5

aac tgg
Asn Trp

80

cgg gag
Arg Glu

gtg
Val

tac
Tyr

gagqg
Glu

ccce
Pro

gtg
Val

gty
Val

cag
Gln

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

Pro

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

dgc
Gly

His
Glu
135
Gln
Ser
Ser
Ser
Gly
215
Arg

Phe

Leu Val Pro

120

Val Met Trp

Gly Tyr Gly

Gln Val Leu

170

Arg Glu Gly
185
Met Pro Ser

200

Val Phe His

Ala Arg Ala

Val Lys Leu

aaa tct
Lys Ser

ctc ctg
Leu Leu

acc cte
Thr Leu

53

gtg agc
Val Ser

70

85

100

aac
Asn

gtg gag
Val Glu

age acg
Ser Thr

75

250

tgt gac
Cys Asp

Ile
Gln
Val
155
Phe
Gln
His
Leu

Lys
235

10

25

ggg gda
Gly Gly

40

atg atc
Met Ile

cac gaa
His Glu

gtg cat
Val His

tac cgt
Tyr Arg

aaa
Lys

ccg
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

Asn
Pro
140
Arg
Gln
Gly
FPro
His

220
Leu

act
Thr

tca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

Ala
125
Ala
Ile
Asp
Arg
Asp
205
Gln

Asn

cac
His

gtc
Val

acc
Thr

Thr
Leu
Gln
Val
Gln
190
Arg

Gly

Leu

ttc
Phe

Ser
Arg
Asp
Thr
175
Glu
Ala

Asp

Ser

Lys
Arg
Ala
160
Phe
Thr
Tyr

Ile

Pro
240

aca tgc

Thr Cys

30

45

60

75

90

105

gtg
Val

gcc
Ala

gtc
Val

dag
Glu

aag
Lys

age
Ser

cct
Pro

agtc
Val

aca
Thr

gtc
Val

ctc
Leu

gag
Glu

aagq
Lys

aag
Lys

cte
Leu

-110

48

96

144

192

240

288

336
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acc
Thr

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly
175

ccg
Pro

tee
Ser

cag
Gln

cac
His

gtc
Val

tcc
Ser

aaa
Lys

gat
Asp
160

tte
Fhe

gag
Glu

ttc
Phe

ggg
Gly

tac
Tyr
240

<210> 40

<211> 251
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

Met
1
Val

Cys
Pro
Cys
65

Trp

Glu

ctg
Leu

aac
Asn

9499
Gly
145

gag
Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn
225

acg
Thr

Lys
Leu
Pro
Lys
50

Val

Tyr

Glu

cac
His

aaa
Lys
130

cag

Gln

ctg
Leu

ccc
Pro

aac
Asn

ctc
Leu
210
gtc
Val

cag
Gln

His
Ser
Ala
35

Pro
Val

Val

Gln

cag
Gln
115

gcc
Ala

[olele:
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr
195

tac

Tyvr

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp
180

aag

Lys

agc
Ser

tca
Ser

agc
Ser

ES 2 565202 T3

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
165

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
245

ctg
Leu

gce
Ala

cca
Pro
150

cag
Gln

gce
Ala

acyg
Thr

ctc
Leu

tce
Ser
230

tce
Ser

aat
Asn

ccc
Pro
135

cag
Gln

gtc
Val

gtg
Val

cct
Pro

acc
Thr
215

gtg
Val

ctg
Leu

Leu Trp Phe Phe Leu

Glu
20

Pro
Lys
Val
Asp

Tyr

Pro
Glu
Asp
Asp
Gly

85
Asn

Lys
Leu
Thr
Val
70

Val

Ser

Ser
Leu
Leu
5%

Ser

Glu

Thr

Cys
Gly
Met
His
Val

Tyr

dgc
Gly
120

atc
Ile

gtg
Val

agc
Ser

gag
Glu

cco
Pro
200

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser

Leu
Asp
25

Gly
Ile
Glu
His

Arg

76

aag
Lys

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp
185

gty
Val

gac
Asp

cat
His

ccg
Pro

Leu
10

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn

90
Val

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr
170

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly
250

Val
Thr
Ser
Arg
Pro
75

Ala

Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu
155

tgc
Cys

agce
Ser

gac
Asp

agce
Ser

gct
Rla
235

aaqg
Lys

atc
Ile
140

cce
Prag

ctg
Leu

aat
Asn

tce
Ser

agqg
Arg
220

ctg
Leu

aaa tga

Lys

Ala
His
Val
Thr
&0

Glu
Lys

Ser

Ala
Thr
Phe
45

Pro
Val
Thr

Val

tgc
Cys
125

tce
Ser

cca
Pro

gtc
Val

999

aag
Lys

aaa
Lys

tece
Ser

aaa
Lys

cag

Gly Gln

gac
Asp
205

tag
Trp

cac
His

Fro
Cys
30

Leu
Glu
Lys
Lys

Leu

190

ggc
Gly

caqg
Gln

aac
Asn

Arg
15

Pro
Phe
Val
Phe
Pro

85
Thr

Trp
Pro
Pro
Thr
Asn
80

Arg

Val

384

432

480

528

576

624

672

720

762
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Leu
Asn

Gly
145
Glu

Tyr
Asn
Phe
Asn

225
Thr

I

<210>41
<211>35

<212> PRT

His
Lys
130
Gln
Leu

Pro

Asn

Leul

210
Val

Gln

Gln
115
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
185
Tyr
Phe

Lys

100
Asp

Leu
Arg
Lys
Asp
180
Lys
Ser

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Lider tPA optimizado

<400> 41

Trp
Pro
Glu
Asn
165
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
245
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Leu
Ala
Pro
150
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

230
Ser

Asn
Pro
135
Gln
Val
val
Pro
Thr
215
Val

Leu

Gly
120
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
200
Val
Met

Ser

105
Lys

Glu
Tyr
Leu
Trp
185
Val
Asp
His

Pro

Glu
Lys
Thr
Thr
170
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
250

Tyr
Thr
Leu
155
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

235
Lys

Lys
Ile
140
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

220
Leu

Cys
125
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
205
Trp

His

110
Lys

Lys
Ser
Lys
Gln
190
Gly

Gln

Asn

Val
Ala
Arg
Gly
175
Pro
Ser

Gln

His

Ser
Lys
Asp
160
FPhe
Glu
Phe

Gly

Tyr
2490

Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys Gly

1

5

10

15

Ala Val Phe Val Ser Leu Ser Gln Glu Ile His Ala Glu Leu Arg Arg
25

Phe Arg Arg

35

20

7

30
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REIVINDICACIONES

1. Un dominio extracelular de un polipéptido de activador transmembrana y modulador de calcio e interactor de
ligando de ciclofilina (TACI) que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial
de activacion de plasmindgeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un agente anti-CD-20 que comprende
un anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante ingenieria genética y dirigido contra el
antigeno CD20, para uso en la reduccién de los numeros de linfocitos B en un mamifero.

2. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un dominio extracelular de un polipéptido de activador transmembrana y
modulador de calcio e interactor de ligando de ciclofilina (TACI) que comprende una forma secretada de la SEC ID
N°: 23 que tiene la secuencia sefial de activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un
agente anti-CD 20 que comprende un anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante
ingenieria genética y dirigido contra el antigeno CD20, para uso en el alivio de un trastorno autoinmunitario regulado
por linfocitos B en un paciente.

3. Un polipéptido TACI que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de
activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un agente anti-CD-20 que comprende un
anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante ingenieria genética y dirigido contra el
antigeno CD20 para uso de acuerdo con la reivindicacion 2,

en donde el trastorno autoinmunitario se selecciona entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, artritis
reumatoide juvenil, lupus eritematoso sistémico (LES), nefritis por lupus (LN), enfermedad de Wegener, enfermedad
inflamatoria del intestino, puarpura trombocitopénica idiopatica (ITP), pdrpura trombocitopénica trombética (TTP),
trombocitopenia autoinmunitaria, esclerosis mdltiple, psoriasis, nefropatia por IgA, polineuropatias por IgM, miastenia
grave, vasculitis, diabetes mellitus, sindrome de Reynauld, sindrome de Sjorgen y glomerulonefritis.

4. Un polipéptido TACI que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de
activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un agente anti-CD-20 que comprende un
anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante ingenieria genética y dirigido contra el
antigeno CD20 para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en donde el trastorno autoinmunitario es lupus
eritematoso sistémico (LES).

5. Un polipéptido TACI que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de
activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un agente anti-CD-20 que comprende un
anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante ingenieria genética y dirigido contra el
antigeno CD20 para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2,

en donde el polipéptido TACI es para administracion a una dosificaciéon de 1 a 25 mg/kg y el agente anti-CD20 es
para administracion a una dosificacion de 1 a 25 mg/kg.

6. Un polipéptido TACI que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de
activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y un agente anti-CD-20 que comprende un
anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante ingenieria genética y dirigido contra el
antigeno CD20 para uso de acuerdo con la reivindicacion 5,

en donde el polipéptido TACI es para administracion a una dosificacion de aproximadamente 20 mg/kg y el agente
anti-CD20 es para administracion a una dosificacién de aproximadamente 20 mg/kg.

7. Un polipéptido TACI que comprende una forma secretada de la SEC ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de
activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada y el agente anti-CD-20 que comprende un
anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante ingenieria genética y dirigido contra el
antigeno CD20 para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2 junto con una terapia que usa un farmaco
inmunosupresor seleccionado entre el grupo que consiste en ciclofosfamida (CYC), azatioprina (AZA), ciclosporina A
(CSA), micofenolato mofetilo (MMF), farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), glucocorticoides, prednisona
y farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedades (DMARD).

8. Un articulo de fabricacion que comprende:

una cantidad terapéuticamente eficaz de un dominio extracelular de un polipéptido de activador transmembrana y
modulador de calcio e interactor de ligando de ciclofilina (TACI) que comprende una forma secretada de la SEC
ID N°: 23 que tiene la secuencia sefial de activacion de plasminégeno tisular modificada (SEC ID N°: 41) retirada,
y un agente anti-CD20 que comprende un anticuerpo monoclonal murino/humano quimérico modificado mediante
ingenieria genética y dirigido contra el antigeno CD20,

en donde dicha cantidad terapéuticamente eficaz da como resultado una reduccion sinérgica en el nimero de
linfocitos B de memoria;

y

una etiqueta, en donde la etiqueta indica que la composicion es para el tratamiento de un trastorno
autoinmunitario regulado por linfocitos B.
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