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ES 2 586 825 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos para OX-2/CD200 y usos de los mismos
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica las ventajas de la Solicitud Provisional de Estados Unidos n.° 60/758.426, presentada
el 12 de enero de 2006, 60/759.085, presentada el 12 de enero de 2006 y 60/801.991, presentada el 18 de mayo de
2006.

Campo técnico

La divulgacion se refiere a antagonistas de OX-2/CD200 (denominado CD200 en lo sucesivo en el presente
documento) y a métodos para reducir o eliminar células que sobreexpresan CD200 en sujetos con cancer o
enfermedad autoinmunitaria. Los métodos de terapia para el tratamiento de cancer proporcionan una combinacion
de dos mecanismos. De forma mas especifica, la presente divulgacion se refiere al tratamiento del cancer usando
una terapia que: (1) interfiere con la interaccién entre CD200 y su receptor para bloquear la supresiéon inmunitaria
estimulando de ese modo la erradicacion de las células cancerosas; y/o (2) elimina directamente las células
cancerosas ya sea mediante (a) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo o citotoxicidad mediada por
complemento o mediante (b) direcciéon de células usando una molécula de fusiéon que incluye una parte de direccion
a CD200. La divulgacion también se refiere a un método para tratar trastornos autoinmunitarios con una terapia que
aumenta la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo y/o citotoxicidad mediada por complemento de células
inmunitarias positivas para CD200.

Antecedentes

Diversos mecanismos desempefian un papel en la respuesta del organismo a una patologia, incluyendo el cancer.
Por ejemplo, los linfocitos T CD4" auxiliares desempefian un papel fundamental en una respuesta inmunitaria eficaz
frente a diversos trastornos malignos proporcionando factores estimulatorios a células efectoras. Se cree que los
linfocitos T citotdxicos son las células mas eficaces para eliminar las células cancerosas, y los linfocitos T auxiliares
ceban los linfocitos T citotdxicos mediante la secrecién de citoquinas Th1 tales como IL-2 e IFN-y. En diversos
trastornos malignos, se ha mostrado que los linfocitos T auxiliares tienen un fenotipo alterado en comparacién con
células encontradas en individuos sanos. Una de las caracteristicas importantes es la disminucién de la produccion
de la citoquina Th1 y un desplazamiento a la produccién de citoquinas Th2. (Véase, por ejemplo, Kiani, et al.,
Haematologica 88: 754-761 (2003); Maggio, et al., Ann Oncol 13 Supl 1:52-56 (2002); Ito, et al., Cancer 85: 2359-
2367 (1999); Podhorecka, ef al., Leuk Res 26: 657-660 (2002); Tatsumi, et al., J Exp Med 196:619-628 (2002);
Agarwal, et al., Immunol Invest 32: 17-30 (2003); Smyth, et al., Ann Surg Oncol 10: 455-462 (2003); Contasta, et al.,
Cancer Biother Radiopharm 18: 549-557 (2003); Lauerova, et al., Neoplasma 49: 159-166(2002)). Se ha demostrado
que la inversion de ese desplazamiento de citoquina a un perfil de Th1 aumenta los efectos antitumorales de los
linfocitos T. (Véase Winter, et al., Immunology 108: 409-419 (2003); Inagawa, et al., Anticancer Res 18: 3957-3964
(1998)).

Algunos mecanismos que subyacen a la capacidad de las células tumorales para conducir la expresion de citoquina
de linfocitos T auxiliares de Th1 a Th2 incluyen la secrecion de citoquinas tales como IL-10 o TGF-$ asi como la
expresion de moléculas de superficie que interactian con células del sistema inmunitario . CD200, una molécula
expresada en la superficie de células dendriticas que posee un alto grado de homologia con respecto a moléculas
de la familia genética de inmunoglobulina, se ha visto implicada en la supresion inmunitaria (Gorczynski et al.,
Transplantation 65: 1106-1114 (1998)). Por ejemplo, se ha mostrado que algunas células que expresan CD200
pueden inhibir la estimulacién de la produccién de citoquina Th1.

Aunque las células inmunitarias pueden ayudar a atacar y eliminar células cancerosas, en ciertos casos, tales como
en trastornos autoinmunitarios, alergias, y el rechazo de trasplante de tejido u érganos, el sistema inmunitario puede
ser la causa de enfermedad. En estos casos, para inhibir algunas reacciones inmunitarias dafinas, se pueden
administrar agentes inmunosupresores tales como corticoides y antagonistas de citoquinas a los pacientes. Sin
embargo, estos agentes inmunosupresores generales pueden provocar efectos secundarios no deseados que
incluyen toxicidad y reducciéon de la resistencia a la infeccion. Por lo tanto, se necesitan algunos métodos
alternativos, y quiza mas especificos para tratar la autoinmunidad.

Se ha demostrado que varias terapias moduladas del sistema inmunitario, incluyendo terapias con anticuerpo, son
satisfactorias en el tratamiento de ciertos canceres y trastornos autoinmunitarios. Sin embargo, existe una necesidad
clinica de terapias con anticuerpo adicionales para el tratamiento de tanto de cancer como de trastornos
autoinmunitarios. Ademas, existe una necesidad relacionada de anticuerpos monoclonales de ser humano/raton
humanizados otros monoclonales anticuerpos quiméricos. En estudios bien publicitados, algunos pacientes a los que
se les administraron anticuerpos monoclonales anti-TNF (factor de necrosis tumoral) de murino desarrollaron
respuestas a anticuerpo anti-murino con respecto al anticuerpo administrado. (Exley A. R., et al., Lancet 335: 1275-
1277 (1990)). Este tipo de respuesta inmunitaria al régimen de tratamiento, normalmente denominada respuesta a
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anticuerpo anti-raton humano (HAMA) (Mirick et al., Q J Nucl Med Mol Imaging 2004; 48: 251-7), disminuye la
eficacia del tratamiento e incluso puede hacer que el tratamiento sea completamente ineficaz. Se ha mostrado que
algunos anticuerpos monoclonales del ser humano/ratdn humanizados o quiméricos disminuyen de forma
significativa la respuesta a HAMA y aumentan la eficacia terapéutica de tratamientos con anticuerpo. Véase, por
ejemplo, LoBuglio ef al., P.N.A.S. 86: 4220-4224 (junio de 1989). Ademas, algunos anticuerpos en los que algunas
funcionalidad es en particular se ven aumentadas reducidas pueden encontrar aplicaciones Uutiles en el entorno
clinico.

Kretz-Rommel et al., (Journal of Immunotherapy, noviembre de 2004, Volumen 27, edicion 6 - pagina S46) desvela
que CD200 esta sobreexpresado en un subconjunto de leucemias linfociticas cronicas y desempefia un papel en la
regulacion negativa de la respuesta inmunitaria de TH1.

El documento US 2005/129690 A1 desvela un método para tratar cancer usando una terapia que: 1) interfiere con la
interaccion entre CD200 y su receptor para bloquear la supresidon inmunitaria estimulando de ese modo la
erradicacion de las células cancerosas; y 2) elimina directamente las células cancerosas ya sea mediante a)
citotoxicidad celular mediada por complemento o dependiente de anticuerpo o b) mediante la direccion de células
usando una molécula de fusién que incluye una parte de direccion a CD200.

El documento US 2002/168364 A1 desvela que la administracion de anticuerpos a CD200 inhibia la supervivencia
del injerto observada por lo general después de la inmunizaciéon venosa portal previo al trasplante. También se
desvela que CD200 es responsable de la estimulacion de metastasis tumorales y la inhibicion de CD200 reduce el
crecimiento de células tumorales.

Sumario

La presente divulgacion se refiere a agentes y métodos para modular la funciéon de CD200. Algunos agentes que
modulan la funciéon de CD200 incluyen agente se modula en la actividad y/o expresion de CD200 y/o su receptor
(CD200R).

De acuerdo con la presente invencion se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD200, en la que el anticuerpo anti-
CD200:

(i) inhibe la interaccion entre CD200 y CD200R; y
(ii) comprende una regién constante Fc variante que:

(a) es una region constante Fc variante en la que las regiones CH1 y bisagra derivan de la IgG2 humana y las
regiones CH2 y CH3 derivan de la IgG4 humana;

(b) comprende una o ambas de: (A) una sustitucién de fenilalanina por alanina en la posicion 234 y (B) una
sustitucién de leucina por alanina en la posicién 235 de acuerdo con el indice EU,;

(c) comprende una mutacion K322A en el dominio CH2 de acuerdo con el indice EU;

o]

(d) carece de una region bisagra.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un anticuerpo anti-CD200 para su uso en el
tratamiento de cancer, en el que el anticuerpo anti-CD200:

(i) inhibe la interaccion entre CD200 y CD200R; y
(ii) comprende una regién constante Fc variante que:

(a) es una region constante Fc variante en la que las regiones CH1 y bisagra derivan de la IgG2 humana y las
regiones CH2 y CH3 derivan de la IgG4 humana;

(b) comprende una o ambas de: (A) una sustitucién de fenilalanina por alanina en la posicion 234 y (B) una
sustitucién de leucina por alanina en la posicién 235 de acuerdo con el indice EU,;

(c) comprende una mutacion K322A en el dominio CH2 de acuerdo con el indice EU;

o

(d) carece de una region bisagra.

Los anticuerpos, como se denominan en el presente documento, incluyen fragmentos de unién a antigeno, Fab, Fv,
scFv, Fab' y F(ab'),, anticuerpos monoclonales y policlonales, anticuerpos modificados por ingenieria (incluyendo
anticuerpos quiméricos, de una sola cadena, injertados con CDR, humanizados, totalmente humanos, y anticuerpos
seleccionados de manera artificial), y anticuerpos sintéticos o semisintéticos.

En ciertos aspectos, la presente divulgacion se refiere a anticuerpos anti-CD200 quiméricos, humanizados, humanos

y desinmunizados y fragmentos de unién a antigeno de los mismos. En el presente documento se describe un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al
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menos un 90 % a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID NOS: 7, 9, 11, y 20, o fragmentos
de las mismas. Se incluye un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica o similar en
aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una secuencia de
aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 7, 9, 11, y 20, o fragmentos de las mismas (que incluyen, pero no
se limitan a, fragmentos que corresponden a las secuencias sin las secuencias lider). El anticuerpo mencionado
puede comprender adicionalmente una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
o similar en al menos aproximadamente 90 % a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID
NOS: 24, 26, 28, y 32, o fragmentos de las mismas. De forma analoga, la secuencia de aminoacidos mencionada
anteriormente puede ser idéntica o similar en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una secuencia de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 24, 26, 28, y 32,
incluyendo fragmentos de las mismas (que incluyen, pero no se limitan a, fragmentos que corresponden a las
secuencias sin las secuencias lider).

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 y también comprende una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la SEQ ID NO: 24. También estan incluidos
anticuerpos anti-CD200 que comprenden secuencias de aminoacidos que son idénticas o similares en
aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100% a una o mas
secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEQ ID NOS:7 y 24 o fragmentos de las mismas. Los
fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a las secuencias que se establecen en las
SEQ ID NOS: 7 y 24 sin las secuencias lider. Por consiguiente, en el presente documento se describe un anticuerpo
anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 6 (incluyendo fragmentos
de las mismas y complementos de las mismas) y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada
por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos
de la SEQ ID NO: 23 (incluyendo fragmentos de las mismas y complementos de las mismas). También estd incluido
un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido
acidos nucleicos que es homologa o similar en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos
nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 6, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de la misma, y
que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que
es homodloga o similar en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada
en la SEQ ID NO: 23, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de las mismas. En el presente
documento también se describen anticuerpos anti-CD200 que comprenden una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homadloga o similar en aproximadamente un 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una secuencia de acidos nucleicos
proporcionada en las SEQ ID NOS: 6 o 23, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de la misma.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al
menos aproximadamente un 90 % a la SEQ ID NO: 26. En el presente documento también se describen anticuerpos
anti-CD200 que comprenden secuencias de aminoacidos que son idénticas o similares en aproximadamente un
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una o mas secuencias de aminoacidos
proporcionadas en las SEQ ID NOS: 9 y 26 o fragmentos de las mismas. Los fragmentos incluyen, pero no se limitan
a, secuencias que corresponden a las secuencias que se establecen en las SEQ ID NOS: 9 y 26 sin las secuencias
lider. Por consiguiente, en el presente documento se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas
con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 8 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la
misma) y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos
que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 25 (incluyendo
fragmentos de la misma y complementos de la misma). También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homologa
o similar en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID
NO: 8, que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma, y que también comprende una secuencia
de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga o similar en al menos
aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 25, que incluye
fragmentos de la misma y complementos de la misma. En el presente documento también se describen anticuerpos
anti-CD200 que comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos
que es homologa o similar en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, o 100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 8 o 25, que incluye
fragmentos de las mismas y complementos de las mismas.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de

aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 11 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
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90 % a la SEQ ID NO: 26. También estan incluidos anticuerpos anti-CD200 que comprenden secuencias de
aminoacidos que son idénticas o similares en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o0 100 % a una o mas secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEQ ID NOS: 11y 26 o
fragmentos de las mismas. Los fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a las
secuencias que se establecen en las SEQ ID NOS: 11 y 26 sin las secuencias lider. Por consiguiente, en el presente
documento se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la
SEQ ID NO: 10 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la misma) y que también comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas
con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 25 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de
la misma). También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga o similar en al menos aproximadamente
un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 10, que incluye fragmentos de las
mismas y complementos de la misma, y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de acido acidos nucleicos que es homadloga o similar en al menos aproximadamente un 80 % a una
secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 25, que incluye fragmentos de las mismas y
complementos de la misma. En el presente documento también se describen anticuerpos anti-CD200 que
comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es
homdloga o similar en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o 100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 10 o 25, que incluye
fragmentos de las mismas y complementos de las mismas.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 11 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
90 % a la SEQ ID NO: 28. También estan incluidos anticuerpos anti-CD200 que comprenden secuencias de
aminoacidos que son idénticas o similares en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o0 100 % a una o mas secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEQ ID NOS: 11y 28 o
fragmentos de las mismas. Los fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a las
secuencias que se establecen en las SEQ ID NOS: 11 y 28 sin las secuencias lider. Por consiguiente, en el presente
documento se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la
SEQ ID NO: 10 (incluyendo fragmentos de las mismas y complementos de las mismas) y que también comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones
rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 27 (incluyendo fragmentos de la misma y
complementos de la misma). También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homodloga o similar en al menos
aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 10, que incluye
fragmentos de la misma y complementos de la misma, y que también comprende una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga o similar en al menos aproximadamente
un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 27, que incluye fragmentos de la
misma y complementos de la misma. En el presente documento también se describen anticuerpos anti-CD200 que
comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es
homodloga o similar en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o 100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 10 o 27, que incluye
fragmentos de las mismas y complementos de las mismas.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 20 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
90 % a la SEQ ID NO: 32. También estan incluidos anticuerpos anti-CD200 que comprenden secuencias de
aminoacidos que son idénticas o similares en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una o mas secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEQ ID NOS: 20y 32 o
fragmentos de las mismas. Los fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a las
secuencias que se establecen en las SEQ ID NOS: 20 y 32 sin las secuencias lider. Por consiguiente, en el presente
documento se describe un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la
SEQ ID NO: 19 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la misma) y que también comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas
con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 31 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de
la misma). También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga o similar en al menos aproximadamente
un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 19, que incluye fragmentos de la
misma y complementos de la misma, y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga o similar en al menos aproximadamente un 80 % a una
secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 31, que incluye fragmentos de la misma y
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complementos de la misma. Por lo tanto, estan incluidos anticuerpos anti-CD200 que comprenden una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homodloga o similar en
aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una
secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 19 o 31, que incluye fragmentos de las mismas y
complementos de las mismas.

Los anticuerpos anti-CD200 de acuerdo con la presente invencion incluyen anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno con funcion(s) alterada o no efectora. Estan incluidos anticuerpos que comprenden una regiéon constante o
Fc alterada con disminucion de las funciones efectoras. En el presente documento también se describen anticuerpos
con funciones alteradas o no efectoras debido a un aumento o disminucién de la afinidad de unién, que pueden
surgir de cambios en las regiones variables. Algunas funciones efectoras alteradas incluyen, por ejemplo, un
aumento o disminucion de la capacidad para unirse a una o mas células receptoras de Fc (FcR) o efectoras,
aumento o disminucion de la citotoxicidad dependiente de antigeno (ADCC), y/o aumento o disminucion de la
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). Algunos anticuerpos variantes incluyen, pero no se limitan a,
anticuerpos en los que la region constante o regién Fc contiene una o mas inserciones, deleciones, y/o sustituciones
de aminoacidos. La presente invencién proporciona anticuerpos variantes que comprenden una region constante en
la que las regiones CH1 y bisagra derivan de la IgG2 humana y las regiones CH2 y CH3 derivan de la IgG4 humana.
En el presente documento también se describen anticuerpos en los que la region constante o Fc presenta alteracion
de la glicosilacion. Los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno mencionados anteriormente (incluyendo
anticuerpos de una sola cadena) pueden ser de murino, quiméricos, humanizados, totalmente humanos, o
desinmunizados; estan incluidos anticuerpos que comprenden armazones de IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1,
IgA2, IgA, IgD, o IgE. Ademas, los anticuerpos mencionados, incluyendo fragmentos y variantes de los mismos,
pueden ser anticuerpos de bloqueo o de no bloqueo o fragmentos de los mismos.

La presente invencién proporciona anticuerpos anti-CD200 que presentan disminucién de la funcion efectora o
ninguna. Los anticuerpos con disminucion de la funcién efectuara o ninguna pueden comprender una regiéon Fc o
constante variante o alterada, tal como, por ejemplo, una regioén constante con una o mas sustituciones, inserciones
y/o deleciones de aminoacidos, o una regién constante con uno o mas cambios en la glicosilacion. Una region
constante variante incluye, por ejemplo, una regién en la que uno o mas aminoacidos estan sustituidos con alanina,
tal como en la mutacion de Ala-Ala descrita en el presente documento, o en la que uno o mas grupos de
carbohidrato se cambia, afiade, o retira. Una alteracion en el numero y/o posicion de los grupos carbohidrato se
puede conseguir produciendo el anticuerpo mencionado en tipos de células en particular para las que algunas
modificaciones después de la traduccién se podrian reducir, estar ausentes o aumentar. En una realizacion, la
funcién efectora de algunos anticuerpos anti-CD200 se elimina cambiando la regién constante de IgG1 por un
dominio de fusiéon de 1gG2/4. Se pueden concebir otras formas para eliminar la funcion efectora tales como, por
ejemplo, mutacion de los sitios conocidos porque interactian con una FcR o insercion de un Péptido en la region
bisagra, eliminando de ese modo sitios fundamentales requeridos para una interaccion de FcR.

En el presente documento se describen anticuerpos anti-CD200 con alteracion de las funciones efectora son
ninguna funcion efectora que comprenden anticuerpos anti-CD200 con una o mas sustituciones, inserciones y/o
deleciones de aminoacidos. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD200 variante de este tipo presenta
reduccion de la funcion efectora o ninguna. La region constante variante (de dicho anticuerpo variante) puede poseer
una homologia de al menos aproximadamente un 70 % con la regién constante o Fc de la secuencia nativa y/o con
una region constante o Fc del anticuerpo precursor o fragmento del mismo; la region constante o Fc variante
también puede poseer una homologia o similitud de al menos aproximadamente un 80 % con la misma; o una
homologia o similitud de al menos aproximadamente un 90 % con la misma o una homologia o similitud de al menos
aproximadamente un 95 % con la misma. Un anticuerpo variante puede comprender una construccion de G2/G4.
Por consiguiente, en el presente documento se describe una region constante o Fc de un anticuerpo anti-CD200 con
reduccioén de la funcién efectora o ninguna, en la que dicha region constante comprende una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 13, 15, 18,
22, y fragmentos de las mismas. También se describen regiones constantes variantes de un anticuerpo anti-CD200
en las que un anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica o similar en al menos
aproximadamente 90 % a una secuencia de aminodacidos seleccionada entre las SEQ ID NOS: 13, 15, 18, 22, y
fragmentos de las mismas. También se describen anticuerpos que comprenden a una secuencia de aminoacidos
que es idéntica o similar en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 099 % a
una secuencia de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 13, 15, 18, 22, y fragmentos de las mismas. Los
fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias sin las secuencias lider. Ademas, se describe una region
constante de un anticuerpo anti-CD200 con reduccion de la funciéon efectora o ninguna y que comprende la
construccion de G2/G4 que esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos seleccionada entre el grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 12, 14, 16, 17, y 21, o fragmentos de las mismas y complementos de las mismas. En
el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 con reducciéon de la funciéon efectora o
ninguna que esta codificado por un acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos que es
homalogo o similar en al menos aproximadamente 80 % a una secuencia seleccionada entre las SEQ ID NOS: 12,
14, 16, 17, y 21, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de las mismas. En el presente documento
también se describe un anticuerpo anti-CD200 variante codificado por una secuencia de acidos nucleicos que
comprende una secuencia que es homadloga o similar en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
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94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % a una secuencia de acidos nucleicos seleccionada entre el grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 12, 14, 16, 17, y 21, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de las
mismas. El acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-CD200 variante puede comprender una secuencia de
acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de acidos nucleicos seleccionada entre
el grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 12, 14, 16, 17, y 21, que incluye fragmentos de las mismas y
complementos de las mismas. Estan incluidos fragmentos de unién antigeno y anticuerpos tanto de bloqueo como
de no bloqueo o fragmentos de los mismos.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 13 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
90 % a la SEQ ID NO: 28. También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una o mas secuencias
de aminoacidos que son idénticas en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o un 100 % a una secuencia de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 13 y 28 o fragmentos de las
mismas. Los fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a las secuencias que se
establecen en las SEQ ID NOS: 13 y 28 sin las secuencias lider. Por consiguiente, se describe un anticuerpo anti-
CD200 variante que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos
que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 12 (incluyendo
fragmentos de la misma y complementos de la misma) y que también comprende una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de
acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 27 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la misma). También
esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia
de acido acidos nucleicos que es homdloga en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos
nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 12, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de la misma,
y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos
que es homologa en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la
SEQ ID NO: 27, que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma. Por lo tanto, estan incluidos
anticuerpos anti-CD200 que comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido
acidos nucleicos que es homologa en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o un 100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 12 o 27,
que incluye fragmentos de las mismas y complementos de la misma.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 15 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
90 % a la SEQ ID NO: 24. También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o un 100 % a una o mas secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEQ ID NOS: 15y 24 o
fragmentos de las mismas. Los fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a la
secuencias que se establecen en las SEQ ID NOS: 15 y 24 sin las secuencias lider (por ejemplo, el fragmento de la
SEQ ID NO: 15 que comienza en el aminoacido 20 o 21). Por consiguiente, se describe un anticuerpo anti-CD200
variante que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 14 (incluyendo fragmentos
de la misma y complementos de la misma) y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por
una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de
la SEQ ID NO: 23 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la misma). También esta incluido un
anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos
nucleicos que es homologa en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos
proporcionada en la SEQ ID NO: 14, que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma, y que
también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es
homologa en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID
NO: 23, que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma. Por lo tanto, estan incluidos anticuerpos
anti-CD200 que comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos
que es homodloga en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o un 100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 14 o 23, que incluye
fragmentos de las mismas y complementos de las mismas.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 13 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos un 90 % a la SEQ ID
NO: 28. También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una o mas secuencias de aminoacidos que
son idénticas en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o un 100 % a
una secuencia de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 13 y 28 o fragmentos de las mismas. Los
fragmentos incluyen, pero no se limitan a, secuencias que corresponden a las secuencias que se establecen en las
SEQ ID NOS: 13 y 28 sin las secuencias lider. Por consiguiente, se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en
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condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 16 (incluyendo fragmentos de la
misma y complementos de la misma) y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la
SEQ ID NO: 27 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la misma). También esta incluido un
anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos
nucleicos que es homoéloga en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos
proporcionada en la SEQ ID NO: 16, que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma, y que
también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es
homologa en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID
NO: 27, que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma. Por lo tanto, estan incluidos anticuerpos
anti-CD200 que comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos
que es homodloga en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o un 100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 16 o 27, que incluye
fragmentos de las mismas y complementos de las mismas.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 18 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
90 % a la SEQ ID NO: 30. También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o un 100 % a una secuencia de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 18 y 30 o fragmentos de las
mismas. Por consiguiente, se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 17 (incluyendo fragmentos de la misma y complementos de la
misma) y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos
que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 29 (incluyendo
fragmentos de las mismas y complementos de las mismas). También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es homéloga en al
menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 17, que
incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma, y que también comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homologa en al menos un 80 % con
una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 29, que incluye fragmentos de la misma y
complementos de la misma. Por lo tanto, estan incluidos anticuerpos anti-CD200 que comprenden una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga en aproximadamente un
80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o un 100 % a una secuencia de acidos
nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 17 o 29, que incluye fragmentos de las mismas y complementos de las
mismas.

En el presente documento también se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un 90 % a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 22 y que también comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos aproximadamente un
90 % a la SEQ ID NO. 34: También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o un 100 % a una secuencia de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NOS: 22 y 34 o fragmentos de las
mismas. Por consiguiente, se describe un anticuerpo anti-CD200 variante que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 21 (incluyendo fragmentos de las mismas y complementos de las
mismas) y que también comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acidos nucleicos
que se hibrida en condiciones rigurosas con la secuencia de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 33 (incluyendo
fragmentos de la misma y complementos de la misma). También esta incluido un anticuerpo anti-CD200 que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homologa
en al menos aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 21,
que incluye fragmentos de la misma y complementos de la misma, y que también comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es homdloga en al menos
aproximadamente un 80 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en la SEQ ID NO: 33, que incluye
fragmentos de la misma y complementos de la misma. Por lo tanto, estan incluidos anticuerpos anti-CD200 que
comprenden una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido acidos nucleicos que es
homdloga en aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o un
100 % a una secuencia de acidos nucleicos proporcionada en las SEQ ID NOS: 21 y 33, que incluye fragmentos de
las mismas y complementos de las mismas.

Algunos anticuerpos anti-CD200 con alteracion de la funcion efectora también pueden presentar un aumento de la
funcién efectora. Algunos aumentos de funciones efectoras incluyen, pero no se limitan a, aumento de la unién a uno
0 mas receptores de Fc, aumento de la capacidad para provocar ADCC, y/o aumento de la capacidad para provocar
CDC. Algunos anticuerpos anti-CD200 con aumento de la funcién efectora también pueden comprender una region
Fc o constante variante como se describe en el presente documento. Los anticuerpos anti-CD200 mencionados
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anteriormente con alteracion de las funciones afectadas pueden ser adicionalmente anticuerpos de bloqueo o de no
bloqueo. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD200 con aumento de la funcién efectora se puede unir a CD200 pero
puede no bloquear la interaccién de CD200:CD200R. Un anticuerpo de este tipo puede ser util cuando se dirige una
funcién efectora (por ejemplo, ADCC o CDC) a una célula que expresa CD200. Como se ha mencionado
anteriormente, los anticuerpos que se describen en el presente documento, incluyendo los anticuerpos anti-CD200
mencionados anteriormente con alteracion de la funcion(s) efectora, incluyen anticuerpos de murino, quiméricos,
humanizados, totalmente humanos y desinmunizados, todos en sus formas de bloqueo y de no bloqueo, y
fragmentos de las mismas.

También se describen métodos y composiciones para modular o reducir células positivas para CD200. Las células
positivas para CD200 se pueden modular o reducir mediante la administracion a un sujeto de un antagonista de
CD200.

Las células positivas para CD200 estan relacionadas con ciertos tipos de canceres y ciertas enfermedades
autoinmunitarias. Por consiguiente, las células positivas para CD200 incluyen, pero no se limitan a, células
inmunitarias (tales como, por ejemplo, linfocitos B y linfocitos T) y células cancerosas (tales como, por ejemplo,
células cancerosas de canceres de células de ovario, piel, pulmén, renal, mama, préstata, neuroblastoma, linfoma,
mieloma, leucemia, tiroides y plasmaticas ). También estan incluidas células cancerosas de cualquier tejido u érgano
derivado de células de la cresta neuronal. Por lo tanto con el sujeto con necesidad de un método para modular o
reducir células positivas para CD200 puede ser un paciente con cancer o enfermedad autoinmunitaria, o un paciente
que ha recibido o que se espera que reciba un trasplante de érgano.

En el presente documento se describen métodos y composiciones para tratar enfermedades autoinmunitarias. Las
enfermedades autoinmunitarias que se pueden tratar con los métodos y composiciones proporcionados en el
presente documento incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino
(incluyendo colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), lupus sistémico eritematoso, esclerosis multiple, tiroiditis de
Hashimoto, anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes del tipo I, dermatomiositis, sindrome de Sjogren,
lupus eritematoso, miastenia gravis, sindrome de Reiter, enfermedad de Grave, psoriasis, y enfermedades
hemoliticas autoinmunitarias. En algunas realizaciones, a un paciente con una enfermedad autoinmunitaria se le
proporciona un antagonista para CD200, y en ciertas realizaciones, el antagonista es un anticuerpo anti-CD200. El
anticuerpo anti-CD200 puede comprender una region constante variante como se describe en el presente
documento. Por consiguiente, el anticuerpo anti-CD200 puede presentar alteracion de la funcion(s) efectora, tal
como, por ejemplo, aumento de la funcion(s) efectora. El anticuerpo mencionado puede presentar, por ejemplo,
aumento de la unién a uno o mas receptores de Fc. Ademas, el anticuerpo mencionado puede provocar un aumento
de ADCC y/o CDC. El anticuerpo mencionado puede ser adicionalmente cualquiera de un anticuerpo de bloqueo o
de no bloqueo o un fragmento del mismo y puede ser cualquiera de un anticuerpo murino, quimérico, humanizado,
totalmente humano o desinmunizado un fragmento del mismo.

Los canceres para los que se pueden usar los métodos desvelados incluyen, pero no se limitan a, melanoma, cancer
de ovario, cancer renal, neuroblastoma, cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de prostata, linfoma, mieloma,
leucemia, y cancer de células plasmaticas. También estan incluidos algunos canceres derivados de células de la
cresta neuronal y cualquier cancer que exprese CD200. En determinadas realizaciones, la presente divulgacion
proporciona un método para tratar trastornos malignos hematoldgicos, tales como, por ejemplo, leucemias,
incluyendo, leucemia linfocitica cronica.

En el presente documento se describe una terapia para cancer de acuerdo con la presente divulgacion que
comprende (1) administrar un anticuerpo anti-CD200 o antagonista que interfiera con la interaccion entre CD200 and
su receptor para bloquear la supresion inmunitaria, estimulando de ese modo la erradicacion de las células
cancerosas; y/o (2) administrar una molécula de fusiéon que incluye una parte de direccion a CD-200 para eliminar
directamente las células cancerosas. Como alternativa, el anticuerpo elimina directamente las células cancerosas a
través de citotoxicidad celular mediada por complemento y/o dependiente de anticuerpo. La funcion efectora del
anticuerpo anti-CD200 se puede alterar. De acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo anti-CD200 puede
contener una region constante variante o alterada para la que la funcion efectora se disminuye o se elimina; un
anticuerpo de este tipo puede ser util para los métodos que se han descrito anteriormente en (1) y (2), por ejemplo.

En el presente documento se describen moléculas de fusion en las que un anticuerpo anti-CD200 o fragmento de
union antigeno se une a una segunda molécula. La molécula de fusién mencionada puede comprender, por ejemplo,
una molécula pequefia, polipéptido, peptidomimético, polipéptido heterociclico, un agente quimioterapéutico, un
agente inmunomodulador, un resto de direccion, o una construcciéon de acido nucleico (por ejemplo, construccion
antisentido, ARNi, o de direccion genética). La divulgacion también incluye fragmentos de unién de antigeno a
CD200 en la que el fragmento se fusiona o de otro modo se une a un polipéptido, dominio de proteina, proteina en
suero, albumina, PEG (polietilenglicol), o cualquier otra molécula que aumentara la semivida del fragmento
mencionado in vivo. Los fragmentos de union antigeno mencionados incluyen Fab, Fv, fragmentos de una sola
cadena o scFv, Fab', y F(ab'),, por ejemplo.
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En el presente documento también se describen métodos que usan anticuerpos anti-CD200 para determinar el
estado de expresion de CD200 de una muestra de célula o tejido obtenida de un paciente. Algunos métodos de este
tipo incluyen, pero no se limitan a, tincion inmunohistoquimica de muestras de tejido y analisis de citometria de flujo
de células tefidas con CD200 de un paciente. El paciente puede ser un paciente con cancer, por ejemplo.

De acuerdo con los métodos y composiciones descritos en el presente documento, la divulgacion también se refiere
a métodos para tratar a un paciente de trasplante o aloinjerto. Un anticuerpo anti-CD200 u otro antagonista de
CD200 de la presente divulgacion se pueden administrar a un paciente antes de un procedimiento de trasplante o
aloinjerto o después del procedimiento para disminuir o eliminar células inmunitarias positivas para CD200 que
podrian reducir la aceptacion del paciente del 6rgano o tejido trasplantado. Un anticuerpo anti-CD200 con aumento
de la funcion efectora se puede proporcionar a un paciente de trasplante.

En el presente documento se describen métodos para terapias de combinacién que comprenden terapia anti-CD200.
Por ejemplo, a un paciente que recibe una primera terapia que comprende un antagonista de CD200 (por ejemplo,
un anticuerpo anti-CD200 descrito en el presente documento) también se puede proporcionar una segunda terapia.
El antagonista de CD200 se puede proporcionar de forma simultanea con la segunda terapia. Como alternativa, el
antagonista de CD200 se puede proporcionar antes o después de la segunda terapia. Algunas segundas terapias
incluyen, pero no se limitan a, agentes quimioterapéuticos, radioterapia, vacunas, antibiéticos, agentes antivirales y
terapias inmunomoduladoras.

En el presente documento también se describen métodos para controlar la evolucién de un tratamiento terapéutico.
El método implica la administracion de una terapia (por ejemplo, una terapia inmunomoduladora, una terapia
quimioterapéutica, etc.) y determinar los niveles de CD200 en un sujeto, al menos dos veces, para determinar la
eficacia de la terapia. Otros métodos para determinar la eficacia de una terapia incluyen, pero no se limitan a,
deteccion de células cancerosas, recuento linfocitario total, tamario del bazo, higado, y/o ganglios linfaticos, niumero
de linfocitos T reguladores, perfiles de citoquina intracelular o en suero, o secrecién de citoquinas por linfocitos T o B
tal como se mide con ELISPOT - un sistema de ensayo que permite la deteccidon de citoquinas u otras moléculas
secretadas en una base por célula.

De acuerdo con las composiciones y métodos establecidos en el presente documento también se describe cualquier
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-CD200. Estan incluidos anticuerpos anti-CD200
quiméricos, humanizados, humanos y desinmunizados y fragmentos de unién al antigeno, incluyendo anticuerpos de
una sola cadena. También estan incluidos anticuerpos anti-CD200 variantes de murino, quiméricos, humanizados,
humanos y desinmunizados y fragmentos de unién a antigeno con alteracién de la funcion(s) efectora como se
describe en el presente documento. Los anticuerpos y anticuerpos variantes mencionados anteriormente pueden ser
cualquiera de anticuerpos de bloqueo o de no bloqueo o fragmentos de unién a antigeno.

Los pacientes para los que es util una terapia anti-CD200, o los pacientes que esperan recibir una terapia que
comprende una terapia con antagonista de CD200 (incluyendo, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD200), se pueden
identificar sistematicamente para ciertos tratamientos y procedimientos recibidos previamente o para el estado
médico actual. Por ejemplo, se puede hacer una identificacion sistematica previa de las pacientes hembra para
embarazo y acuerdo de anticoncepcion, dado que CD200 desempefia un papel importante en la proteccion frente al
aborto. Por consiguiente, los pacientes que reciben una terapia de este tipo pueden estar de acuerdo con la practica
de uno o mas métodos anticonceptivos. El paciente mencionado puede estar de acuerdo en el uso de uno o mas
métodos anticonceptivos durante un periodo de tiempo designado para comenzar la terapia mencionada y/o para la
duracién de la terapia mencionada. Las pacientes hembra pueden recibir consejo en referencia a los riesgos con
respecto a la exposicion del feto o a una terapia anti-CD200 de este tipo. Se puede esperar que tales pacientes
firmen formularios de consentimiento informado antes de un tratamiento de este tipo. Los médicos que aconsejan a
los pacientes con respecto a una terapia anti-CD200 pueden requerir que tales pacientes usen dispositivos o
formulaciones anticonceptivos antes de la administracion de la terapia con anti-CD200 (véase, por ejemplo, el
documento de patente US 6.908.432 y patentes relacionadas). Se puede hacer una identificacion sistematica de los
pacientes para identificar pacientes que han recibido previamente cirugia cerebral y/o radioterapia en el cerebro; la
terapia anti-CD200 no se podria prescribir a pacientes de este tipo.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para el cebador C7mhHF (SEQ ID NO: 1) usado en la
generacion de la construccion de G2/G4.

La Figura 2 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para el cebador Rev Age Pri (SEQ ID NO: 2) usado en la
generacion de la construccion de G2/G4.

La Figura 3 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para el cebador C2aB7 rev (SEQ ID NO: 3) usado en la
generacion de la construccion de G2/G4.

La Figura 4 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para el cebador lacpri (SEQ ID NO: 4) usado en la
generacion de la construccion de G2/G4.

La Figura 5 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para LeadVHpAX (SEQ ID NO: 5).
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Las Figuras 6A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleotidos para las cadenas pesada
y ligera del anticuerpo chC2aB7-hG1 (SEQ ID NOS: 6, 7, 23, 24, 37, y 38). La Figura 6C muestra la SEQ ID NO: 37
(secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 7 (secuencia de aminoacidos). La SEQ ID NO: 7 como se muestra
en el esquema es contigua pero se representa con una secuencia de nucleotidos correspondiente que incluye
intrones. La Figura 6F muestra la SEQ ID NO: 38 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 24 (secuencia de
aminoacidos).

Las Figuras 7A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos para las cadenas pesada
y ligera del anticuerpo hB7V4V1-hG1(SEQ ID NOS: 8, 9, 25, 26, 39, y 40). La Figura 7C muestra la SEQ ID NO: 39
(secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 9 (secuencia de aminoacidos). La Figura 7F muestra la SEQ ID
NO: 40 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 26 (secuencia de aminoacidos).

Las Figuras 8A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos para las cadenas pesada
y ligera del anticuerpo hB7V3V1-hG1 (SEQ ID NOS: 10, 11, 25, 26, 40, y 41). La Figura 8C muestra la SEQ ID
NO: 41 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 11 (secuencia de aminoacidos). La Figura 8F muestra la
SEQ ID NO: 41 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 26 (secuencia de aminoacidos).

Las Figuras 9A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos para las cadenas pesada
y ligera del anticuerpo hB7V3V2-hG1 (SEQ ID NOS: 10, 11, 27, 28, 41, y 42). La Figura 9C muestra la SEQ ID
NO: 41 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 11 (secuencia de aminoacidos). La Figura 9F muestra la
SEQ ID NO: 42 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 28 (secuencia de aminoacidos).

Las Figuras 10A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleotidos para las cadenas
pesada vy ligera del anticuerpo hB7V3V2-hG2G4 (SEQ ID NOS: 12, 13, 27, 28, 42, y 43). La Figura 10C muestra la
SEQ ID NO: 43 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 13 (secuencia de aminoacidos). La SEQ ID NO: 13
como se muestra en el esquema es contigua pero se representa con una secuencia de nucleétidos correspondiente
que incluye intrones. La Figura 10F muestra la SEQ ID NO: 42 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 28
(secuencia de aminoacidos).

Las Figuras 11A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleotidos para las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo chC2aB7-hG2G4 (SEQ ID NOS: 14, 15, 23, 24, 44, 45, 46, y 47). La Figura 11C
muestra la SEQ ID NO: 44 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 45 (secuencia de aminoacidos). La
SEQ ID NO: 45 corresponde a los aminoacidos 1-337 de la SEQ ID NO: 15. Como se muestra en el esquema, la
SEQ ID NO: 45 es contigua pero se representa con una secuencia de nucleétidos correspondiente que incluye
intrones. La Figura 11F muestra la SEQ ID NO: 46 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 47 (secuencia
de aminoacidos).

Las Figuras 12A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos para las cadenas
pesada vy ligera del anticuerpo hB7V3V2-cG2G4 (SEQ ID NOS: 13, 16, 27, 28, 48, y 49). La Figura 12C muestra la
SEQ ID NO: 48 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 13 (secuencia de aminoacidos). La Figura 12F
muestra la SEQ ID NO: 49 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 28 (secuencia de aminoacidos).

Las Figuras 13A-D representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucledtidos para las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo chC7-hG2G4 (SEQ ID NOS: 17, 18, 29, y 30).

Las Figuras 14A-F representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos para las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo D1B5-hG1 (SEQ ID NOS: 19, 20, 31, 32, 50, y 51). La Figura 14C muestra la SEQ ID
NO: 50 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 20 (secuencia de aminodacidos). La SEQ ID NO: 20 como
se muestra en el esquema es contigua pero se representa con una secuencia de nucleotidos correspondiente que
incluye intrones. La Figura 14F muestra la SEQ ID NO: 51 (secuencia de acidos nucleicos) y la SEQ ID NO: 32
(secuencia de aminoacidos).

Las Figuras 15A-D representan las secuencias de aminoacidos y secuencias de nucledtidos para las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo G2G4 63L1D (SEQ ID NOS: 21, 22, 33, y 34).

La Figura 16 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para el cebador directo para clonacion de ADNc de
CD200 (SEQ ID NO: 35).

La Figura 17 proporciona la secuencia de acidos nucleicos para el cebador inverso para clonacion de ADNc de
CD200 (SEQ ID NO: 36).

La Figura 18 muestra los efectos de la administracion de anticuerpos CD200 humanizados en el modelo RAJI-
CD200/PBL. Los anticuerpos anti-CD200 humanizados dieron como resultado una inhibicién del crecimiento tumoral.
La Figura 19 demuestran los efectos de la administracion de anticuerpos CD200 humanizados con y sin funcion
efectora en el modelo animal Namalwa_CD200. Los anticuerpos sin funcién efectora presentaban eficacia en la
inhibicién del crecimiento tumoral.

La Figura 20 es una tabla que muestra el nivel de expresion de CD200 en muestras de pacientes con leucemia
linfocitica crénica (CLL) en comparacion con muestras normales.

La Figura 21 representa los niveles relativos de expresion de CD200 detectados en lineas de células cancerosas.

La Figura 22 muestra el nivel de expresion de antigeno de CD200 en muestras de cancer de ovario humano con
respecto al nivel de expresion detectado en linfocitos de sangre periférica humana (PBL).

La Figura 23 muestra el nivel de expresion de antigeno de CD200 en muestras de pacientes con melanoma humano
con respecto al nivel de expresion detectado en PBL.

La Figura 24 muestra tinciéon inmunohistoquimica de CD200 de muestras de paciente con melanoma.

La Figura 25 demuestra los efectos del anticuerpo anti-CD200 en la producciéon de citoquinas. Los niveles de
produccion de IL-2 en ensayos de poblacion de células mixtas se midieron en ausencia y presencia de anticuerpo
CD200. El anticuerpo usado es un anticuerpo anti-CD200 quimérico sin funcién efectora.
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La Figura 26 muestra los efectos de la administracion de anticuerpos anti-CD200, con o sin funcion efectora, en el
modelo Namalwa/PBL en el que los tumores no expresan CD200.

La Figura 27 muestra analisis de citometria de flujo de expresion de CD200 en linfocitos T activados. Los linfocitos
CD3+ se activaron con mOKT3, se cosecharon, se lavaron y se sometieron a tincién con los anticuerpos conjugados
indicados especificos para CD25, CD200, CD5, CD4 y CD8 humanos. Las células se lavaron y se analizaron para
inmunofluorescencia en un citdmetro de flujo FacsCaliber usando el software CellQuest.

La Figura 28 demuestran los efectos de anticuerpos anti-CD200 en ADCC de linfocitos T activados. Los linfocitos T
CD3+ humanos se estimularon con 10 yg/ml de mOKT3 inmovilizado (revestidos en placa) durante 72 h. A
continuacion, los linfocitos T se cromaron para su uso como dianas y se incubaron con linfocitos CD56+ (NK)
autdlogos purificados como células receptoras. Las células se coincubaron durante 4 horas a 37 °C en proporciones
de célula efectora:diana a 25:1 (A) o 10:1 (B) en presencia o ausencia de un anticuerpo anti-CD200 humanizado
capaz de mediar la funcion efectora (V3V2-G1) o modificado por ingenieria para carecer de funcion efectora (V3V2-
G2G4). Los datos se representan como porcentaje de lisis especifica. El anticuerpo anti-CD200 aumenté la ADCC
de linfocitos T activados, mientras que el anticuerpo anti-CD200 sin funcién efectora fracasaba al inducir la ADCC.

La Figura 29 es una tabla que muestra el nivel de expresion de CD200 en células plasmaticas.

Descripcion detallada de realizaciones preferentes
I. ANTAGONISTAS DE CD200

CD200 es una glicoproteina transmembrana de tipo | altamente conservada expresada en diversos tipos celulares
incluyendo células del sistema inmunitario (por ejemplo, linfocitos T, linfocitos B, y células dendriticas (Barclay et al.,
TRENDS Immunol. 2002: 23)) asi como ciertas células cancerosas como se muestra en el presente documento. La
proteina interactia con su receptor CD200R en células mieloides y subpoblaciones de linfocitos T (Wright et al., J.
Immunol. 2003 (171): 3034-3046 y Wright et al., Immunity 2000 (13): 233-242); la interaccion de CD200:CD200R
proporciona una sefial inmunomoduladora a células e induce inmunosupresion incluyendo tolerancia inmunitaria
asociada con apoptosis (Rosenblum et al., 2004 Blood (103): 2691-2698). Por lo tanto, los agentes que interfieren
con la funcion o actividad de CD200 y/o su receptor pueden inhibir o revertir los efectos inmunosupresores de la
interaccion de CD200:CD200R. Ademas, algunos agentes que se unen de forma especifica a CD200 (pero que
pueden inhibir o no la interaccion de CD200:CD200R) pueden desencadenar sucesos cadena abajo que revierten o
anulan los efectos de CD200.

En el presente documento se describen antagonistas de CD200. Como se usa en el presente documento, el término
antagonista incluye cualquier agente que es capaz de inhibir la actividad, funcién y/o la expresion de CD200 o su
receptor. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos, anticuerpos, moléculas pequefas, aptameros,
espiegélmeros, inhibidores de acido nucleico bloqueados (LNA), inhibidores de acido nucleico peptidicos (PNA),
construcciones de acido nucleico (por ejemplo, construcciones de direccion genética, construcciones antisentido,
construcciones de ARN de interferencia (ARNi), etc.) y peptidomiméticos. De acuerdo con la presente invencion el
antagonista es un anticuerpo. De acuerdo con la presente invencion el antagonista interrumpe la interaccion de
CD200 y CD200R. Los antagonistas de CD200 pueden ser capaces de disminuir los efectos inmunosupresores de
CD200 o son capaces de dirigir las células que expresan CD200 para disminucion o eliminacion.

Los antagonistas de CD200 pueden ser polipéptidos. Se pueden hacer construcciones de algunos polipéptidos
usando diferentes técnicas que son conocidas por los expertos en la materia. Los polipéptidos se pueden obtener
mediante sintesis quimica. Los polipéptidos pueden ser construcciones de anticuerpo a partir de un fragmento o
varios fragmentos de uno o mas anticuerpos. El polipéptido puede ser un anticuerpo anti-CD200 como se describe
en el presente documento.

Los antagonistas de CD200 descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos anti-CD200. Como se usa
en el presente documento, el término "anticuerpos" se refiere a anticuerpos completos o fragmentos de anticuerpo
capaces de unirse a CD200 o CD200R. Estan incluidos Fab, Fv, scFv, Fab' y F(ab'),, anticuerpos monoclonales y
policlonales, anticuerpos modificados por ingenieria (incluyendo anticuerpos quiméricos, de una sola cadena,
injertados con CDR, humanizados, totalmente humanos, y anticuerpos seleccionados de manera artificial), y
anticuerpos sintéticos o semisintéticos producidos usando técnicas de presentacion de fagos o técnicas alternativas.
También estan incluidos anticuerpos modificados por ingenieria o producidos en formas para contener regiones
variantes o constantes alteradas o Fc con aumento o disminucién de la capacidad para unirse a una o mas células
efectoras; tales anticuerpos variantes incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos en los que la regién constante o Fc
contiene alteracion de los patrones de glicosilacion. Algunos fragmentos pequefios, tales como Fv y scFv, poseen
propiedades ventajosas para aplicaciones de diagnostico y terapéuticas teniendo en cuenta su tamafio pequefio y
consiguiente distribucion del tejido superior. Los anticuerpos con regiones modificadas por ingenieria o constantes
variantes o Fc pueden ser utiles en la modulacidon de funciones efectoras, tales como, por ejemplo, ADCC y CDC.
Los anticuerpos de este tipo con regiones modificadas por ingenieria o constantes variantes o Fc pueden ser Utiles
en casos en los que CD200 se expresa en tejido normal, por ejemplo; en estos casos, los anticuerpos anti-CD200
variantes sin funcion efectora pueden provocar la respuesta terapéutica deseada a la vez que no dafan el tejido
normal. Ademas, anticuerpos con anticuerpos variantes, y fragmentos de los mismos pueden ser anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo de bloqueo (es decir, los anticuerpos o fragmentos mencionados inhiben la interaccién de
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CD200 y CD200R) o de no bloqueo (es decir, los anticuerpos o fragmentos mencionados se unen a CD200 pero no
bloquean su interaccion con CD200R).

También se describen anticuerpos anti-CD200 que comprenden cadenas pesadas y ligeras como se proporciona en
el presente documento, incluyendo cadenas pesadas y ligeras que son homoélogas o similares a las cadenas
pesadas y/o ligeras proporcionadas en el presente documento. "Homologia" o "identidad" o "similitud" se refieren a
similitud de secuencias entre dos péptidos o entre dos moléculas de acido nucleico. Cada una de homologia e
identidad se puede determinar por comparacion de una posicién en cada secuencia que se puede alinear con fines
de comparacion. Cuando una posicion equivalente en las secuencias comparadas esta ocupada por la misma base
0 aminoacido, entonces las moléculas son idénticas en esa posicidn; cuando el sitio equivalente esta ocupado por el
mismo resto de aminoacido o uno similar (por ejemplo, de naturaleza estérica y/o electronica similar), entonces las
moléculas se pueden denominar homdlogas (similares) en esa posicion. La expresion como un porcentaje de
homologia/similitud o identidad se refiere a una funcién del nimero de aminoacidos idénticos o similares en
posiciones compartidas por las secuencias comparadas. El término "homologia" describe una comparacion de
similitudes de secuencias con base matematica que se usa para identificar genes o proteinas con funciones o
motivos similares. Como se usa en el presente documento, "identidad" se refiere al porcentaje de restos de
nucledtidos o aminoacidos idénticos en posiciones correspondientes en dos o mas secuencias cuando las
secuencias se alinean para maximizar el emparejamiento de secuencias, es decir, teniendo en cuenta huecos e
inserciones. Por lo tanto, se disefian métodos para determinar la identidad para dar el mayor emparejamiento entre
las secuencias sometidas a ensayo (véase Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University
Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New
York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J.
Applied Math., 48: 1073 1988, Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984), BLASTP, BLASTN,
FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990) y Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402
(1997)) y BLAST X (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul, S., et al., J.
Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). Una secuencia que esta "sin relacionar" o "no es homéloga" comparte una identidad
inferior a un 40 %, aunque preferentemente inferior a un 25 % de identidad con una secuencia de la presente
divulgacion. Al comparar las dos secuencias, la ausencia de restos (aminoacidos o acidos nucleicos) o presencia de
restos extra también disminuye la identidad y homologia/similitud.

En consecuencia, la divulgacion se refiere a anticuerpos, como se describe en el presente documento, sin las
secuencias lider. Por lo tanto, los anticuerpos de la divulgacion pueden comprender cadenas pesadas y ligeras
(como se describe en el presente documento) en las que la secuencia lider esta ausente o esta sustituida con una
secuencia lider diferente. Si para producir anticuerpos de la presente divulgacion se usan células hospedadoras, las
secuencias lider apropiadas se pueden seleccionar por lo tanto de acuerdo con la célula hospedadora usada en
particular.

Los anticuerpos se pueden producir con métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
CD200 monoclonales se pueden generar usando células positivas para CD200, polipéptido de CD200, o un
fragmento de polipéptido de CD200, como un inmunégeno, aumentando de este modo una respuesta inmunitaria en
animales a partir de los que se pueden aislar células que producen anticuerpo y a su vez anticuerpos monoclonales.
La secuencia de anticuerpos de este tipo se puede determinar y los anticuerpos o valientes de los mismos se
pueden producir con técnicas recombinantes. Algunas técnicas recombinantes se pueden usar para producir
anticuerpos quiméricos, injertados con CDR, humanizados y totalmente humanos basandose en la secuencia de los
anticuerpos monoclonales asi como polipéptidos capaces de unirse a CD200.

Ademas, algunos anticuerpos derivados de bibliotecas recombinantes ("anticuerpos de fago") se pueden seleccionar
usando células positivas para CD200, o polipéptidos derivados de las mismas, como cebo para aislar los anticuerpos
o polipéptidos sobre la base de final de especificidad de diana. La produccion y aislamiento de anticuerpos anti-
CD200 no humanos y quiméricos esta bien dentro del alcance del experto en la materia.

La tecnologia de ADN recombinante se usa para mejorar los anticuerpos producidos en células no humanas. Por lo
tanto, se pueden construir anticuerpos quiméricos para disminuir la inmunogenicidad de los mismos en aplicaciones
de diagndstico o terapéuticas. Ademas, la inmunogenicidad se puede minimizar humanizando los anticuerpos
mediante injerto de CDR y, opcionalmente, modificacion del armazén. Véase, el documento de Patente de Estados
Unidos n.° 5.225.539.

Los anticuerpos se pueden obtener a partir de suero animal o, en el caso de anticuerpos monoclonales o fragmentos
de los mismos, se pueden producir en cultivo celular. Se puede usar tecnologia del ADN recombinante para producir
los anticuerpos de acuerdo con procedimientos establecidos, incluyendo procedimientos en cultivo de células
bacterianas o preferentemente cultivo de células de mamifero. El sistema de cultivo celular seleccionado se secreta
preferentemente el producto de anticuerpo.
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En el presente documento se describe un proceso para la produccién de un anticuerpo desvelado en el presente
documento que incluye cultivar una célula hospedadora, por ejemplo una célula de E. coli o de mamifero, que se ha
transformado con un vector hibrido. El vector incluye uno o mas casetes de expresion que contienen un promotor
unido de forma operativa a una primera secuencia de ADN que codifica un péptido sefial unido en el marco de
lectura apropiado a una segunda secuencia de ADN que codifica la proteina del anticuerpo. A continuacion, la
proteina del anticuerpo se recoge y se aisla. Opcionalmente, el casete de expresion puede incluir a un promotor
unido de forma operativa a secuencias de ADN policistronico, por ejemplo bicistrénico, que codifican proteinas de
anticuerpo cada una capaz de unirse de forma operativa a un péptido sefal en el marco de lectura apropiado.

La multiplicacién de células de hibridoma o células de hospedador mamifero in vitro se realiza en medios de cultivo
adecuados, que incluyen los medios de cultivo convencionales habituales (tales como, por ejemplo Medio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) o medio RPMI 1640), repuesto opcionalmente con un suero de mamifero (por
ejemplo suero bovino fetal), o elementos traza y suplementos de mantenimiento del crecimiento (por ejemplo células
alimentadoras tales como células de exudado peritoneal de raton normal, células de bazo, macréfagos de médula
6sea, 2-aminoetanol, insulina, transferrina, y lipoproteina de baja densidad, acido oleico, o similares). La
multiplicacion de células hospedadoras que son células bacterianas o células de levadura se realiza del mismo
modo en medio de cultivo adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, para bacterias, algunos medios de cultivo
adecuados incluyen medio LE, NZCYM, NZYM, NZM, Caldo de cultivo Terrific, SOB, SOC, 2 x YT, o Medio Minimo
M9. Para la levadura, algunos medios de cultivo adecuados incluyen medio YPD, YEPD, Medio Minimo, o Medio de
Abstinencia Minimo Completo.

La produccion in vitro proporciona preparaciones de anticuerpos relativamente puras y permite ampliacion de la
produccion para dar grandes cantidades de los anticuerpos deseados. En la técnica se conocen algunas técnicas
para células cultivo de bacterianas, levadura, planta, o mamifero e incluyen cultivo en suspension homogéneo (por
ejemplo en un reactor de desplazamiento aéreo o en un reactor de agitacion continua), y cultivo de células
inmovilizadas o atrapadas (por ejemplo en fibras huecas, microcapsulas, en microperlas de agarosa o cartuchos de
ceramica).

También se pueden obtener grandes cantidades de anticuerpos deseados mediante multiplicacién de células de
mamifero in vivo. Para este fin, las células de hibridoma que producen los anticuerpos deseados se inyectan en
mamiferos histocompatibles para causar el crecimiento de tumores que producen anticuerpos. Opcionalmente, los
animales se ceban con un hidrocarburo, en especial aceites minerales tales como pristano (tetrametil-pentadecano),
antes de la inyeccion. Después de una a tres semanas, los anticuerpos se aislan a partir de los fluidos corporales de
esos mamiferos. Por ejemplo, las células de hibridoma obtenidas por fusién de células de mieloma adecuadas con
células de bazo que producen anticuerpos de ratones Balb/c, o células transfectadas derivadas de la linea Sp2/0 de
células de hibridoma que produce los anticuerpos deseados se inyecta por via intraperitoneal en ratones Balb/c
tratados previamente de forma opcional con pristano. Después de una a dos semanas, se extrae fluido ascitico de
los animales.

Las técnicas mencionadas anteriormente y otras técnicas se discuten por ejemplo, en Kohler y Milstein, (1975)
Nature 256: 495-497; documento de patente de Estados Unidos n.° 4.376.110; Harlow y Lane, Antibodies: a
Laboratory Manual, (1988) Cold Spring Harbor. Algunas técnicas para la preparacion de moléculas de anticuerpo
recombinante se describen en las referencias mencionadas anteriormente, y también en, por ejemplo el documento
WQ097/08320; documento de patente de Estados Unidos n.° 5.427,908; documento de patente de Estados Unidos n.°
5.508,717; Smith, 1985, Science, Vol. 225, pp 1315-1317; Parmley y Smith, 1988, Gene 73, pp 305-318; De La Cruz
et al., 1988, Journal of Biological Chemistry, 263 pp 4318-4322; documento de patente de Estados Unidos n.°
5.403.484; documento de patente de Estados Unidos n.° 5223409; documento WO88/06630; documento
WQ092/15679; documento de patente de Estados Unidos n.° 5780279; documento de patente de Estados Unidos n.°
5571698; documento de patente de Estados Unidos n.° 6040136; Davis ef al., 1999, Cancer Metastasis Rev., 18 (4):
421-5; Taylor, et al, Nucleic Acids Research 20 (1992): 6287-6295; Tomizuka et al., Proc. Natl. Academy of
Sciences USA 97 (2) (2000): 722-727.

Los sobrenadantes del cultivo celular se identifican sistematicamente para los anticuerpos deseados,
preferentemente mediante tincion con inmunofluorescencia de células positivas para CD200, mediante
inmunotransferencia, con un inmunoensayo enzimatico, por ejemplo un ensayo de sandwich o un ensayo de
aplicacién puntual, o un radioinmunoensayo.

Para aislamiento de los anticuerpos, las inmunoglobulinas en los sobrenadantes del cultivo o en el fluido ascitico se
pueden concentrar, por ejemplo mediante precipitacién con sulfato de amonio, dialisis con respecto al material
higroscépico tal como polietilenglicol, filtracion a través de membranas selectivas o similares. Si fuera necesario y/o
si se deseara, los anticuerpos se purifican con los métodos de cromatografia habituales, por ejemplo filtracion en gel,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia sobre DEAE-celulosa y/o cromatografia por (inmuno) afinidad,
por ejemplo cromatografia por afinidad con uno o mas polipéptidos de superficie derivados de una linea de células
positivas para CD200, o con Proteina A o G.

En el presente documento también se describe un proceso para la preparacion de una linea de células bacterianas
que secretan anticuerpos dirigidos frente a CD200 en un mamifero adecuado. Por ejemplo un conejo se inmuniza
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con muestras combinadas de tejido o células positivos para CD200 o polipéptidos de CD200 o fragmentos de los
mismos. Se construye una biblioteca de presentacién de fagos producida a partir de conejo inmunizado y se
selecciona para los anticuerpos deseados de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica.

También se desvelan algunas células de hibridoma que secretan los anticuerpos monoclonales. Las células de
hibridoma preferentes son anticuerpos monoclonales secretados, genéticamente estables descritos en el presente
documento de la especificidad deseada, y se pueden activar a partir de cultivos ultracongelados mediante
descongelado y nueva clonacion.

En el presente documento también se describe un proceso para la preparacion de una linea de células de hibridoma
que secretan anticuerpos monoclonales frente a CD200. En ese proceso, un mamifero adecuado, por ejemplo un
raton Balb/c, se inmuniza con uno o mas polipéptidos o fragmentos antigénicos de CD200 o con uno o mas
polipéptidos o fragmentos antigénicos derivados de una célula positiva para CD200, la propia célula positiva para
CD200, o un vehiculo antigénico que contienen polipéptido purificado como se ha descrito. Las células que producen
anticuerpos del mamifero inmunizado se cultivan brevemente en cultivo o se fusionan con células de una linea de
células de mieloma adecuada. Las células hibridas obtenidas en la fusion se clonan, y se seleccionan los clones
celulares que secretan los anticuerpos deseados. Por ejemplo, las células de bazo de ratones Balb/c inmunizados
con una linea de células de Leucemia Linfocitica Cronica (CLL) positivas para CD200 se fusionan con células de la
linea de células de mieloma, PAI, o la linea de células de mieloma Sp2/0-Ag 14. A continuacion, las células hibridas
obtenidas se identifican sistematicamente para secrecion de los anticuerpos deseados y las células de hibridoma
positivas se clonan.

Es preferente un proceso para la preparacion de una linea de células de hibridoma, caracterizado por que los
ratones Balb/c se inmunizan mediante inyeccion por via subcutanea y/o por via intraperitoneal entre 10° y 10’
células de una linea de células positivas para CD200 varias veces, por ejemplo de cuatro a seis veces, durante
varios meses, por ejemplo entre dos y cuatro meses. Las células de bazo de los ratones inmunizados se toman de
dos a cuatro dias después de la ultima inyeccion y fusionan con células de la linea de células de mieloma, PAI, en
presencia de un promotor de fusion, preferentemente polietilenglicol. Preferentemente, las células de mieloma
fusionan con un exceso de tres a veinte veces de células de bazo de los ratones inmunizados en una solucién que
contiene de aproximadamente un 30 % a aproximadamente un 50 % de polietilenglicol de un peso molecular de
aproximadamente 4000. Después de la fusién, las células se expanden en medio de cultivo adecuado como se ha
descrito anteriormente en el presente documento, se suplementan con un medio de seleccion, por ejemplo medio
HAT, a intervalos regulares para evitar que las células de mieloma normales presentan un crecimiento excesivo con
respecto a las células de hibridoma deseadas.

Los anticuerpos y fragmentos de los mismos pueden ser "quiméricos". Los anticuerpos quiméricos un y fragmentos
de union a antigeno de los mismos comprenden partes de dos o mas especies diferentes (por ejemplo, raton y ser
humano). Los anticuerpos quiméricos se pueden producir con regiones variables de ratén de especificidad deseada
con corte y empalme en segmentos genéticos de dominio constante humano (por ejemplo, documento de patente de
Estados Unidos n.° 4.816.567). De este modo, los anticuerpos no humanos se pueden modificar para hacerlos mas
adecuados para aplicacion clinica en seres humanos.

Los anticuerpos monoclonales de la presente divulgacion incluyen formas "humanizadas" de los anticuerpos no
humanos (es decir, ratén). Los mAb humanizados o injertados con CDR son particularmente Utiles como agentes
terapéuticos para seres humanos porque no se eliminan de la circulacién tan rapidamente como los anticuerpos de
ratén y por lo general no provocan una reaccion inmunitaria adversa. Por lo general, un anticuerpo humanizado tiene
uno o mas restos de aminoacidos introducidos en el mismo de una fuente no humana. Estos restos de aminoacidos
no humanos a menudo se denominan restos de "importacién”, que por lo general se toman de un dominio variable
de " importacion". Por lo general, en la técnica se conoce en bien algunos métodos para preparar anticuerpos
humanizados. Por ejemplo, la humanizacién se puede realizar esencialmente siguiendo el método de Winter y
colaboradores (Jones et al, Nature 321: 522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988);
Verheoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), mediante la sustitucion de las CDR o secuencias de CDR de
roedor para las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Véase también Staelens et al., 2006 Mol
Immunol 43: 1243-1257. En realizaciones en particular, algunas formas humanizadas de anticuerpos no humanos
(por ejemplo, raton) son anticuerpos humanos (anticuerpo receptor) en las que en algunos restos de region
hipervariable (CDR) del anticuerpo receptor intuyen con restos de region hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante) tal como un ratén, rata, conejo, o primate no humano que tengan la especificidad, afinidad y
capacidad de union deseadas. En algunos casos, algunos restos de la region marco conservada de la
inmunoglobulina humana también se sustituyen con restos no humanos correspondientes (denominados
"retromutaciones"). Ademas, se pueden usar bibliotecas de presentacioén de fagos para variar los aminoacidos en
posiciones elegidas dentro de la secuencia del anticuerpo. Las propiedades de un anticuerpo humanizado también
se ven influidas por la elecciéon del armazén humano. Ademas, los anticuerpos humanizados y quiméricos se pueden
modificar para que comprendan restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante
para mejorar adicionalmente las propiedades del anticuerpo, tales como, por ejemplo, afinidad o funcion efectora.

En la divulgacion también se proporcionan anticuerpos totalmente humanos. La expresion "anticuerpo humano"
incluye regiones variables y constantes (si estuvieran presentes) derivadas de secuencias de inmunoglobulina de
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germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria fue
especifica del sitio in vitro o mediante mutacidon somatica in vivo). Sin embargo, la expresién "anticuerpo humano" no
incluye anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal humana o de otra especie de
mamifero, tal como un ratén, se han injertado en las secuencias de armazéon humano (es decir, anticuerpos
humanizados). Los anticuerpos totalmente humanos o humanos se pueden derivar de ratones transgénicos que
portan genes de anticuerpo humano (que portan los exones variables (V), de diversidad (D), de unién (J), y
constantes (C)) o de células humanas. Por ejemplo, ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo,
ratones) que son capaces, después de inmunizacioén, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en
ausencia de produccion de inmunoglobulina enddgena (véase, por ejemplo, Jakobovits et al, PNAS; 90: 2551
(1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7: 33 (1993); y
Duchosal et al., Nature 355: 258 (1992). La cepa de ratones transgénicos se puede modificar por ingenieria para
quien contenga secuencias genéticas de genes de inmunoglobulina humana sin reordenar. Las secuencias humanas
pueden codificar las cadenas tanto pesada como ligera de anticuerpos humanos y podrian funcionar de forma
correcta en los ratones, que se someten a reordenamiento para proporcionar un amplio repertorio de anticuerpos
similar al de los seres humanos. Los ratones transgénicos se pueden inmunizar con la proteina diana (por ejemplo,
CD200, fragmentos del mismo, o células que expresan CD200) para crear una matriz diversa de anticuerpos
especificos y ARN de codificacion. Los acidos nucleicos que codifican los componentes de la cadena de anticuerpo
de tales anticuerpos se pueden clonar a continuacién a partir del animal en un vector de presentacion. Por lo
general, se clonan algunas poblaciones separadas de acidos nucleicos que codifican secuencias de cadena pesada
y ligera, y las poblaciones separadas se recombinan a continuacién con insercion en el vector, de modo que
cualquier copiada del vector recibe una combinacion aleatoria de una cadena pesada y de una cadena ligera. El
vector se disefia para que exprese cadenas de anticuerpo de modo que se puedan ensamblar y presentar en la
superficie externa de un paquete de presentacion que contiene el vector. Por ejemplo, las cadenas de anticuerpos
se pueden expresar como proteinas de fusion con una proteina de revestimiento de fago de la superficie externa del
fago. A partir de ese momento, los paquetes de presentacion se pueden identificar sistematicamente para
presentacion de anticuerpos que se unen a una diana.

Ademas, algunos anticuerpos humanos se pueden derivar de bibliotecas de presentacion de fagos (Hoogenboom et
al., J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991); Vaughan et al., Nature Biotech 14:
309 (1996)). Se pueden crear bibliotecas de fagos sintéticas que usan combinaciones aleatorias de regiones en V de
anticuerpo humano sintético. Mediante la seleccidon de anticuerpos totalmente humanos se pueden preparar
antigenos en los que las regiones en V tienen una naturaleza muy similar a la humana. Véanse los documentos de
patente de Estados Unidos n.° 6.794.132, 6.680.209, 4.634.666, y Ostberg et al., (1983), Hybridoma 2: 361-367.

Para la generacion de anticuerpos humanos, véase también Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156 (1997),
Green y Jakobovits J. Exp. Med. 188: 483-495 (1998). Algunos anticuerpos humanos se discuten adicionalmente y
se describen en los documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.939.598 y 6.673.986. Véanse también los
documentos de patente de Estados Unidos n.° 6.114.598, 6.075.181, y 6.162.963, todos presentados el 5 de junio de
1995. Véase también el documento de patente de Estados Unidos n.° 6.150.584, presentado el 2 de octubre de 1996
y los documentos de patente de Estados Unidos n.° 6.713.610 y 6.657.103 asi como las solicitudes de patente de
Estados Unidos n.®® 10/421.011 (US 2003-0229905 A1), 10/455.013 (US 2004-0010810 A1), 10/627.250 (US 2004-
0093622 A1), 10/656.623 (US 2006-0040363 A1), 10/658.521 (US 2005-0054055 A1), 10/917.703 (US 2005-
0076395 A1) y 10/978.297 (US 2005-0287630 A1). Véase también el documento PCT/US93/06926 presentado el 23
de julio de 1993, Patente Europea n.°, EP 0 463 151 B1, concesion publicada el 12 de junio de 1996, Solicitud de
Patente Internacional n.°, documento WO 94/02602, publicado el 3 de febrero de 1994, Solicitud de Patente
Internacional n.°, WO 96/34096, publicada el 31 de octubre de 1996, y documento WO 98/24893, publicado el 11 de
junio de 1998.

En un enfoque alternativo, otros, incluyendo GenPharm International, Inc., han usado un enfoque de "minilocus”. En
el enfoque de minilocus, un locus de Ig exdgeno se imita a través de la inclusion de piezas (genes individuales) del
locus de Ig. Por lo tanto, uno o mas genes de V4, uno o mas genes de Dy, uno o mas genes de Ju, una region
constante mu, y una segunda region constante (preferentemente una regién constante gamma) se forman en una
construccion para insercion en un animal. Este enfoque se describe en el documento de patente de Estados Unidos
n.° 5.545,807 to Surani et al., y los documentos de patente de Estados Unidos n.°° 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126,
5.633.425, 5.661.016, 5.770.429, 5.789.650, y 5.814.318 cada uno de Lonberg y Kay, el documento de patente de
Estados Unidos n.° 5.591.669 de Krimpenfort y Berns, los documentos de patente de Estados Unidos n.%® 5.612.205,
5.721.367, 5.789.215 de Berns et al., y el documento de patente de Estados Unidos n.° 5.643.763 de Choi y Dunn, y
GenPharm International. Véanse también los documentos de patente de Estados Unidos n.°° 5.569.825, 5.877.397,
6.300.129, 5.874.299, 6.255.458, y 7.041.871. Véanse también la Patente Europea n.° 0 546 073 B1, las Solicitudes
de Patente Internacional con n.®®* WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO
94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852, y WO 98/24884. Véase también Taylor ef al., (1992 Nuc.
Acids. Res., 20: 6287), Chen et al., (1993 Int. Immunol. 5: 647), Tuaillon et al., (1993 PNAS USA. 90: 3720-4), Choi
et al., (1993 Nature Genetics 4: 117), Lonberg et al., (1994 Nature 368: 856-859), Taylor ef al., (1994 International
Immunology 6: 579-591), y Tuaillon et al, (1995 J Immunol. 154: 6453-65), Fishwild et al, (1996 Nature
Biotechnology 14: 845), y Tuaillon et al., (2000 Eur J Immunol. 10: 2998-3005).
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En el presente documento se describen anticuerpos anti-CD200 desinmunizados o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos. Los anticuerpos desinmunizados o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se pueden
modificar con el fin de hacer que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo no sea inmunogénico, o
sea menos inmunogénico, para una especie dada. La desinmunizaciéon se puede conseguir modificando el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo usando cualquiera de una diversidad de técnicas conocidas
por los expertos en la materia (véase por ejemplo, Publicaciones de PCT con n.”® WO 04/108158 y WO 00/34317).
Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se puede desinmunizados mediante la
identificacion de epitopos de linfocitos T y/o epitopos de linfocitos B potenciales dentro de la secuencia de
aminoacidos of del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo y retirando uno o mas de los epitopos de
linfocitos T y/o los epitopos de linfocitos B potenciales del anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo,
por ejemplo, usando técnicas recombinantes. El anticuerpo modificado o fragmento de union a antigeno del mismo
se puede producir a continuacién opcionalmente y someter a ensayo para identificar anticuerpos o fragmentos de
union a antigeno de los mismos que hayan retenido una o mas de las actividades bioldgicas deseadas, tales como,
por ejemplo, afinidad de unién, pero que tengan una reduccion de la inmunogenicidad. Algunos métodos para
identificar epitopos de linfocitos T y/o epitopos de linfocitos B potenciales se pueden realizar usando técnicas
conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, métodos informaticos (véase por ejemplo, Publicacion de PCT n.°
WO 02/069232), técnicas in vitro o in silico, y ensayos bioldgicos o métodos fisicos (tales como, por ejemplo,
determinacion de la union de péptidos o moléculas de MHC, determinacion de la uniéon de complejos de
péptido:MHC a los receptores de linfocitos T de las especies para recibir el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo, someter a ensayo las partes de proteina o oscuras de la misma usando animales transgénicos
con las moléculas de MHC de las especies para recibir el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, o
someter a ensayo con animales transgénicos reconstituidos con células del sistema inmunitario de las especies para
recibir el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, etc.). En diversas realizaciones, los anticuerpos
anti-CD200 deshumanizados descritos en el presente documento incluyen fragmentos de unién a antigeno
deshumanizados, Fab, Fv scFv, Fab' y F(ab'),, anticuerpos monoclonales, anticuerpos de murino, anticuerpos
modificados por ingenieria (tales como, por ejemplo, anticuerpos quiméricos, de una sola cadena, injertados con
CDR, humanizados, totalmente humanos, y anticuerpos seleccionados de manera artificial), anticuerpos sintéticos y
anticuerpos semisintéticos.

Se puede producir ADN recombinante que comprende una insercién que codifica un dominio variable de cadena
pesada y/o un dominio variable de cadena ligera de anticuerpos dirigidos a CD200 o una linea de células positivas
para CD200. El término ADN incluye ADN de una sola cadena de codificacion, ADN de doble cadena que consiste
en dichos ADN de codificacion y de ADN complementarios al mismo, o estos ADN complementarios (una sola
cadena) por si mismos.

Ademas, el ADN que codifica un dominio variable de cadena pesada y/o un dominio variable de cadena ligera de
anticuerpos dirigidos a CD200 o a la linea de células positivas para CD200 puede ser ADN sintetizado por via
enzimatica o por via quimica que tiene la secuencia de ADN auténtica que codifica un dominio variable de cadena
pesada y/o el dominio variable de cadena ligera, o un mutante del mismo. Un mutante del ADN auténtico es un ADN
que codifica un dominio variable de cadena pesada y/o un dominio variable de cadena ligera de los anticuerpos
mencionados anteriormente en los que uno o mas aminoacidos se suprimen, insertan o intercambian con uno u
otros aminoacidos mas. Preferentemente dicha modificacion o modificaciones estan fuera de las CDR del dominio
variable de cadena pesada y/o del dominio variable de cadena ligera del anticuerpo en aplicaciones de optimizacion
de la humanizacion y de la expresion. La expresion ADN mutante también incluye mutantes silenciosos en los que
uno o mas nucleétidos estan reemplazados con otros nucleétidos con los nuevos codones que codifican el mismo
aminoacido(s). La expresion secuencia mutante también incluye una secuencia degenerada. Algunas secuencias
degeneradas estan degeneradas dentro del significado del cédigo genético en el que un nimero ilimitado de
nucledtidos se reemplazan con otros nucleétidos sin dar como resultado un cambio de la secuencia de aminoacidos
codificada originalmente. Tales secuencias degeneradas pueden ser utiles debido a sus diferentes sitios de
restriccion y/o frecuencia de codones en particular que son preferentes para el hospedador especifico, en particular
E. coli, para obtener una expresion 6ptima del dominio variable de murino de cadena pesada y/o un dominio variable
de murino de cadena ligera.

El término mutante pretende incluir un mutante de ADN obtenido mediante mutagénesis in vitro del ADN auténtico
de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

Para el ensamblaje de moléculas de inmunoglobulina tetraméricas completas y la expresion de anticuerpos
quiméricos, las inserciones de ADN recombinante que codifican dominios variables de cadena pesada y ligera se
fusionan con los correspondientes ADN que codifican dominios constantes de cadena pesada y ligera, a
continuacion se transfieren en células hospedadoras apropiadas, por ejemplo después de incorporacién en vectores
hibridos.

Los ADN recombinantes incluyen una insercion que codifica un dominio variable de murino de cadena pesada de un
anticuerpo dirigido a CD200 o una linea de células positivas para CD200 fusionada con una IgG de dominio
constante humano, por ejemplo y1, y2, y3 o y4; en realizaciones en particular se puede usar y1 o y4. También se
proporcionan los ADN recombinantes que incluyen una insercion que codifica un dominio variable de murino de
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cadena ligera de un anticuerpo dirigido a la linea celular desvelada en el presente documento fusionado con un
dominio constante humano K o A, preferentemente k.

En el presente documento se describen ADN que codifican un polipéptido recombinante en el que el dominio
variable de cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera estan unidos mediante un grupo espaciador, que
comprende opcionalmente una secuencia sefial que facilita el procesamiento del anticuerpo en la célula
hospedadora y/o una secuencia de ADN que codifica un péptido que facilita la purificacion del anticuerpo y/o un sitio
de escision y/o un espaciador peptidico y/o un agente. El ADN que codifica una gente pretende ser un ADN que
codifica el agente util en aplicaciones de diagndstico o terapéuticas. Por lo tanto, algunas moléculas de agente que
son toxinas o enzimas, especialmente enzimas capaces de catalizar la activacion de profarmacos, estan
particularmente indicadas. El ADN que codifica un agente de este tipo tiene la secuencia de una enzima o toxina que
codifica ADN de origen natural, o un mutante de las mismas, y se puede preparar con métodos bien conocidos en la
técnica.

Por consiguiente, anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién a antigeno de la divulgacion pueden ser
anticuerpos o fragmentos de union a antigeno desnudos que no estan conjugados con otros agentes, por ejemplo,
un agente terapéutico o etiqueta detectable. Como alternativa, el anticuerpo monoclonal o fragmento de unidn
antigeno se puede conjugar con un agente tal como, por ejemplo, un agente citotdxicos, una molécula pequefia, una
hormona, una enzima, un factor de crecimiento, una citoquina, una ribozima, un peptidomimético, un agente
quimico, un profarmaco, una molécula de acido nucleico que incluye secuencias de codificacion (tales como
construcciones antisentido, ARNi, construcciones de direccion genética, etc.), o una etiqueta detectable (por
ejemplo, un agente de contraste de RMN o rayos X, molécula fluorescente, etc). Un polipéptido o fragmento de unién
a antigeno anti-CD200 (por ejemplo, Fab, Fv, scFv de una sola cadena, Fab'y F(ab')z) se puede unir a una molécula
que aumenta la semivida del polipéptido o fragmento de union antigeno mencionado. Las moléculas que se pueden
unir a dicho polipéptido o fragmento de union antigeno anti-CD200 incluyen, pero no se limitan a, proteinas de suero
incluyendo albumina, polipéptidos, otras proteinas u otros dominios de proteina, y PEG.

Para la expresion de genes de cadena pesada y cadena ligera clonados en células de mamifero estan disponibles
varios sistemas de vector posibles. Una clase de vectores depende de la integracion de las secuencias genéticas
deseadas en el genoma de la célula hospedadora. Algunas células que han integrado el ADN de forma estable se
pueden seleccionar mediante introduccion de forma simultanea de genes de resistencia a farmacos tales como gpt
de E. coli (Mulligan, R. C. y Berg, P., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 78: 2072 (1981)) o Tn5 neo (Southern, P. J. y
Berg, P., J. Mol. Appl. Genet., 1: 327 (1982)). El gen marcador seleccionable puede estar unido a las secuencias
genéticas de ADN a expresar, o se puede introducir en la misma célula mediante cotransfeccion (Wigler, M. et al.,
Cell, 16: 77 (1979)). Una segunda clase de vectores usa elementos de ADN que confieren capacidades de
replicacion de forma auténoma para un plasmido extracromosémico. Estos vectores se pueden derivar de virus de
animal, tales como virus del papiloma bovino (Sarver, N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79: 7147 (1982)), virus
del polioma (Deans, R. J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81: 1292 (1984)), o virus SV40 (Lusky, M. y Botchan,
M., Nature, 293: 79 (1981)).

Dado que un ADNc de inmunoglobulina esta formado solamente por secuencias que representan el ARNm mas duro
que codifica una proteina de anticuerpo, algunos elementos de expresion genética adicionales que regulan la
transcripcion del gen y el procesamiento del ARN se requieren para la sintesis de ARNm de inmunoglobulina. Estos
elementos pueden incluir sefiales de corte y empalme, promotores de transcripcion, incluyendo potenciadores de
promotores inducibles, y sefiales de terminacién. Algunos vectores de expresion de ADNc que incorporan elementos
de este tipo incluyen los que se describen en Okayama, H. y Berg, P., Mol. Cell Biol., 3: 280 (1983); Cepko, C. L. et
al., Cell, 37: 1053 (1984); y Kaufman, R. J., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 82: 689 (1985).

Un anticuerpo anti-CD200 puede ser un anticuerpo de bloqueo o de no bloqueo. Como se usa en el presente
documento, un anticuerpo de bloqueo es uno que bloquea la interaccién entre CD200 y CD200R. Un anticuerpo de
no bloqueo se une y/o interactia con CD200 pero no bloguea su interaccion con CD200R. Un anticuerpo anti-CD200
es cualquiera de un anticuerpo murino, quimérico, humanizado como humano o desinmunizados de bloqueo o de no
bloqueo.

[I. ANTAGONISTAS DE CD200 CON FUNCIONES EFECTORAS ALTERADAS

Los antagonistas de CD200 se pueden alterar para provocar un aumento o disminucién de los efectos con respecto
al antagonista original o precursor. Por ejemplo, un antagonista que se une a CD200 puede provocar funciones
secundarias después de unién a CD200 y, en algunos casos, inhibir la interaccion de CD200:CD200R. Por ejemplo,
un antagonista puede contener sitios de union adicionales para otros ligandos, incluyendo receptores o proteinas
extracelulares. La union a estos otros ligandos puede desencadenar otros sucesos, tales como la atraccion o
reclutamiento de otras células y la activacion de diversos sucesos que incluyen muerte celular. En el presente
documento se describen antagonistas de CD200 que provocan una alteracion de las funciones secundarias (o
funciones efectoras como se denominan en lo sucesivo). El antagonista de CD200 con funcién(s) secundaria o
efectora alteradas puede presentar aumento, disminucion, o ninguna funcion(s) secundaria o efectora, y ademas

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 586 825 T3

pueden bloquear o no la interaccion de CD200:CD200R. El antagonista de CD200 con funcion(s) secundaria o
efectora alterada puede ser un anticuerpo anti-CD200.

A) FUNCIONES EFECTORAS

La interaccion de anticuerpos y complejos de anticuerpo-antigeno con células del sistema inmunitario afecta a una
diversidad de respuestas, denominadas en el presente documento funciones efectoras. Algunas funciones efectoras
a modo de ejemplo incluyen unién a receptor de Fc, fagocitosis, regulacién negativa de receptores de superficie
celular (por ejemplo receptor de linfocitos B; BCR), etc. Otras funciones efectoras incluyen ADCC, mediante la que
los anticuerpos se unen a receptores de Fc en linfocitos citoliticos naturales (NK) o macréfagos que conducen a la
muerte celular, y CDC, que es muerte celular inducida a través de activacion de la cascada del complemento
(revisado en Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997); Ward y Ghetie, Therapeutic Immunol. 2: 77-94
(1995); y Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-492 (1991)). Las funciones efectoras de este tipo por lo
general requieren que la regidon Fc se combine con un dominio de unién (por ejemplo un dominio variable de
anticuerpo) y se pueden evaluar usando diversos ensayos como se desvela en el presente documento, por ejemplo.

Varias funciones efectoras de anticuerpo, incluyendo ADCC, estan mediadas por receptores de Fc (FcR), que se
unen a la region Fc de un anticuerpo. En la ADCC, los linfocitos NK o macréfagos se unen a la region Fc del
complejo de anticuerpo y estimulan la lisis de la célula diana. La reticulacion de los FcR en linfocitos NK
desencadena citotoxicidad mediada por perforina/granzima, entraste en macrofagos, esta reticulacion estimula la
liberacion de mediadores tales como 6xido nitrico (NO), TNF-a, y especies reactivas del oxigeno. Para células diana
positivas para CD200, un anticuerpo anti-CD200 se une a la célula diana y la regiéon Fc dirige la funcion efectora a la
célula diana. La afinidad de un anticuerpo para un FcR en particular, y por lo tanto la actividad efectora mediada por
el anticuerpo, se puede modular mediante la alteracion de la secuencia de aminoacidos y/o modificaciones después
de la traduccidn de la region de Fc y/o constante del anticuerpo.

Los FcR se definen por su especificidad hacia isotipos de inmunoglobulina; los receptores de Fc para anticuerpos de
IgG se denominan FcyR, FceR para IgE, FcaR para IgA y asi sucesivamente. Se han identificado tres subclases de
FcyR: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16). Dado que cada subclase de FcyR esta codificada por dos o
tres genes, y un corte y empalme de ARN alternativo conduce a muiltiples transcripciones, existe una amplia
diversidad de isoformas de FcyR. Los tres genes que codifican la subclase FcyRI (FcyRIA, FcyRIB y FcyRIC) estan
agrupados en la region 1g21.1 de del grupo de tratamiento del cromosoma 1; los genes que codifican las isoformas
de FcyRII (FcyRIIA, FeyRIIB y FeyRIIC) y los dos genes que codifican FcyRIl (FcyRIIA y FcyRIIIB) estan agrupados
en la region 1g22. Estos subtipos de FcR diferentes se expresan en diferentes tipos de células (revisado en Ravetch
y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-492 (1991)). Por ejemplo, en seres humanos, FcyRIIIB se encuentra solamente
en neutrdéfilos, mientras que FcyRIIIA se encuentra en macréfagos, monocitos, linfocitos citoliticos naturales (NK), y
una su poblacion de linfocitos T. En particular, FcyRIIIA es el Unico FcR presente en linfocitos NK, uno de los tipos
de células implicadas en ADCC.

FcyRI, FcyRIl y FeyRIIl son receptores de la super familia de inmunoglobulina (IgSF); FcyRI tiene tres dominios de
IgSF en su dominio extracelular, mientras que FcyRIl y FcyRIll tienen solamente dos dominios de IgSF en sus
dominios extracelulares. Otro tipo de receptor de Fc es el receptor de Fc neonatal (FcRn). EI FcRn es
estructuralmente similar al complejo de histocompatibilidad principal (MHC) y consiste en una cadena a unidad de
forma no covalente a la microglobulina p2.

Previamente se han formado mapas del sitio de unidén en anticuerpos humanos y murinos para FcyR para la
denominada "regién bisagra inferior" que consiste en los restos 233-239 (numeracion con el indice EU tal como en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1991)). Woof et al., Molec. Immunol. 23: 319-330 (1986); Duncan et al., Nature 332: 563
(1988); Canfield y Morrison, J. Exp. Med. 173: 1483-1491 (1991); Chappel et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 88: 9036-
9040 (1991). De los restos 233-239, se han mencionado P238 y S239 como posiblemente implicados en la unién.

Otras areas mencionadas anteriormente implicadas posiblemente en la union a FcyR son: G316-K338 (IgG humana)
para FcyRIl humano (solamente mediante comparacion de secuencias; no se evaluaron mutantes de sustitucion)
(Woof et al., Molec Immunol. 23: 319-330 (1986)); K274-R301 (IgG1 humana) para FcyRIll humano (basado en
péptidos) (Sarmay et al., Molec. Immunol. 21: 43-51 (1984)); Y407-R416 (IgG humana) para FcyRIlIl humano
(basado en péptidos) (Gergely et al., Biochem. Soc. Trans. 12: 739-743 (1984)); asi como N297 y E318 (IgG2b
murina) para FcyRIl de murino (Lund et al., Molec. Immunol., 29: 53-59 (1992)).

Las células efectoras humanas son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras. En
determinadas realizaciones, las células se expresan al menos FcyRIIl y realizan funcion efectora de ADCC. Algunos
ejemplos de leucocitos humanos que median ADCC incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC),
linfocitos citoliticos naturales (NK), monocitos, linfocitos T citotdxicos y neutrofilos. Algunas células efectoras se
pueden aislar a partir de una fuente nativa de la misma, por ejemplo de sangre o de las PBMC.
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En CDC, el complejo de anticuerpo-antigeno se une a complemento, dando como resultado la activacion de la
cascada de complemento y generacion del complejo de ataque a la membrana. La activacién de la ruta de
complemento clasica comienza con la unién del primer componente del sistema del complemento (Clq) a
anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen con su antigeno relacionado; por lo tanto, la activacion de la
cascada de complemento esta regulada en parte por la afinidad de unién de la inmunoglobulina a la proteina C1q.
C1q y dos serina proteasas, C1r y C1s, forman el complejo C1, el primer componente de la ruta de CDC. C1q es una
molécula hexavalente con un peso molecular de aproximadamente 460.000 y una estructura en la que seis "tallos"
colagenosos estan conectados a seis regiones de cabeza globular. Burton y Woof, Advances in Immunol. 51: 1-84
(1992). Para activar la cascada de complemento, es necesario que C1q se una a al menos dos moléculas de IgG1,
IgG2, o IgG3, pero solamente a una molécula de IgM, unida a la diana antigénica (Ward y Ghetie, Therapeutic
Immunology 2: 77-94 (1995) p. 80). Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de
CDC, por ejemplo como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).

Se ha propuesto que diversos restos de la molécula de IgG estan implicados en la unién a C1q incluyendo los restos
Glu318, Lys320 y Lys322 en el dominio CH2, el resto 331 del aminoacido situado a su vez en proximidad a la misma
hebra beta, los restos Lys235 y Gly237 situados en la regién bisagra inferior, y los restos 231 a 238 situados en la
region N-terminal del dominio CH2 (véase por ejemplo, Xu et al, J. Immunol. 150: 152A (Resumen) (1993),
WQ094/29351; Tao et al, J. Exp. Med., 178: 661-667 (1993); Brekke et al., Eur. J. Immunol, 24: 2542-47 (1994);
Burton et al; Nature, 288: 338-344 (1980); Duncan y Winter, Nature 332: 738-40 (1988); el documento de patente de
Estados Unidos n.° 5.648.260, y el documento de patente de Estados Unidos n.° 5.624.821). Se ha propuesto
adicionalmente que la capacidad de IgG para unirse a C1q y activar la cascada de complemento también depende
de la presencia, ausencia o modificacion del resto de carbohidrato colocado entre los dos dominios CH2 (que
normalmente esta anclado en Asn297) (Ward y Ghetie, Therapeutic Immunology 2: 77-94 (1995). Uno o mas de
estos restos se pueden modificar, sustituir o retirar o uno o mas restos de aminoacidos se pueden insertar para
aumentar o disminuir la actividad de CDC de los anticuerpos anti-CD200 proporcionados en el presente documento.

B) ANTICUERPOS ANTI-CD200 CON FUNCION(S) EFECTORA MODULADA

Algunas funciones efectoras que implican la region constante del anticuerpo especifico de diana se pueden modular
mediante la alteracion de propiedades de la region constante o Fc. Algunas funciones efectoras alteradas incluyen,
por ejemplo, una modulacién en una o mas de las siguientes actividades: ADCC, CDC, apoptosis, unién a uno o mas
receptores de Fc, y respuestas proinflamatorias. Modulacion se refiere a un aumento, disminucién o eliminacion de
una actividad en comparacion con la actividad de un segundo anticuerpo. El segundo anticuerpo puede ser un
anticuerpo con funcion efectora. El segundo anticuerpo puede ser un anticuerpo modificado por ingenieria o un
anticuerpo de origen natural y se puede denominar anticuerpo no variante, nativo, o precursor. La modulacion puede
incluir situaciones en las que una actividad se anula o esta completamente ausente. Ademas, en algunos casos, un
anticuerpo no variante puede presentar una actividad de la funcién efectora similar o equivalente a la actividad de los
anticuerpos chC2aB7-hG1 o los anticuerpos hB7V3V2-hG1 desvelados en el presente documento. De forma
analoga, una region constante o de Fc funcional o no variante puede poseer una funcién efectora de un dominio
constante o de Fc nativo; en algunos casos, la regién constante o Fc de chC2aB7-hG1 o hB7V3V2-hG1 puede
representar los dominios no variantes. Para los presentes fines, chC2aB7-hG1 y hB7V3V2-hG1 son los patrones
frente a los que se comparan las actividades de otros anticuerpos, con hB7V3V2-hG1 siendo el patrén preferente.

Un variante de polipéptido con afinidad de unién a FcR alterada y/o actividad de ADCC y/o actividad de CDC
alterada es un polipéptido que presenta un aumento o disminucién de la actividad de la unién a FcR y/o actividad de
ADCC y/o actividad de CDC en comparacion con el polipéptido nativo o precursor o con un polipéptido que
comprende una region de Fc o constante de secuencia nativa. Un variante de polipéptido que presenta un aumento
de la unién a un FcR se une a al menos un FcR con una afinidad mas elevada que el polipéptido precursor. Un
variante de polipéptido que presenta disminucién de la unién a un FcR se une a al menos un FcR con una afinidad
menor que un polipéptido precursor. Las variantes de este tipo que presentan disminucién de la unién a un FcR
pueden poseer una unidén escasa o0 poco apreciable a un FcR, por ejemplo, una unién de un 0-20 % al FcR en
comparacion con el nivel de unién de una regién constante o de Fc de inmunoglobulina de secuencia nativa con
respecto al FcR. De forma analoga una variante de polipéptido representa alteracion de la actividad de ADCC y/o
CDC puede presentar aumento o disminucion de la actividad de ADCC y/o CDC en comparacion con el polipéptido
nativo o precursor. Una variante de polipéptido que presentara una reduccion de ADCC y/o CDC puede presentar
reducciéon o no de la actividad de ADCC y/o CDC como se muestra en el presente documento por ejemplo. El
polipéptido precursor o nativo y su variante pueden ser anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno. El anticuerpo
o el fragmento de unién al antigeno mencionado, se pueden unir a CD200 y pueden bloquear o no la interaccion de
CD200:CD200R.

Una region de Fc o constante de secuencia nativa comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia
de aminoacidos de una region de cadena de Fc o constante encontrada en la naturaleza. Una regién de Fc o
constante variante o alterada comprende una secuencia de aminoacidos que se diferencia de la de una regién de
cadena pesada de secuencia nativa en virtud de al menos una modificacién, insercién o delecién de aminoacido, por
ejemplo. La region constante variante Walter puede tener al menos una sustitucion, insercién y/o delecion de
aminoacidos en comparacion con una region constante de secuencia nativa o en comparacion con la region
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constante de un polipéptido precursor, por ejemplo de aproximadamente una a aproximadamente cien sustituciones,
inserciones y/o deleciones de aminoacidos en una region constante de secuencia nativa o en la region constante del
polipéptido precursor.

En el presente documento se describe una regién constante variante o alterada que posee una homologia o
identidad (similitud) de al menos aproximadamente un 70 % con una regién constante de secuencia nativa y/o con
una region constante de un polipéptido precursor, y en algunos casos, una homologia identidad con la misma de al
menos aproximadamente un 75% y en otros casos una homologia identidad con la misma de al menos
aproximadamente un 80 %, y en otros casos una homologia identidad con la misma de al menos aproximadamente
un 85 %, 90 % o un 95 %. La region constante variante o alterada también puede contener una o mas deleciones o
inserciones de aminoacidos. Ademas, la regiéon constante variante puede contener una o mas sustituciones,
deleciones o inserciones de aminoacidos que da como resultado amino una alteracion de las modificaciones
después de la traduccion, incluyendo, por ejemplo, un patrén de glicosilacion alterado.

Algunos anticuerpos anti-CD200 variantes como se desvela en el presente documento se pueden codificar con una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido con una o mas inserciones, deleciones o sustituciones de
aminoacidos con respecto to the secuencia del polipéptido nativo o precursor. Ademas, algunos anticuerpos
variantes se pueden codificar con secuencias de acidos nucleicos que se hibridan en condiciones rigurosas con una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un anticuerpo anti-CD200 variante. Se puede usar una diversidad de
condiciones para detectar la hibridacion, y la rigurosidad se determina principalmente mediante la etapa de lavado
en el ensayo de hibridacion. Por lo general las temperaturas elevadas y las concentraciones de sal bajas
proporcionan alta rigurosidad, mientras que las temperaturas bajas y las concentraciones de sal elevadas
proporcionan una rigurosidad baja. La hibridacién de baja rigurosidad se consigue lavando, por ejemplo, en SSC a
aproximadamente 2,0 x a 50 °C, y la alta rigurosidad se consigue con aproximadamente SSC 0,2 x a 50 °C.

Algunos anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos con funciones efectoras alteradas o sin
funciones efectoras se pueden generar mediante ingenieria o produciendo anticuerpos con regiones de Fc, o de
cadena pesada constantes variantes; se puede usar tecnologia del ADN recombinante y/o condiciones de cultivo y
expresion celular para producir anticuerpos con funcién y/o actividad alteradas. Por ejemplo, la tecnologia del ADN
recombinante se pueden usar para modificar por ingenieria una o mas sustituciones, deleciones o inserciones de
aminoacidos en regiones (tales como, por ejemplo, regiones de Fc o constantes) que influyen en la funciéon del
anticuerpo incluyendo las funciones efectoras. Como alternativa, se pueden conseguir cambios en modificaciones
después de la traduccion, tales como, por ejemplo patrones de glicosilacion, manipulando las condiciones de cultivo
y expresion celular en las que se produce el anticuerpo.

En el presente documento se describen anticuerpos anti-CD200 con funciones efectoras alteradas que comprenden
una o mas sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos. Un anticuerpo anti-CD200 variante de este tipo
puede presentar una reduccion de la funcion efectora o ninguna. En realizaciones en particular, un anticuerpo
valiente comprende una construccion de G2/G4 en lugar del dominio G1 (véanse las Figuras 10, 11, 12, 13, y 15, por
ejemplo).

Ademas de intercambiar el dominio G1 con una construccion de G2/G4 como se presenta en el presente
documento, se pueden producir anticuerpos anti-CD200 con reduccién de la funcién efectora mediante introduccién
de otros tipos de cambios en la secuencia de aminoacidos de ciertas regiones del anticuerpo. Algunos cambios de
este tipo en la secuencia de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a, la mutaciéon Ala-Ala descrita en Bluestone et
al., (véase el documento WO 94/28027 y WO 98/47531; véase también Xu et al., 2000 Cell Immunol 200; 16-26).
Por lo tanto, se describen anticuerpos anti-CD200 con mutaciones dentro de la region constante que incluyen la
mutacion Ala-Ala que se puede usar para reducir o anular la funcion efectora. La regién constante de un anticuerpo
anti-CD200 puede comprender una mutacién para una alanina en la posicién 234 o una mutacién para una alanina
en la posicion 235. Ademas, la region constante puede contener una doble mutacién: una mutacién para una alanina
en la posicion 234 y una segunda mutacién para una alanina en la posiciéon 235. El anticuerpo anti-CD200 puede
comprender un armazoén de IgG4, en el que la mutacion Ala-Ala podria describir una mutacion(s) de fenilalanina a
alanina en la posicion 234 y/o una mutacion de leucina a alanina en la posicion 235. El anticuerpo anti-CD200 puede
comprender un armazén de IgG1, en el que la mutaciéon Ala-Ala podria describir una mutacion(s) de leucina a
alanina en la posicién 234 y/o una mutacién de leucina a alanina en la posicién 235. Un anticuerpo anti-CD200
puede, como alternativa o adicionalmente, portar otras mutaciones, que incluyen la mutaciéon puntual K322A en el
dominio CH2 (Hezareh et al., 2001 J Virol. 75: 12161-8). Un anticuerpo con dicha mutacién(s) en la region constante
puede ser ademas un anticuerpo de bloqueo o de no bloqueo.

Algunos cambios dentro de la regién bisagra también influyen en las funciones efectoras. Por ejemplo, la delecién de
la regiéon bisagra puede reducir la afinidad hacia receptores de Fc y puede reducir la activacion del complemento
(Klein et al., 1981 PNAS USA 78: 524-528). Por lo tanto, la presente divulgacion también se refiere a anticuerpos
con alteraciones en la region bisagra.

Los anticuerpos anti-CD200 se pueden modificar para aumentar o inhibir la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC). La actividad de CDC modulada se puede conseguir mediante introduccién de una o mas
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sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos en una regiéon de Fc del anticuerpo (véase, por ejemplo, el
documento de patente de Estados Unidos n.° 6.194.551). Como alternativa o adicionalmente, se puede introducir
resto(s) de cisteina en la regién de Fc, permitiendo de ese modo la formacion de enlaces disulfuro intercadena en
esta region. El anticuerpo homodimérico generado de este modo puede a aumentar o reducir la capacidad de
internalizacién y/o aumentar o disminuir la eliminacion celular mediada por complemento. Véase Caron et al., J. Exp
Med. 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992), documento W099/51642, Duncan y
Winter Nature 322: 738-40 (1988); documento de patente de Estados Unidos n.° 5.648.260; documento de patente
de Estados Unidos n.° 5.624.821; y el documento WO094/29351. También se pueden preparar anticuerpos
homodiméricos con aumento de la actividad antitumoral usando agentes de reticulacion heterobifuncionales como se
describe en Wolff et al., Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Como alternativa, un anticuerpo que tiene regiones
dobles de Fc se puede modificar por ingenieria y por lo tanto puede presentar aumento de lisis de complemento y
capacidades de ADCC. Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989).

Otro medio potencial para modular la funcién efectora de anticuerpos incluye cambios en la glicosilacion. Este tema
lo ha revisado recientemente Raju quien resume la importancia propuesta de los oligosacaridos encontrados en las
IgG humanas con su grado de funcién efectora (Raju, TS. BioProcess International April 2003. 44-53). De acuerdo
con Wright y Morrison, la microheterogeneidad de algunos oligosacaridos de IgG humana puede influir en las
funciones bioldgicas tales como CDC y ADCC, uniéndose a diversos receptores de Fc, y uniéndose a la proteina
C1qg (Wright A. y Morrison SL. TIBTECH 1997, 15 26-32). Esta bien documentado que algunos patrones de
glicosilacion de anticuerpos pueden diferenciarse dependiendo de las condiciones de produccion de células y las
condiciones de cultivo celular (Raju, TS. BioProcess International April 2003. 44-53). Tales diferencias pueden
conducir a cambios tanto en la funcion efectora como en la farmacocinética (Israel et al., Immunology. 1996; 89 (4):
573-578; Newkirk et al., P. Clin. Exp. 1996; 106 (2): 259-64). Las diferencias en la funcion efectora se pueden
relacionar con la capacidad de las IgG para unirse a los receptores de Fcy (FcyR) en las células efectoras. Shields,
et al., han mostrado que la 1gG, con variantes en la secuencia de aminoacidos que presentan un aumento de la
union a FcyR, pueden presentar hasta un 100 % de aumento de ADCC usando células efectoras humanas (Shields
et al., J Biol Chem. 2001 276 (9): 6591-604). Aunque estas variantes incluyen algunos cambios en los aminoacidos
no encontrados en la superficie de contacto de unién, tanto la naturaleza del componente de azlcar asi como su
patrén estructural también pueden contribuir a las diferencias. Ademas, la presencia o ausencia de fucosa en el
componente oligosacarido de una IgG puede aumentar la unién y la ADCC (Shields et al., J Biol Chem. 2002; 277
(30): 26733-40). Una IgG que carece de un carbohidrato fucosilado unido a Asn®*’ presentaba una union de receptor
normal al receptor Fcy. Por el contrario, la union al receptor FcyRIIA aumenté en un 50 % que iba acompafada por
un aumento de ADCC, especialmente a concentraciones de anticuerpos mas bajas.

El trabajo de Shinkawa, et al., demostré que un anticuerpo para el receptor de IL-5 humano producido en un
hibridoma de rata mostraba una ADCC mas elevada en mas de un 50 % cuando se comparaba con el anticuerpo
producido en células de ovario de hamster chino (CHO) (Shinkawa et al., J Biol Chem. 2003 278 (5): 3466-73). La
composicion del monosacarido y la formacién de perfiles de oligosacaridos mostraban que la IgG producida por
hibridoma de rata presenta un contenido menor de fucosa que la proteina producida por CHO. Los autores llegaron
a la conclusion de que la carencia de fucosilacién de una IgG1 tiene un papel fundamental en el aumento de la
actividad de ADCC.

Umana, et al., siguieron un enfoque diferente que cambiaba el patrén de glicosilaciéon de chCE7, un anticuerpo
quimérico anti-neuroblastoma de IgG1 (Umana et al., Nat Biotechnol. 1999 Feb; 17 (2): 176-80). Usando tetraciclina,
éstos regularon la actividad de una enzima glicosiltransferasa (Gnnll) que biseca oligosacaridos que se han visto
implicados en la actividad de ADCC. La actividad de ADCC del anticuerpo precursor era apenas superior a la del
nivel de fondo. La medida de la actividad de ADCC del chCE7 producido a diferentes niveles de tetraciclina
presentaba un intervalo 6ptimo de expresion de GnTIH para la actividad maxima de ADCC in vitro de chCE7. Esta
actividad se correlaciond con el nivel de oligosacarido complejo bisecado, asociado con la region constante constant.
Las variantes recién optimizadas presentaban una actividad de ADCC sustancial. De forma analoga, Wright y
Morrison produjeron anticuerpos en una linea de células CHO deficientes en glicosilacion (1994 J Exp Med 180:
1087-1096) y mostraron que los anticuerpos producidos en esta linea celular eran incapaces de citdlisis mediada por
complemento. Por lo tanto, dado que las alteraciones conocidas que influyen en la funcion efectora incluyen
modificaciones en el patron de glicosilacién o un cambio en el nimero de restos glicosilados, la presente divulgacion
se refiere a un anticuerpo CD200 en el que la glicosilacion esta alterada para aumentar o disminuir la funcion(s)
efectora incluyendo ADCC y CDC. La glicosilacion alterada incluye una disminucion o aumento en el numero de
restos glicosilados asi como un cambio en el patron o ubicacion de restos glicosilados.

Ademas, existen otros enfoques para la alteracion de la funcion efectora de anticuerpos. Por ejemplo, las células
que producen anticuerpos pueden ser hipermutagénicas, generando de ese modo anticuerpos con restos de
nucledtidos y polipéptidos alterados de forma aleatoria a través de toda una molécula de anticuerpo (véase el
documento WO 2005/011735). Algunas células hospedadoras hipermutagénicas incluyen células deficientes en
reparacion de emparejamiento de ADN. Los anticuerpos producidos de esta manera pueden ser menos antigénicos
y/o pueden tener propiedades farmacocinéticas beneficiosas. Ademas, los anticuerpos de este tipo se pueden
seleccionar para propiedades tales como aumento o disminucién de la funcién(s) efectora.
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Se entiende adicionalmente que la funcién efectora puede variar de acuerdo con la afinidad de unién del anticuerpo.
Por ejemplo, algunos anticuerpos con afinidad elevada pueden ser mas eficaces en la activacion del sistema del
complemento en comparaciéon con anticuerpos con una afinidad relativamente menor (Marzocchi-Machado et al.,
1999 Immunol Invest 28: 89-101). Por consiguiente, un anticuerpo se puede alterar de modo que la afinidad de union
hacia su antigeno se reduce (por ejemplo, cambiando las regiones variables del anticuerpo con métodos tales como
sustitucion, adicion o delecion de uno o mas restos de aminoacidos). Un anticuerpo anti-CD200 con afinidad de
unioén reducida puede presentar funciones efectoras reducidas, incluyendo, por ejemplo, ADCC y/o CDC reducidas.

ll. METODOS PARA REDUCIR O ELIMINAR CELULAS QUE SOBREEXPRESAN CD200

En el presente documento se describen métodos para reducir células que expresan CD200 en sujeto mediante la
administracion a sujeto de una terapia que comprende un antagonista de CD200. Como se ha mencionado
anteriormente, CD200 se expresa en ciertas células inmunitarias; y como se demuestra en la presente divulgacion,
CD200 también se expresa en ciertas células malignas. La expresion diversa de CD200 proporciona una via
mediante la que dirigir las células cancerosas (es decir, células positivas para CD200) para terapia. De forma
analoga, algunas células inmunitarias positivas para CD200 se pueden dirigir para la reduccion en métodos para el
tratamiento de trastornos autoinmunitarios.

CD200, a través de su interaccion con CD200R en células mieloides, modula la inmunosupresion mediante su
ministro de una sefial de inhibicién para actividad y/o migracién mieloide. Los ratones con supresion genética de
CD200, por ejemplo, demuestran una respuesta inmunitaria mas activa después de estimulos inmunogénicos (Hoek
et al., Science 2000), y las células que expresan CD200 provocan inmunosupresion mediante la inducciéon de un
desplazamiento en el perfil de citoquina de células inmunitarias estimuladas (véanse los datos que se muestran en el
presente documento). De forma especifica, las células positivas para CD200 son capaces de inducir un
desplazamiento de produccion de citoquina Th1 a Th2 en ensayos de poblacion de células mixtas. Aunque las
células positivas para CD200 son capaces de suprimir la respuesta inmunitaria, las células cancerosas positivas
para CD200, en consecuencia, pueden ser capaces de escapar del ataque de células inmunitarias. Sin embargo, la
expresion de CD200 en la membrana de células cancerosas asi como células inmunitarias se puede aprovechar
para dirigir estas células en terapia. Por ejemplo, un antagonista anti-CD200 se puede dirigir de forma especifica a
células positivas para CD200 e interrumpir la interacciéon de CD200:CD200R, inhibiendo de ese modo la supresion
inmunitaria, asi como algunas células diana positivas para CD200 con respecto a células efectoras inmunitarias. Las
realizaciones de la presente divulgacion, por lo tanto, se refieren a métodos para dirigir células positivas para CD200
a la reduccion que comprende un antagonista que se une a CD200 y, en algunos casos, interrumpe la interaccién de
CD200:CD200R.

En el presente documento se describen métodos para aumentar la respuesta inmunitaria. Algunos métodos de este
tipo incluyen la administracion de una terapia que comprende un antagonista de CD200, y en realizaciones en
particular con el antagonista es un anticuerpo anti-CD200 o fragmento de unién a antigeno como expone en el
presente documento. Aunque no se desea quedar ligado por ningin mecanismo(s) en particular, un anticuerpo anti-
CD200 de bloqueo, fragmento de unién a antigeno, polipéptido u otro antagonista puede eliminar las células
positivas para CD200 mediante el bloqueo de la supresién inmunitaria, permitiendo de este modo que las células
inmunitarias ataquen y eliminen las células positivas para CD200. Como alternativa o en combinacién con el
mecanismo mencionado anteriormente, un anticuerpo anti-CD200 (ya sea de bloqueo o de no bloqueo) u otro
antagonista puede reclutar células efectoras u otros ligandos (por ejemplo, componente de complemento) a la célula
positiva para CD200 a la que se une el anticuerpo o antagonista y dirige en la célula positiva para CD200 para
muerte celular mediada por efector.

En el presente documento se describen métodos para modular ADCC y/o CDC de células diana positivas para
CD200 mediante la administracion de un anticuerpo anti-CD200 murino, quimérico, humanizado o humano a un
sujeto con necesidad del mismo. La divulgacion se refiere a anticuerpos anti-CD200 variantes que provocan un
aumento de ADCC y/o CDC y a anticuerpos anti-CD200 variantes que presentan una reduccion o no de la actividad
de ADCC y/o CDC.

El anticuerpo anti-CD200 variante comprende una region variante o Fc alterada o constante, en el que la region Fc
variante o constante presenta un aumento de la funcién efectora. La region variante mencionada de este tipo puede
contener uno o mas sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos. Como alternativa o adicionalmente, la
region variante o Fc alterada o constante puede comprender modificaciones posteriores a la traduccion alteradas,
incluyendo, por ejemplo, un patrén de glicosilacién alterado. Un patrén de glicosilacion alterado incluye un aumento
o disminucion del nimero de enlaces glicosidicos y/o una modificacion en la posicion (es decir, nimero de restos de
aminoacidos) de uno o mas enlaces glicosidicos.

En el presente documento también se describen métodos para disminuir o eliminar células CD200 positivas para que
comprendan anticuerpos anti-CD200 variantes que presentan reduccién o no de la actividad de ADCC y/o CDC. El
anticuerpo anti-CD200 variante puede comprender una region Fc variante o alterada o region constante, en el que la
region Fc variante o constante presenta disminucién o no de la funcion efectora. La region Fc variante Walter o
constante mencionada de este tipo puede contener una o mas sustituciones, inserciones o deleciones de
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aminoacido. Como alternativa o adicionalmente, la region Fc variante o constante puede comprender modificaciones
después de la traduccion alteradas, que incluyen, pero no se limitan a, un patrén de glicosilacion alterado. Algunos
ejemplos de patrones de glicosilacion alterados se han descrito anteriormente.

Un anticuerpo anti-CD200 murino, quimérico, humanizado, humano o desinmunizado se puede administrar a un
paciente, que es un anticuerpo de no bloqueo. El anticuerpo anti-CD200 de no bloqueo puede ser una anticuerpo
variante como se ha descrito anteriormente y en consecuencia puede presentar modulacion de la funcion(s)
efectora. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD200 variante puede no bloquear la interaccion de CD200:CD200R y
también puede comprender una regién constante variante que provoca un aumento de la funcién efectora, tal como,
por ejemplo, aumento de ADCC.

A) METODOS PARA TRATAR PACIENTES CON TRASTORNOS AUTOINMUNITARIOS

En el presente documento se describe el tratamiento de pacientes con trastornos autoinmunitarios con una terapia
que comprenden antagonista de CD200. El antagonista puede ser un anticuerpo anti-CD200 o fragmento de union a
antigeno del mismo. El anticuerpo anti-CD200 o fragmento del mismo puede ser un anticuerpo anti-CD200 variante
que presenta modulacion de la actividad efectora. Por ejemplo, el anticuerpo variante puede comprender una region
constante variante o alterada capaz de provocar aumento o potenciacién de la funcién efectora, tal como, por
ejemplo, ADCC. Ademas, el anticuerpo mencionado puede ser un anticuerpo de no bloqueo y puede ser un
anticuerpo anti-CD200 murino, quimérico, humanizado, humano o desinmunizado. Por lo tanto, los métodos para
tratar pacientes con trastornos autoinmunitarios pueden comprender cualquiera de los antagonistas y anticuerpos de
CD200 como se establece en la presente divulgacion.

Los anticuerpos anti-CD200 o antagonistas de CD200 se pueden usar para disminuir cualquier tipo de célula que
expresa CD200 en su superficie, incluyendo, por ejemplo, células inmunitarias tales como linfocitos T, linfocitos B, y
células dendriticas. Los anticuerpos anti-CD200 pueden ser Utiles para la destruccion dirigida de células inmunitarias
implicadas en una respuesta inmunitaria lo deseaba, tal como, por ejemplo, respuestas inmunitarias asociadas con
un trastorno autoinmunitario, trasplantes, alergias, o trastornos inflamatorios. Algunas enfermedades y trastornos
autoinmunitarios a modo de ejemplo que se pueden tratar con los anticuerpos anti-CD200 proporcionados en el
presente documento incluyen, por ejemplo, respuestas inflamatorias tales como enfermedades cutaneas
inflamatorias que incluyen psoriasis y dermatitis (por ejemplo, dermatitis atépica); dermatomiositis; esclerodermia
sistémica y esclerosis; respuestas asociadas con enfermedad inflamatoria del intestino (tal como enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa); sindrome de distrés respiratorio (incluyendo sindrome de distrés respiratorio del adulto;
ARDS); dermatitis; meningitis; encefalitis; uveitis; colitis; glomerulonefritis; afecciones alérgicas tales como eccema y
asma y ofras afecciones que implican infiltracion de linfocitos T y respuestas inflamatorias cronicas; aterosclerosis;
deficiencia de adhesion leucocitaria; artritis reumatoide; lupus sistémico eritematoso (SLE); diabetes mellitus (por
ejemplo, diabetes mellitus de tipo | o diabetes mellitus dependiente de insulina); esclerosis multiple; sindrome de
Reynaud; tiroiditis autoinmunitaria; encefalomielitis alérgica; sindrome de Sjogren; diabetes de inicio juvenil; y
respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citoquinas y linfocitos T
encontradas por lo general en tuberculosis, sarcoidosis, polimiositis, granulomatosis y vasculitis; anemia perniciosa
(enfermedad de Addison); enfermedades implican diapédesis leucocitaria; trastorno inflamatorio del sistema nervioso
central (SNC); sindrome de lesién organica multiple; anemia hemolitica (que incluye, pero no se limita a
crioglobinemia o anemia positiva de Coombs); miastenia gravis; enfermedades mediadas por el complejo de
antigeno-anticuerpo; enfermedad de la membrana basal antiglomerular; sindrome antifosfolipidico; neuritis alérgica;
enfermedad de Graves; sindrome miasténico de Lambert-Eaton; pénfigo bulloso; pénfigo; poliendocrinopatias
autoinmunitarias; enfermedad de Reiter; sindrome del hombre rigido; enfermedad de Bechet; arteritis de células
gigantes; nefritis de complejo inmunitario; nefropatia de IgA; polineuropatias de IgM; purpura trombocitopénica
inmunitaria (ITP) o trombocitopenia autoinmunitaria y enfermedades hemoliticas autoinmunitarias, tiroiditis de
Hashimoto, etc.

De acuerdo con los métodos y composiciones que se describen en el presente documento, la divulgacion también se
refiere a métodos para tratar a un paciente de trasplante o aloinjerto. Un anticuerpo anti-CD200 u otro antagonista
de CD200 de la presente divulgacion se puede administrar a un paciente antes de un procedimiento de trasplante o
aloinjerto o después del procedimiento para disminuir o eliminar células inmunitarias positivas para CD200 que
podrian reducir la aceptacion del érgano o tejido trasplantado por parte del paciente. A un paciente de trasplante se
le puede administrar un anticuerpo anti-CD200 con aumento de la funcién efectora. Ademas, un anticuerpo anti-
CD200 es un anticuerpo de no bloqueo.

Las terapias que comprenden antagonistas o anticuerpos de CD200 se pueden administrar a pacientes en terapias
de combinacion. Por consiguiente, la eliminacion dirigida de ciertas poblaciones de células inmunitarias para tratar o
prevenir trastornos autoinmunitarios, aumentar o prolongar la supervivencia del trasplante, tratado prevenir alergias,
o tratar o prevenir trastornos inflamatorios, se pueden administrar como parte de una terapia de combinacién. Por
ejemplo, a un paciente que recibe una primera terapia que comprende un antagonista de CD200 (por ejemplo, un
anticuerpo anti-CD200 descrito en el presente documento) también se le puede proporcionar una segunda terapia.
El antagonista de CD200 se puede administrar de forma simultanea con la segunda terapia. Como alternativa, el
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antagonista de CD200 se puede proporcionar antes o después de la segunda terapia. Las segundas terapias
incluyen, pero no se limitan a, agentes antiinflamatorios, agentes inmunosupresores, y/o agentes antiinfecciosos.

Algunas terapias de combinacion de la presente divulgacion incluyen, por ejemplo, un antagonista de CD200 como
se describe en el presente documento administrado de forma simultanea o de forma secuencial en serie con
esteroides, agentes antimalaria, aspirina, farmacos antiinflamatorios no esteroideos, agentes inmunosupresores, o
farmacos citotdxicos. Estan incluidos corticosteroides (por ejemplo prednisona, dexametasona, y predisolona),
metotrexatem, metilprednisolona, inmunosupresores macrdlidos (por ejemplo sirolimus y tacrolimus), inhibidores
mitoticos (por ejemplo azatioprina, ciclofosfamida, y metotrexato), metabolitos fungicos que inhiben la actividad de
los linfocitos T (por ejemplo ciclosporina), micofenolato mofetilo, acetato de glatiramer, y agentes citotoxicos y que
danan el ADN (por ejemplo clorambucilo). Para pacientes con trastornos autoinmunitarios y pacientes de aloinjerto o
trasplante, la terapia anti-CD200 se puede combinar con tratamientos con anticuerpos que incluyen daclizumab, un
anticuerpo monoclonal de IgG1 humana modificada por ingenieria genética que se une de forma especifica a la
cadena a del receptor de interleuquina-2, asi como otros diversos anticuerpos que se dirigen a células inmunitarias u
otras células. Las terapias de combinacion de este tipo pueden ser Utiles en el tratamiento de diabetes de tipo 1,
artritis  reumatoide, lupus, y purpura trombocitopénica idiopatica, y otras indicaciones autoinmunitarias. La
divulgacién también se refiere a terapias para trastornos autoinmunitarios y para pacientes de trasplante que
comprenden un antagonista de CD200 (tal como, por ejemplo, los anticuerpos y variantes del mismo descritos en la
presente divulgacion) conjugados con uno o mas agentes.

B) METODOS PARA TRATAR PACIENTES CON CANCER

En el presente documento se describe un método para tratar el cancer en el que se administra un agente que
interrumpe o inhibe la interaccion de CD200 con su receptor a un sujeto. La interrupcion de la interaccion de
CD200:CD200R posteriormente revierte o inhibe la supresiéon inmunitaria, aumentando de este modo la respuesta
inmunitaria. Algunos posibles agentes para la interrupcion de la interaccion de CD200:CD200R incluyen, por
ejemplo, moléculas pequefias, agentes quimicos, polipéptidos, moléculas inorganicas, y compuestos
organometalicos. La interaccion de CD200:CD200R también se pueden inhibir mediante la reduccién de la expresion
de cualquiera de la proteina de membrana o su receptor a través de terapia antisentido, ARNi, o genética. Ademas,
un polipéptido especifico para CD200 o CD200R, tal como un anticuerpo especifico anti-CD200 o anti-CD200R o
fragmentos de los mismos, puede inhibir los efectos inmunosupresores de la interaccion de CD200:CD200R.

Algunas células cancerosas que se pueden tratar con un antagonista de CD200 incluyen cualquier célula cancerosa
que presente expresion de CD200 o regulacién positiva de CD200. Algunos canceres para los que se puede usar
terapia anti-CD200 incluyen, por ejemplo, cancer de ovario, melanoma, mieloma, neuroblastoma, renal, mama,
prostata, tumores malignos hematoldgicos (por ejemplo linfomas y leucemias), de células plasmaticas. También se
incluye cualquier célula cancerosa derivada de células de la cresta neuronal. El antagonista de CD200 de la
invencion es un anticuerpo anti-CD200. Los anticuerpos de este tipo usados como agentes terapéuticos anticancer
son capaces de interferir con la interaccion de CD200 y sus receptores. Esta interferencia puede bloquear el efecto
de inmunosupresion de CD200. Al aumentar la respuesta inmunitaria de esta manera, los anticuerpos de este tipo
pueden estimular la erradicacion de células cancerosas. Algunos anticuerpos anti-CD200 también se pueden dirigir a
células cancerosas para muerte celular mediada por efector.

Un anticuerpo anti-CD200 variante que presenta modulacion de la actividad de ADCC y/o CDC se puede administrar
a un sujeto con células cancerosas positivas para CD200. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD200 variante usado en
terapia para el cancer puede presentar aumento de la actividad efectora en comparacién con el anticuerpo precursor
o nativo. De acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo anti-CD200 variante presenta reduccién de la funcién
efectora, incluyendo reduccién de ADCC, con respecto al anticuerpo nativo. El anticuerpo mencionado puede ser un
anticuerpo murino, quimérico, humanizado, humano o desinmunizado. Algunos canceres para los que se puede usar
el anticuerpo anti-CD200 variante en el tratamiento incluyen, pero no se limitan a, canceres de células de la cresta
neuronal. También estan incluidos cancer de células plasmaticas, cancer de ovario, cancer de piel, cancer de
pulmén, cancer renal, cancer de mama, cancer de proéstata, neuroblastoma, linfoma, mieloma, y leucemia.

Los presentes anticuerpos se pueden administrar como un agente terapéutico a pacientes con cancer, en especial,
pero no limitados a, pacientes con CLL, cancer de células plasmaticas, cancer de ovario, cancer de piel, cancer de
pulmén, cancer renal, cancer de mama, cancer de prostata, neuroblastoma, linfoma, mieloma, leucemia, y cualquier
cancer derivado de células de la cresta neuronal. En el presente documento se describe una terapia para el cancer
de acuerdo con la presente divulgacion que comprende (1) administrar un anticuerpo anti-CD200 o antagonista que
interfiera con la interaccion entre CD200 y su receptor para bloquear la supresidon inmunitaria, estimulando de ese
modo la erradicacion de las células cancerosas; y/o (2) administrar una molécula de fusiéon que incluye una parte de
direccion a CD-200 para eliminar directamente las células cancerosas. Como alternativa, el anticuerpo elimina
directamente las células cancerosas a través de citotoxicidad celular mediada por complemento o dependiente de
anticuerpo. Dado que CD200 también se expresa en células normales tales como células endoteliales, aunque a
niveles menores que en las células cancerosas, también podria ser ventajoso administrar un anticuerpo anti-CD200
con una region constante modificada para reducir o eliminar ADCC o CDC para limitar el dafio a las células
normales. Por ejemplo, si la expresién de CD200 se regula de forma positiva en algunas células normales activadas
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(por ejemplo, linfocitos T activados), haciendo que tales células sean vulnerables a eliminaciéon por un anticuerpo
anti-CD200 con funcidn efectora, por lo tanto, podria ser ventajoso usar un anticuerpo anti-CD200 que careciera de
funcidn efectora para evitar la disminucion de estas células que ayudan en la destruccion de células cancerosas.

En una realizacion en particular, la funcion efectora de algunos anticuerpos anti-CD200 se elimina mediante el
intercambio del dominio constante de IgG1 por un dominio de fusién de IgG2/4. Se pueden concebir otras formas de
eliminar la funcion efectora tales como, por ejemplo, mutacion de sitios conocidos por que interactian con FcR o
insercion de un péptido en la regién bisagra, eliminando de ese modo sitios criticos requeridos para interaccion con
FcR. Algunos anticuerpos anti-CD200 variantes con reduccion de la funcion efectora o ninguna también incluyen
variantes como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Los agentes mencionados anteriormente para la inhibicién o prevencion de la interaccion de CD200:CD200R se
pueden usar en combinaciéon con ofras terapias o con otros agentes. Otros agentes incluyen, pero no se limitan a,
polipéptidos, moléculas pequefias, agentes quimicos, metales, compuestos organometalicos, compuestos
inorganicos, moléculas de acido nucleico, oligonucleétidos, aptameros, espiegélmeros, acidos nucleicos antisentido,
inhibidores de acido nucleico bloqueados (LNA), inhibidores de acido nucleico peptidicos (PNA), agentes
inmunomoduladores, fragmentos de unién a antigeno, profarmacos, y compuestos peptidomiméticos.

En el presente documento también se describen tratamientos de combinacién que comprenden un antagonista de
CD200 incluyendo los anticuerpos que se describen en el presente documento y compuestos inmunomoduladores,
vacunas o quimioterapia. Algunos ejemplos ilustrativos de agentes inmunomoduladores adecuados que se pueden
usar en terapias de combinacion de este tipo incluyen agentes que bloquean la regulacién negativa de linfocitos T o
células de presentacion de antigeno (por ejemplo, anticuerpos anti-CTLA4, anticuerpos anti-PD-L1, anticuerpos anti-
PDL-2, anticuerpos anti-PD-1 y similares) o agentes que aumentan la coestimulacion positiva de los linfocitos T (por
ejemplo, anticuerpos anti-CD40 o anticuerpos anti 4-1BB) o agentes que aumentan el indice de linfocitos NK o
actividad de los linfocitos T (por ejemplo, anticuerpos anti-CD200 solos o en combinacion con inhibidores tales como
los IMiD, talidomida, o analogos de talidomida). Ademas, la terapia inmunomoduladora podria incluir vacunas para el
cancer tales como células dendriticas cargadas con células tumorales, proteinas, péptidos, ARN, o ADN derivado de
células de este tipo, proteinas de choque térmico derivadas del paciente (hsp) o adyuvantes generales que
estimulan el sistema inmunitario a diversos niveles tales como CpG, Luivac, Biostim, Ribominilo, Imudon,
Bronchovaxom o cualquier otro compuesto otro adyuvante que activar receptores del sistema inmunitario innato (por
ejemplo, agonista de receptor de tipo toll, anticuerpos anti-CTLA-4, etc.). Ademas, la terapia inmunomoduladora
podria incluir tratamiento con citoquinas estables como IL-2, GM-CSF e IFN-gamma.

La eliminacion de los linfocitos T reguladores existentes con reactivos tales como anti-CD25, fludarabina, o
ciclofosfamida se puede conseguir antes de comenzar con el tratamiento anti-CD200. Ademas, la eficacia
terapéutica de algunas terapias mieloablativas seguido de trasplante de médula ésea o transferencia adoptiva de
linfocitos T reactivos con células CLL aumenta con la terapia anti-CD200. La eficacia del tratamiento anti-CD200
puede mejorar bloqueando los mecanismos de inmunosupresion con agentes tales como anticuerpos anti-PDL1 y/o
2, anticuerpos anti-IL-10, anticuerpos anti-IL-6, y similares. Ademas, podria ser ventajoso eliminar células dendriticas
plasmacitoides, que se ha mostrado que son inmunosupresoras en el entorno del cancer. En estas divulgaciones en
las que se pretende la administracion de un anticuerpo anti-CD200 para aumentar una respuesta inmunitaria
mediante el bloqueo de la supresion inmunitaria, por ejemplo, también se puede usar un anticuerpo anti-CD200
variante que carezca de funcion efectora.

La terapia que aumenta la respuesta inmunitaria puede ser la administracion de un polipéptido que se une a CD200,
s6lo o en combinacién con una de las terapias inmunomoduladoras mencionadas anteriormente. Por consiguiente,
un antagonista de CD200 (incluyendo un anticuerpo anti-CD200 como se describe en el presente documento) se
puede usar en combinacién con un anticuerpo monoclonal (por ejemplo, rituximab, trastuzumab, alemtuzumab,
cetuximab, o bevacizumab), incluyendo un anticuerpo monoclonal conjugado (por ejemplo, gemtuzumab
ozogamicina, ibritumomab tiuxetano, o tositumomab).

Ademas, la combinacion de la terapia anti-CD200 con agentes quimioterapéuticos podria ser particularmente util
para reducir la carga tumoral global, para limitar la angiogénesis, para aumentar la accesibilidad tumoral, para
aumentar la susceptibilidad a ADCC, para dar como resultado un aumento de la funcién inmunitaria al proporcionar
mas antigeno tumoral, o para aumentar la expresion del abstracto de linfocitos T, LIGHT. Cuando la terapia anti-
CD200 se administra a un sujeto en combinacion con otro agente antineoplasico convencional, ya sea de manera
simultanea o secuencial, se puede mostrar que la terapia anti-CD200 aumenta el efecto terapéutico de cualquier
agente solo. Algunos computos farmacéuticos que se pueden usar para terapia antitumoral combinatoria incluyen,
simplemente para ilustrar: aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, asparaginasa, bcg, bicalutamida, bleomicina,
buserelina, busulfan, camptotecina, capecitabina, carboplatino, carmustina, clorambucilo, cisplatino, cladribina,
clodronato, colchicina, ciclofosfamida, ciproterona, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina,
dienestrol, dietilstilbestrol, docetaxel, doxorrubicina, epirrubicina, estradiol, estramustina, etopdsido, exemestano,
filgrastim, fludarabina, fludrocortisona, fluorouracilo, fluoximasterona, flutamida, gemcitabina, genisteina, goserelina,
hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, imatinib, interferén, irinotecan, letrozol, leucovorina, leuprolida, levamisol,
lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato,
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mitomicina, mitotano, mitoxantrona, nilutamida, nocodazol, octreétido, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato,
pentostatina, plicamicina, porfimero, procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina, suramina, tamoxifeno,
temozolomida, tenipdsido, testosterona, tioguanina, tiotepa, diclorhidrato de titanoceno, topotecan, trastuzumab,
tretinoina, vinblastina, vincristina, vindesina, y vinorelbina.

Estos compuestos antitumorales quimioterapéuticos se pueden clasificar por su mecanismo de accién en grupos,
que incluyen, por ejemplo, las siguientes clases de agentes: antimetabolitos/agentes anticancer, tales como
analogos de pirimidina (5-fluorouracilo, floxuridina, capecitabina, gemcitabina y citarabina) y analogos de purina,
antagonistas de folato e inhibidores relacionados (mercaptopurina, tioguanina, pentostatina y 2-
clorodesoxiadenosina (cladribina)); agentes antiproliferativos/antimitéticos que incluyen productos naturales tales
como alcaloides de la vinca (vinblastina, vincristina, y vinorelbina), interruptores de microtibulos tales como taxano
(paclitaxel, docetaxel), vincristina, vinblastina, nocodazol, epotilonas y navelbina, epidipodofilotoxinas (etopdsido,
teniposido), agentes que dafan el ADN (actinomicina, amsacrina, antraciclinas, bleomicina, busulfan, camptotecina,
carboplatino, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, citoxano, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina, hexametilmelaminaoxaliplatino, ifosfamida, melfalan, mecloretamina, mitomicina, mitoxantrona,
nitrosourea, plicamicina, procarbazina, taxol, taxotere, tenipdsido, trietilenotiofosforamida y etopdsido (VP16));
antibioticos tales como dactinomicina (actinomicina D), daunorrubicina, doxorrubicina (adriamicina), idarrubicina,
antraciclinas, mitoxantrona, bleomicinas, plicamicina (mitramicina) y mitomicina; enzimas (L-asparaginasa que
metabdlica de manera sistémica la L-asparagina y priva a las células que no tienen la capacidad de sintetizar su
propia asparagina); agentes antiplaquetarios; agentes de alquilacion antiproliferativos/antimitéticos tales como
mostazas de nitrogeno (mecloretamina, ciclofosfamida y analogos, melfalan, clorambucilo), etileniminas y
metilmelaminas (hexametilmelamina y tiotepa), sulfonatos de alquilo -busulfan, nitrosoureas (carmustina (BCNU) y
analogos, estreptozocina), tracenos - dacarbazinina (DTIC); antimetabolitos antiproliferativos/antimitéticos tales
como analogos del acido félico (metotrexato); complejos de coordinacion de platino (cisplatino, carboplatino),
procarbazina, hidroxiurea, mitotano, aminoglutetimida; hormonas, analogos hormonales (estrogeno, tamoxifeno,
goserelina, bicalutamida, nilutamida) y inhibidores de la aromatasa (letrozol, anastrozol); anticoagulantes (heparina,
sales de heparina sintética y otros inhibidores de trombina); agentes fibrinoliticos (tales como activador del
plasminégeno tisular, estreptoquinasa y uroquinasa), aspirina, dipiridamol, ticlopidina, clopidogrel, abciximab;
agentes antimigratorios; agentes antisecretores (breveldina); agentes inmunosupresores (ciclosporina, tacrolimus
(FK-506), sirolimus (rapamicina), azatioprina, micofenolato mofetilo); agentes inmunomoduladores (talidomida y
analogos de la misma tales como lenalidomida (Revlimid, CC-5013) y CC-4047 (Actimid)), ciclofosfamida;
compuestos antiangiogénicos (TNP-470, genisteina) e inhibidores del factor de crecimiento (inhibidores del factor de
crecimiento endoteliales vascular (VEGF), inhibidores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)); bloqueador
de receptores de angiotensina; dadores de 6xido nitrico; oligonucleétidos antisentido; anticuerpos (trastuzumab);
inhibidores del ciclo celular e inductores de la diferenciacion (tretinoina); inhibidores de mTOR, inhibidores de la
topoisomerasa (doxorrubicina (adriamicina), amsacrina, camptotecina, daunorrubicina, dactinomicina, enipédsido,
epirrubicina, etopdsido, idarrubicina y mitoxantrona, topotecan, irinotecan), corticosteroides (cortisona,
dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisona, y prenisolona); inhibidores de quinasa de
transduccion de sefales del factor de crecimiento; inductores de disfuncién mitocondrial y activadores de caspasa; y
interruptores de cromatina.

Algunos compuestos farmacéuticos que se pueden usar para terapia anti-angiogénesis combinatoria incluyen: (1)
inhibidores de la liberacion de "moléculas angiogénicas", tales como bFGF (factor basico de crecimiento de
fibroblastos); (2) neutralizadores de moléculas angiogénicas, tales como anticuerpos anti-BbFGF; y (3) inhibidores de
la respuesta de células endoteliales a estimulos angiogénicos, que incluyen inhibidor de la colagenasa, inhibidores
de la renovacion de la membrana basal, esteroides angiostaticos, inhibidores de la angiogénesis derivados de
hongos, factor 4 plaquetario, trombospondina, farmacos para la artritis tales como D-penicilamina y tiomalato de oro,
analogos de vitamina Ds, interferon alfa, y similares. Para inhibidores de angiogénesis propuestos adicionales,
véanse Blood et al., Biochim. Biophys. Acta, 1032: 89-118 (1990), Moses et al., Science, 248: 1408-1410 (1990),
Ingber et al., Lab. Invest., 59: 44-51 (1988), y documentos de patente de Estados Unidos n.° 5.092.885, 5.112.946,
5.192.744, 5.202.352, y 6.573.256. Ademas, existe una gran diversidad de compuestos que se pueden usar para
inhibir la angiogénesis, por ejemplo, péptidos 0 agentes que bloquean la ruta de la angiogénesis mediada por VEGF,
proteina endostatina o derivados, fragmentos de uniéon a lisina de angiostatina, melanina o compuestos que
estimulan la melanina, fragmentos de plasmindgeno (por ejemplo, Kringles 1-3 de plasmindégeno), subunidades de
troponina, antagonistas de la vitronectina a,f3, péptidos derivados de la Saposina B, antibiéticos o analogos (por
ejemplo, tetraciclina, o neomicina), composiciones que contienen dienogest, compuestos que comprenden un nucleo
inhibidor de MetAP-2 acoplado a un péptido, el compuesto EM-138, chalcona y sus analogos, e inhibidores de la
naaladasa. Véanse, por ejemplo, los documentos de patente de Estados Unidos n.°® 6.395.718, 6.462.075,
6.465.431, 6.475.784, 6.482.802, 6.482.810, 6.500.431, 6.500.924, 6.518.298, 6.521.439, 6.525.019, 6.538.103,
6.544.758, 6.544.947, 6.548.477, 6.559.126, y 6.569.845.

Dependiendo de la naturaleza de la terapia de combinacion, la administracion del anticuerpo anti-CD200 puede
continuar aunque la otra terapia se esté administrando y/o a partir de ese momento. La administracién del anticuerpo
se puede realizar en una sola dosis, o en multiples dosis. En algunos casos, la administracion del anticuerpo anti-
CD200 comienza al menos varios dias antes de la terapia convencional, aunque en otros casos, la administracion
comienza inmediatamente antes o en el momento de la administracién de la terapia convencional. En algunos casos,
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el anticuerpo anti-CD200 se administrara después de otras terapias, o se podria administrar de forma alternativa con
otras terapias.

Los presentes anticuerpos se pueden usar para eliminar directamente o hacer ablacion de células cancerosas in
vivo. La eliminacién dirigida implica la administracion de los anticuerpos (que ocasionalmente se fusionan con un
farmaco citotéxico) a un sujeto que requiere un tratamiento de este tipo. Dado que los anticuerpos reconocen CD200
en las células cancerosas, se destruye cualquier célula de este tipo a la que se unen los anticuerpos. Cuando los
anticuerpos se usan solos para eliminar o para hacer ablacién de células cancerosas, tal eliminacion o ablacién se
puede realizar iniciando las funciones inmunitarias del hospedador endégeno, tales como CDC y/o ADCC. Los
ensayos para determinar si un anticuerpo elimina las células de esta manera estan dentro del alcance de los
expertos en la materia.

Los anticuerpos de la presente divulgacion se pueden usar para suministrar una diversidad de compuestos
citotéxicos. Cualquier compuesto citotoxico se puede fusionar con los presentes anticuerpos. La fusion se debe
conseguir de forma quimica o de forma genética (por ejemplo, mediante la expresidon con una sola molécula,
fusionada). ElI compuesto citotoxico puede ser un compuesto bioldgico, tal como un polipéptido, o una molécula
pequefia. Como observaran los expertos en la materia, para moléculas pequefias, se usa fusiéon quimica, aunque
para los compuestos bioldgicos, se puede usar cualquiera de fusidon quimica o genética.

Algunos ejemplos no limitantes de compuestos citotdxicos incluyen farmacos terapéuticos, un compuesto que emite
radiacion, moléculas de origen vegetal, fungico o bacteriano, proteinas bioldgicas y mezclas de los mismos. Los
farmacos citotoxicos pueden ser farmacos citotdxicos de accién por via intracelular, tales como emisores de
radiacion de corto alcance, que incluyen, por ejemplo, emisores a de alta energia, de corto alcance. Algunas toxinas
enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas se ejemplifican con el fragmento de toxina A de difteria,
fragmentos activos de no unién de toxina de difteria, exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadena de ricina A,
cadena de abrina A, cadena de modecina A, alfa-sacrina, ciertas proteinas de Aleurites fordii, ciertas proteinas de
Diantina, proteinas de Phytolacca americana (PAP, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Morodica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogilina, restrictocina, fenomicina, y enomicina, por ejemplo.
Algunos procedimientos para preparar polipéptidos enzimaticamente activos de las inmunotoxinas se describen en
los documentos WO84/03508 y WO85/03508. Ciertos restos citotoxicos derivan de adriamicina, clorambucilo,
daunomicina, metotrexato, neocarzinostatina y platino, por ejemplo.

Algunos procedimientos para conjugar los anticuerpos con los agentes citotdxicos se han descrito anteriormente que
estan dentro del alcance de un experto en la materia.

Como alternativa, el anticuerpo se puede acoplar con emisores de radiacion de alta energia, por ejemplo, un
radiois6topo, tal como 131I, un emisor y, que, cuando se localiza en el sitio del tumor, da como resultado una
eliminacion de células de varios diametros. Véase, por ejemplo, S. E. Order, "Analysis, Results, and Future
Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", Monoclonal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy, R. W. Baldwin et al, (zeds.), BP, 303-316 (Academic Press 1985). Otros radioisotopos
adecuados incluyen emisores a, tales como mBi, 13'Bi, y 2 1At, y emisores f3, tales como 18Re e Y.

Los presentes anticuerpos de unién a CD200 pueden proporcionar el beneficio de bloquear la supresién inmunitaria
en CLL mediante la direccion de las células de leucemia directamente a través de CD200. De forma especifica, la
estimulacion del sistema inmunitario puede permitir la erradicacion de las células de CLL del bazo y de los ganglios
linfaticos. Los solicitantes no tienen conocimiento de que se haya conseguido ninguna erradicacion satisfactoria de
células CLL a partir de estos microentornos con agentes que simplemente se dirigen a los linfocitos B (tales como
alemtuzumab). Por el contrario, los linfocitos T reactivos hacia CLL pueden tener un mejor acceso a estos organos
que los anticuerpos. En otras realizaciones, la eliminacion celular directa se consigue mediante el etiquetado de las
células de CLL con Abs anti-CD200.

De acuerdo con las composiciones y métodos de la presente divulgacion, la combinacion de eliminacién celular
directa y conduccion de la respuesta inmunitaria hacia un perfil de Th1 proporciona un enfoque particularmente
potente para el tratamiento del cancer. Por lo tanto, en el presente documento se describe un tratamiento para el
cancer en el que un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, que se une a CD200 y que tanto a) bloquea la interaccion
entre CD200 y su receptor como que b) elimina directamente las células cancerosas que expresan CD200, se
administra a un paciente con cancer. EI mecanismo mediante el que las células cancerosas se eliminan puede
incluir, pero no se limita a ADCC y/o CDC; fusién con una toxina; fusion con una radioetiqueta; fusiéon con un agente
etioldgico implicado en la eliminacion celular, tal como granzima B o perforina; fusion con un virus citotdxicos; fusion
con una citoquina tal como TNF-a o IFN-a. Un tratamiento para el cancer también puede implicar la administracion
de un anticuerpo que tanto a) bloquea la interaccion entre CD200 y su receptor como que b) aumenta la actividad de
los linfocitos T o linfocitos NK citotdxicos con respecto al tumor. Tal potenciacion de la actividad de los linfocitos T o
linfocitos NK citotdxicos, por ejemplo, se puede combinar mediante fusion del anticuerpo con citoquina sales como
por ejemplo IL-2, IL-12, IL-18, IL-13, e IL-5. Ademas, una potenciacion de este tipo se puede conseguir mediante la
administracién de un anticuerpo anti-CD200 en combinacién con inhibidores tales como los IMiID, talidomida, o
analogos de talidomida.
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El tratamiento del cancer puede implicar la administracion de un anticuerpo que tanto (1) bloquea la interaccién entre
CD200 y su receptor como que (2) atrae a los linfocitos T a las células tumorales. La atraccion de los linfocitos T se
puede conseguir fusionando el Ab con quimioquinas tales como MIG, IP-10, I-TAC, CCL21, CCL5 o LIGHT. Ademas,
el tratamiento con agentes quimioterapéuticos puede dar como resultado la regulacion positiva deseada de LIGHT.
La accion combinada del bloqueo de la supresiéon inmunitaria y la eliminacion directamente a través de direccion de
anticuerpos de las células tumorales es un enfoque Unico que proporciona un aumento de la ética.

Los anticuerpos anti-CD200 también se pueden usar como una herramienta de diagndstico de acuerdo con la
presente divulgacion. Las biopsias o muestras de tejido de células cancerosas se pueden someter a ensayo para
expresion de CD200 antes del tratamiento para predecir la eficacia de la terapia anti-CD200, sola o en combinacién
con otros agentes o métodos (tales como agentes quimioterapéuticos, radioterapia, terapia inmunomoduladora, etc.).
Por ejemplo, usando sangre obtenida de pacientes con canceres hematopoyéticos, la expresion de CD200 se puede
evaluar en células cancerosas mediante analisis de FACS usando anticuerpos anti-CD200 en combinacién con los
marcadores de células cancerosas apropiados tales como, por ejemplo, CD38 y CD19 en células CLL. Los pacientes
con niveles de CD200 de al menos 1,4 veces superiores a los niveles encontrados en los linfocitos B normales se
pueden seleccionados para tratamiento con anticuerpos anti-CD200. Como otro ejemplo, algunas muestras de tejido
de un paciente se pueden tefiir con anticuerpo anti-CD200 para determinar la expresion de CD200 en las células
malignas y normales del paciente.

En otro ejemplo del uso de los presentes anticuerpos anti-CD200 como una herramienta de diagndstico o de
prondstico, se obtienen biopsias de pacientes con tumores malignos y la expresion de CD200 se determina
mediante analisis de FACS usando anticuerpos anti-CD200 o mediante inmunohistoquimica usando anti-CD200. Si
la célula tumoral expresa CD200 a niveles que son al menos 1,4 veces mas elevados en comparacién con el
correspondiente tejido normal, los pacientes con cancer se seleccionan para terapia inmunomoduladora (que
incluye, pero no se limita a, una terapia que comprende terapia anti-CD200). Para células derivadas de cancer que
normalmente no expresan CD200, cualquier CD200 detectable en biopsias de tejido indican la posible utilidad de la
terapia anti-CD200. La terapia inmunomoduladora puede ser una terapia anti-CD200, pero también puede ser
cualquier ofra terapia que influya en el sistema inmunitario del paciente. Algunos ejemplos de terapias
inmunomoduladoras adecuadas incluyen la administracion de agentes que bloquean la regulaciéon negativa de los
linfocitos T cells o células de presentacion de antigeno (por ejemplo, anti-CTLA4, anti-PD-L1, anti-PDL-2, anti-PD-1)
o la administracion de agentes que aumentan la coestimulacién positiva de los linfocitos T (por ejemplo, anti-CD40 o
anti 4-1BB). Ademas, la terapia inmunomoduladora podria ser vacunas para el cancer tales como péptidos
heterociclicos o péptidos de células tumorales que generan linfocitos T citotdxicos o células dendriticas cargadas
con células tumorales, o la administracion de agentes que aumentan el indice de linfocitos NK o actividad de los
linfocitos T (por ejemplo, anticuerpos anti-CD200 solos o en combinacidon con inhibidores tales como los IMiD,
talidomida o analogos de talidomida), o la administracion de agentes que suprimen los linfocitos T reguladores (por
ejemplo anticuerpos anti-CD200 solos o en combinacion con ONTAK), o células dendriticas plasmacitoides. La
combinacion con agentes que aumentan la migracion de linfocitos T o células dendriticas también es ventajosa, tal
como, por ejemplo, cualquier agente que bloquee SPARC. Ademas, la terapia inmunomoduladora podria ser una
vacuna para el cancer, tales como células dendriticas cargadas con células tumorales, ARN tumoral o ADN tumoral
de exosomas derivados de paciente, proteina tumoral o péptidos tumorales, proteinas de choque térmico derivadas
del paciente (hsp), hsp cargadas con antigenos tumorales o adyuvantes generales que estimulan el sistema
inmunitario a diversos niveles tales como CpG, Luivac, Biostim, Ribominilo, Imudon, Bronchovaxom o cualquier otro
compuesto que active los receptores del sistema inmunitario innato (por ejemplo, receptores de tipo toll). Ademas, la
terapia podria incluir el tratamiento con citoquinas tales como IL-2, GM-CSF e IFN-gamma. También se contempla la
combinacién con agentes que restablecen la actividad comprometida de las células dendriticas en el entorno tumoral
tales como por ejemplo inhibidores de la MAP quinasa.

Los anticuerpos descritos en el presente documento también se pueden usar para detectar células cancerosas in
vivo. La deteccion in vivo se consigue mediante etiquetado del anticuerpo, administracion del anticuerpo etiquetado
aun sujeto y a continuacién formacién de imagenes del sujeto. Algunos ejemplos de etiquetas utiles para formacion
de |ma92enes de dlagnostlco de acuerdo con la presente divulgacion son radioetiquetas tales como B M, 1%

mTe, P, C,y ®Rh, etiquetas fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina, etiquetas activas para
resonancia magnetlca nuclear isétopos de emision de positrones detectables con un escaner de tomografia de
emision de positrones ("PET"), agentes quimioluminiscentes tales como luciferina, y marcadores enzimaticos tales
como peroxidasa o fosfatasa. También se pueden usar algunos emisores de radiacion de corto alcance, tales como
isdtopos detectables con sondas de deteccion de corto alcance, tal como una sonda transrectal. El anticuerpo se
puede etiquetar con reactivos de este tipo usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, véase Wensel y
Meares, Radioimmunoimaging y Radioimmunotherapy, Elsevier, N.Y. (1983) para técnicas relacionadas con el
radioetiquetado de anticuerpos. Véase también, D. Colcher et al., "Use of Monoclonal Antibodies as
Radiopharmaceuticals for the Localization of Human Carcinoma Xenografts in Athymic Mice", Met. Enzymol. 121:
802-816 (1986).

) )

Un anticuerpo radioetiquetado de acuerdo con la presente divulgacion se puede usar para ensayos de diagnostico in
vitro. La actividad especifica de un anticuerpo, parte de union del mismo, sonda o ligando depende de la semivida, la
pureza isotépica de la etiqueta radiactiva, y como se incorpora la etiqueta en el agente biologico. En ensayos de
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inmunoensayo, cuanto mayor es la actividad especifica, en general, mejor es la sensibilidad. Por lo general, en la
técnica se conocen algunos procedimientos para el etiquetado de anticuerpos con los is6topos radiactivos.

El anticuerpo radioetiquetado se puede administrar a un paciente cuando se localizan células cancerosas que portan
el antigeno con el que reacciona el anticuerpo, y se detecta o "se forman imagenes" in vivo usando técnicas
conocidas tales como barrido radionuclear usando por ejemplo, una camara gamma o tomografia de emision. Véase
por ejemplo, A. R. Bradwell et al., "Developments in Antibody Imaging”, Monoclonal Antibodies for Cancer Detection
and Therapy, R. W. Baldwin et al., (eds.), pp. 65-85 (Academic Press 1985). Como alternativa, un escaner de
tomografia transaxial de emisién de positrones, tal como el denominado Pet VI ubicado en el Brookhaven National
Laboratory, se puede usar cuando la radioetiqueta emite positrones (por ejemplo, 11C, 18F, 150, y 13N).

Algunos agentes biolégicos etiquetados con fluoréforo y croméforo se pueden preparar con restos convencionales
conocidos en la técnica. Dado que algunos anticuerpos y otras proteinas absorben luz que tiene longitudes de onda
de hasta aproximadamente 310 nm, se deberian seleccionar los restos fluorescentes para que tuvieran una
absorcion sustancial en longitudes de onda superiores a 310 nm y preferentemente superiores a 400 nm. Una
diversidad de agentes fluoréforos y croméforos se describe en Stryer, Science, 162: 526 (1968) y Brand, L. et al.,
Annual Review of Biochemistry, 41: 843-868 (1972). Los anticuerpos se pueden etiquetar con grupos croméforos
fluorescentes mediante procedimientos convencionales tales como los que se desvelan en los documentos de
patente de Estados Unidos n.®® 3.940.475, 4.289.747, y 4.376.110.

En el presente documento también se describen algunos métodos para controlar la evolucion y/o eficacia de un
tratamiento terapéutico. EI método implica la administracion de una terapia inmunomoduladora y determinar los
niveles de CD200 en un sujeto, al menos dos veces, para determinar la eficacia de la terapia. Por ejemplo, los
niveles de tratamiento previo de CD200 se pueden discernir y, después de al menos una administracion de la
terapia, los niveles de CD200 se pueden determinar de nuevo. Una disminucion de los niveles de CD200 es
indicativa de un tratamiento eficaz. La medida de los niveles de CD200 puede ser usada por el experto como una
directriz para aumentar la cantidad o la frecuencia de la dosificacion de la terapia. Por supuesto, se deberia entender
que los niveles de CD200 se pueden controlar directamente o, como alternativa, cualquier marcador que se
correlacione con CD200 se puede controlar. Otros métodos para determinar la eficacia de esta terapia incluyen, pero
no se limitan a, deteccion de células cancerosas, recuento linfocitario total, tamafio del ganglio linfatico, nimero de
linfocitos T de regulacion, perfiles de citoquina en el suero o intracelulares, o secrecion de citoquina por linfocitos T o
B tal como se mide con ELISPOT.

C. OTROS ANTAGONISTAS DE CD200

Los antagonistas y polipéptidos y/o anticuerpos de CD200 usados en la presente divulgacion estan especialmente
indicados para aplicaciones de diagnostico y terapéuticas como se describe en el presente documento. Por
consiguiente, algunos antagonistas CD200 y anticuerpos anti-CD200 y variantes de los mismos se pueden usar en
terapias, que incluyen terapias de combinacion, en el diagndstico y prondstico de la enfermedad, asi como en el
control de la evolucion de la enfermedad.

También se describen algunos anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonal
es, preferentemente humanos o humanizados, que tienen especificidades de unién para al menos dos antigenos
diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de uniones para el antigeno CD200 en una célula (tal
como, por ejemplo, una célula cancerosa o celular inmunitaria), la otra es para cualquier otro antigeno, y
preferentemente para una proteina o receptor de la superficie celular o subunidad receptora.

Algunos métodos para preparar anticuerpos biespecificos estan dentro del alcance de los expertos en la materia. De
forma tradicional, la produccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares
de cadena pesada/cadena ligera de inmunoglobulina, en los que las dos cadenas pesadas tienen diferentes
especificidades (Milstein y Cuello, Nature, 305: 537-539 (1983)). Los dominios variables de anticuerpo con las
especificidades de union deseadas (sitios de combinacion de anticuerpo-antigeno) se pueden fusionar con
secuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La fusién se realiza preferentemente con un dominio
constante de cadenas pesadas de inmunoglobulina, incluyendo al menos parte de las regiones bisagra, CH2, y CH3.
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. Para detalles adicionales de métodos ilustrativos conocidos en la actualidad para generar anticuerpos
biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121: 210 (1986); documento WO 96/27011;
Brennan et al., Science 229: 81 (1985); Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992); Kostelny et al., J. Immunol.
148 (5): 1547-1553 (1992); Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993); y Gruber et al., J.
Immunol. 152: 5368 (1994); y Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991). Los anticuerpos biespecificos también incluyen
anticuerpos reticulados o heteroconjugados. Algunos anticuerpos heteroconjugados se pueden preparar usando
cualquier método de reticulacion conveniente. Algunos agentes de reticulacion adecuados se conocen bien en la
técnica, y se desvelan en el documento de patente de Estados Unidos n.° 4.676.980, junto con un numero de
técnicas de reticulacion.
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También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpo biespecifico directamente
a partir de cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido algunos 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 pueden unir a las partes de Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante
fusion genética. Los homodimeros de anticuerpo se pueden reducir a la region bisagra para formar monémeros y a
continuacion se pueden volver a oxidar para formar los homodimeros de anticuerpo. Este método también se puede
usar para la produccion de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpo" descrita por Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993) a proporcionar un mecanismo alternativo para preparar
fragmentos de anticuerpo biespecifico. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vh)
conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) con un conector que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente, los dominios V4 y Vi de un fragmento
se ven forzados a emparejarse con los dominios V. y V4 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 anticuerpo
biespecifico con el uso de dimeros de Fv de una sola cadena (scFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152: 5368
(1994). Como alternativa, los anticuerpos pueden ser "anticuerpos lineales" como se describe en Zapata et al.,
Protein Eng. 8 (10): 1057-1062 (1995). En resumen, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos de Fd en
tandem (Vy -Cnx1-Vy -Cy1) que forman un par de regiones de unidn a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser
biespecificos 0 monoespecificos.

D. MODOS DE ADMINISTRACION Y FORMULACIONES

La via de administracion de anticuerpos de los anticuerpos de la presente divulgacion (ya sea el anticuerpo puro, un
anticuerpo etiquetado, un anticuerpo fusionado con una toxina, etc.) esta de acuerdo con métodos conocidos, por
ejemplo, inyeccion o infusiéon mediante las vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, subcutanea,
intraocular, intraarterial, intratecal, inhalacién o intralesional, o mediante sistemas de liberacién sostenida. El
anticuerpo se administra preferentemente de manera continua por infusion o mediante inyeccién de bolo. Los
anticuerpos se pueden administrar de una manera local o sistémica.

Los presentes anticuerpos se pueden preparar en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Algunas técnicas para formulacion y administracion de los compuestos de la presente solicitud se pueden encontrar
en "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima edicién. Esta composicion
terapéutica se puede administrar por via intravenosa o a través de la nariz o pulmén, preferentemente en forma de
un liquido o aerosol de polvo (liofilizado). La composicién también se puede administrar por via parenteral o por via
subcutanea si se desea. Cuando se administra por via sistémica, la composicién terapéutica deberia ser estéril,
sustancialmente sin pirégenos y en una solucion parenteral en que aceptable teniendo debidamente en cuenta el
pH, isotonicidad, y estabilidad. Por ejemplo, una preparacion farmacéutica esta sustancialmente libre de materiales
pirogénicos con el fin de que sea adecuada para administracion como un agente terapéutico para seres humanos.
Los expertos en la materia conocen estas condiciones.

Algunas composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso incluyen composiciones en las que uno o mas de los
presentes anticuerpos estan contenidos en la cantidad eficaz para conseguir su finalidad pretendida. De forma mas
especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere una cantidad de anticuerpo eficaz para prevenir, aliviar o
mejorar sintomas de enfermedad por prolongar la supervivencia del sujeto que se esta tratando. La determinacion
de una cantidad terapéuticamente eficaz esta bien dentro de la capacidad de los expertos en la materia,
especialmente a la vista de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento. Las dosificaciones
terapéuticamente eficaces se pueden determinar usando métodos in vitro e in vivo.

Aunque la divulgacion mencionada anteriormente se ha dirigido a anticuerpos, en algunas realizaciones se pueden
usar polipéptidos derivados de tales anticuerpos de acuerdo con la presente divulgacion.

Ejemplos
MODELO DE RATON Y CONSTRUCCION DE CELULAS CD200+
Modelo de RaijilPBL

Los ratones NOD.CB17-Prkdc<scid> (Jackson Laboratory) se inyectaron con 200 ul de RPM1 que contenia 4 x 10°
células RAJI (ATCC) s.c. junto con 0, 1, 5 0 10 millones de PBL. Se incluyeron nueve o diez ratones por grupo. Los
PBL se aislaron de 250 ml de sangre entera en un gradiente de Histopaque seguido de lisis de glébulos rojos
usando cloruro de amonio al 0,9 %. El crecimiento del tumor se control6 tres veces a la semana midiendo la longitud
y el ancho con un calibrador. El volumen del tumor se calcul6 basandose en la longitud x ancho x ancho/2.

Las diferencias entre los grupos que se inyectaron con los PBL en comparacion con el grupo que recibié solamente
células tumorales se analizaron por ensayo de t de Student para muestras no relacionadas de dos colas. Se
observaron diferencias significativas en los grupos que recibieron 5 o 10 millones de PBL, pero no en el grupo que
recibié 1 millén de PBL a partir del Dia 32 en adelante.
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Modelo de PBL de Namalwa

Los ratones NOD. CB17 Prkdc<scid> (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) se inyectaron con 200 yl de RPMI
que contenia 4 x 10° de células de Namalwa (ATCC) s.c. junto con 0, 2 o 10 millones de PBL. Se incluyeron 9-10
ratones por grupo. Los PBL se aislaron de 250 ml de sangre completa en un gradiente de Histopaque seguido de
insiste globulos rojos usando cloruro de amonio al 0,9 %. El crecimiento del tumor se control6 tres veces a la
semana midiendo la longitud y el ancho con un calibrador. El volumen del tumor se calculé basandose en la
longitud x ancho x ancho/2.

Creacién de lineas celulares estables que expresan CD200

Se generaron lineas de células Raji y Namalwa estables que expresan CD200 usando el Sistema de Expresion
Lentiviral Virapower (Invitrogen, Carlsbad, CA). Un ADNc de CD200 se aislé de las células de CLL primarias por RT-
PCR usando el cebador directo 5-GACAAGCTTGCAAGGATGGAGAGGCTGGTGA-3' (SEQ ID NO: 34) y el cebador
inverso 5-GACGGATCCGCCCCTTTTCCTCCTGCTTTTCTC-3' (SEQ ID NO: 35). El producto de PCR se cloné en el
vector de entrada Gateway, pCR8/GW/TOPO-TA, y los planes individuales se secuencian. Los clones con la
secuencia correcta se combinaron en la orientacion tanto en sentido como antisentido en los vectores lentivirales
pLenti6/V5/DEST y pLenti6/UbC/V5/DEST usando tecnologia Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). La diferencia
principal entre estos dos vectores es el promotor usado para conducir la expresion de CD200: pLenti6/V5/DEST
contiene el promotor temprano inmediato de CMV humano, mientras que pLenti6/UbC/V5/DEST contiene el
promotor de ubiquitina C humano.

Se produjeron soluciones de reserva lentivirales pseudotipadas para VSV-G, de alta titulacion mediante
cotransfeccion transitoria de células 293-FT como lo recomienda el fabricante. Las células Raji o Namalwa se
transdujeron mediante nueva suspension de 10° células en 1 ml de medio de crecimiento que contenia 12 yg/ml de
Polybrene y se afiadiéd 1 ml de solucién de reserva lentiviral. Después de incubar las células durante una noche a
37 °C, el medio que contenia virus se retird y se reemplazé con 4 ml de medio recién preparado. Dos dias después,
las células infectadas se analizaron para expresiéon de CD200 mediante citometria de flujo. En todos los
experimentos, =70 %, las células eran CD200°, mientras que CD200 era indetectable en las lineas de células
precursoras y en células transducidas con los virus de control negativo (CD200 antisentido).

Para aislar lineas de células clonales que sobreexpresan CD200, las células infectadas se seleccionaron con
blasticidina durante 13 dias. Las concentraciones de blasticidina usadas fueron 6 ug/ml para células Raji o 2 ug/ml
para células Namalwa. A continuacion, los clones estables se aislaron limitando la dilucién de las células resistentes
a blasticidina en placas de 96 pocillos. Los clones se identificaron sistematicamente en formato de 96 pocillos
mediante citometria de flujo usando Mouse CD200 Anti-Humano de Ratén conjugado con PE (clon MRC OX104,
Serotec) y un FACSCalibur de BD equipado con un Muestreador de Alto Rendimiento. Después de identificar
sistematicamente un total de clones de 2000 Raiji y 2000 Namalwa, esos clones con la expresion de CD200 mas
elevada se expandieron para caracterizacion adicional usando técnicas convencionales.

EJEMPLO 1
Eficacia de versiones humanizadas de C2aB7 en el modelo que RAJI_CD200/PBL

A) Para evaluar si las versiones humanizadas de C2aB7 detienen su eficacia en modelos tumorales in vivo, el
C2aB7 quimérico (véase la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos con nimero 2005/0129690) y 3
versiones humanizadas (C2aB7V4VI, C2aB7V3V1 y C2aB7V3V2) asi como el anticuerpo de control negativo
alxn4100 se sometieron a ensayo en el modelo de RAJI-CD200/PBL. Las células RAJI transducidas con CD200 se
inyectaron s.c. en ratones NOD.CB17-Prkdc<scid>, y la capacidad de los PBL para reducir el crecimiento tumoral en
presencia o ausencia de anticuerpos C2aB7 quiméricos o humanizados o se evalud el anticuerpo de control
alxn4100 (que no se une a células tumorales). Los anticuerpos a las concentraciones indicadas a continuacion se
administraron inicialmente con las células tumorales, y a continuacion dos veces/semana por i.v. Se establecieron
los siguientes grupos con 10 ratones cada uno:

Grupo 1: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c.

Grupo 2: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL

Grupo 3: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 5 mg/kg de C2aB7
Grupo 4: 4 x 10° RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10° PBL + 20 mg/kg de C2aB7V4V/1
Grupo 5: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 5 mg/kg de C2aB7V4V1
Grupo 6: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 20 mg/kg de C2aB7V3V1
Grupo 7: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 5 mg/kg de C2aB7V3V1
Grupo 8: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 5 mg/kg de C2aB7V3V2
Grupo 9: 4 x 10° RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10° PBL + 20 mg/kg de alxn4100

La longitud y el ancho del tumor se midieron 3 veces a la semana, y el volumen del tumor se calculd con longitud del
tumor*ancho*ancho/2. La Figura 18 muestra que, como se esperaba, la expresiéon de CD200 en las células
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tumorales evitaba que las células inmunitarias redujeran el crecimiento del tumor. Todas las versiones humanizadas
de C2aB7 bloqueaban el crecimiento del tumor en hasta un 97 % a dosis de 20 mg/kg. El anticuerpo de control
alxn4100 no influia en el crecimiento tumoral. Estos datos demuestran que todos los anticuerpos humanizados son
altamente eficaces en el bloqueo del crecimiento tumoral.

B) Evasion inmunitaria con CD200

Aunque el sistema inmunitario humano es capaz de aumentar una respuesta inmunitaria frente a muchos tipos de
cancer, esa respuesta es insuficiente para erradicar el cancer en la mayoria de los pacientes, debido posiblemente a
la evasién inmunitaria a través de la regulacién negativa del sistema inmunitario por el tumor. Los inventores
identificaron que la molécula inmunosupresora CD200 estaba regulada de forma positiva 1,5-5,4 veces en células de
leucemia linfocitica crénica (CLL) en todos los pacientes examinados (n = 80). Se sabe que la interaccion de CD200
con su receptor altera los perfiles de citoquina de Th1 a Th2 en reacciones linfociticas mixtas, y da como resultado la
induccion de linfocitos T reguladores, que se cree que obstaculizan la inmunidad de los linfocitos T efectores
especificos de tumor. En el presente estudio, los inventores abordaron si la expresion de CD200 en células
tumorales desempefia un papel en la evasién inmunitaria, evitando de ese modo la eliminacién de células tumorales
por el sistema inmunitario en un modelo de xenoinjerto de ratéon hu/SCID, y si el tratamiento con un anticuerpo anti-
CD200 antagonista influye en el crecimiento del tumor en este modelo.

Las lineas de células de linfoma no Hodgkin humano, RAJI y Namalwa, se transdujeron con CD200 humano y se
inyectaron por via subcutanea junto con linfocitos de sangre periférica humana (PBMC) en ratones NOD/SCID. El
crecimiento tumoral en ratones que recibieron células tumorales que expresan CD200 se compard con el
crecimiento tumoral en ratones que recibieron células tumorales que no expresaban CD200 en el tiempo. En
experimentos posteriores, los ratones se trataron con anticuerpos anti-CD200 quiméricos o humanizados (intervalo
de dosis de 1 mg/kg de a 20 mg/kg) mediante inyeccion intravenosa. El tratamiento comenzé inmediatamente o 7
dias después de la inyeccion de células tumorales.

Las PBMC redujeron el crecimiento del tumor de RAJI o Namalwa en hasta un 75 % en ausencia de expresién de
CD200. Por el contrario, el crecimiento de tumores de RAJI o Namalwa que expresaban CD200 a niveles
comparables con CLL no se redujo con las PBMC. La administracion de anticuerpos anti-CD200 a 5 mg/kg dio como
resultado una inhibicién del crecimiento tumoral casi completa (1/10 ratones desarrollaron un tumor pequefio) en el
transcurso del estudio incluso cuando el tratamiento comenzaba 7 dias después de la inyeccion de células
tumorales.

La presencia de CD200 humano en células tumorales inhibe la capacidad de los linfocitos humanos para erradicar
las células tumorales. El tratamiento de tumores que expresan CD200 con anticuerpos anti-CD200 antagonistas
inhibe el crecimiento tumoral, lo que indica el potencial para la terapia anti-CD200 como un enfoque prometedor para
la CLL.

C) Eficacia de C2aB7G1 con respecto a construcciones de C2aB7G2/G4

Para evaluar si los anticuerpos anti-CD200 sin funcion efectora (construcciones de fusion de G2/G4 de C2aB7 como
se describe a continuacién) son igualmente o mas eficaces que las construcciones de G1, se sometieron a ensayo
las versiones G1 y G2/G4 asi como la version humanizada de C2aB7 (alxn5200) en el modelo de Raji_CD200/PBL.
Las células RAJI transducidas con CD200 como se ha descrito anteriormente se inyectaron por s.c. en ratones
NOD.CB17-Prkdc<scid>, y se evalud la capacidad de los PBL para reducir el crecimiento tumoral en presencia o
ausencia de anticuerpos c2aB7G1 anti-CD200 quiméricos (c2aB7), c2aB7G2/G4 o las versiones humanizadas,
hC2aB7Vv3V1G1 (V3V1), o hC2aB7V3V2G1 (V3V2), o anticuerpo de control alxn4100. Los anticuerpos a
concentraciones indicadas a continuacién se administraron inicialmente con las células tumorales y a continuacion
dos veces/semana por i.v. Se establecieron los siguientes grupos con 10 ratones cada uno:

Grupo 1: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c.

Grupo 2: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL

Grupo 3: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 20 mg/kg de hV3V2-G1
Grupo 4: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 5 mg/kg de alxn 5200

Grupo 5: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 2,5 mg/kg de alxn 5200
Grupo 6: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 1 mg/kg de alxn 5200

Grupo 7: 4 x 10° RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10° PBL + 20 mg/kg de chC2aB7G2/G4
Grupo 8: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10° PBL + 5 mg/kg de chC2aB7G2/G4
Grupo 9: 4 x 10° RAJI ~CD200 por s.c. + 6 x 10° PBL + 2,5 mg/kg de chC2aB7G2/G4
Grupo 10: 4 x 10 RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10 PBL + 1 mg/kg de chC2aB7G2/G4
Grupo 11: 4 x 10° RAJI_CD200 por s.c. + 6 x 10° PBL + 20 mg/kg de alxn4100

La longitud y el ancho del tumor se midieron tres veces a la semana, y el volumen del tumor se calculé con longitud

del tumor*ancho*ancho/2. La Figura 19 muestra que, como se esperaba, la expresion de CD200 en las células
tumorales evitaba que las células inmunitarias redujeran el crecimiento del tumor. Sin embargo, la adicion de
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anticuerpos anti-CD200 reducia el volumen del tumor en hasta un 100 %. Aunque 20 mg/kg de C2aB7G1 daban
como resultado el crecimiento de pequefios tumores en 6/10 ratones, solamente a 1 ratén decrecieron tumores en el
grupo tratado con 20 mg/kg de C2aB7G2/G4, lo que sugiere que la version de G2/G4 podria dar como resultado una
eficacia mejor o al menos igual que la de la version G1. Todos los anticuerpos anti-CD200, incluyendo las versiones
humanizadas, bloqueaban completamente el crecimiento del tumor a 5 mg/kg. El tratamiento con el anticuerpo de
control no reducia el crecimiento del tumor. Estos datos demuestran que la version de G2/G4 de C2aB7 es
altamente eficaz en el bloqueo del crecimiento del tumor de tumores que expresan CD200. Estos datos confirman
adicionalmente que las versiones humanizadas de C2aB7 son altamente eficaces en el bloqueo del crecimiento del
tumor en este modelo.

D) Generacién de la construccion de G2/G4

Los plasmidos se alteraron en dos etapas, en primer lugar reemplazando la region de IgG1 de un sitio Age | en la
region CH1 humana a través del codén de parada a un sitio BamH | localizado después de la sefial poli A de SV40.
C2aB7-6 y cC7 G2G4 (anticuerpo L-SIGN) se digirieron con Age | y BamH |, y C2aB7-6 se traté con CIP. Un
fragmento de 10.315 pb de C2AB7-6 y un fragmento de 1752 pb de cC7 G2G4 se purificaron por electroforesis y
extraccion en gel. Estos fragmentos se ligaron, se sometieron a electroporacion en XL1 Blue E. coli, y se sembraron
en placas LB/carb/gluc. Las colonias se cultivaron en solucion y el ADN se aislé usando columnas de miniprep de
Qiagen. La presencia del fragmento Age I/BamH | de 1IgG2G4, en oposicion al fragmento de IgG1, se determin6
mediante digestion con Pvu Il que da como resultado la presencia de dos bandas de 267 y 1152 pb en oposicién a
una banda de 1419 pb. El clon 21 se seleccioné para su uso adicional.

El resto de la region CH1 desde el extremo de la regién variable al sitio Age | se gener6 en un formato de IgG2/G4
by usando PCR de solapamiento. El fragmento de PCR que contenia el comienzo de la regién CH1 a través del sitio
Age | se habia generado previamente en la produccion del plasmido cC7 G2G4. Los cebadores C7mhHF
(TCCTCAGCCTCCACCAAGGGCC, SEQ ID NO: 1) y Rev Age Pri (GGGCGCCTGAGTTCCACGAC, SEQ ID NO: 2)
se usaron en una reaccion de PCR con G2G4 63L1D como molde para generar un fragmento de 142 pb. Los
cebadores C2aB7 rev (GGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAAACTGTGAGAGTGGTGC, SEQ ID NO:3) y lacpri
(GCTCCCGGCTCGTATGTTGTGT, SEQ ID NO: 4) se usaron con Fab C2aB7 como molde para generar la regién
variable de cadena pesada de murino (y material cadena arriba) en un fragmento de aproximadamente 1250 pb.
Estos fragmentos se purificaron por electroforesis y extraccion en gel y se usaron en PCR de solapamiento con los
cebadores Rev Age Pri (GGGCGCCTGAGTTCCACGAC, SEQ ID NO:2) y LeadVHpAX
(ATATGAAATATCTGCTGCCGACCG, SEQ ID NO: 5) para generar un fragmento de 558 pb que se purificé en una
columna de purificacion de PCR. Este fragmento de 558 pb y el clon 21 se digirieron con Xho | y Age | para generar
un fragmento de 458 pb que se purificé por electroforesis y extraccion en gel. El clon 21 también se digirié con Xho |
y Age |, se traté con CIP, y un fragmento de 11,6 kb se purificd por electroforesis y extraccion en gel. Estos
fragmentos se ligarony se sometieron a electroporacion en XL1 Blue E. coliy se sembraron en placas LB/carb/gluc.
Se observo que el clon C2aB7G2G4,11 presentaba los fragmentos de restriccion esperados cuando se digeria con
Pvu Il

La construccion final, C2AB7G2G4.11 se secuencid. Se descubrié que el codon de parada, TAA, de la cadena ligera
se habia mutado a la secuencia TCA de modo que una cantidad adicional de 6 aminoacidos se podrian afhadir al
extremo en la posicion carboxi terminal de la cadena ligera. Se encontré que estaba presente en el clon C2AB7-6 de
la version de IgG1 que era el precursor para C2AB7G2G4.11. Los anticuerpos que contienen la construccion de
G2G4 se representan en las Figs 10, 11, 12, 13, y 15.

EJEMPLO 2

Expresion de CD200 en células cancerosas

A. Determinacién de la regulacion positiva de CD200 en pacientes con CLL

Los linfocitos de 15 pacientes con CLL se tifieron con anti-CD5 conjugado con FITC (e-bioscience), anti-CD19
conjugado con APC (e-bioscience) y anti-CD200 conjugado con PE (Serotec). Los linfocitos de donantes sanos que
tiieron en consecuencia. La expresion de CD200 en células CD5+CD19+ se determind. Como se muestra en la Fig.
20, aunque el nivel de expresién de CD200 variaba entre muestras de pacientes con CLL, todas las muestras de
CLL presentaban niveles elevados (intervalo de 1,6-4 veces) de expresion de CD200 mas elevada en comparacion
con la expresion de CD200 en linfocitos B normales. Los pacientes con CLL que presentaban niveles elevados de
expresion de CD200 se seleccionan para tratamiento anti-CD200 de acuerdo con los métodos que se describen en
el presente documento.

B. Andlisis de FACS en lineas de células de cancer

La expresion de CD200 se evalué mediante analisis de FACS usando un panel de lineas de células NCI60 de
pacientes con melanoma, pacientes con cancer de prostata, pacientes con glioblastoma, pacientes con astrocitoma,
pacientes con neuroblastoma, pacientes con cancer de ovario, pacientes con cancer de pulmén y pacientes con
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cancer renal. EI C2aB7 se etiquetd con Zenon-Alexa488 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen).
De medio millén a 1 milldon de células se tifieron con 1 pug del anticuerpo etiquetado durante 20 min, seguido de un
lavado con PBS. La tincién celular se evalu6é usando un FACSCalibur (Becton Dickinson). La tincion de las células
etiqguetadas con anticuerpos se compar6é con las muestras que permanecian sin etiquetar y se determind la
proporcion de células tefiidas/sin tefir. En la Fig. 21, una proporcion superior a 1 pero inferior a 2 se indica como +/-,
una proporcién entre 2y 3 es +, entre 3y 10 es ++, >10 es +++. Ninguna de las lineas celulares sometidas a ensayo
para glioblastoma, astrocitoma, cancer de préstata o pulmoén expresaban CD200, y no se indican a continuacion.
Cuatro de 5 lineas de células de melanoma, 2/2 lineas de células de cancer de ovario, 2/3 lineas de células renales,
2/2 lineas de células de neuroblastoma y 1/3 lineas de células de cancer de mama sometidas a ensayo expresaban
CD200 a niveles detectables en la superficie celular, lo que sugiere que algunos tumores solidos también podrian
usar CD200 como un mecanismo de escape inmunitario.

C. RT-OPCR en muestras de pacientes

Para verificar si CD200 esta regulado de forma positiva no solamente en lineas celulares, sino también en muestras
de pacientes primarios, se realizaron RT-QPCR e inmunohistoquimica (IHC) en muestras de pacientes primarios.
Las muestras de ARNm de pacientes con cancer de ovario y melanoma se obtuvieron a partir de Cytomix. El ADNc
se prepard y las muestras se diluyeron a 1:100 y 1:1000 en 10 ng/ml de ARNr de levadura. Las muestras se
desarrollaron para QPCR con ensayo de CD200 de Hs00245978 ml como se proporciona por ABI. Para
normalizacion de 18S, el ensayo de 18S (ABI) se desarroll6 con muestras diluidas a 1:10.000. Cada dilucion se
realizé por duplicado. Las muestras de paciente de con cancer ovario y melanoma, junto con muestras de paciente
con CLL se normalizaron a 18S, a continuacién se determiné el nimero de veces de expresiéon con respecto a PBL
normal. La Figura 22 muestra la expresion de CD200 en muestras de cancer de ovario. Parece que las muestras
serosas/metastasicas serosas/papilares serosas tienen la expresién de CD200 mas elevada de aproximadamente
10 a 20 veces mas elevada que el PBL normal. La expresion de CD200 era relativamente baja en muestras de
células endometrioides, mucinosas, y de células transparentes, todas a o por debajo de los niveles de expresion de
ovarios normales (1-5 veces mas elevadas que el PBL normal). La Fig. 23 muestran los niveles de expresion de
CD200 de varias muestras de metastasis de melanoma: yeyuno, intestino delgado, ganglio linfatico, pulmén, piel, y
cerebro). Varias de estas muestras se emparejan como normal/tumor, indicado por el nimero (-1 par o -2 par). Otras
muestras adicionales sin normales emparejadas también se desarrollaron para comparacion. Las muestras de
yeyuno mostraban niveles de expresion de CD200 significativamente mas elevados que el érgano normal, con las
nuestras metastaticas aproximadamente 4-7 veces mas elevadas que las de yeyuno normal.

D. Inmunohistoguimica en muestras de paciente primario

IHC se realizd en 2 muestras de pacientes de melanoma congelado (LifeSpan). Los fragmentos D1B5 y C2aB7 de
Fab se usaron para tincion. Un anticuerpo de IgG1 se usé como control de isotipo. La unién de los anticuerpos
primarios se detectd con un anticuerpo secundario anti-ratén y cromoégeno con DAB.

Como se muestra en la Figura 24, ambas muestras de melanoma sometidas a ensayo presentaban fuerte tincion de
la membrana con los anticuerpos anti-CD200, pero ninguna tincidn con el control de isotipo. El tejido de piel normal
no presentaba tincion de CD200. Estos datos demuestran que CD200 no esta solamente regulado de forma positiva
en lineas de células de melanoma y de cancer de ovario, sino también en muestras de pacientes primarios.

E. Evasion inmunitaria de células de melanoma y de tumor de ovario a través de regulacién positiva de la molécula
inmunosupresora CD200

El escape inmunitario es una caracteristica fundamental de la evoluciéon del cancer. Los tumores se pueden escapar
del sistema inmunitario mediante mdltiples mecanismos, cada uno una barrera significativa para inmunoterapia. La
puesta en practica de formas nuevas y mas eficaces de inmunoterapia requerira la comprension de estos procesos
asi como sus similitudes y diferencias a través de los canceres. Los inventores identificaron anteriormente que la
molécula CD200 inmunosupresora estaba regulada de forma positiva en células de leucemia linfocitica crénica. La
presencia de CD200 regular de manera negativa la produccion de la citoquina Th1 requerida para una después la
ciclar a linfocitos T citotoxicos. Los inventores demostraron en modelos animales que la expresiéon de CD200 por
células tumorales humanas evita que los linfocitos humanos rechacen el tumor, y el tratamiento con un anticuerpo
anti-CD200 antagonista inhibia el crecimiento tumoral. En este estudio, los inventores evaluaron si la regulacion de
forma positiva de CD200 se encuentra en otros canceres, y si la expresion de CD200 en estas células influye en la
respuesta inmunitaria.

Los niveles relativos de mensaje de CD200 se cuantificaron por RT-QPCR en muestras de pacientes con metastasis
de adenocarcinoma de ovario (seroso/metastasico seroso/seroso papilar, endometrioide, mucinoso, células
transparentes) y con metastasis de melanoma maligno.

La expresion de CD200 en la superficie celular se evalué con IHC en dos muestras de tejido congelado de pacientes

con melanoma y tres con carcinoma de ovario (seroso) en comparacion con piel normal y ovarios normales. La
expresion de CD200 en la superficie de la célula de las lineas de células SK-MEL-5, SK-MEL-24 y SK-MEL-28 de
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cancer melanoma y la linea de células de cancer de ovario, OVCAR-3, se evalu6 con analisis de FACS usando un
anticuerpo anti-CD200 etiquetado con PE. El efecto de las lineas de células de cancer que expresan CD200 en el
perfil de citoquina mezclado en reacciones linfocitarias se evalué mediante la adicién de células a un cultivo de
células dendriticas derivadas de monocitos humanos con linfocitos T humanos alogeneicos. La produccion de
citoquinas (IL-2 e IFN-y para Th1, IL4 e IL10 para Th2) se detectd en el sobrenadante mediante ELISA.

La PCR cuantitativa mostraba niveles de expresion de CD200 en muestras de adenocarcinoma de ovario seroso a
un nivel hasta 20 veces mas elevado que el PBL normal, el igual a o hasta 4 veces mas elevado que en el ovario
normal. La expresion de CD200 estaba a o por debajo de los niveles de ovario normal en muestras de
adenocarcinoma de ovario endometrioide, mucinoso, y de células transparentes. En metastasis de melanoma
maligno al yeyuno, parecia que los niveles de expresion de CD200 eran significativamente mas elevados que los de
las muestras normales. En las metastasis de pulmén de melanoma maligno, 2/6 presentaban expresion de CD200
mas elevada que en las muestras normales.

IHC presentaba tincion de CD200 asociada con la membrana, especifica, fuerte en células malignas de ambos
pacientes con melanoma. La muestra de piel normal presentaba una tincion débil de células endoteliales. Entre tres
pacientes con cancer de ovario, uno presentaba una tincién de CD200 fuerte, uno la presentaba moderadamente
positiva, y una presentaba subconjuntos de células tumorales débilmente tefiidas. En los tres casos, el estroma
presentaba una tincién fuerte.

CD200 estaba altamente expresado en la superficie celular de las lineas de células de cancer melanoma, SK-MEL-
24 y SK-MEL-28, asi como en la linea OVCAR-3 de células de cancer de ovario, y estaba expresado de forma
moderada en la linea de células de melanoma SK-MEL-5. La adicién de cualquiera de estas lineas celulares a una
reaccion linfocitaria mixta regulaba de manera negativa la produccion de citoquinas Th1, mientras que las lineas de
células que no expresaban CD200 no lo hacian. Lo que demuestra una correlacion directa. La inclusién de un
anticuerpo anti-CD200 antagonista durante el cultivo anulaba el efecto.

Las células de melanoma y de tumor de ovario pueden regular de forma positiva a CD200, suprimiendo de este
modo de forma potencial una respuesta inmunitaria eficaz. La terapia con un anti-CD200 antagonista podria permitir
que el sistema inmunitario aumentara una respuesta citrato si cae eficaz frente a las células tumorales.

F. Efecto de lineas de células de cancer, que expresan CD200 en perfiles de citoquina en reacciones linfocitarias
mixtas

La capacidad de las células que sobreexpresan CD200 para desplazar la respuesta de las citoquinas a partir de una
respuesta de TH1 (IL-2, IFN-y) a una respuesta de Th2 (IL-4, IL-10) se evalué en una reaccion linfocitaria_mixta.
Como una fuente de células que expresan CD200, se usaron cualquiera de células transfectadas con CD200 o
células de lineas de células de cancer positivas para CD200.

Las reacciones linfocitarias mixtas se desarrollaron en placas de 24 pocillos usando 250.000 células dendriticas
maduradas a partir de monocitos periféricos humanos usando IL-4, GM-CSF e IFN-y y 1x 10° células que
responden. Las células que responden eran linfocitos enriquecidos con linfocitos T purificados a partir de sangre
periférica usando Ficoll. Los linfocitos T se enriquecieron incubando las células durante 1 hora en Matraces de
cultivo celular y tomando la fraccion de células no adherentes. 500.000 células de las lineas de células de cancer
melanoma, SK-MEL-1, SK-MEL-24, SK-MEL-28, la linea de células de cancer de ovario OVCAR3 y la linea de
células de linfoma no Hodgkin Namalwa o células de CLL primaria como control positivo se afiadieron a las células
dendriticas en presencia o ausencia de 30 pg/ml de anticuerpo anti-CD200. Los sobrenadantes se recogieron
después de 48 y 68 horas y se analizaron para la presencia de toxinas.

Las citoquinas tales como IL-2, IFN-y, e IL-10 encontradas en el sobrenadante de cultivo tisular se cuantificaron
usando ELISA. Los pares de anticuerpos de captura y deteccion emparejados para cada citoquina se obtuvieron en
R+D Systems (Minneapolis, MN), y una curva patrén para cada citoquina se produjo usando citoquina humana
recombinante. El anticuerpo de captura anti-citoquina se revistié en la placa en PBS a la concentracion éptima.
Después de un periodo de incubacion de una noche, las placas se lavaron y se bloquearon durante 1 hora con PBS
que contenia BSA al 1 % y sacarosa al 5 %. Después de 3 lavados con PBS que contenia Tween al 0,05 %, los
sobrenadantes se afiadieron a funciones de dos veces o diez veces en PBS que contenia BSA al 1 %. Las
citoquinas capturadas se detectaron con el anticuerpo anti-citoquina biotinilado apropiado seguido de la adicion de
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina y sustrato SigmasS. El desarrollo del color se evalué con un lector de
placas de ELISA (Molecular Devices).

Como se muestra en la Figura 25A, la presencia de lineas celulares con expresion de CD200 elevada (MEL-24,
MEL-28, OVCAR-3) dio como resultado la regulacion de forma negativa de las citoquinas es Th1 tales como IL-2 e
IFN-y. Por el contrario, la adicion de MEL-1 (expresion de CD200 baja) o Namalwa (sin expresion de CD200) no
influyan en el perfil de citoquina. La adicién del anticuerpo anti-CD200, hB7VH3VL2, a 50 ug/ml restablecia
completamente la respuesta de Th1 (Figura 25B), lo que indica que el tratamiento de pacientes con melanoma o
cancer de ovario con el anticuerpo anti-CD200 podria ser terapéuticamente beneficioso.
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EJEMPLO 3
Eliminacion de linfocitos T activados por C2aB7-G1 y sus derivados

Para evaluar si el tratamiento anti-CD200 tiene un efecto en un modelo de cancer usando células tumorales que no
expresan CD200, se inyectaron células Namalwa y PBL humanas en ratones NOD/SCID, y los ratones se trataron
como se detalla a continuacién. En este modelo, CD200 sélo esta presente en células inmunitarias que expresan
CD200 de forma natural tal como linfocitos B y linfocitos auxiliares T foliculares.

Disefo del grupo
10 animales/grupo

Grupo 1: 4 x 10 Namalwa s.c.

Grupo 2: 4 x 10 Namalwa s.c. + 8 x 10 PBL

Grupo 3: 4 x 10° Namalwa s.c. + 8 x 10 PBL + 20 mg/kg de hV3V2-G1
Grupo 4: 4 x 10° Namalwa s.c. + 8 x 10° PBL + 5 mg/kg de hV3V2-G1

Grupo 5: 4 x 10° Namalwa s.c. + 8 x 10 PBL + 2,5 mg/kg de hV3V2-G1
Grupo 6: 4 x 10° Namalwa s.c. + 4 x 10 PBL

Grupo 7: 4 x 10° Namalwa s.c. + 8 x 10 PBL + 20 mg/kg de chC2aB7-G2G4
Grupo 8: 4 x ‘IO6 Namalwa s.c. + 8 x 10 PBL + 5 mg/kg de chC2aB7-G2G4
Grupo 9: 4 x 10° Namalwa s.c. +8x 10° PBL + 2,5 mg/kg de chC2aB7-G2G4
Grupo 10: 4 x 10 Namalwa s.c. + 4 x 10 PBL + 20 mg/kg de chC2aB7-G2G4
Grupo 11: 4 x 10° Namalwa s.c. + 8 x 10° PBL + 20 mg/kg de alxn4100

1/10° de la dosis estaba incluida en la mezcla de inyeccion. La dosificacion posterior fue 2x/semana por i.v. durante
3 semanas.

La longitud (L) y el ancho (A) del tumor se midieron 3 veces/semana y los volimenes del tumor se calcularon con
L*A*A/2. La Figura 26 muestra que, como se ha establecido anteriormente, la inyeccién simultanea de PBL humanos
con células Namalwa inhibe el crecimiento del tumor. No se observé efecto de chC2aB7-G2G4 en la inhibicion del
crecimiento del tumor mediado por PBL. Por el contrario, la administracion de ALXN5200 (hB7VH3VL2-G1)
blogueaba la inhibicién del crecimiento del tumor mediado por PBL. En ausencia de CD200 en las células tumorales,
parece que el tratamiento con anticuerpo anti-CD200 con un anticuerpo que media la funcion efectora tal como
algunas construcciones de G1, se eliminan células receptoras fundamentales en la poblacion de PBL. Estos datos
sugieren que la terapia para el cancer anti-CD200 es menos eficaz cuando se esta usando un anticuerpo con
funcién efectora en comparacion con el uso del anticuerpo sin funcion efectora. Sin embargo, el tratamiento anti-
CD200 usando una construccién con funcién efectora podria ser terapéuticamente beneficioso en situaciones en las
que se desea la eliminacion de células inmunitarias tal como en el entorno de trasplantes o enfermedades
autoinmunitarias.

EJEMPLO 4

Eliminacion de linfocitos T con hB7VH3VL2

Para evaluar si la incubacion de linfocitos T activados con anticuerpos anti-CD200 que contienen una region
constante que media la funcion efectora (por ejemplo G1) da como resultado la eliminacion de los linfocitos T, los

linfocitos T se activaron y se desarrollaron ensayos de eliminacion como se describe a continuacion.

A). Aislamiento de linfocitos T CD3+

Los linfocitos de sangre periférica humana (PBL) se obtuvieron a partir de voluntarios sanos normales mediante
centrifugacion por gradiente de densidad de sangre heparinizada usando el Sistema Accuspin™. Se afadieron
quince ml de Histopaque-1077 (Sigma, St. Louis, MO; n.° de cat H8889) se afiadidé a cada tubo Accuspin (Sigma, St.
Louis, MO; n.° de cat A2055) que a continuacién se centrifugé a 1500 rpm durante 2 minutos de modo que se
permitié que el Histopaque pasara a través de la frita. Treinta ml de sangre completa se depositaron en capas sobre
la frita y los tubos se centrifugaron durante 15 minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente sin freno. La superficie
de contacto de PBL se recogi6 y las células mononucleares se lavaron dos veces en PBS con suero bovino fetal
inactivado con calor al 2 % (FBS) (Atlas Biologicals, Ft. Collins, CO; n.° de cat F-0500-D) con una centrifugacién de
1200 rpm durante 10 minutos. Los linfocitos T D3+ se aislaron mediante pasaje sobre una columna HTCC-5 (R&D
Systems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células eluidas se lavaron, se hizo recuento y se
volvieron a suspender en RPMI 1640 que contenia suero de donante individual inactivado por calor al 5 %, L-
glutamina 2 mM, Hepes 10 mM y penicilina/estreptomicina.
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B. Activacion con mOKT3 unido a placa

Los pocillos de placas de 12 pocillos (Falcon) se revistieron con un periodo de incubacién de una noche a 4 °C con
10 yg/ml de mOKT3 (Orthoclone) diluido en PBS. El anticuerpo residual se retir6 y las placas se aclararon
minuciosamente con PBS. Los linfocitos T CD3+ purlflcados aislados como se ha descrito anteriormente, se
afiadieron a las placas a una concentracion final de 2 x 10 /pocﬂlo en RPMI 1640 que contenia suero de donante
individual inactivado por calor al 5 %, L-glutamina 2 mM, Hepes 10 mM vy penicilina/estreptomicina. Las células se
mantuvieron durante 72 horas a 37 °C en una incubadora unificada que contenia COz al 5 %.

C. Etiquetado con *'cromo de células diana CD3+ activadas con mOKT3

Al final del perlodo de cultivo, las células CD3+ activadas con mOKT3 se cosecharon, se lavaron y se volvieron a
suspender a 10" células/ml en RPMI 1640 sin suero Las células se sometieron a cromo mediante la adicion de 125
uCi de *'Cromo (Perkin Elmer, Billerica, MA)/10° células durante 2 horas a 37 °C. Las células etiquetadas se
cosecharon, se lavaron en RPMI que contenia suero de donante individual inactivado por calor al 5 % y se volvieron
a suspender a una concentracion final de 2 x 10° células/ml en el mismo medio.

D. Preparacién de linfocitos NK efectores autdlogos

Los linfocitos de sangre periférica humana (PBL) del mismo individuo se obtuvieron como se ha descrito
anteriormente mediante centrifugacion por gradiente de densidad. La superficie de contacto de PBL se recogio y las
células mononucleares se lavaron dos veces en PBS con suero bovino fetal inactivado con calor al 2 % (FBS) (Atlas
Biologicals, Ft. Collins, CO; n.° de cat F-0500-D) con una centrifugacién de 1200 rpm durante 10 minutos. Las
células CD56+ se aislaron mediante seleccion positiva sobre perlas magnéticas conjugadas con anti-CD56 (Miltenyi
Biotec, Auburn, CA, n.° de cat 120-000-307) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células eluidas se
lavaron, se hizo recuento y se volveran a suspender a 1,3 x 10° células/ml en RPMI 1640 que contenia suero de
donante individual inactivado por calor al 5 %, L-glutamina 2 mM, Hepes 10 mM y penicilina/estreptomicina. Las
células se incubaron durante una noche a 37 °C en una incubadora unificada que contenia CO, al 5% a una
concentracion final de 4 x 10° células/pocillo en 3 ml del mismo medio. Al final del periodo de cultivo, las células se
cosecharon, se lavaron, se hizo recuento y se volvieron a suspender en medio que contenia RPMI sin suelo, L-
glutamina 2 mM, Hepes 10 mM, 2 x 10°M 2- mercaptoetanol y penicilina/estreptomicina.

E. Ensayo de ADCC

Las células CD3+ diana activadas con mOKT3 etiquetadas con *cr preparadas como se ha descrito anteriormente
se distribuyeron en pocillos de una placa de 96 pocillos a 10 células/pocillos en 50 pl. Las células efectoras CD56+
se cosecharon, se lavaron, se hizo recuento y se voIV|eron a suspender a cualquiera de 2,5 x 10° células/ml (para
una proporcion de célula efectora:diana de 25:1) o 10° células/ml (para una proporcion de célula efectora:diana de
10:1) y se distribuyeron (100 pl/pocillo) a pocillos que contenian las células diana. Se afiadieron diluciones de diez
veces de anticuerpos anti-CD200 (V3V2-G1 o V3V2-G2/G4) a las células efectoras y dianas para concentraciones
finales de 10, 1, 0,1 y 0,01 pg/ml. Los controles de ensayo incluyan los siguientes: 1) efectores y dianas en ausencia
de anticuerpo (0 Ab); 2) células diana en ausencia de efectores (lisis espontanea) y 3) efectores y dianas incubados
con Tween-80 al 0,2 % (liberacién maxima). Todas las condiciones de cultivo celular se realizaron por triplicado. Las
células se incubaron a 37 °C durante 4 horas en una incubadora unificada que contenia CO al 5 %. Al final del
periodo de cultivo, las placas se centrifugaron para sedimentar las células y 150 yl de sobrenadante celular se
transfirid habia desde centelleo fisico recuento en un contador de centelleo gamma (Wallac). Los resultados se
expresan como porcentaje de crisis especifica de acuerdo con la siguiente formula:

{Recuentos medios por minute de la muestra (cpm) - lisis espontanea media) x 100

{lisis maxima media - lisis espontanea media)

F. Citometria de flujo

Cien pl de suspensiones celulares (células CD3+ activadas con mOKT3 o linfocitos NK CD56+ purificados)
preparados como se ha descrito anteriormente se distribuyeron a los pocillos de una placa de fondo redondo de 96
pocillos (Falcon, Franklin Lakes NJ; n.° de cat 353077). Las células se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con las
combinaciones indicadas de los siguientes: anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
ficoeritrina (PE) , PerCP-Cy5.5, o aloficocianina (APC) (todos de Becton-Dickinson, San Jose, CA); CD25-FITC anti-
humano (n.° de cat 555431); CD3-APC anti-humano (n.° de cat 555335); CD200-PE anti-humano (n.° de cat
552475); CD8-PerCP-Cy5.5 anti-humano (n.° de cat 341051); CD4-APC anti-humano (n.° de cat 555349); CD5-APC
anti-humano (n.° de cat 555355) y CD56-APC anti-humano (n.° de cat 341025). Los controles de isotipo para cada
anticuerpo etiquetado también se incluyeron. Después de lavar las células dos veces con tampdén FACS
(centrifugacion de 1800 rpm durante 3 minutos), las células se volvieron a suspender en 300 yl de PBS (Mediatech,
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Herndon, VA; n.° de cat 21-031-CV) y se analizaron mediante citometria de flujo usando una maquina FacsCaliber y
el software CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Como se muestra en la Figura 27, los linfocitos T activados muestran una expresion de CD200 elevada en su
superficie. Los linfocitos T activados se eliminan de forma eficaz en presencia de VH3VL2-G1 pero no con VH3VL2-
G2G4 cuando los linfocitos NK se usan como cédulas efectoras (Figura 28). Estos datos demuestran que los
anticuerpos anti-CD200 con funcién efectora pueden eliminar los linfocitos T activados. Un anticuerpo de este tipo
podria tener un uso terapéutico en el entorno de trasplantes o para el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias.

Ademas de los linfocitos T reguladores, se ha mostrado que las células dendriticas plasmacitoides desempefian un
papel en la inmunoregulacién negativa en cancer humano (Wei S, Kryczek |, Zou L, Daniel B, Cheng P, Mottram P,
Curiel T Lange A, Zou W Plasmacytoid dendritic cells induce CD8+ regulatory T cells in human ovarian carcinoma.
Cancer Res. 15 de junio de 2005; 65 (12): 5020-6). Por lo tanto, una combinacién de una terapia que elimina las
células dendriticas plasmacitoides con terapia anti-CD200 podria ser ventajosa.

EJEMPLO 5
CD200 en células plasmaticas

Las células de médula 6sea de 10 pacientes con mieloma multiple y 3 donantes normales se prepararon pisando en
primer lugar los glébulos rojos usando cloruro de amonio. Las células se volvieron a suspender en tampén FACS y
se etiquetaron con los siguientes cécteles de anticuerpo:

Kappa-FITC/CD38-PE/CD138-PerCP-Cy5.5
Lambda-FITC/CD38-PE/CD138-PerCP-Cy5. 5
Control de Isotipo-FITC/CD38-PE
CD200-FITC/CD38-PE

Los datos se recogieron usando un BD FACS Canto y se analizaron usando el software DiVA de BD. La expresion
de CD200 en células brillantes CD38 (células plasmaticas) se analiz6. Como se muestra en la Fig. 29, una parte de
las células plasmaticas se expresa CD200 a densidad elevada en donantes normales. En pacientes con mieloma
multiple, la mayoria de las células plasmaticas expresan CD200.

En el entorno del mieloma muiltiple, al igual que CLL u otros canceres que expresan CD200, la expresion de CD200
por células tumorales podria evitar que el sistema inmunitario erradicar a las células tumorales. Posteriormente, la
terapia anti-CD200 antagonista podria permitir que el sistema inmunitario eliminaran las células cancerosas. La
terapia anti-CD200 de ablacion que se dirige a células plasmaticas podria ser terapéuticamente beneficiosa en el
entorno autoinmunitario o de trasplante.

EJEMPLO 6
CD200 en virus

CD200 también se expresa en una serie de virus tales como virus M141R de mixoma o virus 8 del herpes humano.
Al igual que la expresion de CD200 en células tumorales, CD200 en virus podria evitar que el sistema inmunitario
eliminara de forma eficaz del virus. El tratamiento con un anticuerpo anti-CD200 antagonista podria ser
terapéuticamente beneficioso en una infeccién con un virus que expresa CD200, permitiendo que el sistema
inmunitario erradique el virus. Como alternativa, se podria usar un anticuerpo anti-CD200 de ablacion.

Se entendera que se pueden realizar diversas modificaciones en las realizaciones desveladas en el presente
documento. Por ejemplo, , observaran los expertos en la materia, las secuencias especificas descritas en el
presente documento se pueden alterar ligeramente sin influir necesariamente de forma adversa en la funcionalidad
del polipéptido, anticuerpo o fragmento de anticuerpo usado en la unidon a OX-2/CD200. Por ejemplo,
frecuentemente se pueden realizar funciones de uno o multiples aminoacidos en la secuencia del anticuerpo sin
destruir la funcionalidad del anticuerpo o fragmento. Por lo tanto, se deberia entender que algunos polipéptidos o
anticuerpos que tienen un grado de identidad superior a un 70 % con respecto a los anticuerpos especificos
descritos en el presente documento estan dentro del alcance de la presente divulgacion. En realizaciones
particularmente utiles, se contemplan algunos anticuerpos que tienen una identidad superior a aproximadamente un
80 % con respecto a los anticuerpos especificos descritos en el presente documento. En otras realizaciones Uutiles,
se contemplan los anticuerpos que tienen una identidad superior a aproximadamente un 90 % con respecto a los
anticuerpos especificos descritos en el presente documento. Por lo tanto, la descripcién mencionada anteriormente
no se deberia interpretar como limitante, sino simplemente como ejemplos de realizaciones preferentes. Los
expertos en la materia concebiran otras modificaciones dentro del alcance y espiritu de la presente divulgacion.
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<160> 51
<170> FastSEQ para windows version 4.0

<210>1

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador C7TmhHF

<400> 1
tcctcagect ccaccaaggg cc 22

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador Rev Age Pri
<400> 2

gggcgcctga gttccacgac 20

<210> 3

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador C2aB7 rev

<400> 3
ggcccttggt ggaggctgag gaaactgtga gagtggtge 39

<210> 4

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador lacpri

<400> 4
gctceeggcet cgtatgttgt gt 22

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador LeadVHpAX

<400> 5
atatgaaata tctgctgccg accg 24

<210>6

<211> 2010
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena pesada de chC2aB7-hG1, secuencia genémica hG1

<400> 6

atgggatgga
gaggtccagc
tcctgcaagg
catggaaaga
aatctgaaat
atgcagctca
agggactact
aagggcccat

geectgggct

ggcgecctga
tccctcagea
aacgtgaatc
cagggaggga
ctatgcagtc
tctgeecgec
caggcacagg
cagacctgcc
gccaaactct
Caatctictce
aggtaagcca
ctgcatccag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactgoct
ccatcgagaa
gacagaggcc
cctacagggc
accaagaace
9tggagtgyg
gactccgacg

caggggaacg
aagagcctet

gctgtatcat
tgcaacagtc
cttctggtta
gccttgagtg
tcaagggcaa
acagtctgac

cctettettg
tggacctgag
Ttcattcact
gattggacat
ggccacattg
atctgaggac tctgcagtct
ttgactactg gggccaagge accactctca
cggtcttccc cctggcaccc tcctccaaga
gcctggtcaa ggactacttc cccgaaccgg
ccagcggcgt gcacaccttc ccggctgtce
gcgtggtgac cgtgccctcc agcagettag
acaagcccag caacaccaag gtggacaaga
gggtgtctgc tggaagccag gctcagcget
ccagtccagg gcagcaaggc aggccccgte
ccactcatgc tcagggagag ggtcttctgg
ctaggtgccc ctaacccagg ccctgcacac
aagagccata tccgggagga ccctgecect
ccactecctc agetcggaca ccttctetec
tctgcagage ccaaatcttg tgacaaaact
gcccaggect cgecctccag cteaaggegg
ggacaggccc cagccgggtg crgacacgtc
cctgggagga ccgtcagtct tcctertece
ccggacccct gaggtcacat gegtggtggt
gttcaactgg tacgtggacg gcgtggaggt
gcagtacaac agcacgtacc gtgtggtcag
gaatggcaag gagtacaagt gcaaggtctc
aaccatctcc aaagccaaag gtgggacecg
ggctcggcce accctctgec ctgagagtga
agccccgaga accacaggtg tacaccctgc
aggtcagcct gacctgcctg gtcaaaggct
agagcaatgg gcagccggag aacaactaca
gctccttctt cctctatagc aagcetcaccg
Tcttcrcatg ctccgtgatg catgaggcte
ccctgtecce gggtaaatga

gtagcaacag
ctggtgaagc
gactacatca
attgatcctt
actgtagaca

<210>7

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de chC2aB7-hG1

<400> 7

42

ctacaggtgt

ctggggcttc

tactctgggt
actatggtag

aatcttccag
attactgtgg

cagtttcctc

gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac

gagttggtga

cctgectgga

tgcectettea

Cttrttccec
adaggqggcag

gacctaagcc

tcccagatte
cacacatgcc
gacaggtgcc
cacctcecatc
cccaaaaccece
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtccteacc
caacaaagcc
tggggtgcga
ccgctgtace
ccccateecg
tctatcecag
agaccacgec

tggacaagag

tgcacaacca

ccacteectc
actgaagatg
gaagcagaac
ttctaactac
cacagcctac
aagatctaag
agccrecace
cggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
gaggccagca
cgcatcecgg
cccggaggec
aggctctgog
gtgctgggct
caccccaaag
cagtaactcc
caccgrgece
ctagagtagce
tcttectcag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagce
gtcctgcace
ctcccagecce
gggccacatg
aacctctgtce
ggaggagatg
cgacatcgcc
tccegtoctg
caggtggcag
ctacacgcag

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2010
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

1
val

Lys
Phe
Leu
65

AsSn
ser
val
GIn
val
145
Ala
ser
val
Pro
LyS
225
Asp
Gly
Ile
Glu
His
305
ATQ
LYyS
Glu
Tyr
Ley
385
Trp
val
Asp
His

Pro
465

<210> 8
<211> 1401
<212> ADN

His
Pro
Thr
Glu
Leu
Thr
Tyr
2
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Lys
Pro
Ser
53
Asn
val
Glu
Lys
Thr
370
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

450
Gly

ser
Gly
35

ASp
Trp
Lys
Ala
Tyr
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Ser
ser
Thr
Ser
Ar

275
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
395
Leu
Cys
ser
Asp
ser
435
Ala

Lys

Leu
20

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
100
Cys
Thr
Leu
Cys
ser
180
ser
Ser
Asn
His

val
260

g Thr

Glu
LyS
sar
Lys
340
Ile
Pro
Leu
ASn
sar
420
Arg

Leu

Glu
sSer
Ile
Gly
LyS
8s

Met
Gly
Leu
Ala
Leu
165
Gly
Ser
Leu
Thr
The
245
Phe
Pro
val
Thr
val
325
Cys
ser
Pro
val
Gly
405
Asp
Trp

His

val
Leu
Ile
His
70

Gly
Gln
Arg
Thr
Pro
150
val
Ala
Gly
Gly
Lys
230
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
310
Leu
Lys
LYyS
ser
LYyS
390
Gin
Gly
Gln

Asnh

Glin
Lys
Leu
55

Ile
LysS
Leu
ser
val
135
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
215
val
Pro
Phe
val
Phe
295
Pro
Thr
val
Ala
Ar

37

Gly
Pro
ser
GIn

His
455

——————

Leu
Met
40

Trp
AsSp
Ala
AsSn
LyS
120
sSer
Ser
ASp
Thr
Tyr
200
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
280
ASn
Arg
val
Ser
LyS
360
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

440
Tyr

43

Gln
2%

ser
val
Pro
Thr
Ser
105
Arg
Ser
LysS
Tyr
sSer
185
ser
Thr
LYyS
Cys
Pro
265
cys
Trp
Glu
Lteu
Asn
345
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
425
Asn

Thr

10
Gin

Cys
Lys
Tyr
Leu
90

Leu
Asp
Ala
ser
Phe
170
Gly
Leu
Tyr
Arg
Pro
250
Lys
val
Tyr
Glu
His
330
Lys
GIn
Met
Pro
Asn
410
Leu
val

Gln

Ser
Lys
Gln
TYr
75

Thr
Thr
Tyr
ser
Thr
155
Pro
val
ser
Ile
val
235
Ala
Pro
val
val

GIn

31%

Glin
Ala
Pro
Thr
ser
395
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Gly
Ala
AsSn
60

Gly
val
Ser
Phe
Thr
140
Ser
Glu
His
ser
Cys
220
Glu
Pro
Lys
val
Asp
300
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
380
ASp
Lys
ser
Ser

ser
460

= - -

Pro
Ser
45

His
ser
Asp
Glu
Asp
125
LYyS
Gly
Pro
Thr
val
205
AsSh
Pro
Glu
Asp
AsSp
285
Gly
AsSn
Trp
Pro
Glu
365
AsSn
Ile
Thr
Lys
Cys

445
Leu

Glu
Gly
Gly
ser
Lys
ASp
110
Tyr
Gly
Gly
val
Phe
190
val
val
Lys
Leu
Thr
270
val
val
ser
Leu
Ala
350
Pro
Gln
ala
Thr
Leu
430
ser

ser

15
Leu

Tyr
Lys
Asn
ser
95

ser
Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr
Asn
sSer
Leu
258
Leu
ser
Glu
Thr
Asn
335
Pro
Gin
val
val
Pro
415
Thr
val

Leu

val
ser
Ser
Tyr
80
Ser
Ala
Gly
Ser
Ala
160
val
Ala
val
His
Cys
240
Gly
Met
His
val
Tyr
320
Gly
Ile
val
Ser
Glu
400
Pro
val
Met

ser



ES 2 586 825 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de hB7V4V1-hG1 (ADNc de hG1)

atgggatgga
gtccagctag
tgcaaggctt
ggaaagggcc
ctgaaattca
gagctcacca
gactactttg
ggcccatcgg
ctgggetyce
gccctgacca
ctcagcagcg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctcttecece
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggcrccttct
gtcttctcat
Ttccctgtete

gctggatctt
tggagtccgg
ctggttattc
ttgagtggat
agggcagggt
gtctgacatc
actactgggg
tctteeccget
tggtcaagga
gcggcgtgca
tggtgaccgt
agcccagceaa
catgcccace
caaaac¢caa
acgtgagcca
ataatgccaa
tectcacegt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccgga
tcctctacag
gctccgtgat
cgggtaaatg

tctctttctce
acctgaggtg
attcactgac
tggacatatt
cacaatcact
tgaggacact
ccaaggcacc
agcacccree
ctacttccece
caccttceceg
gccectccage
caccaaggtg
gtgcccageca
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
c€ccageeece
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
Caagctcacce
gcatgaggct
a

ctgtcagtaa
aagaagcctg
tacatcatac
gatccttact
gcagacaaat
gcagtctatt
actctcacag
tccaagagea
gaaccggtga
gcrgtcctac
agcttgggca
gacaagagag
cctgaactcc
atgatcteee
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cceccateee
ttctatceca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaace

ctgcaggtgt
gggcttcagt
tctggatcag
atggtagttc
ctaccaggac
actgtggaag
trtcctcage
CCtC1ggggg
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctecaa
gggaggagat
gcgacatcgce
ctcccgtgct
gcaggtggca
actacacgca

gttctctgag
gaaggtgtcc
gcagcatagc
taactacaat
aacctacatg
atctaagagg
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcce
catctgcaac
atcttgtgac
gtcagtctte
ggtcacatgc
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtog
ggactccgac

gcaggggaac
gaagagcctce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1401

<210>9

<211> 466

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de hB7V4V1-hG1

<400> 9

44



Met
val
Pro
Thr
Glu
65

Leu
Thr
Tyr
Gly
Phe
145
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro

225
Lys

Pro

sSer

Gly Trp Ser

Phe ser Glu

20

Gly Ala ser

35

Asp Tyr Ile

50

Trp Ile Gly

Lys

Phe Lys

Thr Tyr Met

100

Tyr Cys Gly

115

Thr Thr Leu

130
Pro

Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn

GlIn

ser Gly

180
Ser Ser
195

Ser Ser Leu

210

ser Asn Thr

Thr His Thr

ser

Arg

Asp Pro

290

Asn Ala

305
val

Glu
Lys
Thr
Thr
385
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
465

<210>10
<211> 1401
<212> ADN

val Phe

Trp
5
val
val
Ile
His
Gly
Glu
Arg
The
Pro
val
165
Ala
Gly
Gly
Lys

Cys
245

260

Thr Pro

275

Glu val

Thr

Leu

Glu

ES 2 586 825 T3

Ile
GIn
Lys
Leu
Ile
70

Arg
Leu
ser
val
ser
150
Lys
Leu
Leu
Thr
val

230
Pro

Phe

val

Lys Phe

val
Tyr
Thr
Leu
370
Cys
ser
Asp
ser
Ala

450
Lys

LYS
ser
Lys
Ile
355
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

435
teu

<213> Secuencia artificial

val
Cys
340
ser
Pro
val
Gly
ASp
420
Trp

His

Lys Pro

Leu
325
Lys
LyS
Ser
Lys
Gln
405
Gly
GlIn

Asn

310
Thr

val
Ala
Arg
Gly
390
Pro
ser
Gln

His

Phe
Leu
val
Trp
55

Asp
val
Thr
Lys
Ser
135
ser
AsSp
Thr
Tyr
GlIn
215
ASp

Pro

Pro
Thr
Asn
295
Arg
val
ser
Lys
Glu
375
Phe

Glu

Phé

Gly

TYr
455

Leu
vai
ser
Ile
Pro
Thr
ser
Arg
120
ser
Lys
Tyr
ser
Ser
200
Thr
Lys
Cys

Pro

Cys

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Tyr
Ile
Leu
105
Asp
Ala
ser
Phe
Gly
185
Leu
Tyr
Arg

Pro

LysS
265
val

280
Trp Tyr

Glu
Leu
Asn
s
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

440
Thr

45

Glu
His
LysS
345
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
425
val

GIn

Leu
10

Ser
Lys
Gin
Tyr
Thr
90

Thr
Tyr
Ser
Thr
Pro
170
val
Ser
Ile
val

Ala
250

Pro
val
val
Gin

Gin
330
Ala
Pro
Thr
Ser

Tyr
410

Tyr'

Phe

LyS

Leu
Gly
Ala
His
Gly
Ala
Ser
phe
Thr
Ser
155
Glu
His
ser
Cys
Glu

235
Pro

LyS
val

Asp

Tyr
315
ASp
Leu
Arg
Lys
Asp
395
Lys
Ser
Ser

ser

Ser
Pro
ser
ser
60

ser
Asp
Glu
AsSp
Lys
140
Gly
Pro
Thr
val
Asn
220
Pro

Glu

ASD

Gly

val
Glu
Gly
Gly
ser
Lys
Asp
Tyr
&y
Gly
val
Phe
val
205
val
Lys

Leu

val

Thr Ala Gly
15
val Lys Lys

30

Tyr Ser phe

Lys Gly Leu

Asn Tyr Asn

80

ser Thr Arg
95
Thr Ala val

110

Trp Gly GIn

Pro ser val

Thr aAla Ala

160

Thr val ser

Pro Ala val

190

Thr val Pro

Asn His Lys

Ser Cys Asp

240

Leu Gly Gly

ASp Thr Leu

270
ser

285%

300

Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
380
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
460

Leu
Ala
Pro
365
Gln
Ala
Thr
Leu
ser

445
ser

val

Glu

Ser Thr

ASn
Pro
350
GIn
val
val
Pro
Thr
430
val

Leu

Met Ile
His Glu

val His

Tyr Arg

Gly
335
Ile
val
ser
Giu
Pro
415
val
Met

ser

320
Lys

Glu
Tyr
Leu
Trp
400
val
AsSp
His

Pro



10

15

<220>

ES 2 586 825 T3

<223> Cadena pesada de hB7V3V1-hG1 (ADNc de hG1)

<400> 10

atgggatgga
gtccagetgce
tgcaaggctt
ggaaagggcc
ctgaaattca
gagctcteca
gactacttty
ggcccatcgg
ctgggctgcc
gcectgacca
ctcageagcg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctettceece
9tggtggtrgg
gtrggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagcceccgag
caggtcagec
gagagcaatg
ggctcctct
grcttctcat
tcectgtote

gccggatctt
aacagtctgg
ctggttattc
ttgagtggat
agggcagagt
gtctgagatc
actactggyg
tcttcccget
tggtcaagga
gcggcgtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
catgcccace
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccect
aaccacaggt
tgacctgoct
ggcagccgga
tcctctacag
gcteegtgat
cgggtaaatg

<210> 11

<211> 466

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de hB7V3V1-

<400> 11

tctcttectce
atctgagctg
attcactgac
tggacatatt
gacaatcacc
tgaggacact
ccaaggcacc
agcaccctec
ctactrccece
caccttcccg
gcecrecage
caccaaggtg
gtgcccagea
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
€CCagecece
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
a

hG1

ctgtcaataa
aagaagcctg
tacatcatac
gatccttact
gccgaccagt
gcagtctatt
actctcacag
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgogca
gacaagagag
cctgaactec
atgatctccc
gaggtcaagt
€gggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cccecatecc
tictatccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc

46

ttgcaggtgt
gggcttcagt
tctgggtoag
atggragttc
ctaccaccac
actgtggaag
tttcctcage
cctctgaggyy
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tggagggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcgce
ctccegrget
gcaggtggca
actacacgca

ccattgccag
gaagatctcc
gcagaacect
taactacaat
agcctacatg
atctaagagqg
ctccaccaag
cacagcggec
gaactcaggc
actctactce
catctgcaac
atcrtgtgac
gtcagtcttc
ggtcacatgce
cgtggacgac
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaagag
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac
gaagagcctce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1401



Met
val
Pro
Thr
Glu
65

Leu
Thr
TYyr
Gly
Phe
145
Leuy
Trp
Leu
sSer
Pro
225
Lys
Pro
ser
ASp
ASh
305
val
Glu
Lys
Thr
Thr
385
Glu
Leu
LyS
Glu

Gly
465

<210>12
<211> 2002
<212> ADN

Gly
His
Gly
Asp
50

Trp
Lys
Ala
Tyr
Thr
130
Pro
Gly
Asn
Gln
ser
210
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
290
Ala
val
Tyr
Thr
Leu
370
Cys
ser
AsSp
ser
Ala

450
Lys

Trp
Cys
Ala
35

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys
115
Thr
Leu
Cys
Ser
ser
195
ser
Asn
His
val
Thr
275
Glu
Lys
ser
LyS
Ile
355
Pro
Leu
Asn
ser
Arg

435
Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Gin
20

ser
Ile
Gly
Lys
Met
100
Gly
Leu
Ala
Leu
Gly
180
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe
260
Pro
val
The
val
Cys
340
Ser
Pro
val
Gly
AsSp
420
Trp

His

Arg
val
val
Ile
His
Gly
Glu
Arg
Thr
Pro
val
165
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
245
Leu
Glu
Lys
LYS
Leu
325
LySs
Lys
Ser
Lys
Gln
405
Gly
Gln

AsSn

ES 2 586 825 T3

Ile
Gln
Lys
Leu
Ile
70

Arg
Leu
Ser
val
Ser
150
Lys
Leu
Leu
Thr
val
230
Pro
Phe
val
Phe
Pro

310
Thr

val

Ala
Arg
Gly
390
Pro
sSer
GIn

His

Phe
Leu
Ile
Trp
55

ASD
val
ser
Lys
ser
135
ser
ASp
Thr
Tyr
Gln
215
ASp
Pro
Pro
Thr
Asn
295
Arg
val
ser
Lys
Glu
375
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
455

Leu
Gln
Ser
val
Pro
Thr
ser
Arg
120
Ser
LysS
Tyr
Ser
Ser
o
Lys
Cys
Pro
o
Trp
Glu
Leu
AsSn
Gly
360
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

440
Thr

47

Phe
Gln
25

Cys
Arg
TYr
Ile
Leu
105
ASp
Ala
Ser
Phe
Gly
185
Leu
Tyr
Arg
Pro
Lys
265
val
Tyr
Glu
His
Lys
345
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
425
val

Gln

Leu
10

ser
LyS
GlIn
Tyr
Thr
ap

Arg
Tyr
ser
Thr
Pro
170
val
sSer
Ile
val
Ala
250
Pro
val
val
Gln
Gln
330
Ala
Pro
Thr
ser
Tyr
410
TYr
Phe

LysS

Leu
Gly
Ala
Asnh
Gly
Ala
ser
Phe
Thr
sSer
155
Glu
His
Ser
Cys
Glu
235
Pro
LyS
val
ASp
Tyr
315
ASp
Leu
Arg
Lys
Asp
395
Lys
Ser
Ser

sSer

ser
ser
Ser
Pro
60

Ser
Asp
Glu
AsSp
Lys
140
Gly
Pro
Thr
val
Asn
220
Pro
Glu
Asp
ASp
Gly
300
Asn
Trp
Pro
Glu
AsSn
380
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
460

Ile
Glu
Gly
Gly
Ser
Gln
Asp
Gly
val
Phe
vail
val
Lys
Leu
Thr
val
val
ser
Leu
Ala
Pro
365
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

445
ser

Ile
Leu
30

TYP
LyS
Asn
ser
Thr
110
Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
190
Thr
Asn
ser
Ley
Leu
270
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
350
Gln
val
val
Pro
Thr
430
val

Leu

Ala
15
Lys
Ser
Gly
Tyr
Thr
Ala
Gly
ser
Ala
val
175
Ala
val
His
Cys
Gly
255
Met
His
val
Tyr
Gly
335
Ile
val
Ser
Glu
Pro
415
val
Met

Ser

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
The
val
Gin
val
Ala
160
Ser
val
Pro
LyS
i
Gly
Ile
Glu
His
Arg
320
Lys
Glu
Tyr
Leu
i
val
Asp
His

Pro



ES 2 586 825 T3

<223> Cadena pesada de hB7V3V2-hG2G4 (secuencia genémica hG2G4)

<400> 12

atgggatgga
gaggtccagc
tcctgcaagg
catggaaaga
aatctgaaat
atgcagctca
agggactact
aagggcccat
gccctgggct
ggcgecctga
tccctcagea
aacgtagatc
cagggaggga
ctgtgcagcce
tctgeecgee
gcaggcacag
tcagacctgce
ggccaaactg
ccaatctct
cagcccaggc

agggacaggc
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
gctcggecca
gccccgagag
agtcagectg
gagcaatggg
ctccttette
cttctcatgce
cctgtctctg

gctgtatcat
tgcaacagtc
cttctggtta
gccttgagtg
tcaagggcaa
acagtctgac
ttgactactg
ccgtcttece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
999tgtctgc
ccagcccang
ccactcatgc
gctgggtgce
Caaaagccat
tccactecct
ctctgcagag
ctcgccctec
cccagetggg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
ccctetgece
ccacaggtgt
accrgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge

ggtaaatgat g

cctettettg
tggacctgag
ttcattcact
gattggacat
ggccacattg
atctgaggac
gggccaaggc
cctggcgeec
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctec
caacaccaag
tggaagccag
gcagcaaggc
tcagggagag
cctaccccag
atccgggaag
cagctcggac
cgcaaatgtt
agctcaagge
tgctgacacg
cctettecee
cgtggtggtg
cgtggagatg
tgtggtcagc
caaggtctce
tgggacccac
tgggagtgac
acaccctgcec
tcaaaggcett
acaactacaa
ggctaaccegt
atgaggctct
a

gtagcaacag
ctggtgaagc
gactacatca
attgatcctt
actgtagaca
tctgcagtet
accactctca
tgctccagga
cccgaaccdg
ccggetgtec
agcaacttcg
gtggacaaga
gctcageccct
aggccccatc
ggtcttctgg
gcccttcaca
accctgeecce
accttctctc
gtgtcgagtg
gggacaggtg
tccacctcca
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtectcaccg
dacaaaggcc
ggggtgcgag
cgctgtgcca
cccatcceag
ctaccccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

ctacaggtot
ctggggctte
tactctgggt
actatggtag
aatcttccag
attactgtgg
cagttitcctce
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac
cagttggtga
cctgectgga
tgtctcctca
ctttttccac
cacaggggca
tgacctaagce
ctcccagate
cccaccgtge
ccctagagta
tctettecte
aggacaccct
aggaagaccc
agacaaagce
tcctgcaccea
tccegrecte
ggccacatgg
acctctgtcec
gaggagatga
gacatcgcecg
ccegtgctygg
aggtggcagg
tacacacaga

ccactccete
actgaagatg
gaagcagaac
ttctaactac
cacagcctac
aagatctaag
agcectccace
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
gaggccaget
cgcaccecgg
€Ccggaggce
caggctccag
ggtgcttggc
cgaccccaaa
cgagtaactc
ccaggtaagc
gcectgcatce
agcaccacct
catgatctec
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactogctg
catcgagaaa
acagaggtca
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtrggga
actccgacgg

aggggaatgt
agagcctctce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2002

<210> 13

<211> 462

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de hB7V3V2-hG2G4

<400> 13

48



Met Gly
val His
Pro Gly
Thr Asp

Trp
Cys
Ala

Ser

Gln

20

35

50

Glu Trp

65

Leu Lys
Thr Ala

Tyr Tyr

Gly
Phe
145
Leu
Trp
Leu
ser
Pro
225
Glu
Leu
Glu
GIn
Lys
305
Leu
LyS
Lys
ser
Lys
385
GlIn
Gly
GlIn

AsSDh

<210> 14
<211>1999
<212> ADN

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

ser
Ile
Gly
Lys

Met

100

115

Thr Thr

130
Pro

Gly
ASn
GIn
ser
210
Ser
Cys
Phe
val
Phe
290
Pro
Thr
val
Ala
Gln
370
Gly
Pro
ser
Glu

His
450

Leu
Cys
ser
ser
195
ASn
ASn
Pro
Pro
Thr
275
ASn
Arg
val
ser
Lys
355
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

435
Tyr

<213> Secuencia artificial

Gly

Leu
Ala
Leuy
Gly
180
ser
Phe
Thr
Pro
Pro
260
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
340
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
420
Asn

Thr

Arg
val
val
Ile
His
Gly
Glu

Arg

Ile
GIn
Lys
Leu

Ile

ES 2 586 825 T3

Phe
Leu
Ile

Trp

Leu
Gin

Ser

Phe
GIn

Leu

10

25

40

55

70

Thr
Pro
val
165
Ala
Gly
Gly
LyS
Cys
245
Lys
val
Tyr
Glu
His
325
Lys
GIn
Met
Pro
ASn
405
Leu
val

Gln

Arg
Leu

Ser

val
Cys
150
LyS
Leu
Len
Thr
val
230
Pro
Pro
val
val
Gln
310
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
390
Tyr
Tyr
Phe

Lys

ASp
val
Ser

Lys

val
Pro
Thr
Ser

Ar

Cys
Arg
Tyr
Ile

Leu

Ser
Lys
Gln
Tyr

Thr

90

105

12

ser
135
ser
Asp
Thr
Tyr
G1n
215
Asp
Ala
Lys
val
Asp
295
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
375
Asp
Lys
ser
ser

Ser
455

ser
Arg
Tyr
sSer
ser
200
Thr
Lys
Pro
ASp
286
Gly
ASn
Trp
Pro
%
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

440
Leu

49

Asp Tyr

Ala
ser
Phe
Gly

185
Léu

TYr

Thr
Pro
Thr
265
val
val
ser
Leu
ser
345
Pro
Gin
Ala
Thr
Leu
425
Ser

ser

Arg

Ser
Thr
Pro
170
val
Ser
Thr
val
val
250
Leu
ser
Glu
Thr
Asn
330
Ser
Gln
val
val
Pro
410
Thr
val

Leu

Leu
Gly
Ala
Asn
Gly
Ala
ser
Phe

Ser
ser
Ser

Pro

60

Thr
ser
155
Glu
His
ser
Cys
Glu
235
Ala
Met
Gln
val
Tyr
315
Gly
Ile
val
Ser
Glu
3985
Pro
val
Met

Ser

ser
Asp
Glu
Asp

Lys
140
Glu
Pro
Thr
val
Asn
220
Arg
Gly
Ile
Glu
His
300
Arg
LYyS
Glu
Tyr
Leu
380
Trp
val
Asp
His

Leu
460

Ile
Glu
Gly
Gly
ser
Gln

Asp

Tyr
125

Ile

Leu

Ala

15

30

Tyr
Lys
Asn
ser

Thr

110

Gly
Ser
val
Phe
val
205
val
LyS
Pro
ser
Asp
285
Asn
val
Glu
Lys
Thr
365
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

445
Gly

Trp

Pro
Thr
Thr
Pro
190
Thr
Asp
Cys
ser
Arg
270
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
350
Leu
Cys
ser
Asp
ser
430
Ala

Lys

Lys
ser
Gly
Tyr
Thr
Ala

Gly

Ser
Ala
val
175
Ala
val
His
Cys
val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
335
Ile
Pro
Leu
Asn
ser
415
Arg

Leu

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
Thr
val

GlIn

val
Ala
160
Ser
val
Pro
Lys
val
240
Phe
Pro
val
Thr
val
320
Cys
ser
Pro
val
Gly
400
Asp
Trp

His
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<220>
<223> Cadena pesada de chC2aB7-hG2G4 (secuencia genémica hG2G4)

<400> 14

atgggatgga
gaggtccage
tcctgecaagg
catggaaaga
aatctgaaat
atgcagctca
agggactact
aagggcccat
gccctggget
ggcgecctga
tccctcagea
aacgtagatc
cagggaggga
ctgtgcagcc
tctgccegee

gcaggcacag
tcagacctgc
ggccaaactg
ccaatcrtct
cagcccagge
agggacaggc
gtggcaggac
¢ggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
gcteggecca
gccccgagay
ggtcaacctg
gagcaatggg
ctecttcttc
cttctecatge
cctgtctctyg

gctgtatcat
tgcaacagtc
cttctggtta
gccttgagtg
tcaagggcaa
acagtctgac

.ttgactactg

ccgtettoce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
gggtgtctge
ccagcccagy
ccactcatge

gctoggtygcc
caaaagccat
tccacteect
ctctgcagag
ctcgeectec
cccagetggg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
ccctetgece
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge
ggtaaatga

ccrettetig
tggacctgag
ttcattcact
gattggacat
ggccacattg
atctgaggac
gggccaaggce
cctggegeec
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctec
caacaccaag
tggaagccag
gcagcaaggce
tcagggagag

cctaccccag
atccgggagg
cagcteggac
cgcaaatgtt
agctcaagge
tgctgacacg
cctetteccee
cgtggtggty
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggrctcc
tgggacccac
tgggagtgac
acaccctgcec
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaaccgt
atgaggctct

gtagcaacag
ctogtgaagc
gactacatca
attgatcctt
actgtagaca
tctgcagtct
accactctea
tgctccagga
cccgaaccag
ccggetgtec
agcaacttcg
gtggacaaga
gctcagecect
aggccccatce
ggtcrtctygg

gcccttcaca
acccrgeece
accttctctc
gtgtcgagtg
gggacaggtg
Tccacctcea
ccaaaaccca
gacgtgagec
cataatgcca
grcctcaccg
aacaaaggcc
ggggtgcgag
cgctgtgcca
cccatcccag
ctaccccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

ctacaggtgt
ctggggcttc
tactctgggt
actatggtag
aatcttccag
attactgtgg
cagtttcctc
gcacctccga
tgacggtgte
tacagtectce
gcacccagac
cagttggtga
cctgectgga
tgtctcctca

ctttttecac

cacaggggca
tgaccraage
ctcccagate
cccaccgtyc
ccctagagta
TCcrtcttectc
aggacaccct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcetgeacca
tceegtecte
ggccacatgg
acctctgrcc
gaggagatga
gacatcgccg
ccecgtgctag
aggrggcagg
tacacacaga

ccactcecte
actgaagatg
gaagcagaac
ttctaactac
cacagcctac
aagatctaag
agcetccacc
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
gaggccaget
cgcacccegg
ccecggaggcec
caggctccag

ggrgcrtgge
cgaccccaaa
cgagtaactc
ccaggtaagc
gcectgeatce
agcaccacct
catgatctecce
cgaggtccag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggtca
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt
agagectcte

1740
1800
1860
1920
1980
1999

<210> 15

<211> 463

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de chC2aB7-hG2G4

<400> 15

50



Met Gly
val His
Lys Pro
Phe Thr
Leu Glu

65

ASn Leu
ser Thr
val Tyr
GIn Gly

Trp
Ser

Gly

35

ASp
Trp
Lys
Ala

Tyr

Ser
Leu
Ala
Tyr
Ile
Phe

Tyr

Cys
5
Glu
Ser
Ile
Gly

Lys

85

100

115

130

val pPhe

145

Ala Leu
Ser Trp
val Leu

Pro Ser

Thr
Pro
Gly
Asn

Gln

Cys
Thr
Leu
Cys

Ser

Met
Gly
Leu
Ala

Leu

Ile
val
Leu
Ile
His
Gly
Gln
Arg
Thr

Pro
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Ile
GIn
LySs

Leuy

Leu
Leu

Met

Phe
Gln

25

40

53

Ile
Lys
Leu
Ser

val

Trp
ASp
Ala
Asn

LyS

ser
val
Pro
Thr

Ser

Leu
Glin
Cys
LysS
Tyr

Leu

90

105

120

135

150

165

180

195

210

Lys Pro

225

val Glu
Phe Leu
Pro Glu

val 61n

Ser
ser
Cys
Phe

val

ser
ASn
Asn
Pro

Pro

Gly
Ser
Phe
Thr

Pro

val
Ala
Gly
Gly
Lys

Cys
Lys
Leu
Leu

Thr

ser
ser
Asp
Thr
Ty

Arg
Ser
Arg
Tyr

Ser

Leu
ASP
Ala
ser

Phe

val
Ser
Lys
Glin
Tyr
Thr
Thr
Tyr
ser
Thr

Ala Thr
Gly Pro

Ala Ser

45

AsSn His

60

Gly Ser
val Asp
ser Glu
Phe Asp

Ala
Glu
Gly
Gly
Ser
Lys
ASp

Thr

15

Leu
Tyr
Lys
Ash

sSer

Gly
val
Ser
ser

Tyr

80

95

110

- 125

Thr Lys

140

155

170

185

200

215

230

245

260

275

290

Thr Lys

305
val

Cys
Ser
Pro
val
385
Gly
Asp
Trp

His

<210> 16

<211> 1391
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
LYys
LYyS
Ser
370
LyS
Gln
Gly
Gln

Asn
450

Phe

Pro

Thr
val
Ala
355
Gln

Gly

Pro

ser

Glu
435
His

Thr
AsSn

Arg

val
ser
340
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
420
Gly

Tyr

Pro
Cys
Trp
Glu

Leu
325
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
405
Phe
Asn

Thr

Cys
Lys
val
Tyr
Gl

val
Pro
Pro
val

val

Gin
Asp
Ala
Lys

val

r ser
Thr
Lys
Pro

Asp

Gly
Leu
Tyr
Thr

Pro

Pro
val
Ser
Thr

val

Ser Glu
Glu Pro
His Thr

ser val

Tyr
Gly
ser
val

Phe

ser
Trp
Pro
Thr
Thr

ser
Ala
Gly
ser

Ala

160

175

190

205

Cys Asn

220

235

250

265

280

295

310
His

Lys
Gln
Met
Pro

390
Asn

Leu

val
GlIn

Glin

GIn
Gly
Pro
Thr
375
ser
Tyr
Tyr
Phe

%3

ASp
Phe

Asp
Leu
Ar

36

Lys
Asp
Lys
Ser
ser

440
ser

51

Asp
Gly

ASnh

Trp
Pro
345
Glu
Ash
Ile
Thr
Arg
425
Cys

Leu

Thr
val
val

ser

Leu
330
ser
Pro
Gln
Ala
Thr
410
Leu
ser

Ser

val
Leu
Ser
Glu
Thr

Glu Arg
Ala Gly
Met Ile
GIn Glu

val
val
Lys
Pro

ser

Pro
Thr
Asp
Cys

ser

val
Ala
val
His

Cys

240

255

270

285

val His

300

315
AsSn

ser
Glin
val
val
395
Pro
Thr
val

Leu

Tyr Arg

Gly
Ile
val
ser
&
Pro
val
Met

ser
460

Lys
Glu
36
Leu
Trp
val
Asp
His

445
Leu

ASp
Asn

val

Glu
Lys
350
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
430
Glu
Gly

Arg
Pro
Ala
val

Tyr
335
Thr
Leu
Cys
ser
Asp
415
ser
Ala

Lys

val
Thr
Glu
Lys

Ser

320
Lys

Ile
Pro
Leu
ASH
400
Ser
Arg

Leu



10

15
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<223> Cadena pesada de hB7V3V2-cG2G4 (ADNc de G2G4)

<400> 16

atgggatgga
gtccagctoce
tgcaaggctt
ggaaagggcc
ctgaaattca
gagctctcca
gactactttg
ggcccatccg
ctgggctgec
gccctgacca
ctcagcageg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaaggcctec
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge
ggtaaatgat

gccggatctt
aacagtctgg
ctggttattc
ttgagtggat
agggcagagt
gtctgagatc
actactgggg
tctteecect
tggtcaagga
gcggcgtgca
tggtgaccgt
agcccagcaa
cgtgceccage
acaccctcat
aagaccccga
caaagccgeg
tgcaccagga
cgtccteccat
acaccctgcec
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaaccgt
atgaggctct

9

tctettectc
atctgagctg
attcactgac
tggacatatt
gacaatcacc
tgaggacact
ccaaggceacc
ggcgccetge
ctactteecce
caccttcccy
gccetecage
caccaaggtg
accacctgtg
gatctcccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatcccag
ctacecccagce
gaccacgect
ggacaagagc
gcacaaccac

ctgtcaataa
aagaagcctg
tacatcatac
gatccttact
gccgaccagt
gcagtctratt
actctcacag
tccaggagea
gaaccggtga
gctgtcctac
aacttcggca
gacaagacag
gcaggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgccg
cccgtgetag
aggtggcagg
tacacacaga

ttgcaggtgt
gggcttcagt
tctgggtgag
atggtagttc
ctaccaccac
actgtggaag
ttrcctcage
cctccgagag
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttcct
tcacgtgcgt
tggatggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt
agagcctete

ccattgeccag
gaagatctcc
gcagaaccct
taactacaat
agcctacatg
atctaagagg
ctccaccaag
cacagccgece
gaactcaggc
actctactcc
cacctgcaac
atgttgtgtce
cttcccececa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagag
ggtcagcctg
gagcaatgog
CtCCrtcttc
cttctcatgce
cctgtetctg

<210> 17

<211> 2005

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de ChC7-hG2G4 (secuencia gendmica hG2G4)

<400> 17

atgggatgga gc¢tgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctacaggtgt ccactccctc
gaggtccaac tgcagcagtc tggacctgag Ctggagaage crggcgcttc agtgaagata
tcctgcaagg cttctggtta ctcattcact ggctacaaca tgaactgggt gaagcagage
agtggaaaga gccttgagtg gattggaaat trtgatcctt actatggtgt tattacctac

52

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1391

60

120
180
240



aaccagaagt
atgcagctca
acggctctct
tccaccaagy
acagccgcecc
aactcaggcg
ctctactceec
acctgcaacy
ccagctcagyg
ccecggetgt
gaggcctctg
ctccaggcag
cttggctcag
cccaaaggec
taactcccaa
gtaagccagc
gcatccaggg
ccacctgtgg
atctcccgga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacca
aggtcagctc
agggcagcce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcce
gaatgtcitc
cctecteectg

tcaagggcaa
agagcctgac
atactatgga
gcccatccgt
tgagctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tagatcacaa
gagygagggt
gcagceccecag
ccecgeeccac
gcacaggctg
acctgccaaa
aaactgtcca
tcttctectcet
ccaggcectcg
acaggccecca
caggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
ggcccaccct
cgagagccac
agcctgaccet
aatgggcagc
Ttcttcctct
tcatgcteeg
tctctgggta
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ggccacattg actgtagaca

atcrgaggac
ctactggggt
cttccccctg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
gtctgctgga
cccagggcag
tcatgctcag
ggtgccccta
agccatatcc
ctccctcage
gcagagcgca
ccetecaget
gctgggtgct
agtcttectc
cacgtgcgtg
ggatggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaaggtgag
ctgccctggg
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggct
tgatgcatga
aatga

tctgcagtret
caaggaacct
gcgeeetget
tacttcecccg
accttceegg
ccetecagea
accaaggtgg
agccaggetc
caaggcaggce
ggagagggtc
ccccaggeee
gggaggaccc
tcggacacct
aatgttgtgt
caaggcggga
gacacgtcca
ttecccccaa
gtagtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtec
gtctccaaca
acccacgggg
agtgaccgcet
cctgececcea
aggcttctac
ctacaagacc
aaccgtggac
ggctctgcac

aatcctccag
attactgtgc
cagtcaccgt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
acttcggeac
acaagacagt
agccctectg
cccatctgrc
ttctggertt
ttcacacaca
tgcccctgac
tctetectec
cgagtgccca
caggtgcect
cctecatcte
aacccaagga
tgagccagga
atgccaagac
tcaccgtect
aaggcctccec
tgcgagggec
gtgccaacct
tcccaggaag
cccagcgaca
acgccteccg
aagagcaggt
aaccactaca

cacagcctac
aagaacggct
ctcctcagec
ctccgagagce
ggtgtcgtog
gtccrcagga
ccagacctac
tggtgagagg
cctggacgea
tcctcacceg
ttccaccagg
ggggcaggty
¢taagccgac
cagatccgag
ccgtgcecag
agagtagect
rtectcagea
caccctcatg
agaccccgag
aaagcegegg
gcaccaggac
gtcctecatce
acatggacag
ctgtccctac
agatgaccaa
tcgecgtaga
tgctogacte
ggcaggaogg
cacagaagag

300

420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2005

<210> 18

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de ChC7-hG2G4 (secuencia genémica hG2G4)

<400> 18

53



Met
val
Lys
Phe
Leu
65

Asn
Ser
val
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro

Thr

ASD
225
Cys
Ala
Met
Gin
val
305
TYr
Gly
Ile
val
ser
385
Glu
Pro
val
Met

ser
465

<210>19
<211> 2025
<212> ADN

Gly
His
Pro
Thr
50

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
130
Ser
Ala
val
Ala

val
210

His
Cys
Gly
Ile

Trp
Ser
Gly
Gly
Trp
Lys
Ala
5
val
Ala
Ser
val

195
Pro

LyS
val
Pro

ser

275

Glu
290

Asp

His Asn

Arg

Lys Glu

Glu

370

val

LyS
355
Thr

Leu Thr

Trp
val

ASp

Leu

Glu

ser
Leu
Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
100
Cys
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Leu

Ser

Pro
Glu
ser
260
Arg
Prro
Ala
val
Tyr
340
Thr
Leu
Cys
ser

Asp

420

Lys

435
His Glu

450

Leu Gly

<213> Secuencia artificial

Ser
Ala

Lys

Cys
5
Glu
Ser
Asn
Gly
LyS
85
Met
Ala
Thr
Pro
Gly
165
AsSn
GlIn

Ser

Ser
Cys
245
val
Thr
Glu
Lys
Ser
325
LYyS
Ile
Pro
Leu
Asn
405
sar
Arg

Leu
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Ile
val
val
Met
Asn
Gly
Gln
ATg
ser
Leu
150
Cys
sSer

ser

ASn

ASn
230
Pro
Phe
Pro
val
Thr
310
val
Cys
ser
Pro
val
390
Gly
Asp
Trp

His

Ile
Gin
Lys
Asn
55

Phe
Lys
Leu
Thr
val
135
Ala
Leu
Gly
ser

Phe
215

Thr
Pro
Leu
Glu
GIn
295
LyS
Leu
Lys
Lys
sSer
375
Lys
Gin
Gly
GlIn

Asn
455

Leu
Leu
Ile
40

Trp
AsSp
Ala
Lys
Ala
120
Thr
Pro
val
Ala
Gly

200
Gly

Lys
Cys
Phe
val
280
Phe
Pro
Thr
val
Ala
360
GIn
Gly
Pro
ser
Glu

440
H1s

54

Phe
Gln
25

Ser
val
Pro
Thr
Ser
105
Thr
val
Cys
Lys
Leu
185
Leu

Thr

val
Pro
Pro
265
Thr
ASn
Arg
val
Ser
345
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
425
Gly

Tyr

Leu
10

Gln
Cys
Lys
Tyr
Leu
90

Leu
Ala
ser
ser
ASp
170
Thr
Tyr

Glin

ASp
Gly
250
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
330
Asn

Gly

Gly

Tyr
ASN
410
Phe
Asn

Thr

val
ser
Lys
Gin
Tyr
Thr
Thr
Leu
Ser
Arg
155
Tyr
ser
ser
Thr

LyS
235
LyS
LYyS
val
Tyr
Glu
315
His
LyS
Gln
Met
Pro
395
Asn
Leu
val

Gln

Ala
Gly
Ala
Sser
60

Gly
val
Ser
Tyr
Ala
140
ser
Phe
Gly
Leu

TYIFr
220

Thr
Pro
Pro
val
val
300
GIn
Gln
Gly
Pro
Thr
380
ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
460

Thr
Pro
Ser
45

ser
val
ASp
Glu
Thr
125
Ser
Thr
Pro
val
Ser

205
Thr

val
Ala
Lys
val
285
ASp
Phe
Asp
Leu
Ar

36

Lys
Asp
Lys
Ser
ser

445
ser

Ala

Glu.

Gly
Gly
Ile
Lys
ASp
110
Met
Thr
Ser
Glu
His
190
ser

Cys

Glu
Pro
Asp
270
Asp
Gly
ASn
Trp
Pro
350
Glu
Asn
Ile
Thr
Ar

43

Cys

Leu

Thr
15

Leu
Tyr
Lys
Thr
ser
95

ser
Asp
Lys
Glu
Pro
175
Thr
val

Asn

Arg
Pro
255
Thr
val
val
Ser
Leu
335
ser
Pro
Gin
Ala
Thr
415
Leu
Ser

ser

Gly
Glu
Ser
ser
8
Ser
Ala
Tyr
Gly
Ser
val
Phe
val

val

Lys
240
val
Leu
ser
Glu
Thr
320
ASN
ser
Glin
val
val
400
Pro
Thr
val

Leu
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<220>
<223> Cadena pesada de D1B5-hG1 (secuencia gendmica de region constante de hG1)

<400> 19

atgggatgga
gaggtccaac
tcctgeaaag
cctgaacagg
gtcccgaagt
ctgcagctca
ggtaactacg
tcctcagect
tctggcggea
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
ggtgagaggc
ctggacgcat
cttcacccgg
tcceccaggct
ggcaggtgct
aagcccacce
gattccagta
atgcccaccg
gtgccctaga
ccatcrcrtc
aacccaagga
tgagccacga

atgccaagac
tcaccgrect
aagcectecc
tgcgagggec
gtaccaacct
tccegggagg
cccagegaca
acgccteecg
aagagcaggt
aaccactaca

gctgtatcat
tgcagcagec
cttctggctt
gcetggagty
tccagggcaa
gcagcctgac
accgttacta
ccaccaaggg
cagcggecct
actcaggcgce
tctactcect
tctgcaacgt
cagcacaggg
cccggetatg
aggcctetge
ctgggcaggc
gggctcagac
caaaggccaa
actcccaatce
tgcccaggta
gtagcctgca
ctcagcacct
caccctcatg
agaccctgag

aaagccgegg
gcaccaggac
agccecgcate
acatggacag
ctgtccctac
agatgaccaa
tcgecgtgga
tgctggactc

ggcagcaggg
cgcagaagag

cctettereg
tggggcagag
caacattaaa
gattggatgg
ggccactatg
atctgaggac
tgctatggac
cccatcggre
gggctgectg
cctgaccage
cagcagegtg
gaatcacaag
agggagggtg
cagtcccagt
ccgceccact
acaggctagg
ctgccaagag
actcteccact
ttcrctetge
agccagecca
tccagggaca
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca

gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
aggccggcete
agggcageec
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggetce
gaacgtctre
cctctecctg

gtagcaacag
cttgtgaggt
gactactata
attgatcctg
actacagaca
actgccgtct
tactggggtc
ttcecccctgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
tctgetggaa
ccagggcagc
catgctcagg
tgcccctaac
ccatatccgg
ccetcagete
agagcccaaa
ggcctcocee
ggccecagee
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt

acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
ggcccaccct
cgagaaccac
agccrgacct
aatgggcagc
ttcttcctct
tcatgctccg
tccecgggta

ctacaggtgt
caggggectce
tacactoggt
agattggtgc
catcctccaa
attactgtaa
aaggaacctc
cacccrcctce
acttccccga
cctrceceggc
cctccageag
ccaaggtgga
gccaggctca
aaggcaggcece
gagagggtct
ccaggccctg
gaggaccctg
ggacaccttc
tcttgrgaca
tccagctcaa
gggtgctgac
agtcttccte
cacatgcgtg
ggacggcgtg

gtaccgtgtg
caagtgcaag
Caaaggtggg
ctgccctgag
aggtgtacac
gccrggtcaa
cggagaacaa
atagcaagct
tgatgcatga
aatga

ccactccctce
agtcaagttg
gaagcagagg
tactaaatat
cacagcctac
tgcecctctat
agtcaccgtce
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacce
caagagagtt
gcgctcctgce
ccgtergect
tctggetttt
cacacaaagg
ccecctgaccet
tctectecca
aaactcacac
ggcgggacag
acgtccacct
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata

gtcagcgtec
gtctccaaca
accegtgoag
agtgaccgct
cctgccccea
aggcttctat
ctacaagacc
caccgrggac
ggctctgeac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2025

<210> 20

<211> 472

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de D1B5-hG1

<400> 20

55



5

Met
val
Arg
Ile
Leu
val
ASn
val
Met
Thr
145
ser
Glu
His
Ser
555
Glu
Pro
Lys
val
305
Tyr
Asp
Leu

Arg

LyS
385
Asp
Lys
ser
Ser
Ser
465

<210> 21
<211> 2026
<212> ADN

Gly
His
Ser
Lys
Glu
Pro
Thr
Tyr
130
Lys
Gly
Pro
The
)
ASD
Pro
Glu
ASp
AsS

290
Gly
Asn
Trp
Pro

Glu
370

Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

450
Leu

Trp
Ser
Gly
35

AsSp
Trp
Lys
Ala
Tyr
115
Tyr

Gly

Gly
val
Phe
195
val
val
Lys
Leu

Thr
275

p val

val
ser
Leu
Ala

355
Pro

GIn
Ala
Thr
Leu
435
Ser

Ser

ser
Leu
Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
100
Cys
Trp
Pro
The
Thr
180
Pro
Thr
Asn
ser
Leu
260
Leu
ser
Glu
Thr
Asn
340
Pro

Gin

val
val
Pro
420
Thr
val

Leu

Cys
5
Glu
ser
Tyr
Gly
Gin

85

Leu
Asn
Gly
ser
Ala
165
val
Ala
val
His
Cys
245
Gly
Met
His
val
TYr
325
Gly
Ile

val

ser
Glu
405
Pro
val
Met

Ser

ES 2 586 825 T3

Ile
val
val
Ile
Trp
Gly
Gln
Ala
Gin
val
Ala
Ser
val
Pro
730
ASp
Gly
Ile
Glu
His
310
Arg
Lys
Glu
Tyr

Leu
390
Trp
val
ASp
His

Pro
470

Ile
Gln
Lys
His
Ile
Lys
Leu
Leu
Gly
135
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
215
Pro
LyS
Pro
Ser
255
Asn
val
Glu
Lys

Thr
375

Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

455
Gly

Leu
Leu
Leu
40

Trp
Asp
Ala
ser
Tyr
120
Thr
Pro
Gly
AsSn
Gln
200
ser
Ser
Thr
ser
Ar

28

Pro
Ala
val
Tyr
Thr

360
Leu

cys
Ser
ASp
Ser
440
Ala

Lys

56

Phe
GIn
25

Ser
val
Pro
Thr
ser
105
Gly
ser
Leu
Cys
sSer
185
ser
ser
ASn
His
val
265
Thr
Glu
Lys
ser
LYS
345
Ile

Pro

Leu
Asn
ser
425
Arg

Leu

Leu
Gln
Cys
Lys
Glu
Met
90

Leu
ASn
val
Ala
Leu
170
Gly
ser
Ley
Thr
Thr
250
Phe
Pro
val
Thr
val
330
Cys
Ser

Pro

val
Gly
410
ASp
Trp

His

val
Pro
Lys
GIn
Ile
Thr
Thr
Tyr
Thr
Pro
vai
Ala
Gly
Gly
753
Cys
Leu
Glu
Lys
LyS
315
Leu
Lys
Lys

ser

Lys
395
Gln
Gly
Gln

Asn

Ala
Gly
Ala
Arg
60

Gly
Thr
Ser
Asp
va)
140
sSer
Lys
Leu
Leu
The
220
val
Pro
Phe
val
Phe
300
Pro
Thr
val
Ala

Arg
380

GTy
Pro
ser
Gln

His
460

Thr
Ala
Ser
45

Pro
Ala
Asp
Glu
Arg
125
Ser
Ser
ASp
Thr
Tyr
205
GIn
AsSp
Pro
Pro
Thr
285
Asn
Arg
val
ser
Lys

365
Glu

Phe
Glu
Phe
Gly

445
Tyr

Ala
Glu
Gly
Glu
Thr
Thr
ASp
110
Tyr
ser
Lys
Tyr
ser
190
Ser
Thr
LYyS
Cys
Pro
270
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
350
Gly

Glu

Tyr
AsSn
Phe
430
ASn

Thr

Thr
15

Leu
Phe
GIn
LYS
ser
95

Thr
Tyr
aAla
Ser
Phe
175
Gly
Leu
Tyr
Arg
Pro
255
Lys
val
Tyr
Glu
His
335
LysS
Gin

Met

Pro
ASD
415
Leu
val

Gln

Gly
val
AsSh
Gly
Tyr
80

ser
Ala
Ala
Ser
Thr
160
Pro
val
Ser
Ile
val
240
ala
Pro
val
val
Gln
320
GIn
Ala
Pro

Thr

Ser
400
Tyr
Tyr
Phe

LysS



10

15

20

ES 2 586 825 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena pesada de G2G4 63L1D (secuencia gendmica hG2G4)

<400> 21

atgggatgga
atgcagctgg
tgcaaggcct
ggacaaggtc
cagaagtttc
gagttgaata
ggatggggag
actgtcaccg
tccaggagea
gaaccggtga
gctgtcctac
aacttcggeca
gacaagacag
cagccctect
ccccatcrgt
cttctggett
cttcacacac
ctgcccctga
ttctctoctc
tcgagtygecce
acaggtgccc
acctccatct
aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaaggcctcce
gtgcgaggge
tgtgccaace
atcccaggag
ccccagegac
cacgectece
caagagcagqg
caaccactac

gctgtatcat
tgcagtctgg
ctggaggcac
trgagtgget
agggcagagt
gtctgacatt
gccggaacta
tctcctcage
cctccgagag
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttggtgagag
gcctggacge
ctecctcacce
tttccaccag
aggggcaggt
cctaagccga
ccagatccga
accgtgecca
tagagtagcc
cttectcage
acacccteat
aagaccccga
caaagccgcg
tgcaccagga
cgtcctecat
cacatggaca
tctgrcccta
gagatgacca
atcgcecgtag
gtgctggact
Tggcaggagg
acacagaaga

cctcttcttg
ggctgaggtg
cttcagcaac
gggagggatc
caccattacc
tgachacacg
ctactactac
ctccaccaag
cacagccgec
gaactcaggce
actctactcc
cacctgcaac
gccagctcag
acceccggetg
ggaggcctct
gctccaggeca
gcttggctca
ccccaaagge
gtaactccca
ggtaagccag
tgcatccagg
accacctgtg
gatctcccgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggcrgaac
cgagaaaacc
gaggtcaget
cagggcagcec
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcetc
ggaatgrcrt
gccteteect

<210> 22

<211> 472

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de G2G4 63L1D

<400> 22

gtagcaacag
aagaagcctg
tatgctacca
atccccgtet
gcggacgagt
gccgtetatt
tactacatgg
ggceccatecd
ctgggctgcc
gccctgacca
ctcagcageg
gtagatcaca
9g9agggaggg
tgcagcccca
gccegeecca
ggcacaggct
gacctgccaa
Caaactgtcc
atcttcrctc
cccaggecte
gacaggccec
gcaggaccgt
accccrgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggage
atctccaaag
cggcecacce
ccgagagceca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcticctc
ctcatgctec
gtctctgggt

ctacaggtgt
ggtcctcggt
gttgogtgcg
tcggtactac
ccacgagcac
actgtgcgag
acgtctgggg
tctteccect
tggtcaagga
gcggcgtgca
tggtgaccgt
agcccagcaa
Tgrtctgctgg
gcccagggca
ctcatgctca
gggtgccect
aagccatatce
actcccrcag
tgcagagcge
gccctecage
agctgggtgce
cagtcttcct
tcacgrgcgt
tggatggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtag
tctgecctgg
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaggc
gtgatgcatyg
aaatrga

ccactcccag
gaaggtctcc
acaggcccct
aaactacgca
agcctacatg
499999tyg9
caaagggacc
ggcgecctge
ctactrccece
caccttcccg
gcectcecage
caccaaggtg
aagccaggct

gcaaggcagg
gggagagggt
accccaggee
cgggaggacc
ctcggacace
aaatgttgtg
tcaaggcggg
tgacacgtec
cttccececa
ggtggtrggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtce
ggtctccaac
gacccacggg
gagtgaccgc
ccctgeccce
aaggcticta
actacaagac
taaccgtgga
aggctctgca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2026

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
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1l
val

Pro
ser
Glu
65

Gln
Thr
Tyr
Tyr
Ser
145
Ser
AsSp
Thr
Tyr
GIn
225
Asp
Ala
Lys
val
Asp
305
Phe
ASp
Leu
Arg
Lys
385
Asp
Lys
ser
ser

ser
465

<210> 23
<211> 705
<212> ADN

His
Gly
Asnh
50

Trp
LYyS
Ala
Tyr
Tyr
130
ser
Arg
Tyr
ser
ser
210
Thr
Lys
Pro
Asp
Asp
290
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
370
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

450
Leu

Ser
ser
35

Tyr
Leu
Phe
Tyr
Cys
115
Tyr
Ala
Ser

Phe

Gly
195
LLeu
Tyr
Thr
Pro
Thr
275
val
val
ser
Leu
ser
355
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
435
sSer

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Gin
20

ser
Ala
Gly
Gln
Met
100
Ala
Tyr
ser
Thr
Pro
180
val
Ser
Thr
val
val
260
Leu
ser
Glu
Thr
AsSn

340
ser

Gln

val
val
Pro
420
Thr
val

Leu

Met
val
Thr
Gly
Gly
Glu
Arg
Met
Thr
Ser
165
Glu
His
ser
Cys
Glu
245
Ala
Met
Gln
val
TYyr
325
Gly
Ile
val
Ser
Glu
405
Pro
val
Met

sSer

ES 2 586 825 T3

GIn
Lys
ser
Ile
70

Arg
Leu
Gly
ASD
Lys
150
Glu
Pro
Thr
val
ASn
230
Arg
Gly
Ile
Glu
His
310
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
390
Trp
val
Asp
His

Leu
470

Ley
val
Trp
Ile
val
AsSn
Gly
val
135
Gly
ser
val
Phe
val
215
val
Lys
Pro
Ser
AsSp
295
Ash
val
Glu
Lys
Thr
375
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

455
Gly

val
Ser
val
Pro
Thre
Ser
Gly
120
Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
200
Thr
ASp
Cys
ser
Ar

280
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
360
Leuy
Cys
ser
Asp
ser
440
Ala

Lys

<223> Cadena ligera de chC2aB7-hG1, Ck humano

58

Gln
25

Cys
Arg
val
Ile
Leu
105
Gly
Gly
Ser
Ala
val
185
Ala
val
His
Cys

val
265

g Thr

Glu
Lys
ser
LyS
345
Ile
Pro
Leu
AsSn
ser
425
Arg

Leu

10
Ser

LyS
Gin
Phe
Thr
90

Thr
Trp
Lys
val
Ala
170
sSer
val
Pro
Lys
val
250
FPhe
Pro
val
Thr
val
330
Cys
ser
Pro
val
Gly
410
Asp
Trp

His

Gly
Ala
Ala
Gly
75

Ala
Phe
Gly
Gly
Phe
155
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
235
Glu
Leu
Glu
Gln
Lys
315
Leuy
Lys
Lys
ser
Lys
395
GIn
Gly
Gin

Asn

Ala
Ser
Pro
Thr
Asp
AsSp
Gly
Thr
140
Pro
Gly
Asn
GIn
Ser
220
Ser
Cys
Phe
val
Phe
300
Pro
Thr
val
Ala
GlIn
380
Gly
Pro
ser
Glu

His
460

Giu
Gly
Gly
Ala
Glu
Asp
Leu
Cys
ser
Ser
205
Asn
Asn
Pro
Pro
Thr
285
Asn
Arg
val
Ser
g
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

445
Tyr

val
30

Gly
Gin
AsSn
ser
Thr
110
Asn
val
Ala
Leu
Gly
190
sSer
Phe
Thr
Pro
Pro
270
Cys
Trp
Glu
Leu
ASnh
350
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
430
Asn

Thr

15
Lys

Thr
Gly
Tyr
Thr
95

ala
Tyr
Thr
Pro
val
175
ala
Gly
Gly
Lys
Cys
255
LYS
val
Tyr
Glu
His
3358
LyS
Gln
Met
Pro
Asn
415
Leu
val

Gln

LYS
Phe
Leu
Ala
80

Ser
val
Tyr
val
Cys
160
LysS
Leu
Leu
Thr
val
240
Pro
Pro
val
val
GIn
320
Gln
Gly
Pro
Thr
ser
400
Tyr
Tyr
Phe

Lys



10

15

20

25

<400> 23

atgggatgga
gacatccaga
atcacttgca
gggaaatctc
aggttcagtg
gaagatatgg
gggaccaage
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge

gctgtatcat
tgacacagtc
aggcgagtca
ctaagaccct
gcagtggatc
gaatttatrta
tggaaataaa
agttgaaatc
cCaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

ES 2 586 825 T3

ccrcttcttg
tccatcttcc
ggacattaat
gatctatcgt
tgggcaagat
ttgtctacag
acggactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaddcacaaa
gagcttcaac

gtagcaacag
atgtatgcat
agctatttaa
gcaaacagat
tattctctca
tatgatgagt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgeet
aggggagagt

<210> 24
<211> 234
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de chC2aB7-hG1, ck humano

<400> 24

Met
1
val
Ala
Ile
Lys
65
Arg
ser
Glu
Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His

val
225

<210> 25
<211> 711
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly
His
ser
ASnN
50

Thr
Phe
Leu
Phe
val
130
Lys
Arg
Asn
ser
Lys
210
Thr

Trp
Ser
Leu
35

ser
Leu
ser
Glu
Pro
115
Ala
ser
Glu
Ser
Leu
195
val

Lys

Ser
Arg
Gly
Tyr
Ile
Gly
100
Tyr
Ala
Gly
Ala
Gin
180
Ser
Tyr

Ser

Cys
5
ASp
Glu
Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
s
Glu
Ser

Ala

Phe

Ile
Ile
Arg
Ser
Arg
70

Gly
Asp
Phe
ser
Ala
150
val
Ser
Thr
Cys

Asn
230

<223> Cadena ligera de hB7V4V1-hG1

<400> 25

Ile
Gln
val
%
Ala
ser
Met
Gly
val
135
Ser
Gln
val
Leu
Glu

215
Arg

Leu
Met
Thr
40

Phe
AsSn
Gly
Gly
Gly
120
Phe
val
Trp
Thr
Thr
200
val

Gly

59

Phe
Thr
Ile
Gln
Arg
Gln
Ile
105
Gly
Ile
val
Lys
Glu
185
Leu
Thr

Glu

Leu
Gin
Thr
Gln
Leu
Asp
a0

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
170
Gln
Ser
His

Cys

ctacaggtgt
ctctaggaga
gctggtteca
tggtagatgg
¢catcageag
ttccgtacac
ctgtctrcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtcac
gttaa

val Ala Thr

5er Pro Ser

Cys Lys Ala
Pro
60

Asp

LyS Gly
val
75

Tyr

Gly

Ser Leu

Tyr Cys Leu
Glu
125

Ser

Lys Leu
Pro
140
Leu

Pro

Leu Asn

155

Asp Asn Ala

ASp Ser Lys

Lys Ala Asp

205
Leu

Gin Gly

220

ccactctaga
gagagtcact
gcagaaacca
ggttccatca
cctggagtat
gttcggaggy
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

Thr
15
Met

Ala

ser
30
ser

GIn Asp

Lys Ser

val ser
80
ser

Pro

Ile
95
Tyr

Thr

GIn
110
1le

ASp

LYS Arg

Asp Glu GlIn

Asn Phe Tyr
160
Gln Ser
175

ser

Leu

Asp Thr

130

Tyr Glu Lys

ser Ser Pro

60
120
180

300
360
420
480
340
600
660
705

Gly
Tyr

Pro



10

15

20

atggacatga
agatgtgaca
gtcactatca

aaaccaggga
ccatcaaggt
cagcctgaag
ggagggggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

gggtctcrge
tccagatgac
cttgcaaggc

aagctcctaa
tcagtggcag
atttcgcagt
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctecgeecgt

ES 2 586 825 T3

tcagctcctg
acagtctcca
gagtcaggac

gtccctgatc
tggatctggg
ttattattgt
aataaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc

<210> 26

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de hB7V4V1-hG1 (Ck humano)

<400> 26

Met AsSp Met Arg vg] Ser Ala
1

Ala
20
Ser

Leu Ser Gly Arg Cys

Gly

Asp

Ala Ile
35

Ile

Leu Ser Asp

Gln Ser Leu
55

Tyr

Asp
50
Pro

Asn Tyr
Ile
70
Gly

Ala ser Leu
65

Pro

LyS
Phe ser
85
Glin

Ser Arg ser

ser Ser Leu Pro Glu

100
Phe

Ile

Glu Pro Thr
115

Thr

Tyr Asp Tyr

val Ala ala Pro

135
Thr

Lys Arg
130
Glu Gin Ser
145

Phe

Gly
150
Ala

Leu Lys
Glu
165
ser

Tyr Pro Arg Lys

Gln Asn 6ln Glu

180
ser

ser Gly

Ser Thr Tyr Leu Ser Ser

195
His Ala
215

Phe

Glu Lys val
210

Pro

Lys Tyr

Thr Ser

230

ser val

225

Lys

<210> 27

<211>711

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de hB7v3v2-hG1

Gln
Ile
Arg
40

ser
Arg
Gly
Asp
Phe
120
ser
Ala
val
ser
Thr
200
Cys

Asn

gggctccrgce
tcttccctgt
attaatagct

tatcgtgcaa
acagattata
ctacagtatg
acggtggctg
actgecctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

Leu Leu

Gln Met

val Thr

Trp Tyr

Ala Asn

Ser Gly

Phe Ala
105
Gly Gly

val Phe

Ser val

Gln Trp
170
val Thr
185
Leu Thr

Glu val

Arg Gly

60

tgctctgget
ctgcatctat
atttaagctg

acagattggt
ctctcaccat
atgagtrtce
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgcceteca
cctacagect
acgcecrgega
gagagtgtta

Gly Leu Leu

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys
45
GIn Lys
60 -

Leu

GIn

Arg val

Thr Asp Tyr

val Tyr Tyr

Gly Thr Lys
125
Phe Pro
140

Cys

Ile

val
155
LyS

Leu

val asp

Glu GIn Asp

Leu Ser Lys
205
His GlIn
220
Cys

Thr

Glu
235

ctcaggagee
aggagacaga
gtaccagcag

agatggggrt
cagcagcctg
gtacacgttc
cttcatctec
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcace
agtcacccat

9

Leu Leu
15
Pro ser
30
Lys ala

Pro Gly

Asp Gly

Thr Leu
95
Cys Leu
110

Leu Glu

Pro ser

Leu Asn

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
711

Trp
ser
Ser
Lys
val
Thr
GIn
Ile
ASp

AsSn

160

Ala
175
Lys

Asn

Ser
190
Ala Asp

Gly Leu

Leu
ASD
Tyr

ser
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<400> 27

atggacatga
aggtgtgaca
gtcactatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
cagcctgaag
99agggggga
ccgccatcty

ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggccrga

gggtetctge
tccagatgac
cttgcaaggc
aagctcctaa
tcagtggcag
atttcgcagt
ccaagctgga
atgagcagtt

gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgcecgt

<210> 28

<211> 236

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 586 825 T3

tcagetectyg
acagtctcca
gagtcaggac
gctgctgatc
tggatctgag
ttattattgt
aataaaacgt
gaaatctgga

agtacagtag
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc

<223> Cadena ligera de hB7v3v2-hG1 (Ck humano)

<400> 28

Met Asp Met Arg 2

1

Ley Ser Gly Ala
20

Ala ser

35

Ile

Leu S5er

GIn Asp Asn

50
Ala Pro Leu
65

Pro

Lys

Ser Arg Phe

85
ITe Ser Sser Ley
100
Glu Phe
115

Thr

Tyr Asp

Lys Arg val
130

Glu GlIn

145

Phe

Leu Lys

Tyr Pro Arg

Gly Asn
180

Ser

Gln Ser

ser Thr Tyr
195
Glu Lys His
210
Pro

Lys

ser val Thr

225

<210> 29

<211>708

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

val
Arg
Ile
ser
Leu
ser
Gin
Pro
Ala
Ser
Glu
165
Ser
Leu

val

Lys

ser Ala

Cys Asp

Gly Asp

Gln
Ile

Arg

gggctectge
tcttecctgt
attaatagct
tatcgtgcaa

acagattata.

ctacagtatg

acggtggctg
actgcctctg

aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

Leu
10
Met

Leu
Gln

val Thr

40

Leu
55
Tyr

Tyr
Ile
Gly Sser
Pro Glu

Tyr Thr

ser
Arg
Gly
ASD
Phe

Trp Phe

Ala Asn

Ser Gly
90
Phe Ala
105

Gly Gly

120

Pro
135
Thr

Ala

Gly
150
Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser

ser
Ala
val
ser
Thr

val Phe

ser val

Gln Trp
170
val Thr
185

Leu Thr

200

Ala
215
Phe

Tyr

ser
230

Cys

Asn

Glu val

Arg Gly

61

Thr

tgctctgget
ctgcatctat
atttaagctg
acagattggt
ctctcaccat
atgagttrtcc
caccatctgt
ttgtgtgcct

acgcecteca
cctacagect
acgcctgcga
gagagtgria

Gly Leu Leu

Thr GIn Ser

Ile Thr Cys
45
GIn Lys
60

Leu

GIn

Arg val

Thr Asp Tyr

val Tyr Tyr

Gly Thr Lys
125
Phe Pro
140

Cys

Ile

val
155
LyS

Leu

val Asp

Glu Gln Asp

Leu Ser Lys

205
His Gln
220
Glu Cys

235

ctcaggggcc
aggagacaga
gttccageag
agatggggtt
cagcagcctg
gtacacgttc
cttcatcttc
gctgaataac

atcgggraac
cagcagcacc
agtcacccat
g

Leu
15
Ser

Leu

Pro
30
Lys Ala

Pro Gly

Asp Gly

Thr Leu
95

Cys Leu
110
Lev Glu

Pro Ser

Leu Asn

val
80
Thr

Asn

540

711

Trp
ser
Ser

Lys

Gln
Ile

Asp

160

Ala
175
LYyS

Asn

Ser
190
Ala Asp

Gly Leu

Leu

Ser

ASp

Tyr



10

15

20

ES 2 586 825 T3

<223> Cadena ligera de Chc7-hG2G4

<400> 29

atgggatgga
gaaattgtgc
atgacctgca
tcaggtgect
gctegettea
gctgaagatg
tcggggacaa
ccatccgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagea
ggcctgaget

gctgtatcat
tcacccagtce
gggccagete
cccccaaact
grggcagtgg
ctgccactta
agttggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgcccgteac

cetcttettg
tccagcaatc
aagtgtaagt
ctggatttat
gtctgggacc
ttactgccag
aaaacggact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

gtagcaacag
atgtctgcat
tccagrtact
agcacatcca
tcttactcte
cagtacagtg
gtggctgcac
gcctcrgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

dadcaggggag

<210> 30

<211> 235

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de ChC7-hG2G4 (ck humano)

<400> 30

Mgt Gly Trp Ser Cgs ITe Ile Leu Phe Leu

val His Ser ggg Glu Ile val Leu ggr Gln
Pro Gly Glu Lys val Thr Met
35 40
Ser ser Ser Tyr Leu His Trp
50 55
Pro Lys Leu Trp Ile Tyr Ser
65 70
Ala Arg Phe Ser g}y Ser Gly Ser Gly ;gr
Ala Glu asp Ala Ala Thr
105

Ser

Ala ser Thr

val Tyr Glin

Thr Ser Asn

Glu
100
Pro

ser Ser val

Leu Thr phe Gly
120

val

Ser Gly Tyr Gly

115

Thr val Ala Ala Phe Ile

130
Leu

Ser
135
Ala

Arg Pro

Thr val val
150

LysS

Gin ser ser
145

Tyr

Lys Gly

Ala val G1n
165

Gln

Pro Arg Glu Trp Lys

170
Thr Glu
185

Thr

ser Glu ser val

180
Leu

Ser Gly Asn

Thr Thr Leu Leu

200
Glu

Ser Ser Ser
195

Lys

Tyr

His val Ala val Thr

210
val

Tyr Cys
215

Asn

Lys

Phe Glu

230

Pro Thr ser

225

Lys Arg Gly

<210> 31

<211>705

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena ligera de D1B5-hG1

62

ctacaggtgt
ctccagggga
tgcactggta
acttggcttce
tcacaatcag
gttacccact
catctgtctt
tgtgcctact
ccctccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttaa

val Ala Thr

ser Pro Ala
Ala
45

Ser

Cys Arg

Glin Lys

Leu Ala Ser

75
ser

Tyr Ser

Tyr Tyr Cys

Thr Leu
125
Pro

Lys
Phe Pro
140
Cys Leu Leu
155
val

ASp ASD

Gln Asp Ser
Ala
205

Gly

ser Lys

G1n
220

Cys
235

His

ccactctaga
aaaggtcacc
ccagcagaag
tggagtcect
cagtgtggag
cacgttcggc
catctteccceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag

Thr
15
Met

Ala

Ile
30
Ser Ser

Gly Ala

Gly val

Leu Thr

Gln GIn
110
Giu Ile

ser Asp

ASn Asn

60

180
240
300
360
420
480
340
600
660
708

Gly
ser
Ser
ser
Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu
Phe

160

Ala Leu
175
Lys Asp
190
Asp Tyr

Leu Ser

Glin
Ser
Glu

ser



<400> 31

atgggatgga
gacattgtga
atcacctgca
gggcagtctc
cgcttcacag
gaagacctgg
gggaccaagce
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge

gctgtatcat
tgacccagtc
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtggatce
cagattattt
tggagctgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

ES 2 586 825 T3

cctetretty
tcaaaaattc
gaatgttcgt
gatttacttyg
tgggacagat
ctgtctgcaa
acggactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

gtagcaacag
atgtccacat
actgctgtag
gcatccaacc
ttcactctea
cattggaatt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect
aggggagagt

ctacaggtgt
cagtaggaga
cctggtatca
ggcacactgg
ccattagcaa
atcctectcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcaa
gcgaagtcac
gttaa

ccactctaga
cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcaatct
gttcggtgct
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
705

<210> 32

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de D1B5-hG1 (ck humano)

<400> 32

ITe Leu Phe Leu val ala Thr Ala thr

10
Gln

Mgt Gly Trp Ser c§s Ile Gly

Thr
25
Ile

Phe
30
sSer

val His Ser Arg Asp Ile val Met ser GIn Lys Met Ser

val ser Thr Ala Gin

40
Tyr

val
35
Arg Thr Ala val Ala Trp
50 55

Ala Leu Ile Tyr Leu Ala
70

Gly

Thr ser Gly Asp Arg Cys Lys Asn

GIn GIn Pro GlIn

60
Thr

val LysS Gly Ser Pro

Lys Ser Asn His Gly val Pro

65
Arg

Arg AsSp
80
Ile Ser
95

His

Phe Thr Gly Ser ser Gly Thr Phe Thr Leu Thr

85
Glu

ASp
90
Tyr Gln
110

Leu

GIn Ser Leu Ala Phe Leu

100
Leu

Asn val Asp Asp

105
Gly

Cys Trp
Glu
i25
Sar

Ala Thr
120

Phe

Pro Thr pPhe Gly

115
Ala

Asn Tyr Lys Leu Lys Arg

val Ile Glu GIn

135
ser

Ala Phe Pro Pro

140
Leu

val Pro Sser
130

Lys

Thr ASp

Thr val val Leu Phe

155
Asp

Ala
150
val

Leu ser Gly ASn Asn

145
Pro

Cys Tyr
160
Glin ser
175

ser

val Ala
170

GIn

Arg Glu Ala Lys Gln Asn Leu

165
Glu

Trp Lys

Glu Thr
185
Leu

Gln val Thr
180

Ser

Gly Asn Ser Ser ASp Ser Lys Asp

190
Thr Ala Tyr Glu
200

val

Leu Asn Thr Leu ser

195
val

Tyr Ser LyS Asp

205
Leu

Lys

GIn Gly

220

Glu Thr His ser ser Pro

215
Arg

His Lys Ala
210

Thr

Tyr Cys

Phe Asn Gly Glu

230

val Ser

225

Lys Cys

<210> 33

<211> 696

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de G2G4 63L1D

<400> 33

63



10

15

20

atgggatgga
tatgtgctaga
1gtgggggga
gcccctgtge
Tcrggctcca
gaggccgact
aaactaaccg
tctgaggagc
ggagctgtga
accacaccct
cctgagcagt
gtggagaaga

gctgtatcat
ctcagccacc
gcaacattgg
tggtcgtceca
attctgggaa
attactgtca
tcctaagtca
ttcaagccaa
cagtggcttg
ccaaacaaag
ggaagtccca
cagtggccece

ES 2 586 825 T3

cctettettg
ctcggagtca
aagttacggt
tgatgattcc
cacggccacc
ggtgtgggat
gcccaaggct
caaggccaca
gaaagcagat
caacaacaag
cagaagctac
tacagaatgt

gtagcaacag
gtggccccag
gtgcactggt
gaccggeccct
ctgaccatca
aatagtgctg
gccecctegg
ctggtgtgtc
agcagccccg
tacgcggceca
agctgccagg
tcataa

<210> 34

<211> 231

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de G2G4 63L1D (CL humano)

<400> 34

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val

-

1 5 10
val His Ser Ser Tyr val Leu Thr GIn Pro
Pro GIn Thr Ala Arg Ile Ser
35 40
Gly val His Trp Tyr GIn GlIn
50 55
val val His Asp Asp Ser Asp
65 70
ser Gly Ser Asn ggr Gly Asn Thr Ala ;gr
Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys

105
Gly Lys

Gly Cys Gly

Tyr Lys Ala

Arg Pro Ser

Glu Ata Gly Asp
100

Phe Thr

120
Leu

Ile Leu
115

Ala

Ala val Gly Gly
Thr
135

Leu

Ala Pro Ser val Phe Pro

130
Ala

Lys
Thr val
150
Ala

Gln ASh Ala Ley

145
Gly

Lys Cys

val Ala
165
Thr

Ala val Thr Trp Lys Asp

170
Thr Thr GIn
180

TYFE

Gly val Glu Pro Ser Lys

185
Thr Pro Glu
200

His

Ala ser teu Ser Leu

195
ser

ser

Thr Glu
215

ser

ser Tyr Gln val Gly

210
Ala

Cys

val Thr Glu

225

Pro Cys

230

<210> 35

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo

64

ctacaggtgt
gacagacggc
accagcagaa
cagggattcc
gcagtgtcga
tgatattcag
tcactctgtt
tcataagtga
1caaggcgag
gcagctatct
tcacgcatga

ccactcrtce
caggatttcc
ggcaggacag
tgagcgattc
agccggcgat
cggagggacc
cccgeectee
cttctacccg
agtggagacc
gagcctgacyg
agggagcacc

Ala Thr Ala Thr Gly

Pro Ser

Gly ser
GlIn
60
Ile

Gly

Gly
75
Leu Thr

Gin val

Thr val

Glu
AsSn
45

Ala
Pro
Ile
Trp

Leu

15
ser val

Ile Gly

Pro val

Glu Arg

Ser ser
95
Asp Asn
110

Ser GIn

125

Pro ser
140
Ile Ser
155
ser ser

Ser Asn

Gln Trp

Thr
220

Ser

Ser
AsSp
Pro
Asn
LyS

205
val

Glu Glu

Phe Tyr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
696

Ala
ser
Leu
Phe
val
Ser
Pro
Leu

Pro

160

val Lys
175
Lys Tyr
190

Ser His
Glu Lys

Ala
Ala
Arg
Thr
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ES 2 586 825 T3

<400> 35
gacaagcttg caaggatgga gaggctggtg a 31

<210> 36

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 36
gacggatccg ccccttttce tectgctttt ctc 33

<210> 37

<211> 2160

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de chC2aB7-hG1

<400> 37

gcgegecacce
ctgcagtcac
tcttettggt
gacctgagct
cattcactga
ttggacatat

ccacattgac
ctgaggactc
gccaaggeac
tggcaccctc
actacttcce
acacctteec
tgccctecag
acaccaaggt
gaagccaggc
agcaaggcag
agggagaggg
aacccaggce
cagggaggacc
ctcggacace
aaatcttgig
ccectccaget
gcegggtgct
gtcagtctte
ggrcacatgc
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggt
cctetgecct
cacaggtgta
cctgectagt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgea
gtaaatgagt

agacataata
cgtccttgac
agcaacagct
ggtgaagcct
ctacatcata
tgatccttac
tgtagacaaa
tgcagtctat
cactctcaca
ctccaagage
cgaaccggtg
ggctgtccra
cagcrtgggc
ggacaagaga
tcagcgctce
gcccegtetg
tcttctgget
ctgcacacaa
ctgccectga
ttcrctectc
acaaaactca
caaggcggga
gacacgtcca
ctcrtcecce
gtggtggtgg
gtggaggtgc
giggtcageg
aaggtctcca
gggacccgtg
gagagtgacc
cacccrgece
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
gcgacggeca

gctgacagac
4c0aggcgceg
acaggtgtecc
ggggcticac
ctctgggtga
tatggtagtt
tcticcagea
tactgtggaa
gtttcctcag
acctctggcg
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttggrgaga
tgcctggacg
cctettcacc
tittccceag
aggggcaggt
cctaagecca
ccagattcca
cacatgccca
caggtgccct
cctecatcte
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagcect
9ggtgcgagg
gctgtaccaa
ccatcccggg
tatcccagcg
accacgecte
gacaagagca
cacaaccact
gaattcattg

taacagactg
ccgeccaccat
actccctcga
tgaagatgtc
agcagaacca
ctaactacaa
cagcctacat
gatctaagag
cctccaccaa
gcacageggc
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
ggccagcaca
catcccggct
cggaggcctce
gctctgggcea
gctgggctca
ccccaaaggce
gtaactccca
cegtgcccag
agagtagcct
ttcctcagea
ggacaccctc
cgaagacecct
gacaaagccyg
cctgcaccag
cccageecce
gccacatgga
cctctgrcce
aggagatgac
acatcgccgt
cecgtgctgga
ggtggcagcea
acacgcagaa
atcataatca

<210> 38

<211>720

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

65

ttccttteca
gggatggagc
ggtccagcta
ctgcaagget
tggaaagagc
tctgaaartce
gcagctcaac
ggactacttt
gggcccatcg
cctgggetac
cgccctgace
cctcagcagce
cgtgaatcac
g99agggagg
atgcagtccc
tgceegeecce
ggcacaggct
gacctgccaa
caaactctcce
atcttctcte
gtaagccagce
gcatccaggg
cctgaactce
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cagaggccgg
tacagggcag
caagaaccag
99agtgggag
ctccgacggc
ggggaacgtc
gagcctetee
gccataccac

tgggtctttt
tgtatcatcc
caacagtctg
tctggttatt
cttgagtgga
aagggcaagg
agtctgacat
gactactgog
gtcrtecece
ctggtcaagg
agcggegtac
gtggtgaccy
aagcccagca
gtgtctgctyg
agtccagggc
actcatgctc
aggtgeccct
gagccatatce
actccctcag
tgcagagecc
ccaggccteg
acaggcccca
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatcrccaa
ctcggeccac
ccccgagaac
gtcagectga
agcaatgggc
tecttcttce
ttctcatgct
ctgtccccyg
atttgtagag
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ES 2 586 825 T3

<223> Cadena ligera de chc2aB7-hG1

<400> 38

aagcttygccg
ggtgtccact
ggagagagag
ttccagcaga
gatgggottc
agcagcctgg
tacacgttcg
ttcatcttec
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccec
gtcacccatc

ccaccatggg
ctagagacat
tcactatcac
aaccagggaa
catcaaggtt
agtatgaaga
gaggagggac
cgccatctga
tctatccecag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

<210> 39

<211> 1402

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

atggagctgt
ccagatgaca
ttgcaagacg
atctcctaag
cagtggcagt
tatgggaatt
caagctggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
crecgcccgte

<223> Cadena pesada de hB7v4v1-hG1

<400> 39

atcatcctct
cagtctccat
agtcaggaca
accctgatct
ggatctggge
tattattgtc
ataaaacgga
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

tcttggtage
cttccatgta
ttaatagcta
atcgtgcaaa
aagattattc
tacagtatga
crgtggctgc
ctgectetgre
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacagggg

aacagctaca
tgcatctcta
tttaagctgg
cagattggta
tctecaccatc
tgagtticcg
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagecte
cgectgcgaa
agagtgttaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

catgggatygg agctggatct ttcrtcttitct cctgtcagta actgcaggtg tgttctctga 60

ggtccagctg gtggagtccg gacctgaggt gaagaagect ggggcttcag tgaaggtgtc 120
ctgcaaggct tctggttatt cattcactga ctacatcata ctctggatca ggcagcatag 180
cggaaagggc cttgagtgga ttggacatat tgatccttac tatggtagtt ctaactacaa 240

tctgaaattc
ggagctcacc
ggactacttt
gggcccatcg
cctgggetgce
cgecctgace
cctcageage
cgtgaatcac
caaaactcac
cctettccce
cgtagtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctccttce
cgtcttctca
ctcecctgtet

aagggcagag
agtctgacat

gactactagg
gtctteeccge
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggrgaccg
aagcccagea
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagce
cataatgcca
gtcecteaccy
aacaaagccc
gaaccacaag
ctgacctgcc
gggcagecgg
ttcctctaca
tgctecgtga
ccgggtaaat

<210> 40

<211> 765

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

tcacaatcac
ctgaggacac
gccaaggcac
tagcaccctce
actacttcec
acaccttccc
tgccctccag
acaccaaggt
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcec
tcctgcacca
tcccagecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

tgcagacaaa
tgcagtctat
cactctcaca
ctccaagage
cgaaccagtg
ggctgrccta
cagcttggygc
ggacaagaga
acctgaactc
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatec
cttctatcce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

<223> Cadenas ligeras de hB7v4V1-hG1 y hB7v3v1-hG1

<400> 40

66

tctaccagga
tactgtggaa
gtttcctcag
acctctggag
acggtgtegt
cagtccrcag
acccagacct
gtrgageccca
ctggggggac
cggaccectg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcyg
cctececegtye
agcaggtggc
cactacacgc

caacctacat
gatctaagag
cctccaccaa
gcacagcggc
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgtga
cgtcagtett
aggtcacatg
acgrggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1402



tttccatggg
atgagggtct
gacatccaga
atcacttgca
gggaaagctc
aggttcagtg
gaagatttcg
gggaccaagc
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce

tcttttetge
ctgctcagct
tgacacagtc
aggcgagtca
ctaagtcect
gcagtggatc
cagtttatta
tggaaataaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

ES 2 586 825 T3

agtcaccgtc
cctggggctce
tccatetice
ggacattaat
gatctatcgt
tgggacagat
ttgtctacag
acgtracggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

cttgacacga
ctgctgctct
ctgtctgcat
agctatitaa
gcaaacagat
tatactctca
tatgatgagt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccce
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

agcttgccege
ggctctcagg
ctataggaga
gctggtacca
tggtagatog
ccatcagcag
ttcegtacac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcgag
gcctcageag
gcgaagtcac
grtag

caccatggac
agccagatgt
cagagtcact
gcagaaacca
ggttccatca
cctgeagect
gttcggaggy
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
765

<210> 41

<211> 1402

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadenas pesadas de hB7V3v1-hG1y hB7v3v2-hG1

<400> 41

15

catgggatgg
ggtccagetg

ctgcaaggct
tggaaagggc
tctgaaattc
ggagctetee
ggactacttt
gggcccatcg
cctgggetge
cgccctgace
cctcagcage
cgtgaatcac
caaaactcac
cctctteece

cgtggtggtg

cgtggaggtyg
tgtggtcage
€aaggtcrce
gcagceccga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggcrecttce
cgtcttctea
cteectgtet

<210> 42

agccggatct
caacagtctg
tctggttatt
cttgagtgga
aagggcagag
agtctgagat
gactactggg
grcttcccac
ctggtcaagg
agcggegtge
grggtgaccg
aagcccageca
acatgcccac
Ccaaaaccca
gacgtgagcc

cataatgcca
gtcctcaceg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcageegg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

ttctcttect
gatctgagct
cattcactga
ttggacatat
tgacaatcac
ctgaggacac
gccaaggceac
tagcaccctce
actacttccc
acaccttecee
tgccctccag
acaccaaggt
cgtgcecage
aggacaccct
acgaagaccc

agacaaagcc
tcctgeacca
tcccageecc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

cctgtcaata
gaagaagcct
ctacatcata
tgatccttac
cgccgaccag
tgcagtctat
cactctcaca
ctccaagagce
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagcttgggc
ggacaagaga
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag

gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcceccatcee
cttctatccec
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

attgcaggtg
ggggcticag
ctctgggtga
tatggtagtt
tctaccacca
tactgtggaa
gtttcctcag
acctctggog
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagccca
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt

cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctccegtge
agcaggtgge
cactacacgce

tccattgeca
tgaagatctce
ggcagaaccc
ctaactacaa
cagcctacat
gatctaagag
cctccaccaa
gcacagecggc
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg

acgtggacog

gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggaglg
tggactecga

agcaggggaa
agaagagcct

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1402

<211> 765
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadenas ligeras de hB7v3v2-hG1 y hB7v3v2-hG2G4

<400> 42

67



10

15

tttccatggg
atgagggtct
gacatccaga
atcacttgca
gggaaagctc
aggttcagtg
gaagatttcg
gggaccaagc
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce

<210> 43

<211> 2159
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de hB7v3v2-hG2G4

<400> 43

ccaccagaca
gtcaccgtcc
ctcctgtcaa
ctgaagaagc
gactacatca
attgatcctt
accgccgacc
actgcagtct
accactctca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggetgtcec
agcaacttcg
gtggacaaga
gctcagecct
aggccccatce
ggtctrctgg
gcccttcaca
accctgecec
accttctctce
gtgtcgagtg
gggacaggtg
ccacctccat
caaaacc¢caa
acgtgagcca
ataatgccaa

tcctcacegt
acaaaggcect
9ggtgcgagg
gctgtgccaa
ccatcccagy
taccccageg
accacgectc
gacaagagca
cacaaccact
gatcataatc

<210> 44
<211> 1600

tcttitetoc
ctgctcagct
tgacacagtc
aggcgagtca
ctaagctgct
gcagtggatc
cagtttatta
tggaaataaa
agttgaaatc
Ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

taatagctga
ttgacacgaa
taattgcagg
ctggggcttc
tactctgggt
actatggtag
agtctaccac
attactgtgg
cagtrrcctc
gcacctecga
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac
cagttggtga
cctgectgga
tgtctcctca
ctittttccac
cacaggggca
tgacctaagc
ctcccagatce
ccecacegtge
ccctagagta
ctcttcctca
ggacaccctc
ggaagaccce
gacaaagccg

cctgcaccag
ccegtectec
gccacatgga
cctetgtece
aggagatgac
acatcgecgt
ccgtgctgga
ggtggcagga
acacacagaa
agccatacca

ES 2 586 825 T3

agtcaccgtc
cctggagetce
tccatcttec
ggacattaat
gatctatcgt
tgggacagat
ttgtctacag
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

cagactaaca
gcttgecgec
tgtccattge
agtgaagatc
gaggcagaac
ttctaactac
cacagcctac
aagatctaag
agcctccace
gagcacagcc
gtggaactca
aggactctac
ctacacctge
gaggccagcet
cgcaccccgg
cccggaggec
caggctccag
ggtgctrtgge
cgaccccaaa
cgagtaactc
ccaggtaagc
gectgcatce
gcaccacctg
atgatctccc
gaggtccagt
cgggaggagc

gactggctga
atcgagaaaa
cagaggtcag
tacagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacgge
gogggaatgtc
gagcectctec
catttgtaga

cttgacacga
ctgctgctct
ctgtctgcat
agctatttaa
gcaaacagat
tatactctca
tatgatgagt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

gactgttcct

.accatgggat

caggtccage
tcctgeaagy
cctggaaagg
aatctgaaat
atggagctct
agggactact
aagggcccat
gcectggyct
ggcgccctga
tccctcagea
aacgtagatc
cagggaggga
ctgtgcagce
tctgeeegee
gcaggcacag
tcagacctgce
ggccaaactg
ccaatcttct
cagcccaggce
agggacaggc
tggcaggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag

acggcaagga

ccatctccaa
ctcggecceac
cceccgagage
gtcagcctga
agcaatgggc
tcctrettee
TTctcatget
ctgtctctygy
ggttttactt

68

agcttgccgce
ggctctcagg
ctataggaga
gctggticca
tggtragatgg
ccatcagcag
ttcegtacac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagceag
gcgaagtcac
gttag

rtccatgggt
ggagccggat
tgcaacagte
cttctggtta
gcettgagtyg
tcaagggcag
ccagtctgag
ttgactactg
ccgtectteee
gcctggtcaa
ccagcgacgt
gcgtggtgac
acaagcccag
gggtatctge
ccagcccagg
¢ccactcatgce
gctgggtgec
caaaagccat
tccacteect
ctctgcagag
ctegeectec
cccgetgagt
gtcagtctte
gatcacgtge
cgtggatggc
cacgtaccgt

gtacaagtgc
agccaaaggt
cctctgecct
cacaggtgta
cctgecrggt
agccggagaa
tctacagcag
ccgtgatgea
gtaaatgatg
gcrttaaaaa

caccatggac
ggccaggtgt
cagagtcact
gcagaaacca
ggttccatca
ccrgecagect
gttcggaggg
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggce

ctrrtctgea
ctttctcttc
tggatctgag
ttcCattcact
gattggacat
agtgacaatc
atctgaggac
gggccaaggce
cctyggegece
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcectece
caacaccaag
tggaagccag
gcagcaaggc
tcagggagag
cctaccccag
atccgggagg
cagctcggac
cgcaaatgtt
agctcaaggc
gctgacacgt
ctctteccce
gtggtggtag
gtggaggrgc
gtggtcageg

aaggtcteca
gggacccacg
gggagtgacc
caccctgece
caaaggcttc
caactacaag
gctaaccgtg
tgaggctctg
agaattcatt
acctcccac

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
765

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2159



10

15

20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de chC2aB7-hG2G4

<400> 44

gctgacagac
acgaggcgceg
acaggtgtcc
ggggcttcac
ctctgggtga
tatggtagtt
tcttccagea
tactgtggaa
gtttcctcag
acctccgaga
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttggtgaga
tgcctggacyg
tctoctcacce
ttttccacca
caggggcagyg
acctaagecg
cccagatccg
caccgtgccc
ctagagtagc
tcttectcag
gacaccctca
gaagaceccg
acaaagecgc
ctgcaccagg

taacagactg
ccgccaccat
actccctega
tgaagatgtc
agcagaacca
ctaactacaa
cagcctacat
gatctaagag
cctccaccaa
gcacageccgce
ggaactcagg
gactctactc
acacctgcaa
ggccagctca
caccecgget
cggaggectce
ggctccaggc
tgcttggcte
accccaaagg
agtaactccce
aggtaagcca
ctgcatccag
caccacctgt
tgatcteccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa

ttccttteca
gggatggage
ggtccagctg
ctgcaaggct
tggaaagagc
tctgaaattc
gcagctcaac
ggactacttt
gggcccatec
cctyggyctgce
cgccctgace
cctcagcage
cgtagatcac
9ggagggagy
gtgcagcccc
tgccegeece
aggcacaggc
agacctgcca
ccaaactgtce
aatcttctet
gcccaggect
ggacaggcce
ggcaggaccg
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc

cggcaaggaqg

<210> 45

<211> 337

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de chc2aB7-hG2G4

<400> 45

Mgt Gly Trp Ser Cgs Ile Ile

Leu Glu val Gln
20

Ala

val His ser

Lys Pro Gty Ser Leu Lys

Leu
Leu

Met

tgggtctrrt
tgtatcatce
caacagtctg
tctggttatt
ctrgagtgga
d4agggcaagg
agtctgacat
gactactgag
gtcttcccee
ctggtcaagg
agcggcgtge
gtggtgaccyg
aagcccagea
gtgtctgctg
agcceagggc
actcatgctc
tgggtgccce
aaagccatat
cactccctca
ctgcagageg
cgcectecag
cagctgggtg
tcagtcttee
gtcacgtgceg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca

Phe Leu

Gln Gln
25

Ser Cys

35 40

Phe ;Br Asp Tyr Ile Ile Leu

Ile Gily His Ile
70

Lys Gly

Leu
65
Asn

Glu Trp

Leu Lys Phe Lys

Trp
Asp

ala

val Lys

Pro Tyr

Thr Leu

69

ctgcagtcac
tcttcttggt
gacctgagct
cattcactga
ttggacatat
ccacattgac
ctgaggactc
gccaaggecac
tggcgcecctyg
actacttccc
acaccttccce
tgccctecag
acaccaaggt
gaagccaggc
agcaaggcag
agggagaggg
taccccaggce
ccgggaggac
gctcggacac
caaatgttgt
ctcaaggcgg
ctgacacgtce
tcttocecece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt

val ala Thr

ser Gly Pro
ser
45

His

Lys Ala

Gln Asn

Tyr Gly Ser

Thr val Asp

cgtecttgac
agcaacagct
ggtgaagcct
ctacatcata
tgatccttac
tgtagacaaa
tgcagtctat
cactctcaca
ctccaggagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
caacttcggc
ggacaagaca
tcagecctec
gccccatety
tcttctggcet
ccttcacaca
cctgecectg
cttctctect
gtcgagtgcce
gacaggtgcc
cacctccatc
aaaacccaag
cgtgagccag
taatgccaag
cctecacegte

Thr
15
Leu

Ala
Glu
Gly Tyr
Gly Lys
ser Asn

Lvs Ser

val

60

120
180
240
300

420
480

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1600

Gly

Ser
ser
Tyr

80
ser



ser Thr

val Tyr

GIn Gly
130
val Phe
145
Ala Leu

ser Trp

val Leu

Ser
210
Pro

Pro

Lys
225
val Glu

Phe Leu

pro Glu

GIn
290
Lys

val

Thr
305
val Leu

Cys

85

Ala Tyr Met

100
Tyr Cys Gly
115
Thr

Thr Leu

Pro Leu Ala
Leu
165

Gly

Gly Cys

ser
180
ser

Asn
GIn Ser
195
Ser

Asn Phe

Ser Asn Thr
Pro
245

Pro

Cys Pro

Phe Pro
260
val Thr
275

Phe

Cys

Asn Trp

Pro Arg Glu

Thr val Leu

325

ES 2 586 825 T3

GIn Leu

Arg

Asn

ser Ly

90
sSer Leu
105

s Arg Asp

120

val
135
Cys

Thr

Pro
150
val Lys

Ala Leu

Gly Leu

Ser
Ser
Asp
Thr

Tyr

ser ala

Arg ser

Thr
Tyr
Ser

Thr

ser Glu

Phe asp
125
Thr Lys
140

ser Glu

155

Phe
170
Gly

Tyr

Ser
185

Ser Leu

200

Thr
215
val

Gly

Lys
230 .
Cys Pro
Lys Pro

val val

Gln
AsSp
Ala
LysS
val

Thr Tyr

Lys Thr

Pro
val
Ser
Thr
val

Glu Pro

His Thr
val
205
Asn

Ser

Cys
220

Glu Arg

235

Pro Pro
250
Asp Thr
265

Asp val

280

val
295
Gin

Tyr

Glu
310

His Gin

Asp
Phe

ASp

Gly val

Asn Ser

val
Leu
ser
Glu
Thr

Ala Gly

Met Ile

Glu
285
His

Glin

val
300

TYr Arg

315

Leu
330

Trp

AsSn

Gly Lys

95

Asp Ser Ala
110
Tyr

Trp Gly

Gly Pro Ser
Ala
160

val

ser Thr

Thr
175
Pro

val

Phe Ala

190
val

Thr val

val Asp His

Lys Cys Cys
240
ser val
255

Arg

Pro
ser Thr
270
AsSp

Pro Glu

Asn Ala Lys

val

335

val ser
320

Glu Lys

<210> 46

<211>735

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de chC2aB7-hG2G4

<400> 46

15

aagcttgcecg
ggtgtccact
agagagagtc
cagcagaaac
ggggttccat
agcctggagt
acgttcggag
atcttcccge
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
gccgcaatte

<210> 47

ccaccatggg
ctagagacat
actatcactt
cagggaaatc
caaggttcag
atgaagatat
gggggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagetce
attga

atggagctgt
ccagatgaca
gcaaggcgag
tcctaagace
tggcagtgga
gggaatttat
gctggaaata
gcagttgaaa
dggccaaagta
cacagagcag
agcagactac
gccegtcaca

atcatcctct
cagtctecat
tcaggacatt
ctgatctatc
tctgggcaag
tattgtctac
aaacggactg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca
aagagcttca

tcttggtage
cttecatgta
aatagctatt
gtgcaaacag
attattctct
agtatgatga
tggctgcace
cctetgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgce
acaggggaga

aacagctaca
tgcatctagg
aagctggttc
attggtagat
caccatcagc
gtrtccgtac
atctgtcttc
gtgcctgctg
cctccaateg
cagcctcage
ctgcgaagtc
gtgttcagcg

735

<211> 240
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de chC2aB7-hG2G4

<400> 47

70



10
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile teu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

<210> 48

1
val

Ala
Ile
Arg
Ser
Glu
Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His

val
225

<211> 1560
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

His
Ser
Asn
50

Thr
Phe
Leu
Phe
val

130
Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
210
Thr

sSer
Leu
35

Ser
L.eu
ser
Glu
Pro
115
Ala
Ser
Glu
Ser
Ley
195
val

Lys

Arg
20

Gly
Tyr
Ile
Gly
Tyr
100
Tyr
Ala
Gly
Ala
GIn
180
Ser
Tyr

Ser

5
ASp

Glu
Leu
Tyr
ser
&8s

Glu
Thr
Pro
Thr
LyS
165
Glu
ser
Ala

Phe

Ile
Arg
ser
Arg
70

Gly
AsSp
Phe
Ser
Ala
150
val
Ser
Thr
Cys

Asn
230

<223> Cadena pesada de hB7v3v2-cG2G4

<400> 48

Glin
val
Trp
55

Ala
ser
Met
Gly
val
135
ser
Gin
val
Leu
Glu

215
Arg

Met
Thr
40

Phe
ASN
Gly
Gly
Gly
120
Phe
val
Trp
Thr
Thr
200
val

Gly

71

Thr
25

Ile
Gln
Arg
Gin
Ile
105
Gly
Ile
val
Lys
Glu
185
Leu
Thr

Glu

10
Gln

Thr
Gln
Leu
s
Tyr
Thr
Phe
Cys
val
170
Gin
Ser
His

Cys

ser
Cys
LyS
val
75

Tyr
Tyr
LysS
Pro
Leu
155
ASp
Asp
LyS
Gln

ser
235

Pro
Lys
Pro
60

ASD
ser
Cys
Leu
Pro
140
Leu
ASn
Ser
Ala
Gly

220
Ala

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
Leu
Glu
125
ser
Ash
Ala
Lys
ASD
205
Leu

Ala

ser
30

ser
Lys
val
Thr
Gln
110
Ile
ASp
Asn
Leu
Asp
190
Tyr
Ser

Ala

15
Met

Gln
Ser
Pro
Ile
95

Tyr
Lys
Glu
Phe
Gln
175
ser
Glu
ser

Ile

Tyr
AsSp
Pro
ser
80

ser
ASp
Arg
Gln
Tyr
160
ser
Thr
Lys
Pro

His
240



10

15

20

ccaccagaca
gtcacecgtee
ctcctgtcaa
ctgaagaagc
gactacatca
attgatectt
accgecgace
actgcagtct
accactctca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggetgtec
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggeaggac
cggacccctg
ttcaactagt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
cctccegrge
agcaggtgoc
cactacacac
aatcagccat

taatagctga
ttgacacgaa
taattgcagg
ctggggcttc
tactctgggt
actatggtag
agtctaccac
attactgtgg
cagtttcctce
gcacctcega
tgacggtgtc
tacagtecctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgrggageg
tggactccga
aggaggggaa
agaagagcct
accacatttg

<210> 49

<211>772

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 586 825 T3

cagactaaca
gcttgecgee
Tgtccattgc
agtgaagatc
gaggcagaac
ttctaactac
cacagcctac
aagatctaag
agcctecace
gagcacagee
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
caaatgttgt
ccrettceece
cgtagtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttc
tgtcttctca
ctccctgtet
tagaggtttt

<223> Cadena ligera de hB7v3v2-cG2G4

<400> 49

ctgttcctrt
catggacatg
caggtgtgac
agtcactate
gaaaccaggg
tccatcaagg
gcagcctgaa
€ggaggaagg
cccgecatcet
cttctatcec
ctcccaggag
cctgacgctg
tcagggcctg

ccatgggtct
agggtctctg
atccagatga
acttgcaagg
aaagctccta
ttcagtggca
gatttcgcag
accaagctgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgeccg

<210> 50

<211> 2158

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada de DIB5-hG1

<400> 50

tttctgcagt
ctcagctect
cacagtctec
cgagtcagga
agctgctgat
gtggatctgg
tttattattg
aaataaaacg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

gactgttcct
accatgggat
caggtccagc
tcctgeaagg
cctggaaagg
aatctgaaat
atggagctct
agggactact
aagggcccat
gccctggget
ggcgccctga
tccctcagea
aacgtagatc
gtcgagtgcc
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcacceg
aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgcc
gggcageegg
ttcctctaca
tgctccgtga
ctgggtaaat
acttgcttta

caccgtectt
ggggcreetg
atcttecctg
cattaatagc
ctatcgtgca
gacagattat
tctacagtat
tacggtggct
aactgectet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
¢ttcaacagg

72

ttccatgggt
ggagccggat
tgcaacagtc
cttctogtta
gccttgagtg
tcaagggcag
ccagtctgag
ttgactactg
ccgtertece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgeccec
aggacaccct
aggaagaccce
agacaaagcc
tcctgcacca
tceegtectce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac
tgcatgaggc
gatgagaatt
aaaaacctrcc

gacacgaage
ctgctctgge
tctgecatcta
tatttaagct
aacagattgg
actctcacca
gatgagttte
gcaccatctg
gttgtgtgcc
aacgccctee
acctacagcc
tacgecctgeg
ggagagtgtt

cttttctgca
ctttctcttc
tggatctgag
ttcattcact
gattggacat
agtgacaatc
atctgaggac
gggccaaggc
cctggegecce
ggactacttc
gcacacctte
€gTgCcccTce
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcce
cgaggtccag
9cgggaggag
ggactogctg
catcgagaaa
gccecccatee
cttctaccce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
cattgatcat
cacacctcce

ttgccgecac
tctcaggagce
taggagacag
ggttccagea
tagatggggt
tcagcagect
cgtacacgtt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca

ag

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
772
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gcgegecace
ctgcagtcac
tcttcttggt
gggcagagct
acattaaaga
ttggatggat
ccactatgac
ctgaggacac
ctatggacta
catcggtctt
gctgccrogt
tgaccagcog
gcagcgtggt
atcacaagcc
ggagggtgtc
gtcccagtee
gccccactea
aggctaggtyg
gccaagagcc
Tctecactec
ctetetgeag
ccageccagg
cagggacagg
actcctgggg
ctcceggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
gccggetcgg
ggcagcccecg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctcectgte

agacataata
cgtccttgac
agcaacagct
tgtgaggtca
ctactatata
tgatcctgag
tacagacaca
tgccgtctat
ctggggtcaa
cccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgece
cagcaacacc
tgctggaagce
agggcagcaa
tgctcaggga
cccectaacce
atatccggga
ctcagctcgg
agcccaaatc
cctegeectce
ccccageegg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
cccacectet
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagecy
cttcctetat
atgctccgtg
cccgggtaaa

<210> 51

<211>720

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de DIB5-hG1

<400> 51

aagcttgcecg
ggtgtccact
ggagacaggg
tatcaacaga
actggagrcc
agcaatgtgc
ctcacgttcg
ttcatctrcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcaacaccc
gtcacccatce

ccaccatggg
ctagagacat
tcagcatcac
aaccagggcea
ctgatcgctt
aatctgaaga
gtgctgggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag
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gctgacagac
acgaggcocg
acaggtgtcc
ggggcctcag
cactgggtga
attggtgcta
tcctccaaca
tactgtaatg
ggaacctcag
ccctecteca
tteccccgaac
ttcecggetg
tccagcaget
aaggtggaca
caggctcagce
ggcaggeecc
gagggtcttce
aggccctgea
ggaccctgec
acaccttcte
ttgtgacaaa
cagctcaagg
gtgctgacac
tcttocctett
catgcgtgot
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aaggtgggac
gccctgagag
gtgtacaccc
ctagtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tgagtgcgac

atggagctgt
tgtgatgacc
ctgcaaggcc
gtctcctaaa
cacaggcagt
cctggcagat
caagctggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcgcecgte

taacagactg
ccgccaccat
actccctcga
tcaagttgtc
agcagaggcc
ctaaatatgt
cagcctacct
ccctetatgg
tcaccgrete
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tgggcaccca
agagagttgg
gctcctgect
gtctgectet
tggctrttte
cacaaagggg
cctgacctaa
tccteccaga
actcacacat
cgggacaggt
gtccacctcc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgtggggty
tgaccgctgt
tgccccecatce
gcttctatee
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa
ggccagaatt

atcatcctct
cagtctcaaa
agtcagaatg
gcactgattt
ggatctggga
tatttctgtc
ctgaaacgga
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

73

ttcctttcca
gggatggagc
ggtccaactg
ctgcaaagct
tgaacagggc
cccgaagttce
gcagctcage
taactacgac
ctcagectec
tggcggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
tgagaggcca
ggacgcatcc
tcacccggag
cccaggcetcet
caggtgctgy
gcccacccca
ttccagtaac
gceccacegtg
gccctagagt
atctcttect
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gccctcccag
cgagggccac
accaacctct
ccgggaggag
cagcgacatc
gcctceegtg
gagcaggtag
ccactacacg
cattgatcat

tcttggtage
aattcatgtc
ttcgtactgce
acttggcatc
cagatttcac
tgcaacattyg
ctgtggctgc
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacaggog

tgggtcrttt
tgtatcatcc
cagcagcctg
tctggcttca
ctggagtgga
cagggcaagg
agcctgacat
cgttactatg
accaagggcc
gcggeectgg
tcaggcgecc
tactcecctca
tgcaacgtga
gcacagggag
coggctratgca
gcctetgece
gggcaggcac
gctcagacct
aaggccaaac
tcccaatcett
cccaggtaag
agcctgcatc
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccecatega
atggacagag
gtccctacag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcc
aatcagcc

aacagcraca
cacatcagta
tgtagcctgg
caaccggcac
tctcaccatt
gaattatcct
accatctrgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctce
cgcctgegaa
agagtgttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2158

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad eficaz de
un anticuerpo anti-CD200, en la que el anticuerpo anti-CD200:

(i) inhibe la interaccion entre CD200 y CD200R; y
(ii) comprende una region constante Fc variante que:

(a) es una region constante Fc variante en la que las regiones CH1 y bisagra derivan de la IgG2 humana y las
regiones CH2 y CH3 derivan de la IgG4 humana;

(b) comprende una o ambas de: (A) una sustitucién de fenilalanina por alanina en la posicion 234 y (B) una
sustitucion de leucina por alanina en la posicién 235 de acuerdo con el indice EU,;

(c) comprende una mutacion K322A en el dominio CH2 de acuerdo con el indice EU;

o]

(d) carece de una region bisagra.

2. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo anti-CD200 es un
anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo desinmunizado o un
anticuerpo humano.

3. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo anti-CD200 comprende:

l.

(a) un polipéptido de cadena ligera que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 21 a 127 de la SEQ ID NO: 24; o
(ii) los restos de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 24; y

(b) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(iiii) los restos de aminoacidos 21 a 137 de la SEQ ID NO: 15; o
(iv) los restos de aminoacidos 21 a 463 de la SEQ ID NO: 15;

Il.
(a) un polipéptido de cadena ligera que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 21 a 127 de la SEQ ID NO: 32; o
(ii) los restos de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 32; y

(b) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(iiii) los restos de aminoacidos 21 a 142 de la SEQ ID NO: 20;
.

(a) un polipéptido de cadena ligera que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 23 a 129 de la SEQ ID NO: 28; o
(ii) los restos de aminoacidos 23 a 236 de la SEQ ID NO: 28; y

(b) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(iiii) los restos de aminoacidos 20 a 136 de la SEQ ID NO: 13; 0
(iv) los restos de aminoacidos 20 a 462 de la SEQ ID NO: 13; 0

V.
(a) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 20 a 136 de la SEQ | D NO: 11; 0
(i) los restos de aminoacidos 20 a 136 de la SEQ ID NO: 9; y

(b) un polipéptido de cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 23 a 129 de la SEQ ID NO: 26.
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4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la region constante Fc variante no tiene
actividad de ADCC o de CDC.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en el
tratamiento de cancer.

6. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el cancer comprende
células cancerosas que expresan CD200.

7. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que las células cancerosas
sobreexpresan CD200 con respecto a las células normales que son del mismo tipo histolégico que las células de las
que derivan las células cancerosas.

8. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que el cancer se selecciona
entre el grupo que consiste en un cancer de células de la cresta neuronal, cancer de células plasmaticas, un linfoma,

leucemia, cancer de ovario, cancer de piel, cancer de pulmon, cancer renal, cancer de mama, cancer de préstata,
neuroblastoma y mieloma.

9. Un anticuerpo anti-CD200 para su uso en el tratamiento de cancer, en el que el anticuerpo anti-CD200:

(i) inhibe la interaccion entre CD200 y CD200R; y
(ii) comprende una region constante Fc variante que:

(a) es una region constante Fc variante en la que las regiones CH1 y bisagra derivan de IgG2 humana y las regiones
CH2 y CH3 derivan de IgG4 humana;

(b) comprende una o ambas de: (A) una sustitucién de fenilalanina por alanina en la posicion 234 y (B) una
sustitucion de leucina por alanina en la posicién 235 de acuerdo con el indice EU,;

(c) comprende una mutacion K322A en el dominio CH2 de acuerdo con el indice EU;

o]

(d) carece de una region bisagra.

10. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la
que el anticuerpo anti-CD200 es un anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo desinmunizado, o un anticuerpo humano.

11. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la
que el anticuerpo anti-CD200 comprende:

l.
(a) un polipéptido de cadena ligera que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 21 a 127 de la SEQ ID NO: 24; o
(ii) los restos de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 24; y

(b) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(iiii) los restos de aminoacidos 21 a 137 de la SEQ ID NO: 15; o
(iv) los restos de aminoacidos 21 a 463 de la SEQ ID NO: 15;

Il.
(a) un polipéptido de cadena ligera que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 21 a 127 de la SEQ ID NO: 32; o
(ii) los restos de aminoacidos 21 a 234 de la SEQ ID NO: 32; y

(b) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(iiii) los restos de aminoacidos 21 a 142 de la SEQ ID NO: 20;
.

(a) un polipéptido de cadena ligera que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 23 a 129 de la SEQ ID NO: 28; o
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(ii) los restos de aminoacidos 23 a 236 de la SEQ ID NO: 28; y
(b) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(iiii) los restos de aminoacidos 20 a 136 de la SEQ ID NO: 13; 0
(iv) los restos de aminoacidos 20 a 462 de la SEQ ID NO: 13; 0

V.
(a) un polipéptido de cadena pesada que comprende:

(i) los restos de aminoacidos 20 a 136 de la SEQ ID NO: 11; 0
(i) los restos de aminoacidos 20 a 136 de la SEQ ID NO: 9; y

(b) un polipéptido de cadena ligera que comprende los restos de aminoacidos 23 a 129 de la SEQ ID NO: 26.

12. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la
que la region constante Fc variante no tiene actividad de ADCC o de CDC.

13. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-12 para su uso de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en las que el cancer comprende células cancerosas que expresan
CD200.

14. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con la reivindicacion 13 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en
la que las células cancerosas sobreexpresan CD200 con respecto a las células normales que son del mismo tipo
histologico que las células de las que derivan las células cancerosas.

15. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-14 para su uso de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 9-14, en las que el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en
un cancer de células de la cresta neuronal, cancer de células plasmaticas, un linfoma, leucemia, cancer de ovario,
cancer de piel, cancer de pulmon, cancer renal, cancer de mama, cancer de préstata, neuroblastoma, y mieloma.

16. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-15 para su uso de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 9-15, en las que un segundo agente o una terapia se va a administrar al
paciente.

17. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con la reivindicacion 16 para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en
la que el segundo agente es un agente quimioterapéutico.

18. El anticuerpo anti-CD200 de acuerdo con la reivindicacion 16 para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en
la que la terapia es una radioterapia.
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FIGURA 1

Cebador C7TmhHF (SEQ ID NO: 1)
TCCTCAGCCTCCACCAAGGGCC

FIGURA 2

Cebador Rev Age Pri (SEQ ID NO: 2)
GGGCGCCTGAGTTCCACGAC

FIGURA 3
Cebador C2aB7 rev (SEQ ID NO: 3) .
GGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAAACTGTGAGAGTGGTGC

FIGURA 4
lacpri (SEQ ID NO: 4)
GCTCCCGGCTCGTATGTTGTGT

FIGURA 5

LeadVHpAX (SEQ ID NO: 5)
ATATGAAATATCTGCTGCCGACCG
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FIGURA 6A Hota: Las Figs. 6-15, secuencias lider (AA) estan subrayadas v
las regiones constantes estan en letra negrita.

chC2aB7-hiG1
Cadena pesada {intrones en hG1) (SEQ 1D NO: T)
MOWSCHOLFLVA ngT‘G\f’HSLE‘»’QLQQSGPELVKPGJHSIH{SCKASGYSFT

DY TILWVEQNHGESLEWIGHIDPY Y GSSNYNLEFKGEATLTVDEKSSSTAY
MOLMNSLTSEDSAVY YCGRSKFRDYFDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSEWNSGALTSGVHIFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKRVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKFKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRYVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREFOQVYTLPPSREEMTENQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWOQQGNVFSCSVMHEALANHYTQKSLSLSPGK
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FIGURA 6B

{SEQ ID NO. 6) {secuencia gendmica hiz1)
ATGOGATGGAGCTGTATCATCCTC T TC T TGO TAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCTCGAG
GTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCT GOTGAAGCCTGGGOCTTCACTOAAGATGTCCTGC
AAGGCTTCTGO T TAT TCAT TCACT GACTACATCATACTCTGGGTGAACGCAGAACCATGGAAAD
AGCCTTGAGTGOATTOOACATATTGATOCTTACTATGGTAGTTCTAACTACAATCTGAAATTCA
AGGGCAAGGCCACATTGACTOTAGACAAATCTTOCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAACAGT
CTGACATCTGAGGACT CTGCAGTCTAT TACTGTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTAC
TEEEEOCAAGGCACCACTCTCACAGTITCCTCAGCCTCCACCAAGGGOCCCATOGGTCTTCCOCC
CTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGOGECACAGCGOCCCTGGOCTGOCTOGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGLOCTGACCAGCGGCGTGCACACT
TI‘U:DGGCTGTCCTACAGTOCTGAGG*CTCTACTCDCT‘CAGG&GCGTGGTGACC(E‘I‘GC!CC’f‘CCﬁ.
GCAGCTTGGOCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTG
GACAAGAGAGTTGGTGAGAGGCCAGCACAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCTC
AGCGCTOCTGOCTGOACGCATOCCGGCTATGCAGTOCCAGTCCAGGGCAGCAAGGCAGGECCC
CETCTGCCTCTTCACCCGGAGGOCTCTGOCCGOCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTICTG
GCTTITTOCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACCCAGGCOCTGCACACAA
AGGGGCAGGTGCTGGGCTCAGACCTGOCAAGAGCCATATCCGGGAGGACCCTGOOOCTGACT

. TAAGCCCACCCCAAAGGCCAAACTCTOCACTCCCTCAGCTCOGACACCTTCTCTCOCTCCCAGA
TTCCAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGUCCA AATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCC
ACCGTEOOCAGOTAAGCCAGCOCAGGOCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGOGACAGGTGCCCTA
GAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCOCAGCCGGGTGCT GACACGTCCACCTCCATCTCITCC
TCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTITCCTCTTCOOOOCAAMACCCAAGGACACT
CTCATGATCTCCCGGADCCCTGAGG TCACATGOGTGGTOGTOGACGTGAGCCACGAAGACCCT
GAGGTCAAGTTCAACTGGTACOTGGACOGCGTGOAGGTUGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCG
GGAGGAGCACTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG TOCTGCACCAGGACT
GOCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTOCAACAAAGCCCTCOCAGCCCOCATCSAG
AAAACCATCTCOAAAGCCAMAAGETGOGACCCGTGEGOTGCGAGGOCCACATGGACAGAGGCC
GECTCGGCCCACCOTCTGOCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGE
CCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTOCCCCCATCCCGGGAGCAGATGACCAAGAACCAGGTC

- AGCCTGACCTGCCTGE TCAAAGGCTTCTATCCCAGCRACATCOCOGTEGAGTGOGAGAGCAAT

GGECAGCCOCAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCOGACGGCTCCTTCTTC
CTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGECAGCAGGOGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTEATGCATCAGOUTCTOCACAACCA CTACACGCAGAAGAGOCTCTCCCTGTCCCCGGGTAAA
TGA
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FIGURA 6D

Cadena ligera (Ck humano) (SEQ ID NO. 24)
MGWSCIHLFLVATATGVHSRDIOMTQSPESMY ASLGERVTITCEKASQDINSYL
SWFQQKPGESPETLIYRANRLVDGVPSRFSGEGSGQDYSLTISSLEYEDMGIY

YCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKYQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE -
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC -

FIGLIRA 6E

(SEQ ID NO. 23)
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTICTIGGTAGCAACAGCTACAGGTGT
CCACTCTAGAGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATC
TCTAGGAGAGAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGACATTAATA
GCTATTTAAGCTGGTITCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTAAGACCCTG
ATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGTTCCATCAAGGTTCAGTGG
CAGTGGATCTGGGCAAGATTATTCTCTCACCATCAGCAGCCTGGAGTATG
AAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGATGAGTTTCCGTACACGT
TCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGGACTGTGGCTGCACCATC
TOTCTTCATCTTCCOGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTC
TGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGT
GGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCAC
AGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACG
CTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCA
CCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGTTAA
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Y. VvdNnold

M9ISTSTSIO LAHNH TVIHINASOSIANDOOM
USMAALTISATAASOASATAd LIMANNTdOONSAMAAVIASdAIONA
TOLTISAONMLANATASId TLAAOITIJOONVISLIMAId VA TVIINSAMD
MADIONTAAOHTALTASAATALSNAOATIDLIAVNHATADTAAMN

DIATdAAHSATAAAD LATd LISIN TLAAAAddA TIASIODD TTAIVAOd
dDLHINADSIdAATIAAMINSDIHNANDIALO LOTSSSAALAASSTSA
TSSO TAVIALHADSLTVOSNMSA LAdAdAAMTIATOO TVVLOISLSH
SSAVTIIAASIOMILSVSSALTLIOODOM ACIAQIASYOOAAAVLAISLISLT
ANALLYISIAVIILAYD LI INANSSD A AJAIHOIM B TOAOSHOM M TILA
ALASADSYIISAIASVOOIATIOSTATOAASIADVIASTIA TAIMSMON

(6'ON I D3S) 1OY-LAPALEY
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FIGURA 7B
(SEQ 1D NO. 8) (ADNc de hG1)
ATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTCTTTCTCCTGTCAGTAACTGCAGGTG
TGTTCTCTGAGGTCCAGCTGGTGGAGTCCGGACCTGAGGTGAAGAAGC
CTGGGGCTTCAGTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGTTATTCATTCAC
TGACTACATCATACTCTGGATCAGGCAGCATAGCGGAAAGGGCCTTGA
GTGGATTGGACATATTGATCCTTACTATGGTAGTTCTAACTACAATCTG
AAATTCAAGGGCAGGGTCACAATCACTGCAGACAAATCTACCAGGAC
AACCTACATGGAGCTCACCAGTCTGACATCTGAGGACACTGCAGTCTA
TTACTGTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAGG
CACCACTCTCACAGTTTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCGCTAGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCOCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACC
GTCAGTCTTCCTCTTCOCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGCGACGTGAGCCACGAAGA
CCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATOGAG
AAMACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA
CACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGOTCAAAGGCTICTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCOGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT
GCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCCGGGTAAATGA
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FIGURA 7D
Cadena ligera (Ck humano) (SEG 1D NO. 26)
MDMRVSAQLLGLLLIWLSGARCDIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCKASQD

INSYLSWYQQKPGKAPKSLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQ
PEDFAVYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIGURA TE

(SEQ ID NO. 25)
ATGGACATGAGGGTCTCTGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGG
CTCTCAGGAGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCC
CTGTCTGCATCTATAGGAGACAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGT
CAGGACATTAATAGCTATTTAAGCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGAA
AGCTCCTAAGTCCCTGATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGT
TCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTATACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTCGCAGTTTATTATTGTCTACA
GTATGATGAGTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAAT
AAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCOGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG
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V8 VdNOld

MDISTSTISSIOLAHENHTVIHIWASOSIANDOOM
ASHAALDISATIISOASATAII LIANNAIOONSIM AAVIASI AIOMA
TOLTSAONMLNATYSdd TLAAOITUIOONVISIIM AL VA TVIINSASID
MADIONTMAAOHTALTASAAYXISNAO TTILLIVNHATADTAAMN
DIATAATHSATAAADIIATILISTA TLMIDddI TIASIDD TTAAVIDd
JDLHIMADSHdAATTAASLINSDITHNANDIALO LY ISSSIALAASS ISA
TOSSOTAVAILHADSLTVOSNM SALAdAdAAMIATID TVVIOOSLSI
SSAVIdIASdONLSVSSALTLIOOOMATIATTASYOIAAAV LAASITSST
HNAV.LLLSOAVIILAYOMI INANSSO A AJATHOIMATONDINOTAM T
AQLISADSYIDSTIASYOLITISOSOOTOAODHADVIIS TIA TATASMON

(L1 "ON @l ©3S) LOU-LAEALGY &p
epesad euspe)
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FIGURA 8B
{SEQ ID NO. 10) (ADNc de hG1)
ATGGGATGGAGCCGGATCTTTCTCTTCCTCCTGTCAATAATTGCAGGTG
TCCATTGCCAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGATCTGAGCTGAAGAAGC
CTGGGGCTTCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTATTCATTCAC
TGACTACATCATACTCTGGGTGAGGCAGAACCCTGGAAAGGGCCTTGA
GTGGATTGGACATATTGATCCTTACTATGGTAGTTCTAACTACAATCTG
AAATTCAAGGGCAGAGTGACAATCACCGCCGACCAGTCTACCACCAC
AGCCTACATGGAGCTCTCCAGTCTGAGATCTGAGGACACTGCAGTCTA
TTACTGTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAGG
CACCACTCTCACAGTTTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCGCTAGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTG
GGCTGCCTOGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACT
GTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGA
CCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAMCCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA
CACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT
GCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCCGGGTAAATGA
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FIGURA 8E

(SEQ ID NO. 25)
ATGGACATGAGGGTCTCTGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGG
CTCTCAGGAGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCC
CTGTCTGCATCTATAGGAGACAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGT
CAGGACATTAATAGCTATTTAAGCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGAA
AGCTCCTAAGTCCCTGATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGT
TCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTATACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTCGCAGTTTATTATTGTCTACA
GTATGATGAGTTICCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAAT
AAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG,
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FIGURA 9B

{SEQ ID NO. 10} (ADNc de hG1)
ATGGGATGGAGCCGGATCITTCTCTTCCTCCTGTCAATAATTGCAGGTG
TCCATTGCCAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGATCTGAGCTGAAGAAGC
CTGGGGCTTCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTATTCATTCAC
TGACTACATCATACTCTGGGTGAGGCAGAACCCTGGAAAGGGCCTTGA
GTGGATTGGACATATTGATCCTTACTATGGTAGTTCTAACTACAATCTG
AAATTCAAGGGCAGAGTGACAATCACCGCCGACCAGTCTACCACCAC
AGCCTACATGGAGCTCTCCAGTCTGAGATCTGAGGACACTGCAGTCTA
TTACTGTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAGG
CACCACTCTCACAGTTTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCGCTAGCACCCTCOCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAA
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACT
GTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCC
COGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGA,
CCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA
CACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCC
TGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT
GCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCCGGGTAAATGA
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FIGURA 3E

(SEQ ID NO. 27)
ATGGACATGAGGGTCTCTGCTCAGUTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGG
CTCTCAGGGGCCAGGTGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCC
CTGTCTGCATCTATAGGAGACAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGT
CAGGACATTAATAGCTATTTAAGCT GGTLTCCAGCAGMACC&GGGM
AGCTCCTAAGCTGCTGATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGT
TCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTATACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTCGCAGTTTATTATTGTCTACA
GTATGATGAGTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAMAAT
AAAACCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTICCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT -
ACGAGAAACACAMAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG
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FIGURA 10B

(SEQ ID NO. 12) (secuencia gendémica de hG2G4)
ATGOGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCTCGAG
GTCCAGCTGCAACAGT CTGGACCTGAGCTGETGAAGLCTGGGGCTTCACTGAAGATGTCCTGE
AAGGCTTCTGGT TATTCATTCACTGACTACATCATACTCTGOOTGAAGCAGAACCATGGAAAG
AGCCTTGAGTGOATTGGACATATTGATCCTTACTATGGTAGT TCTAACTACAATCTGAAATTCA
AGGGCAAGGCCACATTGACTGTAGACAAATCTTCCAGCACAGOCTACATGCAGCTCAACAGT
CTGACATCTGAGGACTCTOCAGTCTATTACTOTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTAC
TEEGECCAAGGCACCACTCICACAGTTTOCTCAGOCTOCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCOC
CTGGCGCOCTGCTCCAGGAGCACCTCOGAGAGCACAGCCGOCCTGGEGCTGUCTGOTCAAGGA
CTACTTCCCCGAACCOGTCACGO TG TCGTGGAACTCAGGOGCCCTGACCAGCGOOGTGCACAC
CTTCCCGGCTGTOCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCOCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCL
AGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGET
GOACAAGACAGTTGOTGAGAGGCCAGCTCAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCTC
AGOCCTOCTGCCTGGACGCACCCOGGUTETGCAGCCOCAGCCCAGGGCAGCAAGGTAGRCCC
CATCTGTCTCCTCACCCGGAGGUCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGETCTITCTG
GCTTTTTCCACCAGGCTCCAGOCAGGCACAGGCTGGGTGOOCCTACCOCAGGUCCTTCACACA
CAGGGOCAGGTGLTTGOCTCAGACCTGOCAAAAGCCATATCCGGGAGGACCCTGCOCCTGAC
CTAAGCCGACCCCAAAGGOCAAACTGTOCACTCOCTCAGCTOGGACACCTTCTCTCCTCOCAG
ATCCGAGTAACTCCCAATCTICTCTCTGCAGAGUGCAAATGTIGTGTCGAGTGOOCACCGTGE
CCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGOCCTCCAGCTCAAGGUGGOACAGGETOCCCTAGAGTAGC
CTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCTGOETECTGACACGTCCACCTCCATCTCT TCCTCAGCAC
CACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCOCOCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
CCCGGACCOCTGAGSTCACGTGUGTOGTGGTOOACGTGAGCCAGGAAGACCOCGAGGTCCAG
TTCAACTOGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCOGOGGGAGGAGCA
OTTCAACAGCACGTACCGTGTGETCAGCOTCCTCACCETOCTGCACCAGGACTGGCTGAACGG
CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGOCTCUCGTCCTOCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAALGGTGOGACCCACGGOGTGCGAGGGOCACATGGACAGAGGTCAGCTCGGLCC
ACCCTCTGCCCTOUGAGTGACCGC TG TOCCAACCTCTGTCCCTACAGSGCAGOCOCGAGAGCT
ACAGOTGTACACCCTGCCCCCATOCCAGGAGGAGATEACCAAGAACCAGOTCAGCCTGACCT
GUCTGETCAAAGGCTTCTACCCCAGOGACATOGOCGTGGAGTGGGAGAGUAATGGGCAGCCG
CAGAACAACTACAAGACCACGOCTCCCGTOCTGGACTCCGACGGCTOCTITCTTCCTCTACAGE
AGGCTAACCGTOGACAAGAGCAGGTGOCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCOGTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGEGTAAATGATGA
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FIGURA 10D
Cadena ligera (Ck humano) (SEQ ID NO. 28)

MDMRVSAQLLGLITLWLSGARCDIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCKASQD
INSYLSWFQQKPGKAPKLLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQ
PEDFAVYYCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKRTY AAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVYCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIGURA 10E

(SEQ ID NO. 27)
ATGGACATGAGGGTCTCTGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGG
CTCTCAGGGGCCAGGTOTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCC
CTGTCTGCATCTATAGGAGACAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGT
CAGGACATTAATAGCTATTTAAGCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAA
AGCTCCTAAGCTGCTGATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGT
TCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTATACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTITCGCAGTTTATTATTGTCTACA
GTATGATGAGTITTCOGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAAT
AAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAMAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG
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Vil VdNold
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FIGURA 11B

(SEQ ID NO. 14) {secuencia genémica de hG2G4d}
A’I‘GGGATGGAG(.TGTATCATCCTCTTCTTGGT&GGMCAGCTAGAGGTGTCCACTCMAG
GTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTCACTGAAGATGTCCTGE
AAGGCTTCTGGTTATTCATTCACTGACTACATCATACTCTGGGTGAAGCAGAACCATGGAAAG
AGCCTTGAGTGGATTGGACATATTGATCCTTACTATGGTAGTTCTAACTACAATCTGAAATTCA
AGGGCAAGGCCACATTGACTGTAGACAAATCTTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAACAGT
CTOACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTAC
TGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTITOCTCAGOCTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCC
CTGGOGCCCTGOTCCAGGAGCACCTOCGAGAGCACAGCCGUCCTGOGCTGOCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCOGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCOGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTOCCTCAGCAGCGTGETGACCGTGOOCTCT
AGCAACTTCOGCACCCAGACCTACACCTGCAACSTACGATCACAAGCOCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGACAGTTGGTGAGAGGCCAGCTCAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGOCAGGCTC
AGCCCTCCTOOCTGGACGCACCCCGGCTGTGCAGCOCCAGDOCAGGGCAGCAAGGCAGGOCT
CATCTGTCTOCTCADCCGGAGGCCTCTGUCCGCCOCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTS
GCTTTTTCCACCAGGCTCCAGGCAGGCACAGGUTGEGTGCCCCTACCCCAGGCUCTTCACACA
CAGOOGCAGGTGCTTGOCTCAGACCTGORAAAAGOCATATCCGGGAGGACCCTGCOCCTGAC
CTAAGCCGACCOCAAAGGOCAAACTGTCCACTCCCTCAGCTCGGACACCTTCTCTCCTCCCAG
ATCCGAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCGCAA ATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGT
CCAGGTAAGCCAGCOCAGGCCTCGOCCTOCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGT
CTGCATCCAGGGACAGGCCOCAGCTGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCAC
CACCTGTGGCAGGACCOTCAGTCTICCTCTICCCCOCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
COCGGACCCCTOAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCOGAGGTCCAG
TTCAACTGGTACGTOOATGGCSTGCASGTOCATAATGOCAAGACAAAGCCGOGGGAGGAGTA
GITCAACAGCACGTACCG TG TGETCAGCGTOCTCACCGTOCTGOACCAGGACTGGCTGAACGG
CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTOCAACAAAGGOCTCCCGTCCTOCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAAAGGTGEGACCCACGGGETGOGAGGGOCACATGGACAGAGGTCAGCTOGEOCC
ACCCTCTGOCCTGGEAGTGACCGCTGTGCCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAGOD
ACAGSTOTACACCCTGOCCCCATOOCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT
GOCTGOTCAMAGGCTTCTACCOCAGCGACATOG COGTOGAGTOGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCITCTTCCTCTACAGE
AGGETAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGSGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCOCTGTCTCTGGGTAAATGA
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FIGURA 11D

Cadena ligera {Ck humano) (SEQ 1D NO. 24)
MGWSCILFLVATATGVHSEDIOMTQSPSSMY ASLGERVTITCEASQDING
YLSWEFQQKPCGKSPETLIYRANRLVDGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLEYED
MGIYYCLQYDEFPYTFGGGTELEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASY
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIGURA 11E

(SEQ D NO. 23)
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGT
GTCCACTCTAGAGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCATGTAT
GCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGTCAGGA
CATTAATAGCTATTTAAGCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCC
TAAGACCCTGATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGTTCCATC
AAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTATTCTCTCACCATCAG
CAGCCTGGAGTATGAAGATATGGGAATTTATTATTGTCTACAGTATGA
TGAGTTTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAAC
GGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATC
GGGTAACTCOCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCA
CCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACCAG
AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTC

- GCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAA
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FIGURA 12A

Cadena pesada

de hBTV3V2.cG2G4 (SEG ID NO. 13)
MOWSRIFLFLISTTAGVHCOQVOQLOQSGSELKK PGASVEISCIASGY SFTDY
NLWVRONPGKGLEWIGHIDPY YGSSNYNLKFEGRVTITADQSTTTAYME
LESSLESEDTAVYYCGRESKRDYFDYWGQGTTLTVSSASTRKGPSVFPLAPC
SESTSESTAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGL
YSLSSVVTVPESNFGTQTYTCNVDHEKPSNTKVDKTVERKCCVECFPPCF
AFPFPYAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKFPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQOPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSRLTVDRESRWQEG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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FIGURA 12B
(SEQ 1D NO. 16) {ADNc de G2G4)
ATGGGATGGAGCCGGATCTTTCTCTTCCTCCTGTCAATAATTGCAGGTG
TCCATTGCCAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGATCTGAGCTGAAGAAGC
CTGGGGCTTCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTATTCATTCAC
TGACTACATCATACTCTGGGTGAGGCAGAACCCTGGAAAGGGCCTTGA
GTGGATTGGACATATTGATCCTTACTATGGTAGTTCTAACTACAATCTG
AAATTCAAGGGCAGAGTGACAATCACCGCCGACCAGTCTACCACCAC
AGCCTACATGGAGCTCTCCAGTCTGAGATCTGAGGACACTGCAGTCTA
TTACTGTGGAAGATCTAAGAGGGACTACTTTGACTACTGGGGCCAAGG
CACCACTCTCACAGTTTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTC
CCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCOCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCC
AGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGA
GTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCT
C CTTCCCCCCAMAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA
GGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCC
AGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACA
AAGCCGUGOGACGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCOGTCCTCCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGECT
GGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
CTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAA
TGATG
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FIGURA 12D

Cadena ligera (Ck humano) (SEQ ID NO. 28)

MDMRVSAQLLGIITT WL SGARCDIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCKASQD
INSYLSWFQOKPGKAPKLLIVRANRLVDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLO
PEDFAVYYCLOYDEFPYTFGGGTHLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLESGT
ASVYCLLNNFYPREAKVQOWRVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIGURA 12E

(SEQ ID NO. 27)
ATGGACATGAGGGTCTCTGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGG
CTCTCAGGGGCCAGGTGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCC
CTGTCTGCATCTATAGGAGACAGAGTCACTATCACTTGCAAGGCGAGT
CAGGACATTAATAGCTATTTAAGCTGGTTCCAGCAGAAACCAGGGAA
AGCTCCTAAGCTGCTGATCTATCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGT
TCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTATACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTCGCAGTTTATTATTGTCTACA
GTATGATGAGTITCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAAT
AAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCOGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG
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Vel VdNold

MOTSTISISIOLAHNH TVAHINA SO SHANDAOMASHA
ALTISATIISOASATAdd LIMANNAIOONSIMAAVIASIAIDNATOLT
SAONDILINHAOSdd TLAAOdTAd OO VI SLIMATISSA TOIMNSAMDM AT

ONTAAOHTALTASAAYALSNAOTTISIIMVNHATADAAAMNIOAT
dAIOSATAAADLAAILISIN TLMIDIddA TIASIDVAIA VDI
AAIDMNATA DIAANINSDIHAANILALOLIOANSSIALAASSISATOSSO
TAVIALHAISLTVOSNMSALAdAdAAMIATIOTVVISASLSUSDAV1d
JASIDOMLSVSSALASIOOOM AQNLA TV LV IEVIAXAAVSAASLISITON
AVISSSNAALTLVIONTIONALIAD A X dAINOIMTISIOSSOIAMNIANA

DLISADSVIISTIASYOIATAdOSOO IOATTSHADIVIVATITIIOSMDIA

(81 "ON Al ©3S) (+9ZDU op eolwouab erousnoss) y9HZOY-L0UD 9p
epesad euspe)
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EIGURA 13B

(SEQ ID NO. 17)

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCT TGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCTCGAG
GTDEMETGCA{]CAGTCTGG&CCT&EAGCTGGAGAAGCG‘GGCGC’H‘CAGTG AAGATATCCTGC
AAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACAACATGAACTGGGTGAAGCAGAGCAGTGGAAA
CGAGCCTTGAGTGGATTGGAAATTITGATCCTTACTATGGTGTTATTACCTACAACCAGAAGTTC
AAGGGCAAGGCCACATTGACTGTAGACAAATCCTOCAGCACAGCCTACATGCAG CTtIMGﬁG
CCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAACGGCTACGGCTCTCTATACTAT
GGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGAGCCCATCCGT
CTTCCCCCTGGCGCOCTGCTOCAGGAGCACCTCOGAGAGCACAGCCGCOCTGGGCTGCCTGET
CAAGGACTACTTICOCOCGAACCGOTCGACGETGTCGTGGAACTCAGGOGOCCTGACCAGCGGCG
TGCACACCTTCCOGEC TG TOCTACAGTCCTCAGGACTCTACT COCTCAGCAGCGTGGTGACCST
GOCCTCCAGCAACTTOGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACA
CCAAGGTGGACAAGACAGTTGGTGAGAGGCCAGCTCAGGGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGE
CAGGCTCAGCCCTCCTG CGI‘GGADGCADDCCGGCPGTG{:&GCDCCAGCCCAGGGCAGCMGG
CAGGCCCCATCTGTCTCCTCACCOGGAGGCCTCTGOOCGOOCCACTCATGCTCAGGGAGAGGS
TCTTCTGGCTTTTTCCACCAGGCTCCAGGCAGGCACAGGCTGGGTGOCCCTACCCCAGGECCTT
CACACACAGGGGCAGGTGCTITGGCTCAGACCTGCCAAAMAGCCATATCCGGGAGGACCCTGCC
CCTGACCTAAGCOGACCOCCAAAGGUCAAACTGTCCACTOLCTCAGCTCGGACACCTTCTCTCC
TCOCAGATCCGAGTAACTCOCAATCTTCTCTCTGCAGAGCGCAAATGTTGTGTCEAGTGCCCA
COGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGOOCTAG
AGT&GI:CTGE&TCC&GGGP»EAGGCCCC&GWGGGFECTGAC&CG’I‘CCACCTC&TCTCTTCCI
CAGCACCACCTGTOGCAGGACCGTCAGTCTITCCTCTTCCCOCCAAAACCCAAGGACACCCTCA
TGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCOCGAG
GTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCOTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGOGGGA
GGAGCAGTTCAACAGCACGTACOGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCT
GAMCGOCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTOCAACAAAGGCCTCCOGTOCTCCATOGAGAA M A
CCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCACGGGGTGOGAGGGCCACATGGACAGAGGTCAGCT
CoGOCCACCCTCTGOOCTGOGAGTGACCOCTGTGCCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCG
AGAGCCACAGGOTGTACACCCTGLCCCCATCCCAGHAGGAGATGACCAAGAACCAGOTCAGCC
TEACCTGUCTGOTCAAAGCOCTTICTACCCCAGOGACATOGCCOTGGAGCTGOCAGAGCAATGGE
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCOCGTGCTGGACTCCGACGGCTOCTTCTTCOCTC
TACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGCTCTGCACMCCACIACA.CACAGAAGA.GCCTCTEI?CTGTCTCTGGGT&MTG
A
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FIGURA 13C

Cadena ligera (Ck humano) (SEG 1D NO. 30)
MGWSCOLFLVATATGVHSREEIVLTQSFATMS ASPGEEVTMTCRASSSVES
SYLHWYQOESGASPELWIYSTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSVEAE -
DAATYYCQQYSGYPLTFGSGTKLEIERTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWEKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKEVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC

FIGURA 13D

(SEQ ID NO. 20)
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTICTTGGTAGCAACAGCTACAGGT
GTCCACTCTAGAGAAATTGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCT

GCATCTCCAGGGGAAA AGGTCACCATGACCTGCAGGGCCAGCTCAAG |

TGTAAGTTCCAGTTACTTGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGTGCCTC
CCCCAAACTCTGGATTTATAGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCT
GCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCA
GCAGTGTGGAGGCTCGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTACA
GTGGTTACCCACTCACGTTCGGLTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAAC
GGACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATOCGATGAGC
AGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTA
TCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAAT
COGGTAACTCCCAGCGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCT
CGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTITAA
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FIGURA 14A

Cadena pesada

de D1B5-hG1 (SEQ ID NO. 20) .
MGWSCILFIVATATGVHSLEVQLOOPGAELVRSGASVELSCKASGFNIK
DYYIHWVEKQRPEQGLEWIGWIDPEIGATKYVPEFQGKATMTTDTSSNTA
YLOQLSSLTSEDTAVY YCNALYGNYDRY YAMDY WGQGTSVIVSSASTRG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVEWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPEPEKDTLMISRTPEVICVVVDVS
HEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT
ENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQOQGNVFSCSVMHEALENHYTQKSLSLSPGK
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FIGURA 14B
(SEQ ID NO. 19) (secuencia gendémica de reqion constante de hG1)

ATGGGATGOAGCTOTATCATCCTCTTCT TG TAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCTCGAG
GTCCAACTGCAGCAGCCTGEGGCAGAGCTTGTCGAGGTCAGGGGUCTCAGTCAAGTTGTCCTGE
AAAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACTACT, hThThChCI‘éGGTGMGCAGAGGDCT GAACA
GOGCCTGEAGTGCATTGOATGGATTGATCCTGAGAT TGO TGCTACTAAATATGTCOCGAAGTT
CCAGGGCAAGGCCACTATOACTACAGACACATCCTCCAACACAGOCTACCTGCAGCTCAGCA
GOCTGACATCTOAGGACACTECCGTCTATTACTGTAATGCCCTCTATGGTAACTACGACCGTT
ACTATGCTATGGACTACTGGGEGETCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGG
GOCCATCGGTCTTCCCOCTGOCACCCTCCTOCCAAGAGCACCTCTGGOGGCACAGCOGCCCTGG
GCTGCCTEETCAAGGACTACTTCCOCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGOGCCCTGA
CCAGCGECGTGCACACCTTOOCGGCTGTOCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGEG
TGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGOACAAGAGAGTTGGTGAGAGGOCAGCACAGGGAGOGAGGGTETC
TOCTGOAAGCCAGOCTCAGCGCTCCTAGCCTGEACGCATCOCOGGCTATGCAGTCCCAGTCCAGS
GCAGCAAGGCAGGCCOCGTCTGCCTCTTCACCCGEAGGCCTCTGOCOGCCCCACTCATGCTCA
GOGAGAGOGTCTICTGGCTTITTCCCCAGGCTCTGGGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACT
CAGGCCCTOCACACAAAGGGGCAGGTGCTGGOCTCAGACCTGCCAAGAGCCATATCCGGGAG
GACCCTGOCOCTGACCT AAGCCCACCCCAMAGGCCAAACTCTCCACTCCCTCAGCTCGGACAC
CTTCTCTOCCTCCCAGATTCCAGTAACTCOCAATCTTCTCT CTGGAGH.GCCEMTC’I‘T‘GT;&&C&
MACTCAC&CATGCDC&D:GTGCDCAGGTAAGCCAGDOCAGGCCT COCCCTCCAGCTCAAGGT
GGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGOCGGGTGCTGACACGTC
CACCTCCATCTCITCCTCAGCACCTGAACTCCTGOGEGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA,
AAACCCAAGOACACCCTCATOATCTOOCGGACCCCTOAGGTCACATGUGTOGTGETGGACGTG
ﬁGCCACGMG&CCCTGAGGFCMGTTCMCTGGTFLEHTGGADGGCGTGGAGG’i‘GCATMTGC
CAAGACAAMAGCCGOGOGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG
TCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGECAAGGAGTACA AGTGCAAGGTCTCCAACAAAGOCCTT
CCAGCOCOCATOGAGAAMAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTOGGACCOGTGOGOTOCCAGOGCD
ACATGCACAGAGGCCOGETOGGCOCACCCTCTGCOCTGAGAGTOACCGCTGTACCAACCTCTS
TCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAG Gk'l'GTACA COCTGOCCCCATCOCGGGAGGAGATG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTOCCTGETCAAAGGCTICTATCCCAGCCACATCOCCSTO
CAGTGOCOACGAGCAATGGOCAGCOGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTOOCGIGUTGGACTC
CGACGGCTCCTTCTTOCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTOGCAGCAGOGOA
ACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGOCTCT
CCCTGETCCCCGGGTAAATGA
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FIGURA 14E

(SEQ ID NO. 31)
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGOTAGCAACAGCTACAGGT
GTCCACTCTAGAGACATTGTGATGACCCAGTCTCAAAAATTCATGTCC
ACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCATCACCTGCAAGGCCAGTCAGAA
TGTTCGTACTGCTGTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGGCAGTCTCC
TAAAGCACTGATTTACTTGGCATCCAACCGGCACACTGGAGTCCCTIGA
TCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATTAG
CAATGTGCAATCTGAAGACCTGGCAGATTATTITCTGTCTGCAACATTG
GAATTATCCTCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGCAGCTGAAACG
GACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAG
TTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATC
CCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCG
GGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAACACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC
COGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAA
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FIGURA 15A
Cadena pesada
de G2G4 63L10 (SEQ 1D NO. 22)

MGWSCHLFLV ATATGVHSOMQLVOSGAEVKKPGSS VKVSCKASGGTFS
NYATSWVRQAPGQGLEWLGGIIPVFGTANY AQKFQGRVTITADESTSTAY
MELNSLTFDDTAVYYCARGGGGWGGRNYYYYYYMDVWGKGTTVTVSS
ASTKGPSVFPLAPCSRETSESTAALGCCLVKDYFPEPVIVEWNSGALTS
 GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTY TCNVDHKPSNTKVDK
TVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSRLTYDESRWOQEGNYFESCSVMHEALHNHYTOQRKSLSLSLGEK
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FIGURA 15B
(SEQ ID NO. 21) {secuencia genémica de hizG2G4}

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTICTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCOCAGATG
CAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGOGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGTAA
GOCCTCTGGAGGCACCTTCAGCAACTATGCTACCAGTTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAG
GTC'TIGAGTGGCTGGMGGG&TCATCCCCGTCITCGGTACTGCMACTAEGQACAWGW
AGGGCAGAGTCACCATTACCGOGGACGACGTCCACGAGCACAGCCTACATGGAGTTGAATAGT
CTGACATTTGACGACACGGCCGTCTATTACTGTGOGAGAGGGGGTGGGGGATGGGGAGGCCG
GAACTACTACTACTACTACTACATGGACGTCTGGOGCAAAGGGACCACTGTCACCGTCTCCTC
AGCCTCCACCAAGGGCCCATCOGTCTTCOCCCTGGCGCCCTGCTOCAGGAGCACCTCCGAGAG
CACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGOUGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTOCTCAGGACTCTA
CTCCCTCAGCAGCGTECTGACCGTGCOCTOCAGCAACTTOGGCACCCAGACCTACACCTGCAA
COTAGATCACAAGOCCAGCAACACCAAGGTOOACAAGACAGTTGGTGAGAGGCCAGCTCAGS
GAGGGAGGOTOTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCCCTOCTOCCTGOACGCACOOOGGETGTGS
AGCCCCAGOCCAGGGCAGCAAGGCAGGCCCCATCTGTCTCCTCACCCGGAGGOCTCTGOCCGE
CCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCITCTGEUTITITOCACCAGGCTOCAGGCAGGCACAGGT
TGS TGCCCCTACCCCAGGCCCT ICACACACAGGEGLAGGTGUTTGECTCAGACCTGOCAA AA
GCC&TATCGGG'G'EGGLCCCTGCCCCTGMMGCCGADCCCAAAGBMCTGTCCM
CTCAGCTOGGACACCTTCTCTCCT O A GATOCGAG TAACTOCCAATCTTCTCTCTGDAGAGLG
CAAATOGTIGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCOCAGGCCTCGOCCTCCAGSTC
AAGGUGEEGACAGSTOCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGOCCCAGCTGGETGCTGAC
ACGTCCACCTCCATCTCTTCCT CAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTOCCCS
CAAAA O CAAGGACACCCTCATGATCT OO GGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGOTG OAC
GTGAGCCAGGAAGACCCOGAGGTOCAGTICAACTGGTACGTOGATGGUGTGRAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGOGGEEAGGAGCAGTTICAACAGCACSTACCETGTGGTCAGCGTCOTCA
COGTOCTGCACCAGEACTEOCTGAACGOCAAGOAGTACAAGTOCAAGOTCTCCAACA A A GGD
CTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTOCAAAGCCAAAGGTGGCACCCACGGOGTSOGAGS
GUCACATGGACAGAGOTCAGCTCGGOCCACCCTCTOCOCTGGoASTGACCGCTGTGCCAACCT
CTGTCCCTACAGGOCAGOOCCGAGAGCOCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGSAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGOCTGOTCAA AGGCTICTACCOCAGOGACATCGCD
GTEGAGTGOGAGAGCAATGOGCAGUCSGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGSGA
CTCCGACGGCTOCTICTTCC T CTACAGCAGGC TAACCG TGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGS
GGAATGTCT T T A TGO TCCOTGATGCATOGAGOCTOTGCACAACCACTACACACAGAAGAGTC
TCTCCCTGTCTCTGGGTAAATGA
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FIGURA 15C

Cadena ligera {CL humano) (SEQ ID NO. 34)

MGWSCIT FLVATATGVHSSYVLTQPPSESVAPGQTARISCGGSNIGSYGV
HWYQQKAGQAPVLVVHDDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISSVEAGDE
ADYYCQVWDNSAVIFGGGTKLTVLSQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPCAVTIVAWKADSSPVEAGVETTTPSKQSNNEKY AASSYL
SLTPEQWEKSHRSYSCQOVTHEGSTVEKTVAFPTECS

EIGURA 15D

(SEQ ID NO, 33)
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGT
GTCCACTCTTCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGAGTCAGTGGCC
CCAGGACAGACGGCCAGGATTTCCTGTGGGGGGAGCAACATTGGAAG
TTACGGTGTGCACTGGTACCAGCAGAAGGCAGGACAGGCCCCTGTGCT
GGTCGTCCATGATGATTCCGACCGGCCCTCAGGGATTCCTGAGCGATT
CTCTGGCTCCAATTCTGOGAACACGGOCACCCTGACCATCAGCAGTGT
CGAAGCCGGCGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAATA
GTGCTGTGATATTCGGCGGAGGGACCAAACTAACCGTCCTAAGTCAGC
CCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCT
TCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCC
GOGAGCTGTGACAGTGGCTIGGAAAGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGS
COGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTAC
GCGGCCAGCAGCTATCTCGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCA
CAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGA
AGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCATAA
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FIGURA 16
5'-GACAAGCTTGCAAGGATGGAGAGGCTGGTGA-3" (SEQ ID NO: 35)

FIGURA 17
5'-GACGGATCCGCCCCTTITCCTCCTGCTTTITCTC-3" (SEQ ID NO: 36)

FIGURA 13
Eficacia de los anticuerpos anti CD200 (C2aB7) en el modelo de
RAJI_CD200/PBL
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FIGURA 19

Comparacion de los volimenes tumorales medios en animales tratedos con C22B7-Gl con respecto 2 C22B7-G2G4
en el medele de Namalwa CD200.
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FIGUEA 20
Anzlizis de FACS de expresion d= CD200 en célulzs B-CLL en comperzcion con linfocitos B nermales.

muestra de CLL Dador sano

ID del Dador  B-CLL B CD200 Normal ~ Proporcion (CLL/ B normal)
CD200 (GMFT)
(GMFT)

RCO011731 93 58 1,6
RF020934 659 185 3,6
JAD73031 334 64 5,2
GRO11846 156 64 . 2,4
BB101735 420 95 4,4
DM6E988172 290 97 2,9
MRB074020 403 97 ' 4,2
CBE267677 300 97 . 3,1
GB1325248 178 7U7) 2,3
VN7029373 154 77 2,0

. DG8942820 146 77(7) 1,9
MM8451869 237 77(7) 3,1
JR4539931 215 77(7) 2,8
HS6787771 305 TI(T) 4,0
VBO40439 123 41 30

MEDIA = 3,1
DESVTIP =10
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FIGTRA 2]
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Tipo de tumor

Linea celular

Tincion de CD200

Melanoma SK-MEL2 -
SKE-MEL28 ++
SE-MEL1 +
SK-MELS +/-
SKE-MEL24 .
Ovario OVCAR3 +
SKOV3 o+
Renal CAKI-1 -
ACHN -
SM12C +
Neuroblastoma DvR-32 R
SK-N-5H gy
Céancer de mama MDA-MB-435 +/-
MCF7 . -
MDA-MB-231 -
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RTQ-PCR DE MUESTRAS DE CANCER DE OVARIO PRIMARIO
EXPRESION DE CD200 EN ADENOCARCINOMA DE OVARIO
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7

0S0J8S
‘2leoouspe "A0

|[BWIOU OLIeAO

LT ewuou oueao

n (=] [Te} o Te] o
o o™ — -~

18d ¥V OL03dS3d NOD NOIS3ddX3 3d S303A

137



ES 2 586 825 T3

(1 sped) ¢z vdNoId

00‘0 000 [o1d ‘ewoueaw ‘oubilew | ON-091
oleqsgl |eid ‘ewouejaw ‘oubijew 091
oleq sgl 1aW N7 ‘ewouejew ‘oubiljew 161
oleqsgl 12w N7 ‘ewouedw ‘oubijew 121
oleq S8I 12w uownd ‘ewouedw ‘oubijew €51
o0z‘e Z6‘zz ¢~ 19W 0192199 ‘ewouelsw ‘oubijew 651
¥0/01/6 e2e|d e| ap sal0len B S .

19'0 cce Z- |21d ‘ooIse)SE}aW BlwoURBW 851
wo..o 500 Z- 1o1d ‘00ISBISEIAW PUWIOUR[BW Z5L
520 mm”_. |- [ewsou [aid Ll
0L g9¢ Z- 1ow uowind vl
790 S2'y Z- lewlou uowind 6vl
£8'0 £6'g L- 1w uowind 4!
r1L 18'7L |- [ewsou uowind Gyl
AN AN - 1aw ooneul| olfued 9G1
120 69°0 €- 1ow o091yl ojBueb GGl
150 6l Z- 18w ooneyul onbueb 0GlL
oF'lL 08‘y Z- |ewuou o2neyul oljfueh LGl
£5°0 A L- 19w ooyl oljfuebd ovL
00t Zs's L- [ewiou ooljejul| olfuel L7l
G50 L9 |- Jow opeBjap ounsaul vl
Al 1G'¢ |- [ewiou opeBjap ounysajul el
8E‘e or'yl Z-1oW ounkak opl
180 IE°) Z- [ewiou ounkaf . ek
¥z‘o 6£‘8 |- JoW ounAaA g€l
sL‘o 092 |- [EWIOU ounAaAk BEL
820 00°} 18ad 1S
LS o'UAP oujwiou ensanpy 0JoWnN

ewoue|asW ap sefysanwl U 00Z2Aa0 - HOdO-1d

138



Expresion de CD200 en muestras de melanoma maligno
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FIGURA 23 (parte 2)
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FIGURA 25

Produccion de IL-2 en MLRE con lineas celulares de cancer.
A. En ausencia de anticuerpo

Produccién de IL-2 de MLR con lineas celulares
de cancer 121405 que expresan CD200

G_,,.S\‘-" Tipos de lineas celulares de cancer

B. En presencia de anticuerpo

Produccion de IL-2 de MLR con lineas celulares
de cancer que expresan CD200
y chC2aB7G2/G4 121405

;.-_.,ﬁ‘c Tipos de lineas celulares de cancer
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FIGURA 26

Volumenes tumorales en el modelo Namalwa/PBL (sin expresion de CD200) en comparacion
congrupos tratados con construccion anti-CD200 Gl o G2G4.

—+— Namalwa solo
3000

—8— Namahva+BPBL

2500 4 —&— Mamalwa+8PBL+20

mg/kg akn5200

—»— Namalwa+8PBL+5m
—%— MNamalwa+8PBL+2,5
mg/fkg alxn5200

1500 - —e— Mamalwa+4PBL

—=—Mamalwa+8PBL+20
mg/kg
chC2aB7G2/G4

—— Mamalwa+EPBL+5m
g/kg chC2aB7G2/G4

Volumen tumoral (mm3)

1000

500 - —— MNamalwa+8PBL+2,5

ma/kg
chC2aB7G2/G4
—+— Mamalwa+4PBL+20-

mg/kg
chC22B7G2/Ga

—8— Mamalwa+E8PBL+abxn
Tiempo después de la inyeccion celular (d) 4100

142



ES 2 586 825 T3

(1 sued) /z vdNoId

H-0S4

0001 008

H-0SS

[T T T T [T T T T v AT [T T T T [T TT7T1]

—— e 000}
600°G0-91-C1

€dD-IUe UOD SOPBAIJOE | SO}I90UlT

€1MOW Uod ugIoeAlloe ap sandsap seuewny +£dD SBN22 U3 00ZdD ap Jejn|ao alviadns e| ap ugisaldxg

143



ES 2 586 825 T3

(z eued) sz veNOI4

01
m o
bl vl €€GL  pipL W
mohm 59 €09 T
¢0'69 28'v. 2069 un
90°c ze'e 90¢ n
|ejol % sopeuolIdds|es % sS0sS20NS _U.MSQ
Gl ‘v1 :penD [9p uoIoedIgn .
00001 -s=|BjO] so0sadng
GCCB -SOPRUOIDIRIRS SOSIINS
€00°50-91-Z) :ONY2lY |-
3d 002a2/0114 §2aD

€ 1 MOW U092 UgIorAOR ap sandsap seuewny +£J9D SeIN@2 U 00zZAD op Jejnjao aloladns | ap ugisaldxg

€00'50-94-C1

144



ES 2 586 825 T3

(¢ sped) /Z vdNOI4

62'v7L 6¥'Gl YAd) SR

8G°1 LL'L 8G1 T
LL‘oL 0528 1192 N
120 62°0 rd n

|ejoyq 9, SOpeuoldd9RS 9% SOS3aING pend

L1 ‘Gl penD |9p ugloedlqn
00001 :S9|ejo] s0saINg
GZZ6 :SOPeUOIDD8[8S S0SadNg

€00°G0-91-C| -OAYdlyY

€00'90-91-¢}

3d 002d2/0dV a0

€ 1MOW U092 ugioeAloe ap sendsap seuewny +£d20 SEINI@o Ud 00Zd)D op Jejn|ao alvladns | ap uoisaldxg

145



( eued) /zZ vdNOI4

ES 2 586 825 T3

£5°69 'l £G69 <h
0581 1902 0581 1l
ce'l 05‘t Gel N
1£0 L0 1€ n
|ejo] 9%, SOpPeUOIIID|BS % SOSIING pens

€ 1MOW Uo0d UgIoBAIOR 9p sondsop seuewny +£0 SeIN9 U 00zZAD op Jejnjed aviadns e ap uoisaldxg

Gl ‘¥l :pend |sp ugloedlqn

0000| :S9|ejo] S0SaoNg

G/69Q -SOpPEeUOIIIDRS SO0SIINS

£00°G0

-91-Z1 ‘0AIYoIY

prrrT

DdV 0dojos|/g gADdDIed 8AD

£0060-91-C|

146



ES 2 586 825 T3

#2'0
612
190
1698

(g sued) /Z vdNOId

]

z8‘0 v/ e
Zv'e 612 T
v1°0 19 ¥N

€096 1698 n

18301 %

€ [ MOW Uod UgioeAnOR ap sandsap seuewny +£0D SEIN9D Ud 00zaD op Jenjeo alviadns g| ap uolisaldx]

SOpeuo|229j9g % SO0SaING peno

Gl ‘P -pend [9p uoloedIqN
00001 :S9|ejo] sosadNg
/G06 :SOpeUOII8|9S S0SaoNg

800°G0-91L-Cl -ONIYdIY

800°G0-91-¢1

OdV ¥A0/5'6A0dD19d odojos|

-n

147



ES 2 586 825 T3

1'8Z
180

gs‘ieg
89°6€

(9 aued) sz vdNOI4

er'Le 1v82 g
960 /8 T
6Lz GSLZ an

|8 €V B896¢€ N

|e}01 % SOPEeuoIdIS3S Y% SO0SIING pen)

Gl ‘¥1 ‘pend [ap uoloealqn
00001 -so|e10] sos=Ing
/G006 -SOPEUOIJOI|IRG S0SadnNg

¢00'G0-91-Cl -OAIYaIY

2dV ¥a0/5'5hkDdDI8d 8aD

¢00°50-9L-Cl

H-¢14

€ 1MOW Uod ugioeAloe ap sandsap seuewny +£J0 SeN@9 us 00zZao ap Jejniao aloiiadns e ap ugisaldxg

148



ES 2 586 825 T3

V8¢ VdNOIld

Odd3NIILNY 130 NOIDVHLINIONOD

lwyBn 0 wybn |

lw/Bn 0

———
— e
——
——
—

0L

02

VOZOINEA — = —
LO-ZAEA —o— \-l

0¢

e

oy

o«

002A2J-ILNY ¥0d YAVIA3IW 00AV YiVd S3TAISNIS SYNVIA ONOD NIAYIS L SOLIOOANIT 3d
S3U01Ld3038 3A NOIOVZITVNIS 30 SIAVYL V SOAVAILOV SONVINNH L SOLIOO4NIT SO

VOI4|03d$3 SISIT 3d 3rv.IN3OH0d

149



ES 2 586 825 T3

d8¢ YdNoIl4

Od¥3INDILNY 13d NOIOVHLNIONOD
juyBn oL lwyBn | lw/Bn |0 0

0}

Gl

POCO-INEA — = —
}O-CAEA —o—

0C

— /

14

0g

Gt

002AO-ILNY d0Od VAVIA3IW 90AV YiVd S3TTISNIS SYNVIA OWOD N3AYIS L SOLIOOANIT 3d
S3¥0Ld303d 3A NOIDVZITVNIS 3d SIAVYL ¥V SOAVAILOY SONVININH L SOLIDO0ANIT SO

-0v

vOId]103dS43 SISIT 3d 3rv.LN3IOHOd

150



ES 2 586 825 T3

6¢ YdNOId

T0HA3IN ‘NIXVIE OIAl 'YLINOZ Gesl g6 vaguv W YINOT13IN £l
NIQYWNOO 'V13NOZ 69¢EC 68 VddvA N YWOTIIN Zh
Y13IW0Z 'YNOSINGIHd 88es a8 Yddv) A YINOTAIN L
¥L12d ‘NIH 9506 c8 VddW N YINOT3IN ol
VL13IWOZ ‘dSINVHY 9051 9/ VddW) N YWOT3IN 6
VYNOSINa3INd ‘V13WO0Z 17414 W] YddW) W YWOTIIN 8
ONNONIN 61¥E A3 TYNOT2IT0d | W YINOT3IIN L
(X3Q 'NIA 'X0Q) GAQ 'dS3NVHY ‘NIGYANOD 2912 ¥l OAILYDIN | WYWOTAIN | 9
YL3WOZ 'dSINVYY ‘3aVIT3A 'OLY 160€ 4} VddWA N YIWOT3IIN g
3aYO13A NYTIV4T3IN 9G0% cl VddvA W YINOT3IN 14
an #8048 £e IYNOToITOd | TYINGON £
anN 6l 8t TYNOTIOINOd | TYIWHON [
anN G99 *14 TYNOT10IM0d TYIWHON |
(vDIdL3IN03D VIg3n v13a
QvaISN3LNI ONOD
oavsaydxa) (% OWOD oavsaydxa) vuIon
IYNLOY ODINITD OLNIINYLVAEL 0dOLOsI 30 ©dOoLosl 3 ¥N3AvD 3a oavis3 valsann
TOMLNOD 30 SAAVHL V TJOMLNOD 30 SIAVHL ¥ 0dOLOSI
oqio3avisa oaloaavisa i
IvEgnn IvEsin

(YWSvY1d N3 SY1n132)
+8£09 SILNVTTINE SYINTID N3 002ad 3a NOISTHJIXI

151



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias 
	Reivindicaciones
	Dibujos


