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ES 2602 633 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos anti-PSGL-1
ANTECEDENTES

Células T excesivamente agresivas conducen a menudo a respuestas inmunes indeseadas, las cuales, a su vez,
provocan diversos trastornos, p.ej., enfermedades autoinmunes, rechazos de trasplantes, enfermedades alérgicas
y canceres derivados de células T. Por lo tanto, el control de las células T agresivas es critico para tratar este tipo
de trastornos. La actividad de estas células puede ser contenida mediante inmunosupresién o mediante induccién
de la tolerancia inmunolégica. Una solucién alternativa es la induccion de la apoptosis, que se piensa que esta
implicada en la eliminaciéon de células indeseadas, incluidas células T excesivamente agresivas. Véase, p. €j.,
Kabelitz et al. (1993) Immunol Today 14, 338-340; y Raff (1992)Nature 356, 397-399.

El documento US2003049252 describe que compuestos que se unen a P-selectina glicoproteina ligando-1 (PSGL-
1 — siglas en inglés) sobre la superficie de células T o células asesinas naturales (NK — siglas en inglés) se pueden
utilizar para inducir el agotamiento de células T o células NK y/o para inducir la apoptosis de células T o células
NK. Moore KL et al. J Cell Biol, febrero de 1995 ; 128(4) :661-71 describe que P-selectina glicoproteina ligando-1
media en la rodadura de neutréfilos humanos sobre P-selectina. Li F et al, J Biol Chem, marzo de 1996 15;
271(11) :6342-8 describe la visualizacion de P-selectina glicoproteina ligando-1 como una molécula ampliamente
extendida y la representacion en mapa de epitopos de la proteina para anticuerpos monoclonales.

SUMARIO

Esta invencion se refiere a anticuerpos que inducen la apoptosis tras la union a P-selectina glicoproteina ligando-1
(PSGL-1) sobre células T activadas.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina
glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en la union entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en
donde el anticuerpo, tras la union a P-selectina glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada induce la
muerte de la célula T activada, en donde el anticuerpo comprende una primera cadena de inmunoglobulina, que es
una cadena ligera, que contiene SEQ ID NOs: 1-3, y una segunda cadena, que es una cadena pesada, que
contiene SEQ ID NOs: 4-6 para uso en el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD —
siglas en inglés).

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina
glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en la union entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en
donde el anticuerpo, tras unirse a P-selectina glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada, induce la muerte
de la célula T activada, en donde el anticuerpo comprende una primera cadena de inmunoglobulina, que es una
cadena ligera, que contiene SEQ ID NOs: 1-3 y una segunda cadena, que es una cadena pesada, que contiene
SEQ ID NOs: 4-6 en la producciéon de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a
hospedante (GVHD).

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina
glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en la union entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en
donde el anticuerpo, tras unirse a P-selectina glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada, induce la muerte
de la célula T activada, en donde el anticuerpo se une especificamente a los residuos aminoacidos 115-126 de P-
selectina glicoproteina ligando-1 humano para uso en el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a
hospedante (GVHD).

En otro aspecto mas, la presente invenciéon se refiere al uso de un anticuerpo que se une especificamente a P-
selectina glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en la unién entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-
selectina, en donde el anticuerpo, tras unirse a P-selectina glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada,
induce la muerte de la célula T activada, en donde el anticuerpo se une especificamente a los residuos
aminoacidos 115-126 de P-selectina glicoproteina ligando-1 humano en la produccién de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD).

Una cadena de inmunoglobulina que tiene tres secuencias que (i) contienen, respectivamente,
RSSQSIVHNDGNTYFE, KVSNRFS y FQGSYVPLT (SEQ ID Nos. 1-3); (ii) contienen, respectivamente, SFGMH,
YINGGSSTIFYANAVKG y YASYGGGAMDY (SEQ ID NOs: 4-6); (iii) contienen, respectivamente,
RASSTVNSTYLH, GSSNLAS y QQYSGYPLT (SEQ ID NOs: 7-9); (iv) contienen, respectivamente, AYYIH,
VNPNTGGTSYNPKFKG y SGSPYYRYDD (SEQ ID NOs: 10-12); (v) contienen, respectivamente,
RSSQSIVNSNGNTYLE, KVSNRFS y FQGSHVPWT (SEQ ID NOs: 13-15); o (vi) contienen, respectivamente,
TNAMNWVRQAPGKGLE, TYYADSVKD y GGSYWYFDV (SEQ ID NOs: 16-18) se divulga en esta memoria.
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Cada uno de los seis conjuntos de secuencias recién descritos corresponde a las tres regiones determinantes de la

complementariedad (CDRs — siglas en inglés) de cadena ligera o pesada de un anticuerpo que se une a PSGL-1,

tales como las de los tres anticuerpos 15A7, 43B6 y 9F9 descritos en los ejemplos que figuran mas adelante, En lo

que sigue se muestran las regiones variables (V) de cadena ligera y cadena pesada de estos tres anticuerpos
5 (SEQ ID NOs: 19-26, las CDRs estan subrayadas y destacadas):

SEQ ID NO: 19 (regién V de la cadena ligera de 15A7 de raton):

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81l

301
101

361
121

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGAT
Mm K L p ¥ R L L ¥ L M F W I P A S S5 5 D

ATTTTGATGACCCAAACTCCACTGTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCARATA
I ..« T @ T P L S L P Vv S L G D @ A 5 I

TCTT GCAGATC AGT CAGAGC‘AT T GTACATAATGATGGAAACAC CTAT TTT GAAT GGTAC
E W Y

L ¢ K P G Q 5 P K L L I Y

GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACACATTTCACACTCAACATCAGC
G v p DR F 5 6 & 6 & G T H F T L I I &5

AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCAT
R VvV E A E D L G I Y Y C F

GTTCCTCTC

ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAR
T F G A G T K L E L K

SEQ ID NO: 20 (region V de la cadena pesada de 15A7 de raton):

1l ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTTGTCCTTATTTTARRAGGTGTCCAGTGTGAT

1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

m D & R L N L ¥ ¥ L % L I L K G ¥ ¢Q C D

GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTCCCGGARACTCTCC
vV @ L v E $§$ 66 66 66 L Vv Q P G G 5 R E L 35

TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTTTGGAATGCACTGGGTTCGTCAGGCTCCA
H W V R Q A P

E F T I S E D N P K N T L F L

Q M T I L R § E D T A I Y ¥ C G R

G ¢ ¢ T S Vv T W S 8§

10 SEQ ID NO: 21 (regién V de la cadena ligera de 43B6 de raton):
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ATGGATTTTCTGGTGCAGATTTTCAGCTTCTTGCTAATCAGTGCCTCAGTTGCAATGTCC
m p rr L ¥ Q I F S F L L I § A § ¥ A M 5

AGAGGAGAAAATGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGARAARG
R 6 E W v L T ¢ S5 P A I M S5 A2 S5 P G E K

GTCACCATGACCTGCAGGGCCAGCTCAACTGTARATTCCACTTACTTGCACTGGTTCCAG
v T M T C R A ¢ H W F Q

CAGARGTCAGGTGCCTCCCCCAAACTCTGGATTTATGGCTCATCCAACTTGGCTTCTGGA
Q K § G A S P K L W I Y & § b § G

GTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGT
v P A R F § G & G & G T & ¥ & L T I & &

GTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTACAGTGGTTACCCACTCACG

TTCGGTGCTGGGACCACGCTGGAGCTGAARA
F G A G T T L E L K

SEQ ID NO: 22 (region V de la cadena pesada de 43B6 de raton):

1
1

61
21

241

301

101

361
121

ATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGTCACTACAGGTGTCCACTCTGAG
m E wW 5 wW ¥V F L F L L S ¥V T T G V¥V H § E

GTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGACCTGGTGAAGCCTGGGGCTTTAGTGAAGATATCC
v g L ¢ ¢ 5 66 P D L ¥V K P G A L ¥V K I &5

TGCARGGCTTCTGGTTACT CATTCACTGC_CTACTACATTCA_CTGGGTGAAGCRGAG CCAT

C K A 5§ G Y § F T A y . H W Vv K Q § H
GGRRAGAGCCTTGAGTGGATTGGACGTGTTAATCCTAATACTGGTGGTACTAGCTACAAC
G K § L E W I G R ¥ BN : EoN

CCGAAGTTCAAGGGCAAGGCCATATTAAATGTAGATAAGTCATCCAGCACAGCCTACATG
P G K K A I L W ¥ D K S S S T & Y M

GAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGGGATCC
E L R S L T S8 E D S8 & V Y ¥ C A R 5

CCCTACTATAGGTACGACGACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA

D W G ¢ G T T L T V § S

SEQ ID NO: 23 (regién V de la cadena ligera de 9F9 de raton):
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ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGAT
Mm K L P ¥ R L L ¥ L M F W I P A S5 § § D

GTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATC
¥ L M T ¢© T P L & L P VvV § L G D ¢ A S I

TCTTGCA
5 C

L Q

GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGC
G v P DR F 5§ G & G &5 GG T D F T L K I &

AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTGG
R V E A E D L G Vv ¥ ¥ C FE sl :

ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAAR
T F G G G T K L E I K

SEQ ID NO: 24 (region V de la cadena pesada de 9F9 de raton):

1 ATGCTGTTGGGGCTGAAGTGGGTTTTCTTTGTTGTTTITTTATCAAGGTGTGCATTGTGAG

1

241

301

101

361
121

Mm ». L G L K W v F F ¥ VvV F Y @ &G Vv H C E

GTGCAGCTTGTTGAGACTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGARACTCTCA
v Q L v E T G 6 G L Vv ©Q P K G & L K L &5

TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAATACCAATGCCRTGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCA
c A A & G F T F H :

GGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATAATTATGCAACATAT
; I R 5§ K S I N Y A '

TATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATACACARAGCATGATC
pD R F T I 5 R D D T @Q S M I

TATCTGCAAATGAACAACTTGAARACTGAGGACACAGGCATGTATTACTGTGTGAGAGGG
Yy . ¢ M ®w ®wW L K T E D T & M Y Y C V R g

GGAAGCTACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
j G A G T T ¥ T ¥V §5§ &

Dado que la especificidad de unién a antigeno de un anticuerpo viene determinada por sus CDRs de cadenas
ligera y pesada, las CDRs anteriores se pueden utilizar para generar derivados de anticuerpos que conserven la
especificidad de unién al antigeno. Ejemplos de derivados de anticuerpos incluyen anticuerpos quiméricos,
anticuerpos humanizados y sus equivalentes funcionales. Se muestran a continuacion la region V de la cadena
ligera (SEQ ID NO: 25) y la regién V de la cadena pesada (SEQ ID NO: 26) de un anticuerpo 15A7 humanizado,
que incluye las SEQ ID NOs: 1-3 y las SEQ ID NOs: 4-6, respectivamente:

SEQ ID NO: 25 (regién V de la cadena ligera de 15A7 humanizado):

DIQMTQSPSSLSAQVGDRVTITCRSSQSIVHNBGNTYFEWYQQKPGKAPKLLIYKVSNREQGVPQRFSGQG

SGTEFTLTISSLQPEDF&TYYCE@H_

TFGQGTEVEIK

SEQ ID NO: 26 (region V de la cadena pesada de 15A7 humanizado):

5
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCRAASGFTFSSFGMHWVRQAPGKGLENVAY THGGS

RDNAEKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARYASYGEG YWGQGTLVTVSS

Un acido nucleico aislado que tiene una secuencia que codifica una de las cadenas de inmunoglobulina arriba
descritas se divulga en esta memoria. El término “anticuerpo” o la expresion “cadena de inmunoglobulina” se
refiere a un polipéptido aislado, es decir, un polipéptido que ha sido sustancialmente separado de otras proteinas,
lipidos y acidos nucleicos con los que esta asociado de forma natural. El polipéptido puede constituir al menos el
50, 70 6 95% en peso seco de la preparacion purificada. Un “acido nucleico aislado” se refiere a un acido nucleico,
cuya estructura no es idéntica a la de cualquier acido nucleico que se produzca de forma natural o a la de
cualquier fragmento de un acido nucleico genémico que se produzca de forma natural. Por lo tanto, la expresion
cubre, por ejemplo, (a) un ADN que tiene la secuencia de parte de una molécula de ADN gendmico que se produce
de forma natural, pero que no esta flanqueada por las dos secuencias codificadoras que flanquean esa parte de la
molécula en el genoma del organismo en el que se produce de forma natural; (b) un acido nucleico incorporado en
un vector o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota de una manera tal que la molécula resultante no es
idéntica a cualquier vector a ADN gendmico que se produce de forma natural; (c) una molécula separada tal como
un ADNCc, un fragmento genémico, un fragmento producido por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR - siglas
en inglés), o un fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de nucleétidos recombinantes que es parte de un
gen hibrido, es decir, un gen que codifica una proteina de fusion. El acido nucleico se puede utilizar para expresar
un polipéptido. Para este fin, se puede enlazar operativamente el acido nucleico a secuencias reguladoras
adecuadas para generar un vector de expresion.

Un vector se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que esta
enlazado, y también capaz de replicacion auténoma o integracién en un ADN hospedante. Ejemplos incluyen un
plasmido, cdsmido y un vector viral. Un vector incluye un acido nucleico en una forma adecuada para la expresion
del acido nucleico en una célula hospedante. Preferiblemente, el vector incluye una o mas secuencias reguladoras
operativamente enlazadas a la secuencia del acido nucleico a expresar. Ejemplos de una secuencia reguladora
incluyen promotores, reforzadores y otros elementos para el control de la expresion (p. ej., sefiales de
poliadenilacién). Secuencias reguladoras también incluyen las que dirigen la expresidon constitutiva de una
secuencia de nucleétidos, asi como secuencias reguladoras especificas para el tejido y/o inducibles. El disefio de
un vector de expresion de este tipo se basa en consideraciones que incluyen la eleccién de la célula hospedante a
transformar y del nivel de expresidon deseado. Un vector de expresion se puede introducir en células hospedantes
para producir un polipéptido de esta invencion. Una célula hospedante que contiene el acido nucleico arriba
descrito. Una célula hospedante se refiere a una célula que contiene una secuencia codificadora o una secuencia
no codificadora exdgena se divulga en esta memoria. Una secuencia exdgena se puede introducir en una célula
mediante transfecciéon con fosfato de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-dextrano o electroporacion. Células
hospedantes adecuadas incluyen células bacterianas (p. €j., E. coli, Bacillus subtilis y Salmonella typhimurium),
células de levaduras (p. €j., Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe), células vegetales (p. €j.,
Nicotiana tabacum y Gossypium hirsutum) y células de mamiferos (p. e€j., células de hibridoma murinas, células
CHO y fibroblastos 3T3).

Para producir una cadena de inmunoglobulina, se puede disponer una célula hospedante en un cultivo bajo
condiciones que permitan la expresion de un polipéptido codificado por un acido nucleico arriba descrito y aislar el
polipéptido a partir del cultivo. Alternativamente, un acido nucleico se puede transcribir y traducir in vitro, por
ejemplo utilizando secuencias reguladoras del promotor T7 y T7 polimerasa.

Dentro del alcance de esta invencién se encuentra un anticuerpo como el reivindicado para uso en el tratamiento
de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD). Este se forma mediante una primera cadena de
inmunoglobulina y una segunda cadena de inmunoglobulina que contienen, respectivamente, las CDRs de la
cadena ligera y las CDRs de la cadena pesada del anticuerpo 15A7, 43B6 o 9F9 de ratén arriba mencionado.
Preferiblemente, este anticuerpo se forma mediante las cadenas ligera y pesada de 15A7.

También se divulga en esta memoria otro anticuerpo que (i) se une especificamente a P-selectina glicoproteina
ligando-1 humano sin interferir en la unién entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, y (ii) tras la
union a P-selectina glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada, induce la muerte de la célula T, en donde
el anticuerpo se une especificamente a los residuos aminoacidos 115-126 de P-selectina glicoproteina ligando-1
maduro humano para uso en el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD).
Preferiblemente, el anticuerpo se une especificamente a los residuos aminoacidos 117-123. Mas preferiblemente,
se une especificamente a los residuos aminoacidos 119-121, una secuencia consenso entre todos los epitopos
sometidos a ensayo. De hecho, la mutacion de uno o mas de estos tres residuos aminoacidos anula la unién del
anticuerpo. En un ejemplo, este anticuerpo, tras la uniéon a P-selectina glicoproteina ligando-1 sobre una célula T
activada, induce la muerte de la célula T.
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En una realizaciéon, uno de los dos anticuerpos mencionados inmediatamente arriba se forma mediante una
cadena ligera y una cadena pesada que contienen, respectivamente, SEQ ID NOs: 1-3 y SEQ ID NOs: 4-6 (p. €j.,
SEQ ID NOs: 19y 20, o SEQ ID NOs: 25 y 26).

Un método para inducir la muerte de una célula T activada se divulga en esta memoria. El método incluye poner
en contacto uno de los tres anticuerpos arriba descritos con una célula T activada, en que la unién del anticuerpo a
la célula T activada induce la muerte de la célula.

Un método para modular una respuesta inmune, mediada por células T, en un sujeto también se divulga en esta
memoria. El método incluye (1) identificar un sujeto que tenga o que esté en riesgo de tener una afeccion
relacionada con una respuesta inmune excesiva mediada por células T, y (2) administrar al sujeto una cantidad
eficaz de uno de los tres anticuerpos arriba descritos. Una “respuesta inmune excesiva mediada por células T” se
refiere a una respuesta provocada por un nivel excesivo de células T activadas. Un nivel excesivo se refiere a (1)
un nivel mayor que un nivel normal, y (2) un nivel mayor que el deseado en un individuo, incluso a pesar de que no
sea mayor que un nivel normal. Ejemplos de la afeccién incluyen una enfermedad inflamatoria, una enfermedad
autoinmune, una enfermedad alérgica, o un cancer de células T, asi como una situacién en la que un sujeto ha
recibido o se contempla que reciba un trasplante alogeneico o xenogeneico.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se recogen en la descripcion que se acompafa a
continuacion. Ofras caracteristicas, objetos y ventajas de la invenciéon resultaran evidentes a partir de la
descripcion detallada.

DESCRIPCION DETALLADA

Esta invencion se basa, al menos en parte, en un descubrimiento inesperado de que células T activadas pueden
ser inducidas a sufrir una apoptosis y pueden ser agotadas mediante la unién de anticuerpos o sus derivados a
PSGL-1 sobre las células activadas. Los anticuerpos y derivados son Utiles para tratar afecciones asociadas con
una respuesta inmune excesiva o indeseada mediada por células T o una proliferacién de células T.

Por consiguiente, la invencion recoge polipéptidos que contienen CDRs de la cadena ligera o pesada de
inmunoglobulina de anticuerpos anti-PSGL-1, asi como acidos nucleicos que los codifican. Tanto las cadenas de
inmunoglobulina como los acidos nucleicos se pueden utilizar para producir los anticuerpos y derivados arriba
mencionados.

Una cadena de inmunoglobulina se puede obtener como un polipéptido sintético o polipéptido recombinante. Para
preparar un polipéptido recombinante, un acido nucleico que lo codifica puede ser enlazado a otro acido nucleico
que codifica un participante en la fusién, p. ej. glutation-S-transferasa (GST - siglas en inglés), 6x etiqueta de
epitopo His, proteina gen 3 de M13, o una regién constante la cadena pesada de inmunoglobulina. El acido
nucleico de fusion resultante se puede introducir en una célula para la expresion de proteinas. La proteina de
fusién puede aislarse a partir de la célula hospedante por métodos bien conocidos en la técnica. La proteina de
fusion aislada puede ser tratada adicionalmente, p. ej., mediante digestion enzimatica para separar el participante
en la fusion y obtener el polipéptido recombinante de interés. Alternativamente, se puede obtener una cadena de
inmunoglobulina a partir de una célula hospedante adecuada, activando la expresion enddégena de un acido
nucleico que codifica la cadena.

La composicion de aminoacidos de una cadena de inmunoglobulina puede variar sin interrumpir la capacidad de
formar un anticuerpo capaz de unirse a PSGL-1. Por ejemplo, una variante de este tipo puede contener una o mas
sustituciones de aminoacidos conservativas. Una “sustitucion de aminoacidos conservativa” es una en la que el
residuo aminoacido es reemplazado por un residuo aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Familias de
residuos aminoacidos que tienen cadenas laterales similares han sido definidas en la técnica. Estas familias
incluyen aminoacidos con cadenas laterales de caracter basico (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
de caracter acido (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (p. €j. glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (p. €j., treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asi, un residuo
aminoacido no esencial predicho en un polipéptido es preferiblemente reemplazado por otro residuo aminoacido de
la misma familia de las cadenas laterales. Alternativamente, se pueden introducir mutaciones al azar a lo largo de
la totalidad o parte de un polipéptido de esta invencién, tal como mediante mutagénesis por saturacion, y los
mutantes resultantes se pueden rastrear en cuanto a la capacidad de formar un anticuerpo capaz de unirse a
PSGL-1 para identificar variantes de esta invencion segun se describe mas adelante en los ejemplos. Las cadenas
y variantes de inmunoglobulina arriba descritas pueden utilizarse para producir un anticuerpo de esta invencion o
sus derivados. Un “anticuerpo” incluye moléculas intactas asi como fragmentos de las mismas tales como Fab,
F(ab’)2, Fv, scFv (anticuerpo de cadena sencilla), y dAb (anticuerpo de dominio; Ward, et. al. (1989) Nature, 341,
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544). Un derivado de un anticuerpo se refiere a una proteina o a un complejo de proteinas que tiene una variante
de polipéptido. Un anticuerpo o derivado se puede producir co-expresando polipéptidos que contienen CDRs de las
cadenas ligera y pesada correspondientes en una célula hospedante adecuada segun se describe en los ejemplos
que figuran mas adelante. Alternativamente, se pueden producir por métodos conocidos en la técnica de preparar
anticuerpos monoclonales y policlonales y fragmentos. Véase, p. ej., Harlow y Lane, (1988) Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York.

Para producir un anticuerpo, PSGL-1 o su fragmento antigénico se puede acoplar a una proteina soporte tal como
KLH, mezclar con un adyuvante o inyectar en un animal hospedante. Anticuerpos producidos en ese animal
pueden luego modificarse mediante cromatografia de afinidad de péptidos. Animales hospedantes comunmente
empleados incluyen conejos, ratones, cobayas y ratas. Se pueden utilizar diversos adyuvantes para aumentar la
respuesta inmunoldgica dependiendo de la especie hospedante, e incluyen adyuvante de Freund (completo e
incompleto), geles minerales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles
pluronic, polianiones, péptidos, emulsiones en aceite, hemocianina de la lapa bocallave y dinitrofenol. Adyuvantes
humanos utiles incluyen BCG (bacilos de Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.

Anticuerpos policlonales, poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpos, estan presentes en los sueros de
los sujetos inmunizados. Anticuerpos monoclonales, poblaciones homogéneas de anticuerpos contra un antigeno
particular, se pueden preparar utilizando la tecnologia del hibridoma estandar. Véase, p. €j., Kohler et al. (1975)
Nature 256, 495; Kohler et al. (1976) Eur. J. Immunol. 6, 511; Kohler et al. (1976) Eur. J. Immunol. 6, 292; y
Hammerling et al. (1981) Monoclonal Antibodies and T Cell Hybridomas, Elsevier, N.Y. En particular, anticuerpos
monoclonales se pueden obtener por cualquier técnica que proporcione la produccion de moléculas de anticuerpos
por parte de lineas celulares continuas en cultivo tal como se describe en la patente de EE.UU. N° 4.376.110; la
técnica del hibridoma de células B humanas (Kosbor et al. (1983) Immunol Today 4, 72; Cole et al. (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80, 2026) y la técnica del hibridoma de EBV (Cole et al. (1983) Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96). Anticuerpos de este tipo pueden ser de cualquier clase de
inmunoglobulina, incluidas 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas. El hibridoma que produce
los anticuerpos monoclonales de la invenciéon se puede cultivar in vitro o in vivo. La capacidad de producir
elevados titulos de anticuerpos monoclonales in vivo le hace un método particularmente util de produccion.

Ademas, se pueden utilizar técnicas desarrolladas para la produccién de “anticuerpos quméricos”. Véase, p. €j.,
Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851; Neuberger et al. (1984) Nature 312, 604; y Takeda et
al. (1984) Nature 314, 452. Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes partes se derivan de
diferentes especies animales tales como las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo monoclonal
murino y una region constante de inmunoglobulina humana. Alternativamente, técnicas descritas para la
produccién de anticuerpos de cadena sencilla (patentes de EE.UU. N° 4.946.778 y 4.704.692) se pueden adaptar
para producir un banco de fagos de anticuerpos Fv de cadena sencilla. Los anticuerpos de cadena sencilla se
forman enlazando los fragmentos de las cadenas pesada y ligera de la regiéon Fv a través de un puente
aminoacido. Ademas de ello, se pueden generar fragmentos de anticuerpos por técnicas conocidas. Por ejemplo,
fragmentos de este tipo incluyen, pero no se limitan a fragmentos F(ab’), los cuales se pueden producir mediante
la digestion de pepsina de una molécula de anticuerpo y fragmentos Fab que se pueden generar reduciendo los
puentes disulfuro de fragmentos F(ab’),. Los anticuerpos también pueden ser humanizados por métodos descritos
en los ejemplos que figuran mas adelante o conocidos en la técnica. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales con
una especificidad de uniéon deseada pueden ser humanizados comercialmente (Scotgene, Escocia; y Oxford
Molecular, Palo Alto, Calif.). Anticuerpos totalmente humanizados tales como los expresados en animales
transgénicos se encuentran dentro del alcance de la invencién (véase, p. €j., Green et al. (1994) Nature Genetics 7,
13; y patentes de EE.UU. N°s 5.545.806 y 5.569.825).

También se divulga en esta memoria un método para inducir la muerte de células T activadas, p. €j. poniendo en
contacto células T activadas con un anticuerpo de la invencién in vitro y administrando a un sujeto que lo necesite
una cantidad eficaz del anticuerpo. Sujetos a tratar se pueden identificar como que tienen o que estan en riesgo de
tener una afeccion relacionada con una respuesta inmune excesiva o indeseada mediada por células T, p. €j.
pacientes que padecen enfermedades autoinmunes, rechazo de trasplantes, enfermedades alérgicas o canceres
derivados de células T. Este método se puede realizar solo o en unién con otros farmacos o terapia.

El término “tratar” se refiere a la administracion de una composicién a un sujeto con el fin de curar, aliviar,
remediar, prevenir o mejorar un trastorno, el sintoma del trastorno, el estado patolégico secundario al trastorno o
la predisposicién al trastorno. Una “cantidad eficaz” es una cantidad de la composicién que es capaz de producir
un resultado médicamente deseable en un sujeto tratado.

Enfermedades ilustrativas a tratar incluyen diabetes mellitus, artritis (incluida artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, osteoartritis y artritis psoriatica), esclerosis multiple, encefalomielitis, miastenia grave, lupus eritematoso
sistémico, tiroiditis autoinmune, dermatitis (incluida dermatitis atopica y dermatitis eczematosa), psoriasis,
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sindrome de Sjogren, enfermedad de Crohn, Ulcera aftosa, iritis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, diabetes de tipo
I, enfermedades del intestino inflamatorio, colitis ulcerosa, asma, asma alérgica, lupus eritematoso cutaneo,
escleroderma, vaginitis, proctitis, erupciones de farmacos, reacciones inversas leprosas, eritema nodoso leproso,
uveitis autoinmune, encefalomielitis alérgica, encefalopatia hemorragica necrotizante aguda, pérdida de audicién
sensorineural progresiva bilateral idiopatica, anemia aplastica, anemia de glébulos rojos pura, trombocitopenia
idiopatica, policondritis, granulomatosis de Wegener, hepatitis activa cronica, sindrome de Stevens-Johnson,
esteatorrea idiopatica, liquen plano, enfermedad de Graves, sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveitis posterior,
fibrosis pulmonar intersticial, enfermedad de injerto frente a hospedante, casos de trasplante (incluido trasplante
utilizando tejidos alogeneicos o xenogeneicos) tal como trasplante de la médula 6sea, trasplante de higado o el
trasplante de cualquier 6rgano o tejido, alergias tales como alergia atépica, SIDA y neoplasmas de células T tales
como leucemias o linfomas.

En una estrategia in vivo, se administra al sujeto una composicién terapéutica (p. €j., una composicion que
contiene a un anticuerpo de la invencién). Generalmente, el anticuerpo se suspende en un soporte
farmacéuticamente aceptable (p. €j., solucion salina fisioldgica) y se administra por via oral o mediante infusion
intravenosa, o se inyecta o implanta por via subcutanea, intramuscular, intratecal, intraperitoneal, intrarrectal,
intravaginal, intranasal, intragastrica, intratraqueal o intrapulmonar.

La dosificacion requerida depende de la eleccién de la via de administracion; de la naturaleza de la formulacion; de
la naturaleza de la enfermedad del sujeto; del tamafio, peso, superficie especifica, edad y sexo del sujeto; otros
farmacos que estén siendo administrados; y el juicio del médico que le atienda. Dosificaciones adecuadas se
encuentran en el intervalo de 0,01-100,0 mg/kg. Son de esperar variaciones en la dosificacion necesaria a la vista
de la diversidad de composiciones disponibles y de las diferentes eficacias de diversas vias de administracion. Por
ejemplo, seria de esperar que la administracion oral requiriera dosificaciones mayores que la administracion
mediante inyeccion intravenosa. Pueden ajustarse variaciones en estos niveles de dosificacion utilizando rutinas
empiricas convencionales para la optimizacion, tal como se entiende bien en la técnica. La encapsulacién de la
composicion en un vehiculo de suministro adecuado (p. e€j., microparticulas poliméricas o dispositivos
implantables) pueden aumentar la eficacia del suministro, particularmente para el suministro por via oral.

También se divulga una composicion farmacéutica que contiene un soporte farmacéuticamente aceptable y una
cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencion para su uso de acuerdo con la invencién. La composicion
farmacéutica se puede utilizar para tratar enfermedades descritas anteriormente. El soporte farmacéuticamente
aceptable incluye un disolvente, un medio de dispersion, un revestimiento, un agente antibacteriano y antifungico y
un agente isoténico y retardador de la absorcion.

La composicion farmacéutica se puede formular en formas de dosificacion para diferentes vias de administracion
utilizando meétodos convencionales. Por ejemplo, se puede formular en una capsula, un sello de gel o un
comprimido para la administracion oral. Las capsulas pueden contener cualesquiera materiales farmacéuticamente
aceptables estandares tales como gelatina o celulosa. Los comprimidos se pueden formular de acuerdo con
procesos convencionales comprimiendo mezclas de la composicion con un soporte soélido y un lubricante.
Ejemplos de soportes solidos incluyen almidén y azudcar bentonita. La composicién también se puede administrar
en una forma de un comprimido con envuelta dura o una capsula que contiene un aglutinante, p. €j., lactosa o
manitol, una carga convencional y un agente para la formacion de comprimidos. La composiciéon farmacéutica se
puede administrar a través de la via parenteral. Ejemplos de formas de dosificacion parenterales incluyen
disoluciones acuosas, soluciéon salina isoténica o glucosa al 5% del agente activo, u otro excipiente
farmacéuticamente aceptable, bien conocido. Ciclodextrinas u otros agentes solubilizantes bien conocidos para los
que estan familiarizados con la técnica se pueden utilizar como excipientes farmacéuticos para el suministro del
agente terapéutico.

La eficacia de una composicion se puede probar tanto in vitro como in vivo. Véanse, p. €j., los ejemplos que
figuran mas adelante. En sintesis, la composicion se puede someter a ensayo en cuanto a su capacidad para
inducir la muerte de células T activadas in vitro. Para estudios in vivo, la composicion se puede inyectar en un
animal (p. €j., un modelo de raton) y luego se puede acceder a sus efectos terapéuticos. En base a los resultados,
se puede determinar un intervalo de dosificacion y una via de administracion apropiados.

Los ejemplos especificos que figuran a continuacion han de considerarse como meramente ilustrativos y no
limitativos del resto de la descripcion de modo alguno. Sin una elaboracion ulterior, se piensa que un experto en la
técnica puede, en base a la descripcion en esta memoria, utilizar la presente invencion en su mayor medida.

EJEMPLO 1: Anticuerpos monoclonales 15A7, 43B6 y 9F9 de raton

Generacion de anticuerpos anti-PSGL-1

Se utilizaron técnicas convencionales para generar anticuerpos monoclonales de raton que se unen
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especificamente a PSGL-1 humano (hCD162). Mas especificamente, ratones fueron inmunizados con la fraccion
de membrana de células T humanas activadas con PHA y fueron sacrificados para generar lineas celulares de
hibridoma. Sobrenadantes procedentes de las lineas celulares de hibridoma resultantes se rastrearon en cuanto a
la unién a células CHO que expresan establemente hCD162. Se identificaron, subclonaron y analizaron
ulteriormente, tal como se describe mas adelante, aquellas lineas productoras de anticuerpos que se unian a
células CHO que expresan hCD162 pero no a las células CHO parentales.

Entre las lineas identificadas se encontraban m152-15A7, m166-43B6 y m128-9F9. Estas producian anticuerpos
de IgG1 15A7, 43B6 y 9F9, respectivamente. El ensayo de la inmunotransferencia demostré que estos tres
anticuerpos extraian de un lisado de células T activadas una proteina que podia ser detectada por un anticuerpo
anti-hCD162 (kpl-1, PharMingen, San Diego, CA).

Los tres anticuerpos recién descritos se sometieron a ensayo en cuanto a sus capacidades para inducir la
apoptosis de células T activadas. Sobrenadantes del cultivo que contenian anticuerpos monoclonales secretados
por las tres lineas celulares de hibridoma se incubaron respectivamente con células T humanas no activadas (dia
0) o células T humanas activadas in vitro (dia 7) durante 6 horas. Las células fueron luego tefidas con anexina V' y
fueron sometidas a analisis FACS. Células CD3-positivas fueron reguladas para asegurar el recuento de células T
humanas activadas in vitro o células T humanas en reposo. Las células apoptoéticas eran anexina V tincién-
positivas.

La Tabla 1 resume el porcentaje de células T apoptéticas entre la totalidad de las células T escaneadas.

Tabla 1 Porcentaje de células T apoptoticas

No tratadas | Anti-myc | m128-9F9 | No tratadas Anti-myc m152-15A7 | M166-43136
Dia 0 417 6,67 5,82 18,18 15,52 5,23 6,57
Dia 7 12,63 13,36 28,71 24,18 23,08 51,66 49,44

Estos resultados indican que los anticuerpos 15A7, 43B6 y 9F9 de raton (1) son especificos para hCD162 y (2) se
pueden unir a células T activadas humanas y pueden inducir la apoptosis de células T activadas, pero no células T
humanas en reposo.

El ensayo de la apoptosis también se realizé en células mononucleares de sangre periférica humana activadas con
PHA (PBMC - siglas en inglés). Se encontré que los anticuerpos solo inducian la apoptosis en células T activadas,
pero no en células T en reposo, en células B o en neutréfilos.

Es sabido que los anticuerpos que agotan células T, tales como anti-CD3, son capaces de inducir la produccion de
factores solubles. La terapia utilizando anticuerpos de este tipo resulta habitualmente en un sindrome de citocina
deletéreo. Para someter a ensayo si un anticuerpo anti-PSGL-1 también provocaba efectos secundarios asociados
a citocinas, PBMC humanas, aisladas recientemente, fueron cultivadas con 15A7 durante 24, 48 6 72 horas.
Después se determinaron los niveles de citocinas en el sobrenadante. Cantidades considerables de IL-2, TNF-a e
IFN-y se produjeron en PBMC activadas con PHA (control positivo), mientras que niveles de estas citocinas
procedentes de células tratadas con 15A7 no eran detectables. Estos resultados sustentaron que anti-PSGL-1 no
tiene o tiene un efecto pequefio sobre los globulos rojos periféricos en reposo tanto en aspectos de la induccion
apoptoética como en la activacion de células.

Dado que los anticuerpos arriba descritos inducen selectivamente la apoptosis de células T activadas sin provocar
efectos adversos sobre células T en reposo u otras células inmunes, la administracion de los mismos a un sujeto
no es probable que dé cémo resultado una linfopenia o una inmunodeficiencia amplia tal como lo hace anti-CD3 o
un agente inmunosupresor.

Representacién en mapa de los epitopos de anticuerpos anti-CD162

Para representar en mapa los epitopos de union de 15A7, 43B6 y 9179 de ratén sobre CD162 humano, se
expresaron y purificaron una serie de proteinas de fusion que cubrian diversas regiones de CD162 humano. Las
interacciones entre las proteinas de fusion y estos anticuerpos monoclonales se examinaron mediante el analisis
con enzima unida a inmunosorbente (ELISA) sandwich.

En sintesis, fragmentos que cubren diversas regiones del gen CD162 humano fueron expresados como proteinas
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de fusion con la region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina gamma 1 humana en E. coli. ADNc que
codifica la regidn constante de la cadena pesada de inmunoglobulina gamma 1 humana fue amplificada mediante
PCR con cebadores que tienen un sitio Bglll y un sitio BamHI. El producto de la PCR se corté mediante Bglll y
BamHI y se subcloné en un vector pET-32a (Novagen) que habia sido digerido por las mismas enzimas. Después
se amplificaron mediante PCR ADNcs que codifican diversas regiones de hCD162 con cebadores que tienen un
sitio Ndel en el extremo 5’ y un sitio Bglll en el extremo 3’. Los productos de la PCR se cortaron mediante las
correspondientes enzimas y se fusionaron en marco a la secuencia que codifica la region constante de la cadena
pesada de inmunoglobulina gamma 1 humana en el vector pET-32a. Los cebadores utilizados en cada una de las
construcciones se listan en la Tabla 2, y las secuencias de los cebadores se listan en la Tabla 3.

Tabla 2 Nombres de cebadores utilizados en cada uno de los experimentos
Para secuencias amplificadoras que codifican: Cebador directo Cebador inverso
Fragmentos de hCD162 expresados en E. coli
42-119 AB1001 AB1005
Ja2-80 AB1001 AB1008B
61-959 AB1003 AB10609
jg1-110 Ab1004 AB1005
42-740 ARBL1GOL AB1007
42-60 AB1G01 AB1G06
50-80 AB1002 AB100B
50-70 AB1002 Ab1007
42-319 AB1001 Ab1010
115-126 ABLO22 AB1023
115-126EtoR AB1024 AB1025
Regién V de ADNcs
Cadena ligera : 'AB1058 AB105%
Cadena pesada AB1058 AB1060
Fragmentos de hCD162 expresados en mamiferos
1-119 AB1011 AB1013
1-319 AB1011 AB1012
110-319 AB1Q58 AB1059
04-148 AB1020 AB1021
119-222 AB1018 AB1019
174-269 AB1016 AB1017
214-317 AB1014 AB1015
Cadenas quiméricas
Cadena ligera de 15A7 AR1030 AB1031
Cadena pesada de 15A7 AB1032 AB1033
Cadena ligera de 9F9 AB1026 A131027
Cadena pesada de 9F9 AB1028 AB1029
Cadena ligera de 4386 ABLO34 ABL035
Cadena pesada de 43B6 AB1036 AB1037
Cadenas humanizadas
Cadena ligera de 15A7
Cadena ligera de 15A7 1° par AB1048 AB1057
Cadena ligera de 15A7 2° par AD1049 ABLOS0
AB1051 AB1052
Cadena ligera de 15A7 3° par AB1053 ABLO54
Cadena ligera de 15A7 4° par AB1055 AbLOSE
Cadena pesada de 15A7 AB1038 AB1047
Cadena pesada de 15A7 1° par AB10239 AB1040
Cadena pesada de 15A7 2° par AB1041 AB1042
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Cadena pesada de 15A7 3° par AB1043 AB1044
Cadena pesada de 15A7 4° par AB1045 AB1046

Tabla 3. Secuencias de cebadores

Nombre

AB1001
AB100Z
AB1003
AB1004
AB1005
AB1006
AB1007
AB1008
AB100O9
AB1010
AB1011
AB1012
AB1013
AB1058
AB1059
AB1014
AB1015
AB1016
AB1017
AB1018
AB1019
AB1020
AB1021
AB1022
AB1023
AB1024
AB1025
AB10Z6
AB1027
AB10238
AB1029
AB1030
AB1031
AB1032
AB1033
AB1034
AB1035
AB1036
AB1037
AB1038
AB1039
AB1040
AB1041

Secuencia

cccgggacCATATGcaggecaccgaatatgagtace
tatgagCATATGgattatgatttcctgeccagaaacgy
aaacggagCATATGgaaatgectgaggaacagcactgacace
aacccctCATATGaccactgtggagcctgectgcaaggeqg
gtggtcAGATCTtccatagctgctgaatecgtggacagy
GTTCCTCAGATCTTCTGGAGGCTCCGTITTCTGGCAGG
AGGCCCAAGATCTGGAGTGGTGTCAGTGCTGTTCCTC
ggctccAGATCTgtagactcaggggttccagygccc
gtggtcAGATCTgtgactgcccctectgeatecaggec
GCCAGCAGATCTTGCTTCACAGAGATGTGGTCTGGGG
cgeggatccatgectetgecaactectectgttge
GCCAGCCTCGAGCTTICACAGAGATGTGGTCTGGGE
GGTCTGectecgagCATAGCTGCTGAATCCGTGGACAGGTTC
agacaggccaccgaagggaacctgtecacyg
cgtggacaggtteccecctteggtggectgtet
ccgctcgagcgccaagattaggatgge
cgggatccactcaaaccacagccatgg
ccygctcgagtggtagtaggttccatgy
cgggatcaactcaacccacaggcctyg
ctgtgcctcgagggctgtggtttgagty
cgggatccatggagatacagaccactcaac
cgggatccgatgcaggaggggcagtcac
ggccgtcactegagttgtetgtgecte
TatgGATTCAGCAGCTATGGAGATACAGACCACTCAACCAgCAR
GATCTgcTGGTTGAGTGGTCTGTATCTCCATAGCTGCTGAATCCA
TatgGATTCAGCAGCTATGCGGATACAGACCACTCAACCAGCA
GATCTgcTGGTTGAGTGGTCTGTATCCGCATAGCTGCTGARTCCA
CTAGTCTAGATGACCCARACTCCACTCTCCC
CTAGTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTAGCATCAGCCCGTTTGATTTCC
TAACATtctagATGCTGTTIGGGGCTGARGTGGGE
GGATAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTGACCGTGG
CTAGTCTAGATGGAGACAGACACACTCCTGTTATGGG
CTAGTCTAGAATTAGGAARAGTGCACTTTTTCCAGCTTGGTCCCCCCTCC
CTAGTCTAGATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCC
CTAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTGACTGAGGE L
CTAGTCTAGATGGATTTTCTGGTGCAGATTTTCAGC
CTAGTCTAGAATTAGGARAGTGCACTTAGCATCAGCCCGTTTCAGCTCC
CTAGTCTAGATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTC
CTAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCAGCTTCCAGTGGATAGACTGATGG
TCTATCTAGATGAACTTCGGGTCCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTARAAGGTGTCCAGTG
CCTTGTTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAACTGGTGGAGTCTGGEGGAGGCTTAGTGCAGCCTGG
CTGAAAGTGAATCCAGAGGCTGCACAGGAGAGTCTCAAGCTTCCTCCAGGCTGCACTAAGCCTCC
GCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTTTGGAATGCACTGGGTTCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTCGAG
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AB1042 GCATAGRAGATGGTACTACTGCCACCATTAATGTATGCGACCCACTCGAGTCCCTTCCCTGGAGCC
AB1043 GTAGTACCATCTTCTATGCAAACGCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGATAATGCC
AB1044 CCTCAGCCCTCAGAGAATTCATTTGCAGGTACAGGGTGTTCTTGGCATTATCTCTGGAGATGG
AB1045 GAATTCTCTGAGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGATATGCTAGTTACGGAGG
AB1046 CTGTGACCAGGGTGCCTTGGCCCCAATAGTCCATAGCACCCCCTCCGTAACTAGCATATC
AB1047 ACCCTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACTGTGACCAGGGTGCCTTGGCC

AB1048 TCTATCTAGATGGAGACAGACACAATCCTGCTATGGGTGCTGCTGCTCTGGGTTCCAGGC
AB1049 GCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCACTGGTGACATTCAGATGACCCAATCTCCGAGCTCTTTG
AB1050 GATCTGCAGGTGATAGTGACCCTATCCCCTACAGACGCAGACAAAGAGCTCGGAGATTGG
AB1051 CACTATCACCTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAATGATGGAAACACCTATTTTGAATG
AB1052 GATGAGAAGCTTGGGTGCCTTTCCTGGTTTCTGTTGGTACCATTCARAATAGGTGTTTC

AB1053 GCACCCAAGCTTCTCATCTATAAAGTTTCCAATCGATTTTCTGGTGTCCCATCCAGGTTTAGTGGC
AB1054 GCAGAGAAGAGATGGTGAGGGTGAAGTGTGTCCCAGACCCACTGCCACTAAACCTGGATGG
ABL1055 CTCACCATCTCTTCTCTGCAGCCGGAGGATTTCGCAACCTATTACTGTTTTICAAG

AB1056 CCTTGGTGCCTTGACCGAACGTGAGAGGAACATATGAACCTTGARARCAGTAATAGG

AB1057 ACCCTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTACGTTTGATTTCCACCTTGGTGCCTTGACCG
AB1058 TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCC

AB1059 TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGARGATGGATACAGTTGGTGC

AB1060 TATAGAGCTCAAGCTTCCAGTGGATAGAC (C/A/T)GATGGGG (C/G) TGT (C/T)GTTTTGGC

Las construcciones de expresion arriba descritas fueron transformadas en la cepa BL21 de Escherichia coli (DE3).
Las células transformadas se recolectaron después de 6 horas de induccion con IPTG (2 mM) y se resuspendieron
en PBS. Después de tratar mediante ultrasonidos las células y de centrifugar a 14.000 g durante 10 minutos, los
sobrenadantes resultantes se recogieron para la purificacion de las proteinas de fusion. Mas especificamente, los
sobrenadantes se incubaron Cebadoro con perlas de proteina G o de proteina A durante 3 horas a 4°C. Las perlas
se centrifugaron después a 3.000 g y se lavaron con tampodn de lavado | (Triton X-100 al 0,05%, Tris-HCI 50 mM,
pH 8,5, NaCl 400 mM, CaCl> 1 mM y 1 mg/ml de OVA) y tampdn de lavado Il (Triton X-100 al 0,05%, Tris-HCI 50
mM, pH 8,5y 150 mM de NaCl), cada vez durante 5 veces. Las proteinas ligadas se eluyeron luego con un tampon
de elucién que contenia 0,1 M de glicina-HCI, pH 2,7 y se neutralizaron con Tris-HCI 1 M, pH 8,6. Todas las
proteinas de fusion purificadas se cuantificaron mediante el ensayo de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories,
N° de cat. 500-0006) y se verificaron mediante SDSPAGE.

Se realiz6 un ELISA sandwich para estudiar la interaccién entre los fragmentos de hCD162 y cada uno de 15A7,
9F9 y 43B6. Placas de microtitulacion de 96 pocillos se revistieron con anticuerpo de IgG anti-humano de cabra
(Southern Biotechnology, N° de cat. 2040-01) (2 pg/ml, 50 pl/pocillo) durante una noche a 4°C. Las placas se
bloquearon mediante incubacion con 0,25% de BSA en PBS (150 pl/pocillo) durante 1 hora a 37°C. Las placas
bloqueadas se incubaron luego con proteinas de fusidon que contenian diversos fragmentos de CD162 humano (2
pg/ml) durante 2 horas a la temperatura ambiente. Después de lavar 4 veces con PBS que contenia 0,05% de
Tween 20 (PBST), las placas se incubaron con anticuerpos de ensayo (2 ug/ml) durante 1,5 horas a la temperatura
ambiente. Después de la incubacioén, las placas se lavaron 4 veces con PBST, después se afiadieron a cada uno
de los pocillos 50 pl de IgG anti-raton de cabra diluida a razén a de 1 a 3000 con fosfatasa alcalina (Southern
Biotechnology, N° cat. 1031-04), y las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. La reaccién enzimatica se llevo
a cabo afiadiendo 50 pl de una disolucidn de sustrato de fosfatasa alcalina (1 comprimido de sustrato de fosfatasa
alcalina disuelto en 5 ml de tampdn sustrato que contiene 0,012 M de Na,COs, 0,16 M de NaHCO3 y 1 mM de
MgCl, a pH 8,6), y se determind la absorbancia a 405 nm.

Se encontré que 43B6 y 9F9 eran capaces de interactuar con todas las proteinas de fusion que contenian residuos
50 a 60 de CD162 humano maduro, indicando que los epitopos de 43B6 y 9179 estaban situados entre los
residuos 50-60. A diferencia de 9179 y 43136, 15A7 solamente se unia a la proteina de fusidon que cubre los
residuos 42 a 319, pero no a la proteina de fusién que cubre los residuos 42-119, indicando que el epitopo de
15A7 estaba situado entre los residuos 119 y 319. La localizacion del epitopo de 15A7 se estrecho luego a los
residuos 115 a 126. El cambio de un aminoacido en la posicién 120 (Glu — Arg) disminuia la interaccion entre
15A7 y la proteina de fusion, indicando que el dominio de contacto primario de 15A7 sobre CD162 humano esta
situado en o junto a la posicién 120, y el residuo Glu es esencial para la interaccion.

Proteinas de fusién que cubren diversas regiones de CD162 humano también se expresaron en células de
mamiferos y se sometieron a ensayo en cuanto a su interaccién con 15A7. Fragmentos que cubren estas regiones
fueron expresados como proteinas de fusion con la regidon constante de la cadena pesada de inmunoglobulina
gamma 1 humana en células de mamiferos. Cebadoramente, la regién constante de la cadena pesada de
inmunoglobulina gamma 1 humana que codifica ADNc se insertd en un vector pcAND3 (Invitrogen). En segundo
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lugar, ADNcs que codifican diversas regiones de hCD162 fueron amplificados mediante PCR con cebadores que
introducen un sitio BamHi en el extremo 5 y un sitio Xhol en el extremo 3’. Estos productos de la PCR fueron
cortados mediante las enzimas correspondientes y fueron subclonados en el vector pcAND3 que contenia la region
constante de la cadena pesada de inmunoglobulina gamma 1 humana. El nombre y la secuencia para cada uno de
los cebadores estan listados en las Tablas 2 y 3 anteriores.

Los vectores de expresion en mamiferos recién descritos fueron transfectados transitoriamente en células COS-7
mediante Lipofectamine 2000 (Invitrogen, N° de cat. 11668-027) siguiendo las directrices del fabricante. Las
células transfectadas se hicieron crecer en medio de Ig ultra-bajo (Invitrogen, N° de cat. 16250-078). Las proteinas
expresadas fueron purificadas y sometidas a ELISA sandwich de la misma manera que la descrita anteriormente.

Los resultados del ELISA demuestran que sélo las proteinas de fusién que contienen residuos 94 a 148 eran
capaces de interactuar con 15A7. Estos resultados son consistentes con la idea de que el epitopo de 15A7 esta
situado entre los residuos 115y 126.

La totalidad de los resultados anteriores indica que los epitopos de 9F9, 43B6 y 15A7 son dependientes de
proteinas, en lugar de dependientes de la modificacion de hidratos de carbono, dado que los tres anticuerpos se
unen a proteinas de fusion expresadas en bacterias. También indican que, a pesar de que 15A7, 9F9 y 43B6
muestran propiedades similares en términos de especificidad de unién y funcionan para inducir la apoptosis en
células T activadas, actuan a través de diferentes dominios de CD162 humano y se comportan de manera
diferente.

EJEMPLO 2: Anticuerpos quiméricos 15A7, 43B6 y 9F9

Clonacién de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de anticuerpos anti-CD162

ADNCcs que codifican las regiones variables de las cadenas ligera y pesada (V. y Vu) de anticuerpos 15A7, 43B6 y
9F9 fueron amplificados mediante un método de PCR anclado. Los cebadores 3’ se hibridaban a las regiones C, y
los cebadores 5’ se hibridaban a colas G fijadas al ADNc utilizando desoxitransferasa terminal. Los fragmentos de
PCR se clonaron en un vector pCRII (Invitrogen). Se secuenciaron y compararon varios clones independientes
para cada una de las cadenas. Se cogié una secuencia representada por la mayoria de los clones independientes.
La secuencia de aminoacidos traducida se analiz6 luego para confirmar que la secuencia elegida poseia las
caracteristicas de la region V tipica de la cadena ligera o pesada de ratdon, y que pertenecia a un subtipo
especifico. Las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) se identificaron luego comparando las
secuencias de aminoacidos traducidas con la secuencia consenso de cada uno de los subtipos. El nombre y la
secuencia para cada uno de los cebadores utilizados se listan en las Tablas 2 y 3 anteriores. Las secuencias de
aminoacidos deducidas de las regiones V de las cadenas ligera y pesada de 15A7, 43B6 y 9F9 (SEQ ID NOs: 19-
24) se muestran en el Sumario.

Anticuerpos quiméricos

Para generar vectores para la expresion de anticuerpos quiméricos, ADNcs que codifican las regiones V. y Vy de
15A7, 43B6 y 9F9 fueron amplificados mediante PCR utilizando cebadores para incluir la secuencia del péptido
sefial 5’ y la sefial de donante de corte y empalme 3’. Los cebadores también introducian sitios Xbal en los dos
extremos de los productos de la PCR, que luego fueron cortados mediante la enzima Xbal y ligados en el vector
pVk, pVg1, pVg2 o pVg4 digerido con Xbal. Mas especificamente, los ADNcs de la region de V de 15A7, 43136 y
9F9 se subclonaron en el plasmido pVk. Este plasmido contenia un promotor de CMV y una secuencia que codifica
la region constante de la cadena ligera humana. Los ADNcs de la region V4 de 15A7, 43B6 y 9179 se subclonaron
en los plasmidos pVg1, pVg2 o pVg4. Cada uno de los tres plasmidos tenia un promotor de CMV. También
contenian, respectivamente, las regiones constantes de la cadena pesada humana de IgG1, IgG2 e 1gG4.

Cada uno de los plasmidos que codifican la cadena ligera arriba descritos fue co-transfectado con un plasmido que
codifica la cadena pesada en células COS-7. Se recogieron los sobrenadantes de las células transfectadas.
Anticuerpos quiméricos en los sobrenadantes fueron analizados en cuanto a su capacidad para unirse a CD162
humano y para inducir la apoptosis de células T activadas.

Se encontr6 que todos los anticuerpos quiméricos preparados a partir de 15A7, 43B6 y 9F9 se unian a
transfectantes Sp2/0 que expresan establemente CD162 humano, pero no a células Sp2/0 parentales, indicando
que conservaban la especificidad de la capacidad de uniéon a CD162 humano. Ademas de ello, se encontré que los
anticuerpos quiméricos inducian la apoptosis en células T que habian sido activadas durante 7 dias, indicando que
conservaban asimismo esta funcion de sus homélogos de ratén.

Anticuerpos humanizados
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Se utilizd 15A7 de ratdn para producir anticuerpos humanizados injertando sus CDRs sobre un armazén humano.
Para conservar la afinidad de unién y la especificidad, es esencial conservar la conformaciéon de la regiéon V
cuando se injertan las CDRs en el armazdon humano. Para seleccionar un donante de armazén apropiado, se
compararon las secuencias de aminoacidos de las regiones V de las cadenas ligera y pesada de 15A7 de ratén
con las de 50 anticuerpos de ratén que habian sido humanizados.

Se encontré que un anticuerpo de ratén, mDREG-55, tenia una homologia de la secuencia elevada con la region V
de 15A7 de ratén, tanto en la cadena ligera como en la pesada. Se lista a continuacion, una alineacion de la
secuencia de 15A7 de ratén frente a este anticuerpo MDREG-55 (las CDRs estan destacadas):

Alineamiento de la cadena ligera

mDREG-55 DIVLTQSPASLSVSLGERASISCRASDEVD DEYMNWYQOKPGOPPRLLIYARSNLES

DI++TO+E SL VSLGHHASISCH+HS0S5+ + DE+HHY WY QEPED PELLIY SN S

ml5a7 DILMTQTPLSLPVSLGDOASISCRES NDGNTYPEWY LOKPGOSPKLLI YA

mMDREG-55 GIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATY YCOOSNEDPRTFGGGTKLE IK
G+P RFSGSGSGT FTLNI VE ED YYC O + P TF GGTKLE+K
ml5a7 GVPDRFSGSGSGTHFTLNISRVEAEDLGIVYCEDGSYVRLIFGACTELELK

Alineamiento de la cadena pesada:

MDREG-55 EVELVESGOGTVEPGGSTRLSCARSCFTFSTY AMAWVROTPERRLEWVAS THTEGAT- Y EROVES
+V+LVESGEELVAPGGS KLSCAASGETES++ M WVRC PEK LEWVA I+ G ST +Y ++VEG

MHWVROAPEKGLEWVAY T

mlsA7 DVOLVESGGGLVOPGGSRELSCARSGFTES!

MDREG-55 RETISRONARNTLYLOMSSTLREEDTAMY Y CARS BYWCOCTTLTVSS
RFTISEDN +N L4LOM+ LRSEDTA+YYC R Y G DYWGQGT+H+TVSS
ml15Aa7 RFTISRDNPENTLFLCMTILRSEDTAIYYCGRYASYGEGAMDYNGOGTSVIVSS

DREG-55 de ratén es un anticuerpo IgG1 monoclonal contra L-selectina. Las secuencias de las regiones V_ y Vu
de 15A7 de raton eran respectivamente un 64,3% (armazén solo: 73,8%) y 70% (armazon solo: 81,6%) homologas
con las de DREG55 de ratén. DREG-55 humanizado (HUDREG-55) habia sido construido utilizando secuencias de
armazon de regiones V. y Vi de un Gal de anticuerpo humano. Por lo tanto, para humanizar 15A7 de ratén, las
secuencias del armazoén de las cadenas ligera y pesada de Gal humano se utilizaron para reemplazar los
homdlogos de 15A7 de raton.

Las regiones variables ligera y pesada de 15A7 humanizadas fueron cada una de ellas ensambladas mediante 4
pares de oligonucledtidos sintéticos (~ 80 bases de longitud). Los oligonucleétidos de cada uno de los pares fueron
solapados alrededor de 20 nucledtidos. Las secuencias de nucleétidos se seleccionaron y sintetizaron para
codificar las secuencias de proteinas de las regiones variables humanizadas que incluian péptidos sefal. El
ensamblaje y la amplificacion de los genes se realizaron en cuatro etapas: (1) los cuatro pares de oligonucleétidos
complementarios se re-asociaron y se extendieron con fragmento de Klenow en 4 reacciones separadas; (2) los 4
fragmentos de ADNds resultantes se mezclaron por pares, se desnaturalizaron, se re-asociaron y se extendieron
en dos reacciones separadas; (3) los dos fragmentos de ADNds resultantes se mezclaron, desnaturalizaron, re-
asociaron y se extendieron para crear el ADNds de longitud completa final; y (4) el ADN resultante se amplifico
mediante PCR con cebadores para introducir un sitio Xbal en ambos extremos. El fragmento de PCR se cortd
luego mediante Xbal y se insertd en los vectores pVK y pVg4 digeridos con Xbal respectivos. Después, en las
posiciones en donde se consideraban importantes las interacciones entre CDR y el armazén, los residuos de Gal
se cambiaron de nuevo por los de 15A7 de ratén (es decir, 162V y D74H). En lo que sigue se listan alineamientos
de 15A7 de ratén y 15A7 humanizado (Hu15A7) frente a mDREG-55, en que V62 y H74 estan subrayados.

Alineamiento de la cadena ligera:
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hDREG-55 DICMTQSPSSLEASVGDRVT ITCEASUSVDY-DEDEYMNWY 0K PGKAPKLLI YAASNLES
DENTYFEWYLOKPGOSPELLI YE i

mouse 15A7 DILMTOTPLSLPVSLGDOASISCR
Hu15A7 DIQMTOSPSSLEASVGDRVTITCREGLET

hDREG-55 GIPSRFSCSCSETDFTLTISSLOPEDFATY Y N TFEOGTEVETE

mlSAY GVPDRESGSGSGTHRFTLNISRVEAEDLGI Y Y CELG TFGAGTELELE

HulSa7 GVPSRESGSGSGTHFTLTISSLOPEDFATYYCEORSYVPIAFGOGTRVEIK

Alineamiento de la cadena pesada:

hDREG-55 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLECARS GFTFSTYAMEWVRORAPGRGLEWVAST
ml15R7 DVOLVESGECLVOPGGSRELSCAASGFTFSSFEMHWVROAPEKC LEWVAY ING
HU1SA7 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLECARSGFTFSS EMHWVROAPGKGLEWVAY
SDEYEDYHCOCTIVTVES
IHCOGETSVIVES
AOGAMDYWGOGTLVTVSS

hDREG=55 RFTISRDNAKNTLYLQM’NSLRAEDTAVYYCAR": !
mloAT RFTISRONPENTLFLOMTILRSEDTATYYCGRY.
HulSAT RETISRDNAEKNTLYLOMNSLRAEDTAVY Y CARY:
Plasmidos asi obtenidos codificaban las cadenas pesada y ligera de 15A7 humanizado. Estos plasmidos se co-
transfectaron luego en células COS-7. Los sobrenadantes agotados procedentes de células cultivadas se
recogieron después. 15A7 humanizado en los sobrenadantes se sometié a ensayo en cuanto a su capacidad de

unirse a transfectantes de CHO de manera estable que expresan hCD162 y para inducir la apoptosis en células T
activadas durante 7 dias. Los resultados demuestran que conserva estas capacidades.

Preparacién de anticuerpos quiméricos y humanizados

Se generaron células que producian anticuerpos humanizados y quiméricos. Mas especificamente, células Sp2/0
(Sp2/0-Ag14; ATCC CRL 1581) se transfectaron de manera estable con los plasmidos apropiados mediante
electroporacion utilizando un aparato Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories) a 360 V y una capacitancia de 25 yF de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Antes de la transfeccién, los plasmidos se linearizaron mediante
digestion con la enzima BamHlI. Todas las transfecciones se realizaron utilizando 107 células en PBS y 20 pg de
cada uno de los ADNSs del plasmido. Las células procedentes de cada una de las transfecciones se extendieron en
dos placas de cultivo tisular de 96 pocillos. Al cabo de 48 horas, se aplicé un medio selectivo (suplemento de
DMEM medio FBS al 10%/hipoxantina/timidina) y 1 pg/ml de &cido micofendlico. Células productoras de
anticuerpos se rastrearon y aislaron examinando la presencia de anticuerpos en el sobrenadante del cultivo
mediante ELISA.

Las células aisladas se cultivaron en medio exento de suero, o con bajo contenido en Ig, y el sobrenadante
cultivado se recogid. Los anticuerpos se purificaron mediante el paso sobre una columna de proteina estafilocécica
A-Sepharose CL-4B. Después de lavar 5 veces cada vez con tampoén de lavado 1 (Triton X-100 al 0,05%, Tris-HCI
50 mM, pH 8,5, NaCl 400 mM, CaCl, 1 mM y 1 mg/ml de OVA) y tampédn de lavado Il (Triton X-100 al 0,05%, Tris-
HCI 50 mM, pH 8,5 y NaCl 150 mM), los anticuerpos ligados se eluyeron con un tampén de elucién que contenia
0,1 M de glicina-HCI, pH 2,7 y se neutralizaron con Tris-HCI 1 M, pH 8,6.

Mediciones de afinidad

Las afinidades de unién de los anticuerpos 15A7 de raton, quiméricos y humanizados arriba descritos se
determinaron mediante unién competitiva.

15A7 de ratén se biotinil6 mediante un sistema Sulfo-NHS-biotina EZ-Link (Pierce Biotechnology, N° de cat.
21217). En sintesis, 0,5 mg (3,3 x 10° nmoles) de 15A7 de ratén se disolvieron en 187 ul de PBS y se mezclaron
con 6,8 x 10 nmoles de Sulfo-NHS-biotina. La mezcla se incubd luego en hielo durante 2 horas antes de separar
las biotinas libres dializando a 4°C durante una noche frente a PBS. El 15A7 de ratén marcado con biotina, asi
obtenido, se almacend a 4°C hasta su uso.

Como fuente de antigeno CD162 humano se utilizaron transfectantes Sp2/0 que expresan establemente CD162
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humano. Como trazador se utilizé 15A7 de ratdén marcado con biotina. Cantidades crecientes de anticuerpos
competidores (15A7 de ratdn, quimérico o humanizado) se mezclaron con 35 ng de 15A7 de ratén marcado con
biotina y se incubaron con 1 x 10° células Sp2/0 que expresan CD162 durante 1,5 horas a 4°C con agitacion
constante. Después del lavado, se afiadieron a la mezcla anticuerpo secundario, estreptavidina-PE (Becton
Dickinson Immunocytometry System Inc. N° de cat. 349023). Después de incubar durante 45 minutos a 4°C, las
células se lavaron de nuevo, se resuspendieron en 300 yl de PBS-1% de FBS y se sometieron analisis FACS.

Se encontré que la concentracién competitiva semi-maxima de 15A7 de ratén era 3,72 ug/ml, mientras las de
15A7 quimérico y humanizado se encontraban alrededor de 5,71 pg/ml y 4,51 ug/ml, respectivamente. Estos
resultados indican que las afinidades de 15A7 de ratén, quimérico y humanizado son equiparables. En otras
palabras, la afinidad de unién (Ka) para 15A7 de ratdn es 4,03 x 10" M, mientras que las de 15A7 quimérico y
humanizado son 2,62 x 10" M’ y 3,33 x 107 M'1, respectivamente.

Analisis de competicién

Se realizé un analisis de competicion para estudiar la interacciéon entre los tres anticuerpos de ratén arriba
descritos, PSGL-1 y P-selectina.

P-selectina es un ligando de alta afinidad principal para PSGL-1 en la mayoria de leucocitos. Con el fin de
investigar si los tres anticuerpos previenen la uniéon de P-selectina a PSGL-1, se midi6 la uniéon de P-selectina
humana purificada a células T activadas en presencia de los tres anticuerpos. Como un control positivo se utilizé
KPL-1, que se sabe que bloquea la interaccion de P-selectina y PSGL-1.

PBMC humanas se activaron con PHA al 1% durante 2 dias y se mantuvieron en medio con contenido en IL-2
durante 3 dias. Las células se incubaron con 9F9 titulada, 15A7, 43B6, KPL-1 (un antagonista de PSGL-1) o un
anticuerpo control (9E10) durante 30 minutos, seguido de la adicion de P-selectina humana recombinante (1,25
pg/ml). La unién de P-selectina a células T activadas se midid6 mediante FITC anti-P-selectina analizada sobre
FRCS.

Consistente con los informes previos, KPL-1 abolia casi por completo la unién de P-selectina a células T activadas
a una baja concentracion (0,31 ug/ml). 43B6 bloqueaba la unién de P-selectina a células T activadas con la misma
eficacia que lo hacia KPL-1, mientras que se requeria una mayor concentracion de 9F9 para conseguir este mismo
efecto. De hecho, se necesitaban 0,08 ug/ml de KPL o 43B6 para suprimir el 50% de la unién. En contraposicion,
se requerian 5 pyg/ml de 9F9. Ademas de ello, 15A7 no tiene efecto inhibidor alguno sobre la unién de P-selectina,
incluso a 20 pg/ml. Sorprendentemente, potenciaba la unién de P-selectina a PSGL-1. Estos resultados indican
que 15A7 y P-selectina se unen a diferentes motivos de PSGL-1 en células T activadas.

El hecho de que 15A7 no compitiera con P-selectina por PSGL-1 indica que la administracion in vivo de 15A7 no
se supone que afecte a la inmunidad innata, interfiriendo en el reclutamiento de leucocitos dependiente de P-
selectina.

Se inform6 que PSGL-1 se expresa a bajos niveles en plaquetas. Se examinaron los efectos de anticuerpos 15A7
en plaquetas. Se encontré que los anticuerpos no potenciaban ni inhibian la agregacién de plaquetas humanas.

EJEMPLO 3: Anticuerpo monoclonal de hamster TAB4 contra PSGL-1 de ratén

Un anticuerpo monoclonal contra PSGL-1 de ratén, TAB4, se preparé de manera similar al método descrito en el
Ejemplo 1. Inducia la apoptosis de células T in vitro y agotaba células T in vivo. Para determinar si interferia en la
union entre PSGL-1 de ratén y P-selectina de ratén, se realizé un analisis de competicion de una manera similar al
método descrito en el Ejemplo 2. Se encontré que TAB4 no inhibia la unién de P-selectina de raton a PSGL-1 de
raton, incluso a una concentracion tan elevada como de 20 ug/ml.

EJEMPLO 4: Anticuerpos monoclonales de raton 4B7, 5C4, 12E7, 14B3, 17E5y 18D12

Se caracterizaron anticuerpos monoclonales adicionales contra PSGL-1 humano, 4137, 5C4, 12E7, 14133, 17E5 y
18D12. Tras la unién a una célula T activada, todos ellos inducian la muerte de las células T activadas. El analisis
de competicion se realizé de la manera descrita en el Ejemplo 2 para determinar si bloqueaban la interaccién entre
PSGL-1 y P-selectina. Se encontré que estos anticuerpos tienen, en todo caso, un pequefio efecto inhibidor sobre
la unién de P-selectina humana a PSGL-1 humano, incluso a la concentracién mas elevada sometida a ensayo (5

pg/ml).
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<160> 100

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211>16

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 1

Arg Ser Ser Gln Ser Ile val His Asn Asp Gly Asn Thr Tyr Phe Glu
1 5 10 15

<210> 2

<211>7

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400>

Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 3

<211>9

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 3

ES 2602 633 T3

Phe GIn Gly Ser Tyr val Pro Leu Thr
1 5

<210> 4

<211>5

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 4

Ser Phe Gly Met His

1

<210>5

<211>17

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

5
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<400> 5

Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser Thr Ile Phe Tyr Ala Asn Ala val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 6

<211> 11

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 6

Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly Gly Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210>7

<211>12

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 7

Arg Ala Ser Ser Thr val Asn Ser Thr Tyr Leu His
1 5 10

<210> 8

<211>7

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 8
Gly Ser Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210>9

<211>9

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 9
Gln GIn Tyr Ser Gly Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 10

<211>5

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 10
Ala Tyr Tyr Ile His
1 5

<210> 11

<211>16

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 11

val Asn Pro Asn Thr Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Pro Lys Phe Lys Gly
1 5 10 15

<210> 12

<211>10

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

19
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<400> 12
Ser Gly Ser Pro Tyr Tyr Arg Tyr Asp A
1 5 1

<210> 13

<211>16

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 13
Arg Ser Ser GIn Ser Ile val Asn Ser A
1 5 1

<210> 14

<211>7

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 14
Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 15

<211>9

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 15
Phe GIn Gly Ser His val Pro Trp Thr
1 5

<210> 16

<211>16

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 16
Thr Asn Ala Met Asn Trp val Arg Gln A
1 5 1

<210> 17

<211>9

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 17
Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys Asp
1 5

<210> 18

<211>9

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 18
Gly Gly Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp val
1 5

<210> 19

<211>131

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

sp
0

sh Gly Ash Thr Tyr Leu Glu
0 15

Ta Pro Gly Lys Gly Leu Glu
0 15

20
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<400> 19

Met
1
Ser
Ser
val
Gly

65

Gly
Leu
Phe

Glu

Lys
ser
Leu
His
50

Gln
val
Ash
Gln

Leu
130

<210> 20
<211>139

<212>PRT

Leu
Ser
Gly
35

Asn
ser
Pro
Ile
Gly

115
Lys

Pro
Asp
20

Asp
Asp
Pro
Asp
Ser

100
ser

< 213> Mus musculus

<400> 20

Met
1
val
Pro
Ser
Glu

65

Ash
Thr
Tyr

Trp

Asp
Gln
Gly
ser
50

Trp
Ala
Leu
Tyr

Gly
130

<210> 21
<211>130

<212>PRT

Ser
Cys
Gly
Phe
val
val
Phe
cys

115
Gln

Arg
Asp
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Gly

Gly

< 213> Mus musculus

<400> 21

Met
1
val
Met
ser
Ala

65
val
Thr

Gln

Leu

Asp
Ala
Ser
Thr
50

Ser
Pro
Ile

Tyr

Lys
130

Phe
Met
Ala
35

val
Pro
Ala
Ser

ser
115

Leu
ser
20

Ser
Asn
Lys
Arg
ser

100
Gly

val
Ile
Gln
Gly
Lys
Arg
85

Arg

TYyr

Leu
val
Arg
Met
Tyr
Gly
Gln
Arg
Thr

val
Arg
Pro
Ser
Leu
Phe
val

Tyr

Arg
Leu
Ala
Asn
Leu
Phe
val

val

Asn
Gln
Lys
His
Ile
70

Arg
Met
Tyr

Ser

Gln
Gly
Gly
Thr
Trp
70

ser
Glu

Pro

Leu
Met
Ser
Thr
55

Leu
Ser
Glu

Pro

Leu
Leu
Leu
Trp
55

Asn
Phe
Thr
Ala

val
135

Ile
Glu
Glu
Tyr
Ile
Gly
Ala

Leu

Leu
Thr
Ile
40

Tyr
Ile
Gly
Ala

Leu
120

val
val
Ser
val
Gly
Thr
Ile
ser

120
Thr

Phe
Asn
Lys
40

Leu
Tyr
ser
Glu

Thr
120

ES 2602 633 T3

val
Gln
25

Ser
Phe
Tyr
ser
Glu

105
Thr

Phe
Glu
25

Ccys
Arg
Gly
Ile
Leu
105
Tyr

val

Ser
val
val
His
Gly
Gly
Asp

105
Phe

Leu
Thr
Cys
Glu
Lys
Gly
20

Asp

Phe

Leu
10

Ser
Ala
Gln
Ser
ser
20

Arg
Gly

ser

Phe
10

Leu
Thr
Trp
Ser
ser
Ala

Gly

Met
Pro
Arg
Trp
val
75

ser
Leu

Gly

val
Gly
Ala
Ala
ser
75

Arg
ser
Gly

ser

Leu
Thr
Met
Phe
ser
Gly
Ala

Ala

21

Phe
Leu
Ser
Tyr
60

Ser
Gly
Gly

Ala

Leu
Gly
Ser
Pro
Thr
Asp
Glu

Gly

Leu
Gln
Thr
Gln
60

Asnh
Thr
Thr

Gly

Trp
Ser
Ser
45

Leu
Ash
Thr
Ile

Gly
125

Ile
Gly
Gly
Glu
Ile
Asn
Asp

Ala
125

Ile
Ser
Cys
Gln
Leu
ser
Tyr

Thr
125

Ile
Leu
30

Gln
Gln
Arg
His
Tyr

110
Thr

Leu
Leu
Phe
Lys
Phe
Pro
Thr

110
Met

ser
Pro
30

Arg
Lys
Ala
Tyr
Tyr

110
Thr

Pro
15

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
95

Tyr

Lys

Lys
val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Asp

Ala
Ala
Ala
Ser
ser
ser
95

Ccys

Leu

Ala
val
Ile
Pro
Ser
Thr
Cys

Leu

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn
Ile

Tyr

ser
Ile
Ser
Gly
Gly
80

Leu
Gln

Glu
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<210> 22

<211>138

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 22
Mit Glu Trp Ser
val His Ser Glu
20
Pro Gly Ala Leu
35
Thr Ala Tyr Tyr
50
Glu Trp Ile Gly
65
Pro Lys Phe Lys

Thr Ala Tyr Met
100
Tyr Tyr Cys Ala
115
Gly Gln Gly Thr
130

<210> 23

<211>131

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 23
Met Lys Leu Pro
1

Ser Ser Ser Asp
20

Ser Leu Gly Asp

35
val Asn Ser Asn
50

Gly Gln Ser Pro

65

Gly val Pro Asp

Leu Lys Ile Ser
100
Phe Gln Gly ser
115
Glu Ile Lys
130

<210> 24

<211>139

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 24
Mgt Leu Leu Gly

val His Cys Glu

20

Pro Lys Gly Ser
35

Asn Thr Asn Ala

Trp
5
val
val
Ile
Arg
Gly
Glu
Arg
Thr

val
val
Gln
Gly
Lys
Arg
85

Arg

His

Leu
val
Leu

Met

val
Gln
Lys
His
val
70

Lys
Leu

Ser

Leu

Arg
Leu
Ala
Asn
Leu
Phe
val

val

Lys
Gln
Lys

Asn

Phe
Leu
Ile
Trp
55

Asn
Ala
Arg
Gly

Thr
135

Leu
Met
Ser
Thr
55

Leu
Ser
Glu

Pro

Trp
Leu
Leu

Trp

Leu
Gln
ser
val
Pro
Ile
Ser
Ser

120
val

Leu
Thr
Ile
40

Tyr
Ile
Gly
Ala

Trp
120

val
val
Ser

val

ES 2602 633 T3

Phe
Gln
25

Ccys
Lys
Ash
Leu
Leu
105
Pro

ser

val
Gln
25

ser
Leu
Tyr
ser
Glu

105
Thr

Phe
Glu
25

Ccys

Arg

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Thr
Asnh
20

Thr
Tyr

ser

Leu
Thr
Cys
Glu
Lys
Gly
90

Asp

Phe

Phe
10

Thr
Ala

Gln

Leu
Gly
Ala
Ser
Gly
val
Ser

Tyr

Met
Pro
Arg
Trp
val
75

ser
Leu

Gly

val
Gly
Ala

Ala

Ser
Pro
ser
His
Gly
Asp
Glu

Arg

Phe
Leu
Ser
Tyr
60

Ser
Gly
Gly

Gly

val
Gly
Ser

Pro

22

val
Asp
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

Tyr
125

Trp
ser
ser
45

Leu
Asnh
Thr
val

Gly
125

Phe
Gly
Gly

45
Gly

Thr
Leu
30

Tyr
Lys
Ser
Ser
Ser

110
Asp

Ile
Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
Tyr

110
Thr

Tyr
Leu
Phe

Lys

Thr
val
ser
Ser
Tyr
Ser
95

Ala

Asp

Pro
15

Pro
ser
Lys
Phe
Phe
95

Tyr

Lys

Gln
val
Thr

Gly

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
80

Ser
val

Trp

Ala
val
Ile
Pro
Ser
80

Thr
Ccys

Leu

Gly
Gln
Phe

Leu
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Glu
65

Tyr
Gln

Gly

50

Trp val
Ala Asp

Ser Met

Met

55

Ala Arg Ile Arg

70

85

100
Tyr Cys val Arg

Ser val Lys Asp

Ile Tyr Leu Gln

ser
Arg
Met

Gly

ES 2602 633 T3

Lys
Phe
Asn

105
Gly

ser
Thr
90

Asn

ser

60
Asn Ash Tyr Ala Thr Tyr
75 80
Ile Ser Arg Asp Asp Thr
95

Leu Lys Thr Glu Asp Thr
110

Tyr
115 120

Trp Gly Ala Gly Thr Thr val Thr val ser

130 135

<210> 25

<211>112

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Péptido generado sintéticamente

<400> 25
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro
1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Asp Gly Asn Thr Tyr Phe Glu Trp

35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys val
50 55

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

65 70

Ser Ser Leu Gln ggo Glu Asp Phe

Ser Tyr val Pro Leu Thr Phe Gly
100

<210> 26

<211>120

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Péptido generado sintéticamente

<400> 26
Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Met His Trp val Arg Gln Ala
35 40
Ala Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly
100
Gly Thr Ser val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 27

< 211> 393

< 212> ADN

< 213> Mus musculus

Tyr Trp Tyr Phe Asp val
125

Ser

Ser Ser Leu

10

ser Ser Gln

25

Tyr Gln Gln

Ser Ash Arg

Gly Thr His

75

Ala Thr Tyr

Gln Gly Thr

105

Gly Gly Leu

Ser Gly Phe

25

Pro Gly Lys

Thr ITe Phe

Asp Asn Ala

Glu Asp Thr

Gly Ala Met

105

Ser
ser
Lys
Phe
Phe
Tyr

Lys

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Asp

23

Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys
val

Gln
Phe
Leu
Ala
Asn
val

Tyr

Ser
val
Gly
Gly
Leu
Phe

Glu
110

Pro
Ser
Glu
Asn
Thr
Tyr

Trp
110

val
15

His
Lys
val
Thr
Gln

Ile

Gly
15

ser
Trp
Ala
Leu
Tyr
Gly

Gly
Asn
Ala
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Phe
val
val
Tyr
80

Ccys
Gln
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<220>

<221>CDS

< 222> (1)...(393)

<400> 27

aag ttg cct
Lys Leu Pro

atg
Met
1

tcc
Ser

agt
ser

gta
val

ggc
Gly
65

999
Gly

ctc
Leu

ttt
Phe

gag
Glu

agc agt gat
ser ser Asp

20

ctt gga gat
Leu Gly Asp

35

cat aat gat
His Asn Asp

50

cag tct cca
Gln Ser Pro

gtc cca gac
val Pro Asp

aac atc agc
Asn Ile Ser

100

caa ggt tca
Gln Gly ser
115

ctg aaa
Leu Lys

130

<210> 28
<211> 417

< 212> ADN

gtt
val

att
Ile

caa
Gln

gga
Gly

aaa
Lys

agg
Arg
85

aga
Arg

tat
TYyr

< 213> Mus musculus

<220>

<221>CDS

< 222> (1)...(417)

<400> 28
atg gac
Met Asp

1

gtc cag
val Gln

cct gga
Pro Gly

agt agc
Ser Ser

50

tcc agg
Ser Arg

tgt gat
Cys Asp

20

ggg tcc
Gly ser

35

ttt gga
Phe Gly

ctc
Leu

gtg
val

Ccgg
Arg

atg
Met

agg
Arg

tty
Leu

gcc
Ala

aac
Asn

ctc
Leu
70

ttc
Phe

gtg
val

gtt
val

ES 2602 633 T3

ctg ttg gtg
Leu Leu Vval

atg acc caa
Met Thr Gln

25

tca ata tct
Ser Ile Ser

40

acc tat ttt
Thr Tyr Phe

55

ctg atc tac
Leu Ile Tyr

agt ggc agt
Ser Gly Ser

gag gct gag
Glu Ala Glu

105

cct ctc acg
Pro Leu Thr
120

aat tta
Asn Leu

cag ctg
Gln Leu

aaa ctc
Lys Leu

cac tgg
His Trp

55

gtt ttc
val Phe

gtg gag
val Glu

ctg
Leu
10

act
Thr

tgc
Ccys

gaa
Glu

aaa
Lys

gga
Gly
90

gat
Asp

ttc
Phe

ctt
Leu

atg
Met

CCa
Pro

aga
Arg

tag
Trp

gtt
val
75

tca
Ser

ctg
Leu

ggt
Gly

10

25

tcc tgt
ser Cys

40

gtt cgt
val Arg

tct
ser

gca
Ala

cag
Gln

gtc
val

je]e]e)
Gly

gcc
Ala

gct
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

tct
Ser

tac
Tyr
60

tcc
ser

999
Gly

gga
Gly

gct
Ala

ctt
Leu

gga
Gly

tct
Ser

CcCa
Pro

tgg
Trp

tcc
ser

agt
ser
45

ctg
Leu

aat
Asn

aca
Thr

att
Ile

999
Gly
125

att
Ile

ggc
Gly

gga
Gly

att
Ile

ctg
Leu
30

cag
Gln

cag
Gln

cga
Arg

cat
His

tat
TYyr
110

acc
Thr

tta
Leu

tta
Leu

cct
Pro
15

cct
Pro

agc
Ser

aaa
Lys

ttt
Phe

ttc
Phe
95

tac
Tyr

aag
Lys

gct
Ala

gtc
val

att
Ile

CCa
Pro

tct
Ser
80

aca
Thr

tgc
cys

ctg
Leu

aaa ggt
Lys Gly

15

30

45

60

24

gag
Glu

ttc
Phe

aag
Lys

gtg cag
val Gln

act ttc
Thr Phe

ggg ctg
Gly Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

393

48

96

144

192
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gag
Glu
65

aac
Asn

acc
Thr

tat
Tyr

tgg
Trp

tgg
Trp

gca
Ala

ctg
Leu

tac
Tyr

ggt
Gly
130

<210> 29
< 211> 390
< 212> ADN
< 213> Mus musculus

<220>
< 221> CDS
< 222> (1)...(390)

<400> 29

atg
Met
1

gtt
val

atg
Met

tca
Ser

gcc
Ala
65

gtc
val

aca
Thr

cag
Gln

ctg
Leu

gat
Asp

gca
Ala

tct
Ser

act
Thr
50

tcc
Ser

cct
Pro

atc
Ile

tac
Tyr

aaa
Lys
130

<210> 30
<211>414
< 212> ADN
< 213> Mus musculus

gtc
val

gtg
val

ttc
Phe

tgt
Cys
115

caa
Gln

ttt
Phe

atg
Met

gca
Ala
35

gta
val

CcccC
Pro

gct
Ala

agc
Ser

agt
ser
115

gca
Ala

aag
Lys

ctg
Leu
100

sty

gga
Gly

ctg
Leu

tcc
ser
20

tct
Ser

aat
AsSn

aaa
Lys

cgc
Arg

agt
Sser
100

ggt
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly
85

caa
Gln

agg
Arg

acc
Thr

gtg
val
5

aga
Arg

CcCa
Pro

tcc
Ser

ctc
Leu

ttc
Phe
85

gtg
val

tac
TYyr

att
Ile
70

cga
Arg

atg
Met

tat
Tyr

tca
Ser

cag
Gln

gga

gg9
Gly

act
Thr

tgg
Trp
70

agt
ser

gag
Glu

cca
Pro

aat
Asnh

ttc
Phe

acc
Thr

gct
Ala

gtc
val
135

att
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr
55

att
Ile

ggc

gct
Ala

ctc
Leu

ggt
Gly

acc
Thr

att
Ile

agt
ser
120

acc
Thr

ttc
Phe

aat
Asn

aag
Lys
40

ttg
Leu

tat
Tyr

agt
ser

gaa
Glu

acg
Thr
120
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atc
Ile

cta
Leu
105

tac
Tyr

gtc
val

agc
Ser

gtg
val
25

gtc
val

cac
His

ggc
Gly

999
Gly

gat
Asp
105

ttc
Phe

agt
Ser

tcc
ser
90

agg
Arg

sty

tcc
ser

ttc
Phe
10

ctc
Leu

acc
Thr

tgg
Trp

tca
ser

tct
ser
90

gct
Ala

ggt

agt
Ser
75

aga
Arg

tct
ser

sty

tca
ser

ttg
Leu

acc
Thr

atg
Met

ttc
Phe

tcc
ser
75

999
Gly

gcc
Ala

gct
Ala

acc
Thr

gac
Asp

gag
Glu

ggt
Gly

cta
Leu

cag
Gln

acc
Thr

cag
Gln
60

aac
Asn

acc
Thr

act
Thr

[e]e]e]
Gly

25

atc
Ile

aat
Asn

gac
Asp

gct
Ala
125

atc
Ile

tct
Ser

tgc
cys
45

cag
Gln

ttg
Leu

tct
Ser

tat
Tyr

acc
Thr
125

ttc
Phe

CCccC
Pro

acg
Thr
110

atg
Met

agt
Ser

cca
Pro
30

agg
Arg

aag
Lys

gct
Ala

tac
Tyr

tac
Tyr
110

acg
Thr

tat
Tyr

aag
Lys
95

gcc
Ala

gac
Asp

gcc
Ala
15

gca
Ala

gcc
Ala

tca
Ser

tct
Ser

tct
Ser
95

tgc
cys

ctg
Leu

gca
Ala
80

aat
Asn

att
Ile

tat
Tyr

tca
Ser

atc
Ile

agc
Ser

Gly

gga
Gly
80

ctc
Leu

cag
Gln

gag
Glu

240

288

336

384

417

48

96

144

192

240

288

336

384

390
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<220>
<221>CDS
< 222> (1)...(414)

<400> 30

gaa tgg agc
Glu Trp ser

atg
Met
1

gtc
val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

ccg
Pro

aca
Thr

tat
Tyr

ggc
Gly

cac tct gag
His Ser Glu

20

ggg gct tta
Gly Ala Leu

35

gcc tac tac
Ala Tyr Tyr

50

tgg att gga
Trp Ile Gly

aag ttc aag
Lys Phe Lys

gcc tac atg
Ala Tyr Met

100

tac tgt gca
Tyr Cys Ala
115

caa ggc acc
Gln Gly Thr

130

<210> 31

< 211> 393
< 212> ADN
< 213> Mus musculus

<220>
< 221> CDS
< 222> (1)...(393)

<400> 31
atg aag
Met Lys

1

tcc agce
Ser ser

agt ctt
Ser Leu

gta aat

ttg cct
Leu Pro

agt gat
ser Asp

tgg
Trp

gtc
val

gtg
val

att
Ile

cgt
Arg

ggc
Gly
85

gag
Glu

aga
Arg

act
Thr

20

gga gat
Gly Asp

35

agt aat

gtt
val

gtt
val

caa
Gln

gga

gtc
val

cag
Gln

aag
Lys

cac
His

gtt
val
70

aag
Lys

ctc
Leu

tcg
Ser

ctc
Leu
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ttt ctc ttc
Phe Leu Phe

ctg cag cag
Leu GIn Gln

25

ata tcc tgc
Ile Ser Cys

40

tgg gtg aag
Trp val Lys

55

aat cct aat
Asnh Pro Asn

gcc ata tta
Ala ITe Leu

cgc agc ctg
Arg Ser Leu

105

gga tcc ccc
Gly ser Pro
120

aca gtc tcc
Thr val ser

135

agg ctg
Arg Leu

ttg atg
Leu Met

gcc tcc
Ala Ser

aac acc

ttg gt
Leu val Leu

acc caa act
Thr GIn Thr

ctc
Leu
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

act
Thr

aat
Asn
90

aca
Thr

tac
Tyr

tca
ser

ctg

ctg
Leu

gga

gct
Ala

agc
ser

ggt
Gly
75

gta
val

tct
Ser

tat
Tyr

10

25

atc tct tgc
Ile Ser Cys

40

tat tta gaa

atg
Met

cca
Pro

aga
Arg

tgg

tca
ser

cct
Pro

tct
Ser

cat
His
60

ggt
Gly

gat
Asp

gag
Glu

agg
Arg

26

ttc
Phe

ctc
Leu

tct
ser

tac

gtc
val

gac
Asp

ggt
Gly
45

gga
Gly

act
Thr

aag
Lys

gac
Asp

tac
TYyr
125

tgg
Trp

tcc
Ser

agt
ser

act
Thr

ctg
Leu
30

tac
Tyr

aag
Lys

agc
Ser

tca
Ser

tct
Ser
110

gac
Asp

att
Ile

ctg
Leu

aca
Thr
15

gtg
val

tca
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

tcc
Ser
95

gcg
Ala

gac
Asp

ggt
Gly

aag
Lys

ttc
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
80

agc
Ser

gtc
val

tgg
Trp

cct gct
Pro Ala

15

30

45

ctyg

cag
Gln

cag

cct gtc
Pro val

agc att
Ser Ile

aaa cca

48

96

144

192

240

288

336

384

414

48

96

144

192
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15

val

ggc
Gly
65

999
Gly

ctc
Leu

ttt
Phe

gaa
Glu

Asn
50

cag
Gln

gtc
val

aag
Lys

caa
Gln

atc
Ile
130

<210> 32
< 211> 417
< 212> ADN
< 213> Mus musculus

<220>
<221>CDS
< 222> (1)...(417)

<400> 32

atg ctg
Met Leu
1

gtg
val

cct
Pro

aat
Asnh

gaa
Glu

cat
His

aaa
Lys

acc
Thr

ser

tct
Ser

CCa
Pro

atc
Ile

ggt
115

aaa
Lys

Asn Gly

cca aag
Pro Lys

gac agg
ASp Arg
85

agc aga
Ser Arg

100

tca cat
Ser His

ttg 999
Leu Gly

tgt gag
cys Glu

20

ggg tca
Gly ser

35

50

65

tat
Tyr

caa
Gln

ggc
Gly

tgg
Trp

tgg
Trp

gcce
Ala

agc
Ser

atg
Met

ggc
Gly

aat gcc
Asn Ala

gtt gct
val Ala

gat tca
Asp Ser

atg atc
Met Ile

100

tat tac
Tyr Tyr

115

130

<210> 33
<211> 111
< 212> PRT
< 213> Mus musculus

gca ggg
Ala Gly

ctg
Leu

gtg
val

ttg
Leu

atg
Met

cgc
Arg

gtg
val
85

tat
Tyr

tgt
Cys

acc
Thr

Asnh

ctc
Leu
70

ttc
Phe

gt
Va

gtt
val

aag
Lys

cag
Gln

aaa
Lys

aac
Asnh

ata
Ile
70

aaa
Lys

ctg
Leu

gtg
val

acg
Thr

Thr
55

ctg
Leu

agt
ser

gag
Glu

ccyg
Pro

tgg
Trp

ctt
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp
55

aga
Arg

gac
Asp

caa
Gln

aga
Arg

gtc
val
135

TYyr

atc
Ile

Gly

gct
Ala

tgg
Trp
120

Leu

tac
Tyr

agt
ser

gag
Glu

ES 2602 633 T3

105

gtt
val

gtt
val

tca
Ser
40

gtc
val

agt
Ser

agg
Arg

atg
Met

999
120

acc
Thr

acg
Thr

ttc
Phe

gag
Glu
25

tgt
cys

cgc
Arg

aaa
Lys

ttc
Phe

aac
Asn
105

gga
Gly

gtc
val

Glu

aaa
Lys

gga
Gly
90

gat
Asp

ttc
Phe

ttt
Phe
10

act
Thr

gca
Ala

cag
Gln

agt
Ser

acc
Thr
90

aac
Asn

agc
ser

tcc
ser

Trp

gtt
val
75

tca
ser

ctg
Leu

ggt
Gly

Tyr

60

gtt
val

ggt
Gly

gcc
Ala

gct
Ala

aat
Asn
75

atc
Ile

ttg
Leu

tac
Tyr

tca
Ser

27

tcc
Ser

999
Gly

gga
Gly

gga
Gly Gly

Leu

aac
Asn

aca
Thr

gtt
val

ggc

Gln

cga
Arg

gat
Asp

tat
Tyr

110

125

gtt
val

gga
Gly

tct
Ser

cca
Pro
60

aat
Asn

tcc
ser

aaa
Lys

tgg
Trp

ttt
Phe

gga
Gly

gga
Gly
45

gga
Gly

tat
Tyr

aga
Arg

act
Thr

tac
TYyr
125

acc
Thr

tat
Tyr

ttg
Leu
30

ttc
Phe

aag
Lys

gca
Ala

gat
Asp

gag
Glu
110

ttc
Phe

Lys

ttt
Phe

ttc
Phe
95

tac
Tyr

aag
Lys

caa
Gln
15

gtg
val

acc
Thr

ggt
Gly

aca
Thr

gat
Asp
95

gac
Asp

gat
Asp

Pro

tct
Ser
80

aca
Thr

tgc
Cys

ctg
Leu

ggt
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

ttg
Leu

tat
Tyr
80

aca
Thr

aca
Thr

gtc
val

240

288

336

384

393

48

96

144

192

240

288

336

384

417
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<400> 33
Asp Ile val Leu
1

Glu Arg Ala ser
20

Gly Asp Ser Tyr

35
Lys Leu Leu Ile
50

Arg Phe Ser Gly

65

Pro val Glu Glu

Glu Asp Pro Trp
100
<210> 34
<211> 112
<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400>34
Aip ITe Leu Met

Asp Gln Ala Ser

Asp Gly Asn Thr
35
Pro Lys Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65
ser Arg val Glu

Ser Tyr val Pro
100
<210> 35
<211> 116
<212>PRT

< 213> Mus musculus

<400> 35
Glu val Lys Leu
1

Ser Leu Lys Leu
20

Ala Met Ser Trp

35
Ala ser Ile Ser
50

Gly Arg Phe Thr

65

Gln Met Ser Ser

Arg Asp Tyr Asp

100

Thr val Ser Ser
115

<210> 36

<211>120

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

Thr
Ile
Met
Tyr
ser
Glu

85
Thr

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Leu

val
ser
val
Thr
Ile
Leu

85
Gly

Gln
ser
Asn
Ala
Gly
70

Asp

Phe

Gln
Ser
Phe
Tyr
Ser
Glu
Thr

Glu
Cys
Arg
Gly
Ser
70

Arg

TYyr

ser
Cys
Trp
Ala
Ser
Ala

Gly

Thr
Cys
Glu
Lys
Gly
Asp
Phe

ser
Ala
Gln
Gly
55

Arg
ser

Phe

Pro
Lys
Tyr
40

ser
Gly
Ala

Gly

Pro
Arg
Trp
val
Ser
Leu

Gly

Gly
Ala
Thr
40

Ser
Asp
Glu

Asp

ES 2602 633 T3

Ala Ser Leu Ser val
Ala Ser GIn Ser val
Gln Gln Lys Pro Gly
Asn Leu Glu Ser Gly

Thr Asp Phe Thr Leu
75
Thr Tyr Tyr Cys Gln
90
Gly Thr Lys Leu Glu
105

Leu Ser Leu Pro val
10
%gr Ser Gln ser Ile
Tyr Leu Gln Lys Pro
45
Ser Asn Arg Phe Ser

Gly Thr His Phe Thr
75
Gly Ile Tyr Tyr Cys

Ala Gly Thr Lys Leu
105

Gly Gly Leu val Lys
Ser Gly Phe Thr Phe

Pro Glu Lys Arg Leu
45
Thr Tyr Tyr Pro Asp
60
Asn Ala Arg Asn Ile

Asp Thr Ala Met Tyr
90

Tyr Trp Gly Gln Gly

105

28

ser
ASD
Gln
Ile
Asn
Gln

Ile
110

Ser
val
30

Gly
Gly
Leu
Phe

Glu
110

Pro
ser
Glu
Ser
Leu
Tyr

Thr
110

Leu
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Leu
15

H1s
Gln
val
Asn
Gln

95
Leu

Gly
Thr
Trp
val
Tyr
Cys

95
Thr

Gly
Asp
Pro
Ala
His
80

Ash

Gly
Asn
Ser
Pro
Ile
80

Gly

Lys

Gly
Tyr
val
Lys
Leu
Ala

Leu
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<400> 36

Asp
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu
Gly

Gly

val
Arg
Met
Tyr
50

Gly
Gln
Arg

Thr

<210> 37
<211> 111
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 37

Asp
1
Asp
Gly
Lys
Arg
65
ser

Glu

Ile
Arg
Asp
Leu
50

Phe
Leu

Asp

<210> 38
<211> 116
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 38

Glu
1
Ser
Ala
Ala
Gly
65
Gln
Arg

Thr

val
Leu
Met
Ser
50

Arg
Met
Asp

val

<210> 39

<211> 36

Gln Leu

Lys Leu
20

His Trp

35

Ile Asn

Arg Phe
Met Thr

Tyr Ala

100
Ser val
115

Gln Met

val Thr
20

ser Tyr

35

Leu Ile

ser Gly
Gln Pro

Pro Trp
100

Gln Leu

Arg Leu
20

ser Trp

35

Ile ser

Phe Thr
Asn Ser
Tyr Asp

100

Ser ser
115

< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 39
cccgggacca tatgcaggcec accgaatatg agtacc

val
Ser
val
Gly
Thr
Ile
85

ser

Thr

Thr
5
Ile
Met
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

val
5
Ser
val
Thr
Ile
Leu

85
Gly

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyr

val

Gln
Thr
Asnh
Ala
Gly
70

Asp

Phe

Glu
Cys
Arg
Gly
ser
70

Arg

Tyr

Ser
Ala
Gln
Ser
55

ser
Arg
Gly

ser

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser
Phe

Gly

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Arg
Ala

Phe

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ser
Gly

Ser
120

Pro
Lys
Tyr
40

Ser
Gly
Ala

Gln

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Asp
Glu

Asp

ES 2602 633 T3

Gly
Ser
Pro
Thr
Asp
Glu

Gly
105

Ser
Ala
Gln
Asn
Thr
Thr

Gly
105

Gly
ser
25

Pro
Thr
Asn
ASp

Tyr
105

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

90
Ala Met

Ser Leu
10

Ser Gln
Gln Lys
Leu Glu
Asp Phe

75

Tyr Tyr

Thr Lys

Gly Leu
Gly Phe
Gly Lys
Tyr Tyr
Ala Lys
Thr Ala

90
Trp Gly

36

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Asp

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys

val

val
Thr
Gly
Pro
60

Asn
val

Gln

29

Gln
Phe
Leu
Ala
Asn
Ile

Tyr

Ala
val
Gly
Gly
Leu
Gln

Glu

Gln
Phe
Leu
45

Asp
Thr
Tyr

Gly

Pro
ser
Glu
Asnh
Thr

Tyr

Trp
110

ser
Asp
30

Lys
Ile
Thr
Gln

Ile
110

Pro
ser
30

Glu
ser
Leu
Tyr

Thr
110

Gly
15

Ser
Trp
Ala
Leu
Tyr

95
Gly

val
15

Tyr
Ala
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Gly
Thr
Trp
val
Tyr
Cys

95
Leu

Gly
Phe
val
val
Phe
80

cys

Gln

Gly
Asp
Pro
Ser
ser

80
Asn

Gly
Tyr
val
Lys
Leu
Ala

val
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<210> 40

<211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 40
tatgagcata tggattatga tttcctgcca gaaacgg

<210> 41

<211> 41

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 41

37

aaacggagca tatggaaatg ctgaggaaca gcactgacac ¢

<210> 42

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 42
aacccctcat atgaccactg tggagcctgc tgcaaggcg

<210> 43

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 43
gtggtcagat cttccatagc tgctgaatcc gtggacagg

<210> 44

<211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 44
gttcctcaga tettctggag gcetecgtttc tggcagg

<210> 45

<211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

37

39

39

41

30
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ES 2602 633 T3

<400> 45
aggcccaaga tctggagtgg tgtcagtgct gttecte 37

<210> 46

<211> 35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 46
ggctccagat ctgtagactc aggggttcca ggccc 35

<210> 47

<211> 38

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 47
gtggtcagat ctgtgactgc ccctectgca tccaggec 38

<210> 48

<211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 48
gccagcagat cttgcttcac agagatgtgg tctgggg 37

<210> 49

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 49
cgcggatcca tgectctgea actectectg ttge 34

<210> 50

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 50
gccagcctcg agcttcacag agatgtggtc tgggg 35

<210> 51

< 211> 40

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

31
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<220>
< 223> Cebador

<400> 51

ES 2602 633 T3

ggtctgctcg agcatagcetg ctgaatccgt ggacaggttc 40

<210> 52

<211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 52
agacaggcca ccgaagggaa cctgtccacg

<210> 53

<211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 53
cgtggacagg ttcccttcgg tggcectgtct

<210> 54

<211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 54
ccgctcgagce gccaagatta ggatgge

<210> 55

<211>27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 55
cgggatccac tcaaaccaca gccatgg

<210> 56

<211> 27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 56
ccgctcgagt ggtagtaggt tccatgg

<210> 57
<211> 26

30

30

27

27

27

32
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ES 2602 633 T3

< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 57
cgggatcaac tcaacccaca ggcctg 26

<210> 58

<211> 28

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 58
ctgtgcctecg agggctgtgg tttgagtg 28

<210> 59

<211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 59
cgggatccat ggagatacag accactcaac 30

<210> 60

<211> 28

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 60
cgggatccga tgcaggaggg gcagtcac 28

<210> 61

<211>27

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 61
ggccgtcact cgagttgtct gtgectc 27

<210> 62

<211>43

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 62
tatggattca gcagctatgg agatacagac cactcaacca gca

43
33
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ES 2602 633 T3

<210> 63

<211>45

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 63
gatctgcetgg ttgagtggte tgtatctcca tagctgctga atcca

<210> 64

<211>43

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 64
tatggattca gcagctatgc ggatacagac cactcaacca gca

<210> 65

<211>45

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 65
gatctgcetgg ttgagtggtc tgtatccgca tagctgctga atcca

<210> 66

<211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 66
ctagtctaga tgacccaaac tccactctcc ¢ 31

<210> 67

<211>49

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 67
ctagtctaga attaggaaag tgcacttagc atcagcccgt ttgatttcc

<210> 68

<211> 33

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

45

43

45

34

49
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<400> 68
taacattcta gatgctgttg gggctgaagt ggg 33

<210> 69

<211>49

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 69
ggatagtcta gaggttgtga ggactcacct gaggagacgg tgaccgtgg 49

<210>70

<211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 70
ctagtctaga tggagacaga cacactcctg ttatggg 37

<210> 71

<211>49

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 71
ctagtctaga attaggaaag tgcacttttt ccagcttggt ccccectee 49

<210>72

<211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 72
ctagtctaga tggactccag gctcaattta gttttcc 37

<210> 73

< 211> 51

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 73
ctagtctaga ggttgtgagg actcacctga ggagacggtg actgaggttc c 51

<210> 74

<211> 36

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

35
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<220>
< 223> Cebador

<400> 74
ctagtctaga tggattttct ggtgcagatt ttcagc

<210> 75

<211>49

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 75

ES 2602 633 T3

36

ctagtctaga attaggaaag tgcacttagc atcagcccgt ttcagctcc

<210> 76

<211> 33

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 76
ctagtctaga tggaatggag ctgggtcttt ctc

<210> 77

< 211> 51

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 77

33

ctagtctaga ggttgtgagg actcaccagc ttccagtgga tagactgatg g

<210> 78

< 211> 65

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 78

tctatctaga tgaacttcgg gtccagcttg attttccttg tccttgtttt aaaaggtgtc

cagtg

<210>79

<211>69

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 79

49

51

60
65

ccttgtttta aaaggtgtcc agtgtgaagt gcaactggtyg gagtctgggg gaggcttagt gg

gcagcctgg

36
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<210> 80

< 211> 65

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 80
ctgaaagtga atccagaggc tgcacaggag agtctcaagc ttcctccagg ctgcactaag 60
cctec 65

<210> 81

<211>69

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 81
gcctctggat tcactttcag tagcetttgga atgcactggg ttcgccaggc tccagggaag 60
ggactcgag 69

<210> 82

< 211> 66

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 82
gcatagaaga tggtactact gccaccatta atgtatgcga cccactcgag tcccttccct 60
ggagcc

<210> 83

<211>62

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 83
gtagtaccat cttctatgca aacgcagtga agggccgatt caccatctcc agagataatg 60
cc 62

<210> 84

<211>63

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 84

cctcagecct cagagaattc atttgcaggt acagggtgtt cttggcatta tctctggaga 60
tgg 63

<210> 85
<211>63

37
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< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 85

gaattctctg agggctgagg acacggccgt gtattactgt gcaagatatg ctagttacgg

agg

<210> 86

<211>60

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 86
ctgtgaccag ggtgccttgg ccccaatagt ccatagcacc ccctccgtaa ctagcatatc

<210> 87

<211>57

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 87
accctctaga ggttgtgagg actcacctga ggagactgtg accagggtgc cttggcc

<210> 88

<211>60

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 88
tctatctaga tggagacaga cacaatcctg ctatgggtgc tgctgctctg ggttccagge

<210> 89

< 211> 61

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 89

gctgctctgg gttccagget ccactggtga cattcagatg acccaatctc cgagctcttt

9

<210> 90

<211>60

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador
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<400> 90
gatctgcagg tgatagtgac cctatcccct acagacgcag acaaagagct cggagattgg 60

<210> 91

<211>63

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 91
cactatcacc tgcagatcta gtcagagcat tgtacataat gatggaaaca cctattttga 60
atg 63

<210> 92

<211>59

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 92
gatgagaagc ttgggtgcect ttcctggttt ctgttggtac cattcaaaat aggtgtttc 59

<210> 93

< 211> 66

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 93
gcacccaagc ttctcatcta taaagtttcc aatcgatttt ctggtgtccc atccaggttt 60
agtggc 66

<210> 94

< 211> 61

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 94
gcagagaaga gatggtgagg gtgaagtgtg tcccagaccc actgccacta aacctggatg 60
g 61

<210> 95

< 211> 55

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 95
ctcaccatct cttctctgca gccggaggat ttcgcaacct attactgttt tcaag 55

<210> 96
<211> 57
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< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 96
ccttggtgcc ttgaccgaac gtgagaggaa catatgaacc ttgaaaacag taatagg 57

<210> 97

<211>58

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 97
accctctaga attaggaaag tgcacttacg tttgatttcc accttggtgce cttgaccg 58

<210> 98

<211> 30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 98
tatatctaga attcccccce ccececececce 30

<210> 99

< 211> 46

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 99
tatagagctc aagcttggat ggtgggaaga tggatacagt tggtgc 46

<210> 100

<211>50

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<220>

< 221> caracteristica_variada
< 222> 30

<223>n=c,aot

<220>

< 221> caracteristica_variada
< 222> 38

<223>n=cog

<220>
< 221> caracteristica_variada

40



ES 2602 633 T3

< 222> 42
<223>N=cot

<400> 100
tatagagctc aagcttccag tggatagacn gatggggntg tngttttggc 50
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en la unién
entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en donde el anticuerpo, tras la unidon a P-selectina
glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada induce la muerte de la célula T activada, en donde el
anticuerpo comprende una primera cadena de inmunoglobulina, que es una cadena ligera, que contiene SEQ ID
NOs: 1-3 y una segunda cadena, que es una cadena pesada, que contiene SEQ ID NOs: 4-6 para uso en el
tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD).

2. Uso de un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en
la unién entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en donde el anticuerpo tras unirse a P-selectina
glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada, induce la muerte de la célula T activada, en donde el
anticuerpo comprende una primera cadena de inmunoglobulina, que es una cadena ligera, que contiene SEQ ID
NOs: 1-3 y una segunda cadena, que es una cadena pesada, que contiene SEQ ID NOs: 4-6 en la produccion de
un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD).

3. Un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en la unién
entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en donde el anticuerpo, tras unirse a P-selectina
glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada, induce la muerte de la célula T activada, en donde el
anticuerpo se une especificamente a los residuos aminoacidos 115-126 de P-selectina glicoproteina ligando-1
humano para uso en el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante (GVHD).

4. Uso de un anticuerpo que se une especificamente a P-selectina glicoproteina ligando-1 humano sin interferir en
la unién entre P-selectina glicoproteina ligando-1 y P-selectina, en donde el anticuerpo, tras unirse a P-selectina
glicoproteina ligando-1 sobre una célula T activada, induce la muerte de la célula T activada, en donde el
anticuerpo se une especificamente a los residuos aminoacidos 115-126 de P-selectina glicoproteina ligando-1
humano en la produccion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante
(GVHD).

5. Un anticuerpo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 o el uso de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 2 o 4, en donde el anticuerpo o medicamento es para administrar a un
sujeto que ha recibido o se contempla que reciba un trasplante alogeneico o xenogeneico.

6. El anticuerpo para uso o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo comprende una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 19 y una region variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 20.

7. El anticuerpo para uso o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo comprende una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 25 y una region variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 26.

8. Un anticuerpo para uso el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

9. Un anticuerpo para uso o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo humanizado.

10. Un anticuerpo para uso o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el
anticuerpo comprende (i) una cadena ligera que comprende una region variable que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 25 enlazada a una region constante de la cadena ligera kappa humana, y (ii) una
cadena pesada que comprende una regién variable que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26
enlazada a una region constante de la cadena pesada de IgG4 humana o (i) una region variable de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 19 enlazada a una region constante de la cadena ligera kappa humana y (ii) una regién
variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 20 enlazada a una region constante de la cadena pesada de 1gG4
humana.

11. Un anticuerpo para uso o el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el
trasplante comprende médula 6sea, higado, érgano o tejido.
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