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DESCRIPCION
Proteinas de unién a antigeno de ligando CD30 humano
ANTECEDENTES

El ligando CD30 (CD30L, CD153), el ligando de origen natural para CD30, es una glucoproteina de membrana tipo Il
que se une especificamente a CD30, lo que provoca que CD30 transmita una sefial a través de su dominio
citoplasmico. CD30 y CD30L son glucoproteinas de superficie celular que interactian que son miembros de las
superfamilias TNFR y TNF, respectivamente (Durkop et al, Cell, 68:421, 1992; Smith et al, Cell, 73:1349, 1993;
Patentes de Estados Unidos N.°: 5.480.981; 5.677.430; 6.143.869 y 6.652.854). La expresion de CD30 y CD30L esta
restringida a las células del sistema inmune y esta estrictamente regulada. CD30 se expresa principalmente en los
linfocitos B activados y subconjuntos de linfocitos T con un fenotipo activado/de memoria (Ellis et al., J. Immun., 151:
2380, 1993; Falini et al., Blood, 85: 1, 1995). CD30L se expresa a altos niveles en linfocitos T humanos y de ratén
activados (Shimozato et al, Biochem. & Biophys. Res. Comm., 256: 519, 1999; Armitage, J. Biological Regulators &
Homeostatic Agents, 14: 142, 2000). Se producen cambios drasticos en la expresion génica relativa de CD30L a
medida que los linfocitos B transitan a través de centros germinales (Klein et al, Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 100:
2639, 2003). Por lo tanto, la expresion de CD30L en linfocitos B puede ser especifica del estadio y del contexto.
CD30L también parece ser un marcador de una poblacién unica de células accesorias de tipo células dendriticas de
ratdon que estan presentes en los foliculos esplénicos donde los linfocitos T interactian con los linfocitos B (Kim et
al., Immunity, 18:643, 2003).

Las interacciones entre las células que expresan CD30/CD30L parecen ser importantes para la generacion de
respuestas de anticuerpos secundarios o de clase conmutada dependientes de linfocitos T fuertes. La evidencia
para tal papel incluye datos de estudios in vitro (Shanebeck et al., Eur. J. Immunol., 25:2147-53, 1995) e in vivo
(Gaspal et al,. J. Immunol., 174:3891-6, 2005) en sistemas de raton. Ademas, se ha demostrado que el tratamiento
in vivo de ratones con un mAb de rata bloqueador, pero no agotador, de CD30L de ratén inhibe el desarrollo o la
progresion de la enfermedad en varios modelos de enfermedades autoinmunes dependientes de linfocitos T y/o B
(Patente de Estados Unidos N.° 6.667.039). En los modelos con un fuerte componente inmune humoral, la inhibicion
de la enfermedad se correlaciona con la inhibicidn de la respuesta de anticuerpos asociada a la enfermedad.

Por lo tanto, seria util tener composiciones que comprendan anticuerpos humanos y/o regiones de unién a antigeno
que se unan a CD30L para su uso en aplicaciones terapéuticas y de diagndstico.

CHAKRABARTY et al. (2003) Clin. Exp. Immunol. 133, 318-325, divulgan el clon de anticuerpo anti-CD30L RM153,
que bloquea la interaccion de CD30L con CD30.

El documento WO 02/11767 divulga agentes que bloquean la interaccion CD30/CD30L y el mAb anti-CD30L M15.

FRANKE et al. (2000) HYBRIDOMA 19(1), 43-48 divulgan anticuerpos que se unen a CD30L humano, incluyendo
CD30L antihumano M81.

Smith et al. (1993) Cell 73, 1349-1360 describen la homologia de secuencia entre CD30L murino y humano.

Kennedy et al. (2006) Immunology 118, 143-152 describen la biologia del ligando CD30 y su papel en la inmunidad
humoral y anticuerpos que se unen a CD30L murino, incluyendo el mAb RM 153.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo aislado que se une a CD30L humano como se define
en las reivindicaciones adjuntas.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un
anticuerpo de la invencion.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo de
la invencion.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona una célula huésped que comprende una molécula de acido nucleico
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que codifica un anticuerpo de la invencién.
DESCRIPCION GENERAL

Como se describe en este documento, las proteinas de unién al antigeno CD30L humanas pueden reducir, inhibir,
interferir y/o modular al menos una de las respuestas bioldgicas relacionadas con una interaccion CD30L/CD30, y
como tales, son utiles para mejorar los efectos de enfermedades o trastornos relacionados con CD30L. Las
proteinas de union a antigeno CD30L pueden usarse, por ejemplo, para reducir, inhibir, interferir y/o modular las
interacciones CD30L/CD30.

Se describe una proteina de union a antigeno aislada que se une a una region C-terminal de CD30L que incluye AA
201-234. También se describe una proteina de unién a antigeno que se une a una region C-terminal de CD30L
incluyendo AA 201-234 y una regioén adicional de CD30L localizada en la parte N-terminal de la regidn extracelular,
que se define por AA 75-95. También se describe una proteina de unién a antigeno que tiene al menos una
propiedad seleccionada del grupo que consiste en: a) inhibir la interaccion CD30/CD30L; b) inhibir la induccion de IL-
8 inducida por CD30L; c) competicion cruzada con uno de los anticuerpos A-F para la unién a CD30L humano; d)
una constante de disociacion para CD30L humana es como maximo de 70 pM, y e) unién a CD30L humano con
sustancialmente la misma afinidad o mayor (Kb inferior) que uno de los anticuerpos A-F. La afinidad (o Kp) se puede
determinar como se conoce por el experto en la técnica, tal como por SPR o por FACS como se describe en el
Ejemplo 4 en el presente documento.

También se describe una proteina de unién a antigeno que se une a CD30L y compite con un Fab de uno o mas de
los anticuerpos A, B, C, D, E y F para unirse a CD30L. Como alternativa, dicha proteina de unién a antigeno se
caracteriza como una proteina de unién a antigeno cuya unién a hCD30L se inhibe por la union de un Fab de uno o
mas de los anticuerpos A, B, C, D, E y F. Aqui, el Fab puede ser un Fab de anticuerpo A que incluye cada uno de
A1, A2, A3, A4, A5y A6.

También se describe una proteina de union a antigeno aislada que se une a CD30L, que comprende al menos una
region variable de cadena pesada que comprende una CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3 seleccionadas del grupo
que consiste en: a) una CDRH1 que difiere en no mas de cuatro, tres, dos o una sustituciones, inserciones o
deleciones de aminoacidos de una CDRH1 como se muestra en la TABLA 3; b) una CDRH2 que difiere en no mas
de siete, seis, cinco, cuatro, tres, dos o una sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos de una CDRH2
como se muestra en la TABLA 3; c) una CDRH3 que difiere en no mas de once, diez, nueve, ocho, siete, seis, cinco,
cuatro, tres, dos o una sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos de una CDRH3 como se muestra en
la TABLA 3; y que comprende al menos una region variable de cadena ligera que comprende una CDRL1, una
CDRL2 y una CDRL3 seleccionadas del grupos que consiste en: d) una CDRL1 que difiere en no mas de cuatro,
tres, dos o una sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos de una CDRL1 como se muestra en la
TABLA 3; e) una CDRL2 que difiere en no mas de dos o una sustituciones, inserciones o deleciones aminoacidica
de una CDRL2 como se muestra en la TABLA 3; f) una CDRL3 que difiere en no mas de dos o una sustituciones,
inserciones o deleciones de aminoacidos de una CDRL3 como se muestra en la TABLA 3. También se describe una
CDRH1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:14, 15, 16, 17, 18, y 33; una CDRH2 seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NOs: 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 34; una CDRH3 seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NOs: 25, 26, 27, 28, 29, y 35; una CDRL1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5,
6, y 30; una CDRL2 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 8, 9, 10, y 31; y una CDRL3
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 11, 12, 13, y 32.

También se describe una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L humano que comprende al
menos una region variable de cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en la que la CDR1
comprende los residuos aminoacidicos 23-36, la CDR2 comprende 52-58 y la CDR3 comprende 91-100 de SEQ ID
NOs:36, 28, 40, 42, 0 44; o b) una region variable de cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en la
que la CDR1 comprende los residuos aminoacidicos 25-36, la CDR2 comprende los residuos aminoacidicos 52-58 y
la CDR3 comprende los residuos aminoacidicos 91-100 de SEQ ID NO0:46; y al menos una region variable de cadena
pesada que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en la que la CDR1 1 comprende los residuos aminoacidicos 31-
35, la CDR2 comprende los residuos aminoacidicos 50-65 y la CDR3 comprende los residuos aminoacidicos 98-113
de SEQ ID NOs:48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70 o 72. También se describe una proteina de unién a
antigeno que comprende al menos una region variable de cadena pesada y al menos una region variable de cadena
ligera. También se describe una proteina de unién a antigeno que comprende al menos dos regiones variables de
cadena pesada y al menos dos regiones variables de cadena ligera.
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Se describe en el presente documento una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L que
comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, en la que la secuencia de
region variable de cadena pesada difiere en no mas de 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, o 1 sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos de una
secuencia de regién variable de cadena pesada como se muestra en la TABLA 2; y en la que la secuencia de region
variable de cadena ligera difiere en no mas de 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,
12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, o 1 sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos de una secuencia de
regién variable de cadena ligera como se muestra en la TABLA 1.

También se describe una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de identidad
de secuencia con SEQ ID NO:48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, y 72; y una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 88 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 36, 38, 40, 42, 44, y 46.

También se describe una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L seleccionada del grupo que
consiste en a) una region variable de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:48, 50,
52, 54, 56, 58, 60 y 62, y una regién variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 36; b) una region variable de cadena
pesada de SEQ ID NO:64 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:38; c¢) una regién variable de
cadena pesada de SEQ ID NO:66 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:40; d) una regioén variable
de cadena pesada de SEQ ID NO:68 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:42; e) una region
variable de cadena pesada de SEQ ID NO:70 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:44; y f) una
region variable de cadena pesada de SEQ ID NO:72 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:46. La
proteina de unioén a antigeno aislada puede ser un anticuerpo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo recombinante, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
multiespecifico, o un fragmento de anticuerpo de los mismos. También se describe un fragmento de anticuerpo que
es un fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab')z, un fragmento Fv, un diacuerpo, o una molécula de
anticuerpo monocatenario. También se describe una proteina de unién a antigeno que es un anticuerpo humano. La
proteina de union a antigeno puede ser un anticuerpo monoclonal. La proteina de unién a antigeno puede ser del
tipo IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4. La proteina de unién a antigeno puede ser del tipo IgG1 o IgG2.

También se describen moléculas de acido nucleico aisladas que codifican una proteina de unién a antigeno como se
ha descrito anteriormente. Al menos una regién variable de cadena pesada puede codificarse por una molécula de
acido nucleico aislada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69,
71 y 73, y al menos una region variable de cadena ligera puede codificarse por una molécula de acido nucleico
aislada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:37, 39, 41, 43, 45, y 47. La molécula de acido nucleico
puede estar unida operativamente a una secuencia de control. También se describen vectores que comprenden un
acido nucleico descrito anteriormente y células huésped que comprenden dichos vectores. También se describe un
polinucledtido aislado suficiente para su uso como sonda de hibridacién, cebador de PCR o cebador de
secuenciacion que es un fragmento de la molécula de acido nucleico como se ha descrito anteriormente o su
complemento.

También se describe un método para preparar la proteina de unién a antigeno como se ha descrito anteriormente
que comprende la etapa de preparar la proteina de unién a antigeno a partir de una célula huésped que secreta la
proteina de union a antigeno.

También se describe una proteina de unién a antigeno aislada como se ha descrito anteriormente, en la que la
proteina de union a antigeno tiene al menos una propiedad seleccionada del grupo que consiste en: a) inhibir la
interaccion CD30/CD30L; b) inhibir la induccién de IL-8 inducida por CD30L; c) la competiciéon cruzada con uno de
los anticuerpos A-F para la unién a CD30L humano; d) una constante de disociaciéon <70 pM y e) la uniéon a CD30L
humano con sustancialmente la misma Kd que uno de los anticuerpos A-F.

También se describe una composicion farmacéutica que comprende al menos una proteina de unién a antigeno
como se ha descrito anteriormente y un excipiente farmacéuticamente aceptable. También se describen dichas
composiciones farmacéuticas que comprenden ademas un grupo marcador o un grupo efector. El grupo marcador
puede seleccionarse del grupo que consiste en etiquetas isotdpicas, etiquetas magnéticas, restos activos redox,
tintes Opticos, grupos biotinilados y epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un indicador
secundario. El grupo efector puede seleccionarse del grupo que consiste en un radioisétopo, radionuclido, una
toxina, un grupo terapéutico y un grupo quimioterapéutico. Como se describe en el presente documento, la proteina
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de unién a antigeno se puede acoplar a un grupo marcador.

También se describe un método para tratar o prevenir una afeccion asociada con CD30L en un paciente, que
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de al menos una proteina de unién a
antigeno aislada como se ha descrito anteriormente. Aqui, la proteina de unién a antigeno aislada puede
administrarse en solitario o como una terapia de combinacion.

También se describe un método para reducir la actividad de CD30L en un paciente que comprende administrar una
cantidad eficaz de al menos una proteina de unién a antigeno como se ha descrito anteriormente.

También se describe una proteina de unién a antigeno que compite con al menos una proteina de unién a antigeno
como se ha descrito anteriormente.

También se describe una proteina de unién a antigeno como se ha descrito anteriormente que esta afucosilada total
o parcialmente.

FIGURAS

Figura 1A Células de Ramos y efectores NK, Cuadrados de color blanco: Rituxan (IgG1), Rombos de color
negro: Anticuerpo A1 IgG1f, Cuadrados de color negro: Anticuerpo A1 IgG1, Circulos de color blanco:
Anticuerpo A1 IgG2.

Figura 1B Células JD38 y efectores NK, Cuadrados de color blanco: Rituxan (IgG1 Rombos de color negro:
Anticuerpo A1 IgG1f, Cuadrados de color negro: Anticuerpo A1 1gG1, Circulos de color blanco: Anticuerpo
A1 IgG2.

Figura 1C Células DS179 y efectores NK, Cuadrados de color blanco: Rituxan (IgG1), Rombos de color
negro: Anticuerpo A1 IgG1f, Cuadrados de color negro: Anticuerpo A1 IgG1, Circulos de color blanco:
Anticuerpo A1 IgG2.

Figura 1D Células EW36 y efectores NK, Cuadrados de color blanco: Rituxan (IgG1), Rombos de color
negro: Anticuerpo A1 IgG1f, Cuadrados de color negro: Anticuerpo A1 IgG1, Circulos de color blanco:
Anticuerpo A1 IgG2.

DESCRIPCION DETALLADA

Se describen en el presente documento composiciones, kits y métodos relacionados con proteinas de unién a
antigeno CD30L, incluyendo proteinas de unién a antigeno que bloquean la interaccion entre CD30L y CD30, tales
como anticuerpos anti-CD30L, fragmentos de anticuerpos y derivados de anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos anti-
CD30L neutralizantes, fragmentos de anticuerpos, o derivados de anticuerpos. También se describen polinucleétidos
y derivados y fragmentos de los mismos, que comprenden una secuencia de acidos nucleicos que codifica todo o
una porcion de un polipéptido que se une a CD30L, por ejemplo, un polinucleétido que codifica todo o parte de un
anticuerpo anti-CD30L, fragmento de anticuerpo, o derivado de anticuerpo, plasmidos y vectores que comprenden
dichos acidos nucleicos, y células o lineas celulares que comprenden dichos polinucleétidos y/o vectores y
plasmidos. Los métodos descritos incluyen, por ejemplo, métodos de fabricacion, identificacion o aislamiento de
proteinas de unién a antigeno CD30L, tales como anticuerpos anti-CD30L, métodos para determinar si una molécula
bloquea la interaccion entre CD30L y CD30, métodos para determinar si una molécula antagoniza CD30L, métodos
para fabricar composiciones, tales como composiciones farmacéuticas, que comprenden una proteina de union a
antigeno CD30L, y métodos para administrar una proteina de unién a antigeno CD30L a un sujeto, por ejemplo,
métodos para tratar una afeccion mediada por CD30L, y para bloquear la interacciéon entre CD30L y CD30, in vivo o
in vitro.

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos cientificos y técnicos utilizados en
relacion con la presente invencion tendran los significados que cominmente comprenden los expertos en la técnica.
Ademas, a menos que lo exija el contexto, los términos singulares incluiran pluralidades y los términos plurales
incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y las técnicas de cultivo de células
y tejidos, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de proteinas y acidos nucleicos e
hibridacion descritas en el presente documento son las bien conocidas y cominmente usadas en la técnica. Los
métodos y técnicas de la presente invencion se realizan generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien
conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y se
analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que se indique lo contrario. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2682 118 T3

Harbor, N.Y. (2001) y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), y
Harlow y Lane Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1990). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se realizan de acuerdo con las especificaciones del
fabricante, como se realiza comunmente en la técnica o como se describe en el presente documento. La
terminologia utilizada en relacién con los procedimientos y técnicas de laboratorio de la quimica analitica, la quimica
organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descrita en el presente documento son las bien conocidas y
comunmente usadas en la técnica. Las técnicas estandar pueden usarse para sintesis quimicas, analisis quimicos,
preparacion farmacéutica, formulacién y administracion, y tratamiento de pacientes.

El término "ligando CD30" (CD30L) se refiere a un género de polipéptidos que son capaces de unirse a CD30, como
se divulga en Smith et al., Cell 73:1349-1360, 1993 y la Patente de Estados Unidos N.° 5.480.981, incluyendo
muteinas de union a CD30 de los mismos; dichos polipéptidos incluyen proteinas unidas a la membrana (que
comprenden un dominio citoplasmatico, una regién transmembrana, y un dominio extracelular), asi como proteinas
truncadas que conservan la propiedad de unién a CD30. Dichas proteinas truncadas incluyen, por ejemplo, CD30L
soluble que comprende solo el dominio extracelular (unién a receptor). También se incluyen fragmentos de CD30L,
incluyendo porciones de un polipéptido CD30L de longitud completa que conserva la capacidad de unirse a CD30, o
que son capaces de provocar a un anticuerpo que se une especificamente con un polipéptido CD30 o a una porcion
de CD30 de longitud completa que es capaz de transmitir una sefial biolédgica como la activacién de NF-kB.

El término "CD30" se refiere a un receptor que es un miembro de la superfamilia del receptor de TNF/NGF, cuya
clonacion se describe en Durkop et al. (Cell 68:421, 1992). La expresion "CD30 soluble" (sCD30) se refiere a
moléculas solubles que comprenden todo o parte del dominio extracelular de la proteina CD30, y que conservan la
capacidad de unirse especificamente con CD30L. Los polipéptidos CD30 solubles incluyen sCD30 recombinante y
proteinas sCD30 de origen natural de forma altamente purificada.

Como se usa en el presente documento, la expresion "fragmento de CD30" se refiere a una porciéon de un
polipéptido CD30 de longitud completa que conserva la capacidad de unirse a CD30L o que es capaz de provocar
un anticuerpo que se une especificamente con un polipéptido CD30 o una porciéon de CD30 de longitud completa
que es capaz de transmitir una sefial bioldgica tal como la activacion de NF-kB.

La expresion "interaccion CD30/CD30L" como se usa en el presente documento se refiere a la unién especifica de
CD30 a CD30L, que da como resultado la transduccién de sefial por CD30. Esto incluye casos en los que al menos
un compafiero de unién es un fragmento de CD30 o CD30L, es decir, el término puede referirse a la interaccion de
unién de un fragmento de CD30 a CD30L, CD30 a un fragmento de CD30L, o un fragmento de CD30 a un fragmento
de CD30L. Ademas, una interaccién CD30/CD30L puede implicar un analogo de CD30 (tal como una variante alélica
0 muteina) que es capaz de unirse especificamente a CD30L, o puede implicar un analogo de CD30L (tal como una
variante alélica o muteina) que puede unirse especificamente con CD30. Ademas, una interaccion CD30/CD30L
puede implicar proteinas CD30 o CD30L enddgenas o puede implicar CD30 o CD30L recombinante expresado por
una célula transfectada con un acido nucleico que codifica la proteina recombinante.

El término "polinucledtido" incluye tanto acidos nucleicos monocatenarios como bicatenarios e incluye ADN
genomico, ARN, ARNm, ADNc u origen sintético o alguna combinaciéon de los mismos que no esta asociada con
secuencias normalmente encontradas en la naturaleza. Los polinucleétidos aislados que comprenden secuencias
especificadas pueden incluir, ademas de las secuencias especificadas, secuencias de codificacion para hasta diez o
incluso hasta veinte proteinas diferentes o porciones de las mismas, o pueden incluir secuencias reguladoras unidas
operativamente que controlan la expresion de la region codificante de las secuencias de acido nucleico citadas, y/o
pueden incluir secuencias de vectores. Los nucleétidos que comprenden el polinucleétido pueden ser
ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquiera de los dos tipos de nucleétidos. Las
modificaciones incluyen modificaciones de bases tales como bromouridina y derivados de inosina, modificaciones de
ribosa tales como 2'.3'-didesoxirribosa, y modificaciones de enlace internucleotidico tales como fosforotioato,
fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoiltioato, fosforaniladato y fosforoamidato.

El término "oligonucleoétido” significa un polinucleétido que comprende 100 nucleétidos o menos. En algunos casos,
los oligonucleétidos tienen una longitud de 10 a 60 bases. En otros casos, los oligonucleétidos tienen 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 a 40 nucledtidos de longitud. Los oligonucleétidos pueden ser monocatenarios o bicatenarios,
por ejemplo, para su uso en la construccion de un gen mutante. Los oligonucleétidos pueden ser oligonucledtidos
sentido o antisentido. Un oligonucledtido puede incluir un marcador detectable, tal como un radiomarcador, un
marcador fluorescente, un hapteno o un marcador antigénico, para ensayos de deteccion. Los oligonucleétidos se
pueden utilizar, por ejemplo, como cebadores de PCR, cebadores de clonacion o sondas de hibridacion.
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Los términos "polipéptido" o "proteina" significan una macromolécula que tiene la secuencia de aminoacidos de una
proteina nativa, es decir, una proteina producida por una célula natural y no recombinante; o es producida por una
célula genéticamente modificada o recombinante, y comprende moléculas que tienen la secuencia de aminoacidos
de la proteina nativa, o moléculas que tienen una o mas deleciones de, inserciones a, y/o sustituciones de los
residuos de aminoacidos de la secuencia nativa. El término también incluye polimeros de aminoacidos en los que
uno 0 mas aminoacidos son analogos quimicos de un correspondiente aminoacido de origen natural y polimeros.
Los términos "polipéptido" y "proteina" incluyen proteinas de unién al antigeno CD30L (tales como anticuerpos) y
secuencias que tienen una o mas deleciones de, adiciones a, y/o sustituciones de los residuos de aminoacidos de la
secuencia de proteina de unién a antigeno. El término "fragmento de polipéptido" se refiere a un polipéptido que
tiene una delecion amino terminal, una delecion carboxilo terminal y/o una delecion interna en comparacion con la
proteina nativa de longitud completa. Dichos fragmentos pueden contener también aminoacidos modificados en
comparacion con la proteina nativa. En ciertos casos, los fragmentos tienen de aproximadamente cinco a 500
aminoacidos de longitud. Por ejemplo, los fragmentos pueden tener al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 50, 70, 100, 110, 150, 200, 250, 300, 350, 400, o 450 aminoacidos de longitud. Los fragmentos de
polipéptidos utiles incluyen fragmentos de anticuerpos inmunolégicamente funcionales, incluyendo dominios de
union. En el caso de una proteina de union a antigeno CD30L, tal como un anticuerpo, los fragmentos Uutiles
incluyen, pero sin limitacion, una o mas regiones CDR, un dominio variable de una cadena pesada o ligera, una
porcion de una cadena del anticuerpo, una porcién de una region variable que incluye menos de tres CDR, y
similares.

"Aminoacido" incluye su significado normal en la técnica. Los veinte aminoacidos de origen natural y sus
abreviaturas siguen el uso convencional. Véase, Immunology-A Synthesis, 22 Edicién, (E. S. Golub y D. R. Gren,
eds.), Sinauer Associates: Sunderland, Mass. (1991). Los estereoisémeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los
veinte aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturales tales como aminoacidos [alfa], [alfa]-disustituidos,
aminoacidos N-alquilo y otros aminoacidos no convencionales también pueden ser componentes adecuados para
polipéptidos. Los ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, [gammal-carboxiglutamato,
[épsilon]-N,N,N-trimetilisina, [épsilon]-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina,
5-hidroxilisina, [sigma]-N-metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina).
En la notacion de polipéptido utilizada en el presente documento, la direccién de la izquierda es la direccion del
terminal amino y la direccién de la derecha es la direcciéon del terminal carboxilo, de acuerdo con el uso y la
convencién estandar.

El término "proteina aislada" se refiere a una proteina, tal como una proteina de unién a antigeno (un ejemplo de la
cual podria ser un anticuerpo), que se purifica a partir de proteinas o polipéptidos u otros contaminantes que podrian
interferir con sus propiedades terapéuticas, de diagndstico, profilacticas, de investigacion u otro uso. Como se usa
en el presente documento, "sustancialmente puro" significa que la especie de molécula descrita es la especie
predominante presente, es decir, en una base molar, es mas abundante que cualquier otra especie individual en la
misma mezcla. En ciertos casos, una molécula sustancialmente pura es una composicion en la que la especie objeto
comprende al menos el 50 % (sobre una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. En otros
casos, una composicion sustancialmente pura comprendera al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o el 99 % de todas
las especies macromoleculares presentes en la composicidon. En ciertos casos, una sustancia esencialmente
homogénea se ha purificado hasta un grado tal que las especies contaminantes no pueden ser detectadas en la
composicion por métodos de deteccion convencionales y, por lo tanto, la composicién consiste en una Unica especie
macromolecular detectable.

Una "variante" de un polipéptido (por ejemplo, una proteina de unién al antigeno, tal como un anticuerpo) comprende
una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas residuos de aminoacidos se insertan en, se suprimen de, y/o se
sustituyen en la secuencia de aminoacidos con respecto a otra secuencia de polipéptidos. Las variantes incluyen
proteinas de fusién. Un "derivado" de un polipéptido es un polipéptido que se ha modificado quimicamente de alguna
manera distinta de las variantes de insercion, delecion o sustitucién, por ejemplo, a través de la conjugacién con otro
resto quimico.

Los términos "de origen natural" o "nativo" como se usan a lo largo de la memoria descriptiva en relaciéon con
materiales bioldgicos tales como polipéptidos, acidos nucleicos, células huésped y similares, se refieren a materiales
que se encuentran en la naturaleza. En este contexto, una "proteina recombinante" es una proteina fabricada
utilizando técnicas recombinantes, es decir, a través de la expresion de un acido nucleico recombinante como se
describe en el presente documento. Los métodos y técnicas para la producciéon de proteinas recombinantes se
conocen bien en la técnica.
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El término "anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta de cualquier isotipo o un fragmento del mismo que
pueda competir con el anticuerpo intacto para la unién especifica al antigeno diana e incluye, por ejemplo,
anticuerpos quiméricos, humanizados, completamente humanos y biespecificos. Un anticuerpo como tal es una
especie de una proteina de unién a antigeno. A menos que se indique otra cosa, el término "anticuerpo” incluye,
ademas de los anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas de longitud completa y dos cadenas ligeras de
longitud completa, derivados, variantes, fragmentos y muteinas de los mismos, cuyos ejemplos se describen a
continuacién. Un anticuerpo intacto comprendera generalmente al menos dos cadenas pesadas de longitud
completa y dos cadenas ligeras de longitud completa, pero en algunos casos, puede incluir menos cadenas, tales
como anticuerpos de origen natural en camélidos que pueden comprender solamente cadenas pesadas. Los
anticuerpos se pueden derivar Unicamente de una unica fuente, o pueden ser "quiméricos", es decir, se pueden
derivar diferentes porciones del anticuerpo a partir de dos anticuerpos diferentes como se describe adicionalmente
mas adelante. Las proteinas de unién a antigeno, anticuerpos o fragmentos de unidén se pueden producir en
hibridomas, mediante técnicas de ADN recombinante, o por division enzimatica o quimica de anticuerpos intactos.

El término "fragmento funcional" (o simplemente "fragmento") de un anticuerpo o cadena de inmunoglobulina
(cadena pesada o ligera), como se usa en el presente documento, es una proteina de uniéon a antigeno que
comprende una porcion (independientemente de como se obtiene o sintetiza esa porcién) de un anticuerpo que
carece de al menos algunos de los aminoacidos presentes en una cadena de longitud completa, pero que es capaz
de unirse especificamente a un antigeno. Dichos fragmentos son biolégicamente activos porque se unen
especificamente al antigeno diana y pueden competir con otras proteinas de uniéon a antigeno, incluyendo
anticuerpos intactos, para la unién especifica a un epitopo dado. En un caso, tal fragmento conservara al menos una
CDR presente en la cadena ligera o pesada de longitud completa, y en algunos casos, comprendera una Unica
cadena pesada y/o cadena ligera o parte de la misma. Estos fragmentos biolégicamente activos se pueden producir
mediante técnicas de ADN recombinante, o se pueden producir por escisién enzimatica o quimica de proteinas de
union al antigeno, incluyendo anticuerpos intactos. Los fragmentos incluyen, pero sin limitaciéon, fragmentos
inmunolégicamente funcionales tales como Fab, Fab', F(ab')2, Fv, anticuerpos de dominio y anticuerpos
monocatenarios, y se pueden derivar de cualquier fuente de mamifero, incluyendo, pero sin limitacion, ser humano,
raton, rata, camélido o conejo. Se contempla ademas que una porcion funcional de las proteinas de unién al
antigeno divulgadas en el presente documento, por ejemplo, una o mas CDR, podria unirse covalentemente a una
segunda proteina 0 a una molécula pequefia para crear un agente terapéutico dirigido a una diana particular en el
cuerpo, que poseen propiedades terapéuticas bifuncionales, o que tienen una semivida en suero prolongada.

El término "competir" cuando se usa en el contexto de proteinas de union al antigeno (por ejemplo, proteinas
neutralizantes de unién al antigeno o anticuerpos neutralizantes) se refiere a la competicién entre las proteinas de
union al antigeno como se determina mediante un ensayo en el que la proteina de unién al antigeno (por ejemplo,
anticuerpo o fragmento inmunolégicamente funcional del mismo) bajo ensayo previene o inhibe la unién especifica
de una proteina de unién al antigeno de referencia (por ejemplo, un ligando o un anticuerpo de referencia) a un
antigeno comun (por ejemplo, una proteina CD30L o un fragmento de la misma). Se pueden usar numerosos tipos
de ensayos de union competitiva, por ejemplo: radioinmunoensayo directo o indirecto en fase solida (RIA),
inmunoensayo enzimatico directo o indirecto en fase sdlida (EIA), ensayo de competicién en sandwich (véase, por
ejemplo, Stahli et al., 1983, Methods in Enzymology 92: 242-253); EIA de biotina-avidina directo en fase sdlida
(véase, por ejemplo, Kirkland et al., 1986, J. Immunol. 137: 3614-3619), ensayo de marcado directo en fase sélida,
ensayos en sandwich marcado directos en fase sdlida (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988, Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA marcado directo en fase sélida usando el marcador I-125 (véase,
por ejemplo, Morel et al., 1988, Molec. Immunol. 25: 7-15); EIA de biotina-avidina directa en fase sélida (véase, por
ejemplo, Cheung, et al., 1990, Virology 176: 546-552); y RIA marcado directamente (Moldenhauer et al., 1990,
Scand. J. Immunol. 32: 77-82). Tipicamente, tal ensayo implica el uso de antigeno purificado unido a una superficie
sélida o células que portan cualquiera de estas, una proteina de unién al antigeno de ensayo no marcada y una
proteina de union al antigeno de referencia marcada. Se pueden tomar diferentes enfoques como se conoce por el
experto. Una opcién alternativa incluye tener la proteina de union al antigeno de referencia unida a la placa,
opcionalmente a través de una matriz flexible. Una variaciéon adicional puede basarse en el orden de adicion, es
decir, si el antigeno se mezcla primero con la proteina de uniéon al antigeno de referencia unida a la placa o la
proteina de union al antigeno de ensayo. En todos los senarios, la saturacion del antigeno por la proteina de unién a
antigeno es necesaria para evitar resultados falsos no competitivos.

La inhibicion competitiva se mide mediante la determinacion de la cantidad de marcador unido a la superficie sélida

o células en presencia de la proteina de unién al antigeno de ensayo. Normalmente, la proteina de unién al antigeno
de ensayo esta presente en exceso. Las proteinas de unioén al antigeno identificadas por el ensayo de competiciéon
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(proteinas de unién al antigeno competidoras) incluyen proteinas de union al antigeno que se unen al mismo epitopo
que las proteinas de union al antigeno de referencia y las proteinas de union al antigeno que se unen a un epitopo
adyacente suficientemente proximal al epitopo unido por la proteina de union al antigeno de referencia para que se
produzca impedimento estérico. Normalmente, cuando una proteina competidora de unién al antigeno esta presente
en exceso, inhibira la union especifica de una proteina de unién al antigeno de referencia a un antigeno comun al
menos en un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 % o 75 %. En algun caso, la unién se inhibe en al menos un
80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas.

Los experimentos de competicion se pueden hacer con diferentes tipos de moléculas que pueden tener diferente
sensibilidad. Si la proteina de unién a antigeno es un anticuerpo, la molécula sera bivalente. Si la molécula de union
al antigeno es un Fab, es monovalente y substancialmente mas pequefia que un anticuerpo de longitud completa, lo
que da como resultado menos impedimento estérico. En experimentos de competicion, para cierta proteina de unién
a antigeno, la union a hCD30L se inhibe por la uniéon de un Fab de una proteina de unién a antigeno de anticuerpo
como se define en el presente documento, tal como uno cualquiera de los anticuerpos A, B, C, D, Ey F.

El término "epitopo" o "determinante antigénico" se refiere a un sitio sobre un antigeno al que se une una proteina de
union al antigeno. Los epitopos se pueden formar tanto a partir de aminoacidos contiguos como de aminoéacidos no
contiguos yuxtapuestos por el plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoacidos
contiguos se conservan tipicamente en la exposicion a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos
formados por plegamiento terciario se pierden tipicamente en el tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Los
determinantes de epitopo pueden incluir agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tales como
aminoacidos, cadenas laterales de azucar, grupos fosforilo o sulfonilo, y pueden tener caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. Un epitopo incluye tipicamente al menos 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35 aminoacidos en una conformacién espacial Unica.
Los epitopos se pueden determinar utilizando métodos conocidos en la técnica.

La unién de una proteina de unién a antigeno también puede describirse por la region o regiones del antigeno con
las que interactua la proteina de unién a antigeno. Dicha region o regiones de interaccion se pueden determinar por
diversos métodos conocidos en la técnica, tal como realizando ensayos de uniéon usando moléculas de antigeno
variantes o mediante HX-MS como se ilustra en el presente documento (véase el Ejemplo 6), donde se determina la
region o regiones de interaccion del antigeno con las proteinas de unién a antigeno.

La tecnologia HX-MS aprovecha que el intercambio de hidrogeno (HX) de una proteina puede seguirse facilmente
por espectrometria de masas (MS). Al reemplazar el disolvente acuoso que contiene hidrégeno por un disolvente
acuoso que contiene deuterio, la incorporacion de un atomo de deuterio en un sitio determinado en una proteina
dara lugar a un aumento en la masa de 1 Da. Este aumento de masa se puede controlar en funcién del tiempo
mediante espectrometria de masas en muestras inactivadas de la reaccion de intercambio. La informacion de
marcado con deuterio puede subsituarse en las regiones de la proteina mediante digestion con pepsina en
condiciones de inactivacion y después del aumento en masa de los péptidos resultantes. Puede usarse HX-MS para
hibridar los sitios implicados en interacciones moleculares identificando regiones de intercambio reducido de
hidrogeno tras la formacion de complejos proteina-proteina que incluyen interacciones anticuerpo-antigeno.
Normalmente, las interfaces de unidn se revelaran mediante marcadas reducciones en el intercambio de hidrégeno
debido a la exclusion estérica del disolvente. La formacién del complejo proteina-proteina puede detectarse
mediante HX-MS simplemente midiendo la cantidad total de deuterio incorporado en cualquiera de los miembros
proteicos en presencia y en ausencia del compafiero de unién respectivo en funcion del tiempo. La técnica HX-MS
usa los componentes nativos, es decir, proteina y anticuerpo o fragmento Fab, y se realiza en solucion. Por lo tanto,
la HX-MS proporciona la posibilidad de imitar las condiciones in vivo (para una revision de la tecnologia HX-MS,
véase, por ejemplo, Wales y Engen, Mass Spectrom. Rev. 25, 158 (2006)).

Ciertas proteinas de union a antigeno como se describe en el presente documento interactian con o se unen a
CD30L a través de una region C-terminal de CD30L humano definida por AA 201-234. Puede ser que la proteina de
unién a antigeno se una a una region C-terminal de CD30L humano definida por AA 201-234, o una regién menor,
tal como AA 205-230 o AA 211-226. Como se ha descrito anteriormente, un epitopo puede ser no contiguo y
también lo puede ser la regidon de interaccién. En un caso, una proteina de uniéon a antigeno de acuerdo con la
invencion se une al menos a dos regiones de CD30L. Dichas proteinas de unién a antigeno adicionales de acuerdo
con la invencion pueden interactuar con una region C-terminal como se ha definido anteriormente y una region
adicional de CD30L humana localizada en la parte N-terminal del dominio extracelular, tal como una regién definida
por AA70-100 de hCD30L de longitud completa. Dichas proteinas de unién a antigeno pueden unirse a AA 75-95 0 a
una regién mas corta, tal como AA 80-90 o AA 82-88, ademas de la region C-terminal definida por AA 201-234, AA
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205-230 o AA 211-226.
Proteinas de unién a antigeno CD30L

Una "proteina de unién a antigeno" como se usa en el presente documento significa una proteina que se une
especificamente a un antigeno diana especificado; el antigeno como se describe en el presente documento es
CD30L, particularmente CD30L humano. Las proteinas de unién a antigeno incluyen, por ejemplo, aquellas que
bloquean o inhiben la interaccion de CD30L y CD30. Dichas proteinas de unién a antigeno "bloqueadoras" pueden
desarrollarse hacia CD30L, o un fragmento, variante o derivado del mismo, y cribarse en ensayos convencionales
para determinar la capacidad de interferir con la interaccion de CD30L y CD30. Los ejemplos de ensayos adecuados
son ensayos que prueban la capacidad de las proteinas de unién a antigeno para inhibir la interaccién de CD30L y
CD30 y se describen en el presente documento. Las proteinas de unién a antigeno también incluyen aquellas que
inhiben CD30L o activan CD30L. Dicha inhibicién o neutralizacién altera una respuesta bioldgica en presencia de la
proteina de unién a antigeno en comparacion con la respuesta en ausencia de la proteina de union a antigeno y
puede determinarse usando ensayos conocidos en la técnica y descritos en el presente documento. Las proteinas
de unién a antigeno descritas en el presente documento, por ejemplo, inducen la produccion de IL-8 a partir de
células CD30". Las proteinas de union a antigeno como se divulgan en el presente documento tampoco se unen a
otros miembros de la superfamilia de TNF, particularmente 4-1 BBL, OX-40L, TNFa, TNFB, RANKL, Trail, CD40L o
CD27L.

Diferentes proteinas de unién a antigeno CD30L pueden unirse a diferentes dominios o epitopos de CD30L o actuar
mediante diferentes mecanismos de accion Una proteina de unién al antigeno CD30L no necesita inhibir
completamente una actividad inducida por CD30L para encontrar el uso como se describe en el presente
documento; mas bien, las proteinas de unién a antigeno que reducen una actividad particular de CD30L también se
contemplan para su uso. Las proteinas de unién a antigeno también incluyen aquellas que compiten de forma
cruzada por la unién con CD30L humano; que se unen al mismo epitopo de CD30L humano; que se unen a CD30L
humano con sustancialmente la misma Kd; que se unen a CD30L con sustancialmente la misma velocidad de
desactivacion; como cualquiera de las proteinas de union a antigeno de referencia descritas en el presente
documento. Se conocen en la técnica diversos métodos para medir dichas caracteristicas y se describen en el
presente documento.

También se describen las proteinas de unién a antigeno CD30L que agotan las células CD30L*. Con tales proteinas
de unién a antigeno CD30L de agotamiento, la unién de la proteina de union a antigeno a una célula que comprende
su diana de antigeno da como resultado una inhibiciéon del antigeno o la funcién celular o da como resultado la
muerte de la célula. En un caso, un anticuerpo de agotamiento de la invencién se une a CD30L y puede o no
bloquear la unién de un ligando CD30L a CD30. Por lo tanto, las proteinas de union a antigeno de agotamiento
especificamente incluyen proteinas de union a antigeno bloqueadoras y no bloqueadoras. En un caso, las proteinas
de union al antigeno CD30L que agotan las células CD30L* pueden inducir apoptosis o muerte celular programada,
segun se determina mediante ensayos de apoptosis conocidos en la técnica. Dichas proteinas de unién al antigeno
CD30L podrian tener un efecto inmunomodulador 1) eliminando las células que interactian con células CD30L* para
inducir una respuesta inmune, y/o 2) eliminando las células en las que CD30L es un marcador de superficie celular
de un tipo de célula que participa en una cierta respuesta inmune, pero no necesariamente necesita interactuar con
una célula CD30" para hacerlo. En este caso, CD30L seria un marcador del tipo de célula asociado con una
enfermedad particular y la interaccion CD30/CD30L podria no estar involucrada en la patogénesis de la propia
enfermedad. Otro caso incluye las proteinas de unién a antigeno de agotamiento que comprenden toxina conjugada
0 agente citotdxico, en las que la toxina o agente citotdxico induce el agotamiento de una célula que se une al
conjugado de proteina de unién a antigeno.

Una proteina de unién al antigeno puede comprender una porciéon que se une a un antigeno y, opcionalmente, una
porcion de supercontigo o marco que permite que la porciéon de unidn al antigeno adopte una conformacion que
promueva la unién de la proteina de union al antigeno al antigeno. Los ejemplos de proteinas de unién al antigeno
incluyen anticuerpos, fragmentos del anticuerpo (por ejemplo, una porciéon de unién al antigeno de un anticuerpo),
derivados de anticuerpos y analogos de anticuerpos. La proteina de unién al antigeno puede comprender un
supercéntigo de proteina alternativo o un supercoéntigo artificial con CDR injertadas o derivadas de CDR. Dichos
supercéntigos incluyen, pero sin limitacion, supercontigos derivados de anticuerpos que comprenden mutaciones
introducidas, por ejemplo, para estabilizar la estructura tridimensional de la proteina de unién al antigeno, asi como
supercéntigos completamente sintéticos que comprenden, por ejemplo, un polimero biocompatible. Véase, por
ejemplo, Korndorfer et al., Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, (2003) Volume 53, Issue 1:121-129;
Roque et al., Biotechnol. Prog., 2004, 20:639-654. Ademas, se pueden utilizar miméticos de anticuerpos peptidicos
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("PAM"), asi como supercontigos basados en miméticos de anticuerpos que utilizan componentes de fibroneccion
como supercontigo.

Ciertas proteinas de union al antigeno descritas en el presente documento son anticuerpos o se derivan de
anticuerpos. Dichas proteinas de unién al antigeno incluyen, pero sin limitacidon, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos biespecificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio, anticuerpos sintéticos, miméticos de anticuerpos,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, fusiones de anticuerpos, conjugados de
anticuerpos, anticuerpos monocatenarios, y fragmentos de los mismos, respectivamente. En algunos casos, la
proteina de union al antigeno es un fragmento inmunoldgico de un anticuerpo (por ejemplo, un Fab, un Fab', un
F(ab')2 o un scFv). Las diversas estructuras se describen y se definen adicionalmente en el presente documento.

Ciertas proteinas de union al antigeno pueden comprender una o mas CDR como se describe en el presente
documento (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas CDR). En algunos casos, la proteina de union al antigeno comprende
(a) una estructura polipeptidica, y (b) una 0 mas CDR que se insertan en y/o se unen a la estructura polipeptidica. La
estructura polipeptidica puede tomar una diversidad de formas diferentes. Por ejemplo, puede ser, o comprender, el
marco de un anticuerpo de origen natural, o fragmento o variante del mismo, o puede ser de naturaleza
completamente sintética. A continuacién, se describen adicionalmente ejemplos de diversas estructuras
polipeptidicas.

Algunas de las proteinas de union a antigeno como se describen en el presente documento se unen
especificamente a CD30L humano. "Unirse especificamente” como se usa en el presente documento significa que la
constante de disociacién de equilibrio (Kp) es <10® a <109 M, como alternativa <10° a <10'© M, mas
particularmente <10-"" M a <10-'2 M. En un caso, las proteinas de union a antigeno se unen con una alta afinidad
expresada por la constante de disociacién de equilibrio (Ko) que es 108, o tal como 5,0 x 10° o tal como 10° o
incluso 5,0 x 107'°, La constante de disociacion de equilibrio se puede determinar como se conoce en la técnica. En
tales casos, la Ko se determina tipicamente inmovilizando una especie a baja densidad (esta especie puede ser
multivalente) e inyectando una serie de titulaciéon de una especie monovalente (fase de asociacion), y luego
permitiendo una fase de disociacion donde los complejos se desintegran. Las constantes de velocidad
correspondientes a la asociacion y la disociacion de un complejo monovalente se denominan constante de velocidad
de asociacion ka y constante de velocidad de disociacion kd, respectivamente. Los datos resultantes se ajustan
entonces a un modelo de unién 1:1 que se ajusta a 3 parametros: constante de asociacion ka, constante de
velocidad de disociacion kq, y Rmax, que se refiere a la densidad de superficie y la estequiometria. La relacion de
ka/ka es igual a la constante de disociacion de equilibrio Kp.

La Ko también puede determinarse usando analisis FACS como se describe en el Ejemplo 4 en el presente
documento, donde los anticuerpos que se unen a CD30L se expresan en células de Ramos.

Un caso se refiere a una proteina de unién a antigeno aislada como se describe en el presente documento, en
donde dicha proteina de unién a antigeno tiene una afinidad (o Ko) por CD30L humana de al menos 75 pM, tal como
50 pM, tal como 40 pM. En casos adicionales, la constante de disociacién (Kp) de la proteina de unién al antigeno
con respecto a CD30L humano es como maximo 35 pM, tal como a lo sumo 25 pM, tal como 20 pM, tal como a lo
sumo 15 pM.

La afinidad (o Kb) en dicha realizacion puede determinarse por FACS como se describe en el Ejemplo 4 en el
presente documento.

También se describe una proteina de unién a antigeno que tiene una semivida de al menos un dia in vitro o in vivo
(por ejemplo, cuando se administra a un sujeto humano). En un caso, la proteina de unién al antigeno tiene una
semivida de al menos tres dias. En otro caso, el anticuerpo o porcion del mismo tiene una semivida de cuatro dias o
mas. En otro caso, el anticuerpo o porcién del mismo tiene una semivida de ocho dias o mas. En otro caso, el
anticuerpo o porcién de union al antigeno del mismo se deriva o se modifica de tal forma que tiene una semivida
mas larga en comparacion con el anticuerpo no derivado o no modificado. En otro caso, la proteina de unién al
antigeno contiene mutaciones puntuales para aumentar la semivida en suero, como se describe en la Publicacion de
la OMPI N.° WO 00/09560.

En casos donde la proteina de unién al antigeno se utiliza para aplicaciones terapéuticas, una proteina de unién al
antigeno puede reducir, inhibir, interferir con o modular una o mas actividades biolégicas de CD30L, tal como la
induccién de produccion de IL-8 a partir de células CD30*.

Algunas de las proteinas de union al antigeno que se describen tienen la estructura tipicamente asociada con
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anticuerpos de origen natural. Las unidades estructurales de estos anticuerpos comprenden tipicamente uno o mas
tetrameros, cada uno compuesto por dos duplex idénticos de cadenas de polipéptidos, aunque algunas especies de
mamiferos también producen anticuerpos que tienen solamente una unica cadena pesada. En un anticuerpo tipico,
cada par o duplex incluye una cadena "ligera" de longitud completa (en ciertos casos, aproximadamente 25 kDa) y
una cadena "pesada" de longitud completa (en ciertos casos, aproximadamente 50-70 kDa). Cada cadena de
inmunoglobulina individual estd compuesta por varios "dominios de inmunoglobulina”, consistiendo cada uno en
aproximadamente 90 a 110 aminoécidos y expresando un patron de plegamiento caracteristico. Estos dominios son
las unidades basicas de las que estan compuestos los polipéptidos de anticuerpo. La porcion amino-terminal de
cada cadena incluye tipicamente una regién variable que es responsable del reconocimiento del antigeno. La
porcion carboxi-terminal estd mas conservada evolutivamente que el otro extremo de la cadena y se denomina
"regidon constante" o "region C". Las cadenas ligeras humanas generalmente se clasifican como cadenas ligeras
kappa y lambda, y cada una de ellas contiene una region variable y un dominio constante. Las cadenas pesadas se
clasifican tipicamente como cadenas mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y estas definen el isotipo del anticuerpo como
IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. La IgG tiene varios subtipos, incluyendo, pero sin limitacion, 1IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. Los subtipos de IgM incluyen IgM e IgM2. Los subtipos de IgA incluyen IgA1 e IgA2. En seres
humanos, los isotipos IgA e IgD contienen cuatro cadenas pesadas y cuatro cadenas ligeras; los isotipos 1gG e IgE
contienen dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras; y el isotipo IgM contiene cinco cadenas pesadas y cinco
cadenas ligeras. La region constante de cadena pesada (CH) comprende tipicamente uno o mas dominios que
pueden ser responsables de la funcién efectora. El nimero de dominios de regiones constantes de cadena pesada
dependera del isotipo. Las cadenas pesadas de IgG, por ejemplo, contienen cada una tres dominios de regién CH
conocidas como CH1, CH2 y CH3. Los anticuerpos que se proporcionan pueden tener cualquiera de estos isotipos y
subtipos, por ejemplo, la proteina de unién al antigeno CD30L es del subtipo IgG1, IgG2 o IgG4. Si se desea una
IgG4, también se puede desear introducir una mutacién puntual (CPSCP->CPPCP) en la region bisagra como se
describe en Bloom et al., 1997, Protein Science 6:407) para aliviar una tendencia a formar enlaces disulfuro de
cadena intra-H que pueden conducir a la heterogeneidad en los anticuerpos IgG4. Los anticuerpos proporcionados
en el presente documento que son de un tipo pueden cambiarse a un tipo diferente utilizando métodos de
conmutacion de subclase. Véase, por ejemplo, Lantto et al., 2002, Methods Mol. Biol. 178:303-316].

En cadenas ligeras y pesadas de longitud completa, las regiones variables y constantes se unen por una region "J"
de aproximadamente doce o mas aminoacidos, incluyendo también la cadena pesada una regiéon "D" de
aproximadamente diez aminoacidos mas. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology, 22 ed., Cap. 7 (Paul, W.,
ed.) 1989, Nueva York: Raven Press. Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada forman
tipicamente el sitio de unién a antigeno.

Regiones variables

Diversas regiones variables (0 dominios) de cadena pesada y de cadena ligera descritas en el presente documento
se representan en las TABLAS 1 y 2. Cada una de estas regiones variables puede estar unida, por ejemplo, a
regiones constantes de cadena pesada y ligera descritas anteriormente. Ademas, cada una de las secuencias de
cadena pesada y ligera asi generadas se puede combinar para formar una estructura completa de proteina de union
al antigeno.

Tabla 1 Secuencias de region de cadena ligera variante ejemplares

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGVYDYVSWYQQHPGKAPKLMIY EVSNRPS

VL1 SEQID NO: 36 GVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQTEDEADYYCSSYTSRSTWVFGGGTKLTVL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGLYNYVSWYQQHPDKAPKLMIF EVNNRPSG

VL2 SEQID NO:38 | \/oNRFSGSNSGNTASLTISGLQAEDEADYYCSSYTSSSTWYFGGGTKLTVL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDIGLYDYVSWYQQHPDRAPKLIIFEVNNRPSGV

VL3 SEQID NO:40 SYRFSGSNSGNTASLTISGLQAEDEADYYCSSYTSSSTWVFGGGTKLTVL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDIGLYNYVSWYQQHPGKAPKLIIY EVINRPSGV

VL4 SEQ ID NO:42 SNRFSGSESGNTASLTISGLQAEDEANYYCSSYTSSSTWVFGGGTKLTVL
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QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGSSSDIGTYNYVSWYQQYPGKAPELMIY EVNNRPSG

MaREEInd Sy VSDRFSGSTSGNTASLTISGLOQANDEADYYCSSYSSSSTWWFGGGTKLTVL

QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGLYNYVSWYQQQPGKAPKLMIY EVSKRPS

VL6 SEQID NO: 46 GVSNRFSGSTSGNTASLTISGLQADDEADYSCSSYTSSSTWWGGGTKLTVL

Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) estan en negrita y cursiva, las regiones marco (FR) estan
en tipo simple. El orden de los elementos es: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.

Tabla 2 Secuencias de region de cadena pesada variante ejemplares

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGNTNY
VH1 SEQ ID NO:48 NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSMTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWGQG
TTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGNTNY
VH2 SEQ ID NO: 50 | NPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSMTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWGQ
GTTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGNTNY
VH3 SEQ ID NO:52 | NPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWGQ
GTTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGQTNY
VH4 SEQ ID NO: 54 | NPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSMTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWGQ
GTTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGQTNY
VH5 SEQ ID NO:56 | NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDWWGQG
TTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGNTNY
VH6 SEQ ID NO:58 NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWWGQG
TTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGQTNY
VH7 SEQ ID NO:60 NPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSMTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWGQG
TTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYIWSWIRQPAGKGLEWIGRIYASGQTNY
VH8 SEQ ID NO:62 | NPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDYRVAGTYYYYYGLDVWGQ
GTTVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWTWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGITNYN
VHO SEQ ID NO:64 | PSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARERVVGASRYYYYGVDVYWGQG
TTVTVSS
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QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWTWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGITNYN
VH10 SEQ ID NO:66 | PSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARERVVGASRYYYYGVDVWGQG
TTVTVSS

VH11 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYSWSWIRQPAGKGLEWIGRTSTSGRNN

YNPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYYCARDFTIAARRYYYYGMDVWGQ

SEQ ID NO:68 GTTVTVSS

QVQLQESGPRLVKPSETLSLTCTVSGGSITNNYWSWIRQPAGKGLEWIGRVYSSGLTN
VH12 SEQ ID NO:70 | YKPSLKSRVTMSVDTSKNQFSLRLNSVTAADTAVYYCARERATVTTRYHYDGMDVWG
QGTSVTVSS

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPAGKGLEWIGRIFASGSTNY
VH13 SEQ ID NO:72 | NPSLRSRVTMSRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAKERVGVQDYYHYSGMDVWGQ
GTTVTVSS

Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) estan en negrita y cursiva, las regiones marco (FR) estan
en tipo simple. El orden de los elementos es: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.

Se describen proteinas de union al antigeno que contienen al menos una region variable de cadena pesada (VH)
seleccionada del grupo que consiste en VH1, VH2, VH3, VH4, VH5, VH6, VH7, VH8, VH9, VH10, VH11, VH12 y
VH13 y/o al menos una region variable de cadena ligera (VL) seleccionada del grupo que consiste en VL1, VL2, VL3,
VL4, VL5, VL6 como se muestra en las TABLAS 1y 2.

Cada una de las regiones variables de cadena pesada enumeradas en la TABLA 2 se puede combinar con
cualquiera de las regiones variables de cadena ligera mostradas en la TABLA 1 para formar una proteina de unién al
antigeno. En algunos casos, la proteina de union al antigeno incluye al menos una region variable de cadena
pesada y/o una region variable de cadena ligera de las enumeradas en las TABLAS 1 y 2. En algunos casos, la
proteina de unién al antigeno incluye al menos dos regiones variables de cadena pesada y/o regiones variables de
cadena ligera diferentes de las enumeradas en las TABLAS 1 y 2. Las diversas combinaciones de regiones variables
de cadena pesada pueden combinarse con cualquiera de las diversas combinaciones de regiones variables de
cadena ligera.

En otros casos, la proteina de unién al antigeno contiene dos regiones variables idénticas de cadena ligera y/o dos
regiones variables de cadena pesada idénticas. Como ejemplo, la proteina de unién al antigeno puede ser un
anticuerpo o fragmento inmunolégicamente funcional que comprende dos regiones variables de cadena ligera y dos
regiones variables de cadena pesada en combinaciones de pares de regiones variables de cadena ligera y pares de
regiones variables de cadena pesada enumeradas en las TABLAS 1y 2. Los ejemplos de dichas proteinas de union
al antigeno que comprenden dos regiones variables de cadena pesada y cadena ligera idénticas incluyen:
Anticuerpo A VH2/VL1; Anticuerpo A1 VH1/VL1; Anticuerpo A2 VH3/VL1; Anticuerpo A3 VH4/VL1; Anticuerpo A4
VH5/VL1; Anticuerpo A5 VH6/VL1; Anticuerpo A6 VH7/VL1; Anticuerpo A7 VH8/VL1; Anticuerpo B VH9/VLZ;
Anticuerpo C VH10/VL3; Anticuerpo D VH11/VL4; Anticuerpo E VH12/VL5 y Anticuerpo F VH13/VL6.

Algunas proteinas de unién a antigeno que se describen comprenden una region variable de cadena pesada y/o una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de una
region variable de cadena pesada y/o una region variable de cadena ligera seleccionada de las TABLAS 1y 2 en
solamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 31 o mas residuos de aminoacidos, en donde
cada una de dicha diferencia de secuencia de este tipo es independientemente una delecién, insercién o sustitucion
de un aminoacido. Las regiones variables de cadena ligera y pesada, en algunas proteinas de unién al antigeno,
comprenden secuencias de aminoacidos que tienen al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 % 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad de secuencia con las secuencias de
aminoacidos proporcionadas en los TABLAS 1 y 2. Todavia otras proteinas de union al antigeno, por ejemplo,
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anticuerpos o fragmentos inmunolégicamente funcionales, también incluyen formas de regiéon de cadena pesada
variante y/o formas de regién de cadena ligera variante como se describe en el presente documento.

El término "identidad" se refiere a una relacion entre las secuencias de dos o mas moléculas de polipéptidos o dos o
mas polinucleétidos, como se determina alineando y comparando las secuencias. "Porcentaje de identidad" significa
el porcentaje de residuos idénticos entre los aminoacidos o nucleétidos en las moléculas comparadas y se calcula
basandose en el tamafio de la mas pequefia de las moléculas que se comparan. Para estos calculos, los huecos en
alineaciones (de haberlos) deben abordarse por un modelo matematico o programa informatico particular (es decir,
un "algoritmo"). Los métodos que se pueden utilizar para calcular la identidad de los acidos nucleicos o polipéptidos
alineados incluyen los descritos en Computational Molecular Biology, (Lesk, A. M., ed.), 1988, Nueva York: Oxford
University Press; Biocomputing Informatics and Genome Projects, (Smith, D. W., ed.), 1993, Nueva York: Academic
Press; Computer Analysis of Sequence Data, Part |, (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.), 1994, Nueva Jersey:
Humana Press; von Heinje, G., 1987, Sequence Analysis in Molecular Biology, Nueva York: Academic Press;
Sequence Analysis Primer, (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.), 1991, Nueva York: M. Stockton Press; y Carillo et al.,
1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073.

En el calculo del porcentaje de identidad, las secuencias que se comparan estan alineadas de una manera que da la
coincidencia mas grande entre las secuencias. El programa informatico utilizado para determinar el porcentaje de
identidad es el paquete de programas GCG, que incluye GAP (Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387;
Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI). El algoritmo informatico GAP se utiliza para
alinear los dos polipéptidos o polinucledtidos para los que se va a determinar el porcentaje de identidad de
secuencia. Las secuencias estan alineadas para la adaptacién éptima de su respectivo aminoacido o nucleétido (el
"intervalo coincidente", segin se determina por el algoritmo). Una penalizaciéon de apertura de hueco (que se calcula
como 3x la diagonal promedio, en donde la "diagonal promedio" es el promedio de la diagonal de la matriz de
comparaciéon que se utiliza; se usan la "diagonal" es la puntuacién o el numero asignado a cada correspondencia
aminoacidica perfecta por la matriz de comparacion particular) y una penalizacién de extension de hueco (que
normalmente es 1/10 veces la penalizacién de apertura de hueco), asi como una matriz de comparacién tal como
PAM 250 o BLOSUM 62, junto con el algoritmo. En ciertos casos, también se usa por el algoritmo una matriz de
comparacion estandar (véase, Dayhoff et al., 1978, Atlas of Protein Sequence and Structure 5:345-352 para la matriz
de comparacién PAM 250; Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 10915-10919 para la matriz de
comparacion BLOSUM 62) por el algoritmo.

Los parametros recomendados para determinar el porcentaje de identidad de polipéptidos o secuencias de
nucleétidos utilizando el programa GAP son los siguientes: Algorithm: Needleman et al., 1970, J. Mol. Biol. 48:443-
453; Matriz de comparaciéon: BLOSUM 62 de Henikoff et al.,1992, anteriormente; Penalizacion por huecos: 12 (pero
sin penalizacion por huecos finales), Penalizacion por longitud de hueco: 4, Umbral de similitud: 0. Ciertos esquemas
de alineamiento para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado una coincidencia sélo de
una region corta de las dos secuencias, y esta pequefia region alineada puede tener una identidad de secuencia
muy alta a pesar de que no hay relaciéon significativa entre las dos secuencias de longitud completa. Por
consiguiente, el método de alineamiento seleccionado (programa GAP) se puede ajustar si se desea para dar como
resultado un alineamiento que incluye al menos 50 aminoacidos contiguos del polipéptido diana.

Regiones determinantes de la complementariedad

Las regiones determinantes de la complementariedad o "CDR" estan incrustadas dentro de un marco en las regiones
variables de cadena pesada y ligera donde constituyen las regiones responsables de la unién y el reconocimiento
del antigeno. Los dominios variables de las cadenas de inmunoglobulina de la misma especie, por ejemplo,
presentan generalmente una estructura global similar; que comprende regiones de marco (FR) relativamente
conservadas unidas por regiones CDR hipervariables. Una proteina de unioén a antigeno puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6
o mas CDR. Las regiones variables analizadas anteriormente, por ejemplo, comprenden tipicamente tres CDR. Las
CDR de regiones variables de cadena pesada y regiones variables de cadena ligera estan tipicamente alineadas por
las regiones de marco para formar una estructura que se une especificamente a un antigeno diana (por ejemplo,
CD30L). Desde N-terminal a C-terminal, las regiones variables de cadena ligera y pesada de origen natural
tipicamente se ajustan al siguiente orden de estos elementos: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las
regiones CDR y FR de dominios variables de cadenas ligeras y dominios variables de cadena pesada ejemplares se
subrayan en las TABLAS 1 y 2. Se reconoce que los limites de las regiones CDR y FR pueden variar de los
subrayados. Se han ideado sistemas de numeracién para asignar nimeros a aminoacidos que ocupan posiciones en
cada uno de estos dominios. Las regiones determinantes de la complementariedad y las regiones marco de una
proteina de union al antigeno dada se pueden identificar utilizando estos sistemas. Los sistemas de numeracién se
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definen en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed., US Dept. of Health and Human
Services, PHS, NIH, Publicacién NIH N.° 91-3242, 1991, o Chothia & Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917; Chothia
et al,, 1989, Nature 342: 878-883. Ofros sistemas de numeracion para los aminoacidos en las cadenas de
inmunoglobulina incluyen IMGT® (el sistema de informacion internacional ImMunoGeneTics; Lefranc et al, Dev.
Comp. Immunol. 2005, 29: 185-203); y AHo (Honegger y Pluckthun, J. Mol. Biol. 2001, 309(3): 657-670). Las CDR
proporcionadas en el presente documento pueden no sélo usarse para definir el dominio de unién al antigeno de una
estructura de anticuerpo tradicional, sino que pueden estar incrustadas en una diversidad de otras estructuras
polipeptidicas, como se describe en el presente documento.

Las proteinas de union al antigeno descritas en el presente documento son polipéptidos en los que una o mas CDR
pueden injertarse, insertarse, incrustarse y/o unirse. Una proteina de unién al antigeno puede tener, por ejemplo,
una CDR1 de cadena pesada ("CDRH1"), y/o una CDR2 de cadena pesada ("CDRHZ2"), y/o una CDR3 de cadena
pesada ("CDRH3"), y/o una CDR1 de cadena ligera ("CDRL1"), y/o una CDR2 de cadena ligera ("CDRL2") y/o una
CDR3 de cadena ligera ("CDRL3"). Algunas proteinas de unién al antigeno incluyen tanto una CDRH3 como una
CDRL3. Los casos especificos utilizan generalmente combinaciones de CDR que no son repetitivas, por ejemplo, las
proteinas de unién al antigeno generalmente no se hacen con dos regiones CDRH2 en una regiéon de cadena
pesada variable, etc. Las proteinas de unién al antigeno pueden comprender una o mas secuencias de aminoacidos
que son idénticas a, o que difieren de las secuencias de aminoacidos de una o mas de las CDR presentadas en la
TABLA 3 ensdlo1,23,4,5/6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o mas residuos de aminoacidos, en donde cada
una de dichas diferencias de secuencia es independientemente una delecion, insercion o sustitucion de un
aminoacido. Las CDR en algunas proteinas de unién a antigeno comprenden secuencias de aminoacidos que tienen
al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o un 99 % de identidad de
secuencia con la secuencias de CDR enumerada en la TABLA 3. En algunas proteinas de unién al antigeno, las
CDR estan incrustadas en una regién "marco”, que orienta la una o mas CDR de tal manera que se consigan las
propiedades de union al antigeno apropiadas de la una o mas CDR.

TABLA 3 Secuencias de region de cadena pesada variante ejemplares

SEQ ID NO:1 TGTSSDVGVYDYVS
SEQ ID NO:2 TGTSSDVGLYNYVS
SEQ ID NO:3 TGTSSDIGLYDYVS
SEQ ID NO:4 TGTSSDIGLYNYVS
SEQ ID NO:5 TGSSSDIGTYNYVS
SEQ ID NO:6 TGTSSDVGLYNYVS
SEQ ID NO:7 EVSNRPS
SEQ ID NO:8 EVNNRPS
SEQ ID NO:9 EVINRPS
SEQ ID NO:10 EVSKRPS
SEQ ID NO:11 SSYTSRSTWV
SEQ ID NO:12 SSYTSSSTWV
SEQ ID NO:13 SSYSSSSTWV
SEQ ID NO:14 SYIWS
SEQ ID NO: 15 SYYWT
SEQ ID NO:16 SYSWS
SEQ ID NO:17 NNYWS
SEQ ID NO:18 SYYWS
SEQ ID NO:19 | RIYASGNTNYNPSLKS
SEQ ID NO:20 | RIYASGQTNYNPSLKS
SEQ ID NO:21 RIYTSGITNYNPSLKS
SEQ ID NO:22 | RTSTSGRNNYNPSLKS
SEQ ID NO:23 | RVYSSGLTNYKPSLKS
SEQID NO:24 | RIFASGSTNYNPSLRS
SEQ ID NO:25 | DYRVAGTYYYYYGLDV
SEQ ID NO:26 | ERVVGASRYYYYGVDV
SEQ ID NO:27 | DFTIAARRYYYYGMDV
SEQ ID NO:28 | ERATVTTRYHYDGMDV
SEQ ID NO:29 | ERVGVQDYYHYSGMDV

Se describen en el presente documento regiones CDR1 que comprenden los residuos aminoacidicos 23-36 de SEQ
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ID NOs: 36, 38, 40, 42 y 44; los residuos aminoacidicos 25-36 de SEQ ID NO:46 y los residuos aminoacidicos 31-35
de SEQ ID NOs: 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70 y 72. Se describen las regiones CDR2 que
comprenden los residuos aminoacidicos 52-58 de SEQ ID NOs: 36, 38, 40, 42, 44 y 46, y los residuos aminoacidicos
50-65 de SEQ ID NOs: 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70 y 72. Las regiones CDR3 comprenden los
residuos aminoacidicos 91-100 de SEQ ID NOs: 36, 38, 40, 42, 44 y 46, y los residuos aminoacidicos 98-113 de
SEQ ID NOs: 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70y 72.

Las CDR divulgadas en el presente documento incluyen secuencias consenso derivadas de grupos de secuencias
relacionadas. La secuencia consenso CDRL1 consiste en TGX1SSDX2GX3YX4YVS (SEQ ID NO:30) donde X1 es
treonina o serina, X2 es valina o isoleucina, X3 es valina, treonina o leucina, y X4 es acido aspartico o asparagina.

La secuencia consenso CDRL2 consiste en EVX1X2RPS (SEQ ID NO:31) en la que X1 es serina, asparagina o
isoleucina y X2 es asparagina o lisina.

La secuencia consenso CDRL3 incluye SSYX1SX2STWV (SEQ IDN NO:32) en la que X1 es treonina o serina y X2
es arginina o serina.

La secuencia consenso CDRH1 consiste en X1X2X3WX4 (SEQ ID NO:33) en la que X1 es serina o asparagina, X2
es tirosina o asparagina, X3 es isoleucina, tirosina o serina y X4 es treonina o serina. En un caso diferente, la
secuencia consenso CDRH1 consiste en SYX3WX5 (SEQ ID NO:75)enlaque X3 es|,SoYyX5esToS.

La secuencia consenso CDRH2 consiste en RX1X2X3SGX4X5NYX6PSLX7S (SEQ ID NO:34) en la que X1 es
isoleucina, valina o treonina, X2 es tirosina, fenilalanina, o serina, X3 es treonina, serina o alanina, X4 es isoleucina,
leucina, asparagina, serina, arginina o glutamina, X5 es treonina o asparagina, X6 es asparagina o lisina y X7 es
lisina o arginina.

La secuencia consenso CDRH3 consiste en X1X2X3X4X5X6X7X8YX9YX10GX11DV (SEQ ID NO:35) en la que X1
es acido glutamico o acido aspartico, X2 es arginina, tirosina o fenialanina, X3 es valina, alanina, arginina o treonina,
X4 es valina, treonina, glicina o isoleucina, X5 es valina, alanina o glicina, X6 es alanina, treonina, glicina, o
glutamina, X7 es treonina, acido aspartico, arginina o serina, X8 es arginina o tirosina, X9 es tirosina o histidina, X10
es tirosina, acido aspartico o serina, y X11 es metionina, leucina o valina.

Anticuerpos monoclonales

Las proteinas de unién al antigeno que se describen incluyen anticuerpos monoclonales que se unen a CD30L. Los
anticuerpos monoclonales se pueden producir utilizando cualquier técnica conocida en la técnica, por ejemplo,
inmortalizando células esplénicas recolectadas del animal transgénico después de completar el programa de
inmunizacion. Las células esplénicas se pueden inmortalizar utilizando cualquier técnica conocida en la técnica, por
ejemplo, fusionandolas con células de mieloma para producir hibridomas. Las células de mieloma para su uso en
procedimientos de fusiéon de produccion de hibridomas son preferiblemente no productoras de anticuerpos, tienen
alta eficiencia de fusion, y deficiencias enzimaticas que las hacen incapaces de crecer en ciertos medios selectivos
que soportan el crecimiento de solamente las células fusionadas deseadas (hibridomas). Los ejemplos de lineas
celulares adecuadas para su uso en fusiones de ratén incluyen Sp-20, P3-X63/Ag8, P3-X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1,
Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 y S194/5XXO0O Bul; los ejemplos de lineas celulares usadas
en fusiones de rata incluyen R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210. Otras lineas celulares Uutiles para fusiones
celulares son U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 y UC729-6.

En algunos casos, se produce una linea celular de hibridoma mediante la inmunizacién de un animal (por ejemplo,
un animal transgénico que tiene secuencias de inmunoglobulina humana) con un inmundégeno de CD30L; la
recoleccion de células esplénicas del animal inmunizado; la fusidn de las células esplénicas cosechadas a una linea
celular de mieloma, generando de este modo células de hibridoma; establecimiento de lineas celulares de hibridoma
a partir de las células de hibridoma, e identificaciéon de una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo que
se une a un polipéptido de CD30L. Dichas lineas celulares de hibridoma, y anticuerpos monoclonales anti-CD30L
producidos por ellas, son aspectos de la presente solicitud.

Los anticuerpos monoclonales secretados por una linea celular de hibridoma se pueden purificar utilizando cualquier
técnica conocida en la técnica. Los hibridomas o los mAb se pueden cribar adicionalmente para identificar mAb con
propiedades particulares, tales como la capacidad de reducir, inhibir, interferir con o modular la interaccién de CD30L
con CD30.
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Anticuerpos quiméricos y humanizados

También se proporcionan anticuerpos quiméricos y humanizados basados en las secuencias anteriores. Los
anticuerpos monoclonales para su uso como agentes terapéuticos se pueden modificar de diversas maneras antes
de su uso. Un ejemplo es un anticuerpo quimérico, que es un anticuerpo compuesto por segmentos de proteina de
diferentes anticuerpos que estadn unidos covalentemente para producir cadenas ligeras o pesadas de
inmunoglobulina funcionales o porciones inmunoldgicamente funcionales de los mismos. Generalmente, una porcion
de la cadena pesada y/o la cadena ligera es idéntica u homdloga a una secuencia correspondiente en anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenece a una clase o subclase particular de anticuerpos, mientras que
el resto de la cadena o cadenas son idénticas u homdlogas a una secuencia correspondiente en anticuerpos
derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos. Para métodos relacionados con
anticuerpos quiméricos, véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567; y Morrison et al., 1985,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855. Se describe el injerto de CDR, por ejemplo, en las Patentes de Estados
Unidos N.° 6.180.370, 5.693.762, 5.693.761, 5.585.089, y 5.530.101.

Un tipo util de anticuerpo quimérico es un anticuerpo "humanizado". Generalmente, un anticuerpo humanizado se
produce a partir de un anticuerpo monoclonal que surge inicialmente en un animal no humano. Ciertos residuos de
aminoacidos en este anticuerpo monoclonal, tipicamente de porciones que no reconocen el antigeno del anticuerpo,
se modifican para que sean homologos a los residuos correspondientes en un anticuerpo humano de isotipo
correspondiente. La humanizacién puede realizarse, por ejemplo, usando diversos métodos sustituyendo al menos
una porcion de una region variable de roedor por las regiones correspondientes de un anticuerpo humano (véase,
por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N.° 5.585.089, y N.° 5.693.762; Jones et al., 1986, Nature 321:522-525;
Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-27; Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-1536),

En ciertos casos, se pueden utilizar regiones constantes de especies distintas del ser humano junto con la regién o
regiones variables humanas para producir anticuerpos hibridos.

Anticuerpos completamente humanos

También se proporcionan anticuerpos totalmente humanos. Estan disponibles métodos para fabricar anticuerpos
completamente humanos especificos para un antigeno dado sin exponer a los seres humanos al antigeno
("anticuerpos completamente humanos"). Un medio especifico proporcionado para implementar la produccion de
anticuerpos completamente humanos es la "humanizacién" del sistema inmune humoral del raton. La introduccion de
loci de inmunoglobulina (Ig) humana en ratones en los que los genes Ig enddgenos se han inactivado es un medio
para producir anticuerpos monoclonales (mAb) completamente humanos en ratén, un animal que puede ser
inmunizado con cualquier antigeno deseable. El uso de los anticuerpos completamente humanos puede minimizar
las respuestas inmundgenas y alérgicas que a veces pueden causarse por la administracion de mAb de ratén o
derivados de ratén a seres humanos como agentes terapéuticos.

Se pueden producir anticuerpos completamente humanos mediante la inmunizacion de animales transgénicos
(habitualmente ratones) que son capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de
produccién de inmunoglobulina endégena. Los antigenos para este fin tienen tipicamente seis 0 mas aminoacidos
contiguos, y opcionalmente se conjugan con un vehiculo, tal como un hapteno. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al.,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555; Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-258; y Bruggermann et al.,
1993, Year in Immunol. 7:33. En un ejemplo de tal método, los animales transgénicos se producen incapacitando los
loci de inmunoglobulina de ratén endégenos que codifican las cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera de ratén,
e insertando en el genoma de ratén grandes fragmentos de ADN de genoma humano que contienen loci que
codifican proteinas de cadena pesada y ligera humanas. Los animales parcialmente modificados, que tienen menos
que el complemento completo de loci de inmunoglobulina humana, se cruzan entonces para obtener un animal que
tenga todas las modificaciones del sistema inmune deseadas. Cuando se administra un inmundgeno, estos animales
transgénicos producen anticuerpos que son inmunoespecificos para el inmunégeno, pero tienen secuencias de
aminoacidos humanas en lugar de murinas, incluyendo las regiones variables. Para mas detalles de dichos métodos,
véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de la OMPI W096/33735 y W094/02602. Se describen métodos
adicionales relacionados con ratones transgénicos para fabricar anticuerpos humanos en las Patentes de Estados
Unidos N.° 5.545.807; 6.713.610; 6.673.986; 6.162.963; 5.545.807; 6.300.129; 6.255.458; 5.877.397; 5.874.299 y
5.545.806; en las publicaciones de patente de la OMPI W091/10741, WO90/04036, y en los documentos EP
546073B1 y EP 546073A1.
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Los ratones transgénicos descritos anteriormente contienen un minilocus del gen de inmunoglobulina humana que
codifica secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada ([mu] y [gamma]) y ligera [kappa] humanas no
transpuestas, junto con mutaciones dirigidas que inactivan los loci de cadena [mu] y [kappa] enddgenos (Lonberg et
al.,, 1994, Nature 368: 856-859). Por consiguiente, los ratones presentan una expresion reducida de IgM de ratén o
[kappa] y en respuesta a la inmunizacién, y los transgenes humanos de cadena pesada y ligera introducidos
experimentan conmutacion de clase y mutacién somatica para generar anticuerpos monoclonales IgG [kappa]
humanos de alta afinidad (Lonberg et al., anteriormente; Lonberg y Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93;
Harding y Lonberg, 1995, Ann. N.YAcad. Sci. 764: 536-546). La preparacion de tales ratones se describe en detalle
en Taylor et al., 1992, Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen et al., 1993, International Immunology 5:647-
656; Tuaillon et al., 1994, J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859; Lonberg, 1994,
Handbook of Exp. Pharmacology 113:49-101; Taylor et al., 1994, International Immunology 6:579-591; Lonberg and
Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding y Lonberg, 1995, Ann. N.Y Acad. Sci. 764:536-546; Fishwild
et al., 1996, Nature Biotechnology 14:845-85. Véanse adicionalmente las Patentes de Estados Unidos N.° 5.545.806;
N.° 5.569.825; N.° 5.625.126; N.° 5.633.425; N.° 5.789.650; N.° 5.877.397; N.° 5.661.016; N.° 5.814.318; N.°
5.874.299; y N.° 5.770.429; asi como la Patente de Estados Unidos N.° 5.545.807; las Publicaciones de la OMPI N.°
WO 93/1227; WO 92/22646; y WO 92/03918. Las tecnologias utilizadas para producir anticuerpos humanos en estos
ratones transgénicos se describen también en la Publicacion de la OMPI N.° WO 98/24893, y Mendez et al., 1997,
Nature Genetics 15:146-156. Por ejemplo, las cepas de ratones transgénicos HCo7 y HCo12 se pueden utilizar para
generar anticuerpos anti-CD30L.

Utilizando tecnologia de hibridoma, se pueden producir mAb humanos especificos de antigeno con la especificidad
deseada y seleccionarse a partir de ratones transgénicos tales como los descritos anteriormente. Dichos anticuerpos
se pueden clonar y expresar utilizando un vector adecuado y una célula huésped, o los anticuerpos pueden
recogerse a partir de células de hibridoma cultivadas.

Los anticuerpos completamente humanos también se pueden derivar de bibliotecas de expresion en fagos (como se
divulga en Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227:381; Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581; Publicacion de la
OMPI N.° WO 99/10494). Las técnicas de expresion en fagos imitan la seleccion inmune a través de la presentacion
de repertorios de anticuerpos sobre la superficie del bacteriéfago filamentoso, y la posterior seleccion de fago por su
union a un antigeno de eleccion.

Proteinas de unidn a antigeno bifuncionales o biespecificas

Una proteina o anticuerpo de uniéon a antigeno "biespecifico", "especifico dual" o "bifuncional" es una proteina o
anticuerpo de unién a antigeno hibrido, respectivamente, que tiene dos sitios de unién a antigeno diferentes, tales
como una o mas CDR o una o mas regiones variables como se ha descrito anteriormente. En algunos casos son un
anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadenas pesadas/ligeras diferentes y dos sitios de unién
diferentes. La proteina de unioén a antigeno multiespecifica o "anticuerpo multiespecifico” es uno que se dirige a mas
de un antigeno o epitopo. Las proteinas y anticuerpos de unién a antigeno biespecificos son una especie de la
proteina o anticuerpo de unién al antigeno multiespecifico y se pueden producir mediante una diversidad de
métodos incluyendo, pero sin limitacion, la fusién de hibridomas o la union de fragmentos Fab'. Véase, por ejemplo,
Songsivilai y Lachmann, 1990, Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321; Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553].

Fragmentos inmunoldgicos

Las proteinas de unién al antigeno también incluyen fragmentos inmunoldgicos de un anticuerpo (por ejemplo, un
Fab, un Fab', un F(ab')2, o un scFv). Un "fragmento Fab" comprende una cadena ligera (la region variable de cadena
ligera (VL) y su correspondiente dominio constante (CL)) y una cadena pesada (la region variable de cadena pesada
(VH) y el primer dominio constante (Cn1)). La cadena pesada de una molécula Fab no puede formar un enlace
disulfuro con otra molécula de cadena pesada. Un "fragmento Fab™ contiene una cadena ligera y una porcioén de una
cadena pesada que también contiene la region entre los dominios Cn1 y Ch2, de manera que se puede formar un
enlace disulfuro intercatenario entre las dos cadenas pesadas de dos fragmentos Fab' para formar una molécula
F(ab')2. Por lo tanto, un "fragmento F(ab')." estd compuesto por dos fragmentos Fab' que se mantienen unidos por
un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas. Un "fragmento Fv" consiste en la regiéon de cadena ligera
variable y la regién de cadena pesada variable de un solo brazo de un anticuerpo. Los anticuerpos monocatenarios
"scFv" son moléculas Fv en las que las regiones variables de cadena pesada y ligera se han conectado por un
enlazador flexible para formar una Unica cadena polipeptidica, que forma una regién de unién al antigeno. Los
anticuerpos monocatenarios se analizan en detalle en la Publicacion de la OMPI N.° WO 88/01649, la Patente de
Estados Unidos N.° 4.946.778 y N.° 5.260.203; Bird, 1988, Science 242:423; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad.
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Sci. U.S.A. 85: 5879; Ward et al., 1989, Nature 334: 544, de Graaf et al., 2002, Methods Mol Biol. 178:379-387; Kortt
et al.,, 1997, Prot. Eng. 10:423; Kortt et al., 2001, Biomol. Eng. 18:95-108 y Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng.
18:31-40. Una region "Fc" contiene dos fragmentos de cadena pesada que comprenden los dominios Cu1 y CH2 de
un anticuerpo. Los dos fragmentos de cadena pesada se mantienen juntos por dos o mas enlaces disulfuro y por
interacciones hidrofobas de los dominios CH3.

También se incluyen anticuerpos de dominio, fragmentos de inmunoglobulina inmunolégicamente funcionales que
contienen solo la region variable de una cadena pesada o la regién variable de una cadena ligera. En algunos casos,
dos o mas regiones Vu estan unidas covalentemente con un enlazador peptidico para crear un anticuerpo de
dominio bivalente. Las dos regiones Vu de un anticuerpo de dominio bivalente se puede dirigir a los mismos o
diferentes antigenos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes que comprenden dos cadenas de polipéptidos, en
los que cada cadena polipeptidica comprende dominios Vu y VL unidos por un enlazador que es demasiado corto
para permitir el emparejamiento entre dos dominios en la misma cadena, permitiendo asi que cada dominio se
empareje con un dominio complementario en otra cadena polipeptidica (véase, por ejemplo, Holliger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-48, 1993 y Poljak et al., Structure 2:1121-23, 1994). De forma similar, los tricuerpos y
tetracuerpos son anticuerpos que comprenden tres y cuatro cadenas polipeptidicas, respectivamente, y que forman
tres y cuatro sitios de unién al antigeno, respectivamente, que pueden ser iguales o diferentes. Los maxicuerpos
comprenden scFv bivalentes unidos covalentemente a la region Fc de IgG1, (véase, por ejemplo, Fredericks et al,
2004, Protein Engineering, Design & Selection, 17:95-106; Powers et al., 2001, Journal of Immunological Methods,
251:123-135; Shu et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7995-7999; Hayden et al., 1994, Therapeutic
Immunology 1:3-15).

Diversas formas diferentes

También se describen formas variantes de las proteinas de unién al antigeno descritas anteriormente, teniendo
algunas de las proteinas de unién al antigeno, por ejemplo, una o mas sustituciones de aminoacidos conservadoras
en una o mas de las cadenas pesadas o ligeras, regiones variables o CDR enumeradas en las TABLAS 1y 2.

Los aminoacidos de origen natural se pueden dividir en clases basadas en propiedades comunes de la cadena
lateral: hidréfobos (norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle); hidréfilos neutros (Cys, Ser, Thr, Asn, GIn); acido (Asp, Glu);
basicos (His, Lys, Arg); residuos que influyen en la orientacién de la cadena (Gly, Pro); y aromaticos (Trp, Tyr, Phe).

Las sustituciones conservadoras de aminoacidos pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas
clases con otro miembro de la misma clase. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras pueden incluir
residuos de aminoacidos de origen no natural, que se incorporan tipicamente por sintesis de péptidos quimicos en
lugar de por sintesis en sistemas bioldgicos. Estos incluyen peptidomiméticos y otras formas invertidas de restos de
aminoacidos. Dichas modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o bioquimicas de las proteinas
de union al antigeno descritas en el presente documento se pueden lograr creando sustituciones en la secuencia de
aminoacidos de las cadenas pesada y ligera que difieren significativamente en su efecto en el mantenimiento de (a)
la estructura del esqueleto molecular en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién en forma de
lamina o helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena
lateral.

Las sustituciones no conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de las clases anteriores
por un miembro de otra clase. Dichos residuos sustituidos se pueden introducir en regiones del anticuerpo que son
homadlogas con anticuerpos humanos, o en las regiones no homadlogas de la molécula.

Al realizar tales cambios, se puede considerar el indice hidropatico de los aminoacidos. El perfil hidropatico de una
proteina se calcula asignando a cada aminoacido un valor numérico ("indice de hidropatia") y luego promediando
repetidamente estos valores a lo largo de la cadena peptidica. A cada aminoacido se le ha asignado un indice
hidropatico en base a sus caracteristicas de hidrofobicidad y carga. Son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina
(+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina
(-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-
3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

La importancia del perfil hidropatico en conferir funcién biolégica interactiva a una proteina se entiende en la técnica
(véase, por ejemplo, Kyte et al., 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-131). Se sabe que ciertos aminoacidos pueden
sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacion hidropatica similar y que conservan todavia una
actividad bioldgica similar. Al realizar cambios basados en el indice hidropatico, en ciertos casos, se incluye la
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sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de +2. En algunos casos, se incluyen los que
estan dentro de £1, y en otros casos, se incluyen los que estan dentro de +0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminoacidos similares puede hacerse eficazmente
basandose en la hidrofilicidad, en particular cuando la proteina o péptido biolégicamente funcional creado de este
modo esta destinado a su uso en realizaciones inmunolégicas, como en el presente caso. En ciertos casos, la mayor
hidrofilicidad media local de una proteina, seguin se rige por la hidrofilia de sus aminoacidos adyacentes, se
correlaciona con su inmunogenicidad y la unién al antigeno o inmunogenicidad, es decir, con una propiedad
bioldgica de la proteina.

Se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a estos residuos de aminoacidos: arginina (+3,0); lisina
(+3,0); aspartato (+3,0+1 glutamato (+3,0+1 serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-
0,4); prolina (-0,5%1 alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptéfano (-3,4). Al realizar cambios basados en valores de
hidrofilicidad similares, en ciertos casos, se incluye la sustitucién de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad
estan dentro de +2, en otros casos, se incluyen aquellos que estan dentro de 11, y aun en otros casos, se incluyen
aquellos dentro de #0,5. En algunos casos, también se pueden identificar epitopos de las secuencias de
aminoacidos primarios en base a la hidrofilicidad. Estas regiones también se denominan "regiones de nucleo
epitopicas".

Las sustituciones conservadoras de aminoacidos ejemplares se exponen en la TABLA 4.

TABLA 4
Sustituciones de aminoacidos conservadoras
Residuo Sub Residuo Sub Residuo Sub Residuo Sub
Ala Ser Gln Asn Leu lle, Val Thr Ser
Arg Lys Glu Asp Lys Arg, Gin, Glu Trp Tyr
Asn Gin, His Gly Pro Met Leu, lle Tyr Trp, Phe
Asp Glu His Asn, GIn Phe Met, Leu, Tyr Val lle, Leu
Cys Ser lle Leu, Val Ser Thr Thr Ser
Residuo = Residuo original Sub = Sustitucién ejemplar

Un experto sera capaz de determinar variantes adecuadas de polipéptidos como se expone en el presente
documento utilizando técnicas bien conocidas. Un experto en la técnica puede identificar areas adecuadas de la
molécula que pueden cambiarse sin destruir la actividad dirigiéndose a regiones que no se cree que sean
importantes para la actividad. El experto en la técnica también sera capaz de identificar residuos y porciones de las
moléculas que se conservan entre polipéptidos similares. En casos adicionales, incluso areas que pueden ser
importantes para la actividad biolégica o para la estructura pueden estar sometidas a sustituciones de aminoacidos
conservadoras sin destruir la actividad biologica o sin afectar adversamente a la estructura del polipéptido.

Adicionalmente, un experto en la técnica puede revisar estudios de la funcién de la estructura que identifican
residuos en polipéptidos similares que son importantes para la actividad o estructura. En vista de tal comparacion, se
puede predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en una proteina que corresponden a residuos de
aminoacidos importantes para la actividad o la estructura en proteinas similares. Un experto en la técnica puede
optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para dichos residuos de aminoacidos importantes
predichos.

Un experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en
relacion con esa estructura en polipéptidos similares. En vista de dicha informacion, un experto en la técnica puede
predecir el alineamiento de los residuos de aminoacidos de un anticuerpo con respecto a su estructura
tridimensional. Un experto en la técnica puede optar por no realizar cambios radicales en los residuos de
aminoacidos que se predijo que estaban sobre la superficie de la proteina, ya que dichos residuos pueden estar
implicados en interacciones importantes con otras moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar
variantes de ensayo que contengan una sola sustitucion de aminoacido en cada residuo de aminoacido deseado.
Estas variantes pueden seleccionarse entonces usando ensayos para la actividad de CD30L, (véase la seccion de
Ejemplos a continuacién), proporcionando de este modo informacion con respecto a qué aminoacidos pueden
cambiarse y cuales no deben cambiarse. En otras palabras, basandose en la informacién obtenida a partir de dichos
experimentos de rutina, un experto en la técnica puede determinar faciimente las posiciones aminoacidicas donde se
deben evitar sustituciones adicionales en solitario o junto con otras mutaciones.
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Se han dedicado varias publicaciones cientificas a la prediccion de la estructura secundaria. Véanse, Moult, 1996,
Curr. Op. in Biotech. 7:422-427; Chou et al., 1974, Biochem. 13:222-245; Chou et al., 1974, Biochemistry 113:211-
222; Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 47:45-148; Chou et al., 1979, Ann. Rev. Biochem.
47:251-276; y Chou et al.,, 1979, Biophys. J. 26: 367-384. Ademas, actualmente estan disponibles programas
informaticos para facilitar la prediccion de la estructura secundaria. Un método para predecir la estructura secundaria
se basa en el modelo de homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas que tienen una identidad de
secuencia superior al 30 %, o una similitud superior al 40 %, a menudo tienen topologias estructurales similares. El
crecimiento reciente de la base de datos estructural de proteinas (PDB) ha proporcionado una mejor predictibilidad
de la estructura secundaria, incluyendo el numero potencial de pliegues dentro de la estructura de un polipéptido o
proteina. Véase, Holm et al., 1999, Nucl. Acid. Res. 27:244-247]. Se ha sugerido (Brenner et al., 1997, Curr. Op.
Struct. Biol. 7:369-376) que hay un numero limitado de pliegues en un polipéptido o proteina dado, y que una vez
que se ha resuelto un numero critico de estructuras, la prediccion estructural sera drasticamente mas precisa.

Los métodos adicionales para predecir la estructura secundaria incluyen "enroscamiento” (Jones, 1997, Curr. Opin.
Struct. Biol. 7:377-387; Sippl et al., 1996, Structure 4:15-19), "analisis de perfil" (Bowie et al., 1991, Science 253:164-
170; Gribskov et al., 1990, Meth. Enzym. 183:146-159; Gribskov et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. 84:4355-4358), y
"enlace evolutivo" (Véase, Holm, 1999, anteriormente; y Brenner, 1997, anteriormente).

En algunos casos, se hacen sustituciones de aminoacidos que: (1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2)
reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos proteicos, (4) alteran
las afinidades de unién a ligando o antigeno, y/o (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o
funcionales sobre dichos polipéptidos, tales como el mantenimiento de la estructura del esqueleto molecular en el
area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion de lamina o helicoidal; el mantenimiento o alteracion de
la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o el mantenimiento o alteracién del volumen de una cadena
lateral.

Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones de aminoacidos individuales o multiples (en ciertas realizaciones,
sustituciones conservadoras de aminoacidos) en la secuencia de origen natural. Se pueden hacer sustituciones en la
porcién del anticuerpo que esta fuera del dominio o dominios que forman contactos intermoleculares). En dichos
casos, se pueden usar sustituciones de aminoacidos conservadoras que no cambien sustancialmente las
caracteristicas estructurales de la secuencia parental (por ejemplo, uno o mas aminoacidos de reemplazo que no
alteran la estructura secundaria que caracteriza a la proteina de unién al antigeno parental o nativa). Los ejemplos
de estructuras de polipéptidos secundarias y terciarias reconocidas en la técnica se describen en Proteins,
Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed.), 1984, W. H. Nueva York: Freeman and Company; Introduction
to Protein Structure (Branden y Tooze, eds.), 1991, Nueva York: Garland Publishing; y Thornton et al., 1991, Nature
354:105.

Otras variantes incluyen variantes de cisteina en las que uno o mas residuos de cisteina en la secuencia de
aminoacidos parental o nativa se suprimen o se sustituyen con otro aminoacido (por ejemplo, serina). Las variantes
de cisteina son dutiles, entre otros, cuando deben replegarse anticuerpos (por ejemplo) en una conformacion
biolégicamente activa. Las variantes de cisteina pueden tener menos residuos de cisteina que la proteina nativa, y
tipicamente tienen un numero par para minimizar las interacciones resultantes de las cisteinas no emparejadas.

La regién variable de la cadena pesada y ligera y las CDR que se divulgan se pueden utilizar para preparar
proteinas de unién a antigeno que contienen una regién de unién a antigeno que se puede unir especificamente a
un polipéptido CD30L. "Regiéon de unidén a antigeno” significa una proteina o una porcién de una proteina que se une
especificamente a un antigeno especificado, tal como la regiéon que contiene los residuos de aminoacidos que
interactuan con un antigeno y confieren a la proteina de union a antigeno su especificidad y afinidad por el antigeno
diana. Una regién de unién al antigeno puede incluir una o mas CDR y ciertas regiones de unién al antigeno también
incluyen una o mas regiones "marco". Por ejemplo, una o mas de las CDR enumeradas en la TABLA 3 se pueden
incorporar en una molécula (por ejemplo, un polipéptido) de forma covalente o no covalente para realizar una
inmunoadhesion. Una inmunoadhesion puede incorporar la una o mas CDR como parte de una cadena polipeptidica
mayor, puede unir covalentemente la una o mas CDR a otra cadena polipeptidica, o puede incorporar la una o mas
CDR no covalentemente. La una o mas CDR permiten que la inmunoadhesion se una especificamente a un
antigeno particular de interés (por ejemplo, un polipéptido CD30L).

Otras proteinas de union al antigeno incluyen miméticos (por ejemplo, "miméticos peptidicos" o "peptidomimeéticos")
basados en las regiones variables y las CDR que se describen en el presente documento. Estos analogos pueden
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ser péptidos, no péptidos o combinaciones de regiones peptidicas y no pépticas. Fauchere, 1986, Adv. Drug Res.
15:29; Veber y Freidinger, 1985, TINS p. 392; y Evans et al., 1987, J. Med. Chem. 30:1229. Los miméticos
peptidicos que son estructuralmente similares a los péptidos terapéuticamente utiles se pueden utilizar para producir
un efecto terapéutico o profilactico similar. Dichos compuestos se desarrollan a menudo con la ayuda de modelado
molecular computarizado. Generalmente, los peptidomiméticos son proteinas que son estructuralmente similares a
una proteina de unién al antigeno que presenta una actividad biolégica deseada, tal como la capacidad para unirse o
bloquear la interaccion de CD30 y CD30L, pero los peptidomiméticos tienen uno o mas enlaces peptidicos
opcionalmente sustituidos por un enlace seleccionado de, por ejemplo: -CH2NH-, -CH2S-, -CH2-CHz2-, -CH-CH-(cis y
trans), -COCHz-, -CH(OH)CH2-, y -CH2SO-, por métodos ya conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, se
puede usar sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia consenso con un D-aminoacido del
mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina), para generar proteinas mas estables. Ademas, se pueden
generar péptidos restringidos que comprenden una secuencia consenso 0 una variacién de secuencia consenso
sustancialmente idéntica por métodos conocidos en la técnica (Rizo y Gierasch, 1992, Ann. Rev. Biochem. 61:387),
por ejemplo, afiadiendo residuos internos de cisteina capaces de formar puentes disulfuro intramoleculares que
ciclan el péptido.

También se proporcionan derivados de las proteinas de uniéon al antigeno que se describen en el presente
documento. Las proteinas derivadas de union al antigeno pueden comprender cualquier molécula o sustancia que
imparta una propiedad deseada a la proteina o fragmento de union a antigeno, tal como una semivida aumentada en
un uso particular. La proteina de unién a antigeno derivada puede comprender, por ejemplo, un resto detectable (o
marcado) (por ejemplo, una molécula radiactiva, colorimétrica, antigénica o enzimatica, una microesfera detectable
(tal como una microesfera magnética o electrodensa (por ejemplo, microesfera de oro), 0 una molécula que se une a
otra molécula (por ejemplo, biotina o estreptavidina)), un resto terapéutico o de diagndstico (por ejemplo, un resto
radioactivo, citotéxico o farmacéuticamente activo), o una molécula que aumenta la idoneidad de la proteina de
unién a antigeno para un uso particular (por ejemplo, administracién a un sujeto, tal como un sujeto humano, u otros
usos in vivo o in vitro). Los ejemplos de moléculas que se pueden utilizar para derivar una proteina de unién a
antigeno incluyen albumina (por ejemplo, albumina sérica bovina humana) y polietilenglicol (PEG). Los derivados
unidos a albumina y PEGilados de proteinas de unién a antigeno se pueden preparar utilizando técnicas ya
conocidas en la técnica. En un caso, la proteina de unién al antigeno esta conjugada o unida de otro modo a
transtiretina (TTR) o una variante de TTR. La TTR o variante de TTR puede ser modificada quimicamente con, por
ejemplo, un producto quimico seleccionado del grupo que consiste en dextrano, poli(n-vinilpirrolidona),
polietilenglicoles, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/oxido de etileno,
polioles polioxietilados y alcoholes polivinilicos.

Otros derivados incluyen conjugados covalentes o agregados de proteinas de unién al antigeno CD30L con otras
proteinas o polipéptidos, tales como por expresién de proteinas de fusién recombinantes que comprenden
polipéptidos heterologos fusionados al extremo N o extremo C de una proteina de union al antigeno CD30L. Por
ejemplo, el péptido conjugado puede ser un polipéptido sefial heterélogo (o lider), por ejemplo, el lider de factor alfa
de levadura, o un péptido tal como una etiqueta de epitopo. Las proteinas de fusién que contienen proteina de unién
al antigeno CD30L pueden comprender péptidos afiadidos para facilitar la purificacion o identificacion de la proteina
de union al antigeno CD30L (por ejemplo, poli-His). Una proteina de unién al antigeno CD30L también se puede unir
al péptido FLAG como se describe en Hopp et al., 1988, Bio/Technology 6:1204; y la Patente de Estados Unidos N.°
5.011.912. El péptido FLAG es altamente antigénico y proporciona un epitopo unido reversiblemente por un
anticuerpo monoclonal especifico (mAb), o que permite un ensayo rapido y una purificacion facil de la proteina
recombinante expresada. Los reactivos utiles para preparar proteinas de fusién en las que el péptido FLAG se
fusiona a un polipéptido dado estan comercialmente disponibles (Sigma, St. Louis, MO).

Los oligdbmeros que contienen una o mas proteinas de unién al antigeno CD30L se pueden emplear como
antagonistas de CD30L. Los oligémeros pueden estar en forma de dimeros, trimeros u oligémeros superiores unidos
covalentemente o no unidos covalentemente. Se contemplan oligbmeros que comprenden dos o méas proteinas de
unién al antigeno CD30L para su uso, siendo un ejemplo un homodimero. Otros oligémeros incluyen heterodimeros,
homotrimeros, heterotrimeros, homotetrameros, heterotetrimeros, etc. También se incluyen oligémeros que
comprenden multiples proteinas de union a CD30L unidas a través de interacciones covalentes o no covalentes
entre restos peptidicos fusionados con las proteinas de unién al antigeno CD30L. Dichos péptidos pueden ser
enlazadores peptidicos (espaciadores), o péptidos que tienen la propiedad de promover la oligomerizacion. Entre los
enlazadores peptidicos adecuados se encuentran los descritos en las Patentes de Estados Unidos N.° 4.751.180 y
4.935.233. Las cremalleras de leucina y ciertos polipéptidos derivados de los anticuerpos estan entre los péptidos
que pueden promover la oligomerizacién de proteinas de union al antigeno CD30L unidas a los mismos. Los
ejemplos de dominios de cremallera de leucina apropiados para producir proteinas oligoméricas solubles se
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describen en la Publicacion de la OMPI N.° WO 94/10308; Hoppe et al., 1994, FEBS Letters 344:191; y Fanslow et
al., 1994, Semin. Immunol. 6:267-278. En un enfoque, las proteinas de fusidon recombinantes que comprenden un
fragmento de proteina de unién al antigeno CD30L o derivado fusionado a un péptido de cremallera de leucina se
expresan en células huésped apropiadas, y los fragmentos o derivados de la proteina de union al antigeno CD30L
oligoméricos solubles que se forman se recuperan del sobrenadante de cultivo.

Dichos oligdbmeros pueden comprender de dos a cuatro proteinas de unién al antigeno CD30L. Los restos de
proteina de union al antigeno CD30L del oligobmero pueden estar en cualquiera de las formas descritas
anteriormente, por ejemplo, variantes o fragmentos. Preferiblemente, los oligémeros comprenden proteinas de unién
al antigeno CD30L que tienen actividad de unién a CD30L. Los oligdmeros se pueden preparar usando polipéptidos
derivados de inmunoglobulinas. La preparacion de proteinas de fusion que comprenden ciertos polipéptidos
heterdlogos fusionados a diversas porciones de polipéptidos derivados de los anticuerpos (incluyendo el dominio Fc)
se ha descrito, por ejemplo, por Ashkenazi et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535; Byrn et al., 1990,
Nature 344:677; y Hollenbaugh et al., 1992 "Construction of Immunoglobulin Fusion Proteins", en Current Protocols
in Immunology, Suppl. 4, paginas 10.19.1-10.19.11.

También se incluyen dimeros que comprenden dos proteinas de fusion creadas por fusion de una proteina de union
al antigeno CD30L con la regién Fc de un anticuerpo. El dimero se puede fabricar, por ejemplo, insertando una
fusion génica que codifica la proteina de fusion en un vector de expresion apropiado, expresando la fusion génica en
células huésped transformadas con el vector de expresidén recombinante, y permitiendo que la proteina de fusion
expresada se ensamble como moléculas de anticuerpo, después de lo cual se forman enlaces disulfuro
intercatenarios entre los restos Fc para producir el dimero. Dichos polipéptidos Fc incluyen formas nativas y
muteinas de polipéptidos derivados de la region Fc de un anticuerpo. Se incluyen también formas truncadas de
dichos polipéptidos que contienen la region bisagra que promueve la dimerizacidon. Las proteinas de fusién que
comprenden restos Fc (y oligémeros formados a partir de ellas) ofrecen la ventaja de una purificacion facil mediante
cromatografia de afinidad sobre columnas de proteina A o proteina G. Un polipéptido Fc apropiado, descrito en la
Publicacion de la OMPI N.° WO 93/10151 y las Patentes de Estados Unidos N.° 5.426.048 y 5.262.522, es un
polipéptido monocatenario que se extiende desde la regiéon bisagra N-terminal al extremo C-terminal nativo de la
region Fc de un anticuerpo IgG1 humano. Otro polipéptido Fc util es la muteina Fc descrita en la Patente de Estados
Unidos N.° 5.457.035, y en Baum et al.,, 1994, EMBO J. 13:3992-4001. La secuencia de aminoacidos de esta
muteina es idéntica a la de la secuencia Fc nativa presentada en la publicaciéon de la OMPI N.° WO 93/10151,
excepto que el aminoacido 19 se ha cambiado de Leu a Ala, el aminoacido 20 se ha cambiado de Leu a Glu, y el
aminoacido 22 se ha cambiado de Gly a Ala. La muteina presente una afinidad reducida por los receptores Fc.

Glucosilaciéon

La proteina de unién al antigeno puede tener un patrén de glucosilacion que es diferente o alterado del que se
encuentra en la especie nativa. Como es conocido en la técnica, los patrones de glucosilacién pueden depender
tanto de la secuencia de la proteina (por ejemplo, la presencia o ausencia de residuos de aminoacidos particulares
de glucosilacion, analizados mas adelante), como de la célula o el organismo huésped en el que se produce la
proteina. Los sistemas de expresion particulares se analizan a continuacion.

La glucosilacion de polipéptidos esté tipicamente unida a N o unida a O. Unida a N se refiere a la unién del resto
carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias tri-péptido asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de
cualquiera de estas secuencias tri-péptido en un polipéptido crea un sitio de glucosilacién potencial. La glucosilacion
unida a O se refiere a la unién de uno de los azucares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa, a un
hidroxiaminoacido, mucho mas comunmente serina o treonina, aunque también se puede usar 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

La adicion de sitios de glucosilacion a la proteina de union al antigeno se lleva a cabo convenientemente alterando
la secuencia de aminoacidos de tal manera que contenga una o mas de las secuencias tri-péptido descritas
anteriormente (para sitios de glucosilacion unidos a N). La alteracion también se puede realizar mediante la adicion o
sustitucion de uno o mas residuos de serina o treonina con respecto a la secuencia de partida (para sitios de
glucosilaciéon unidos a O). Para que sea mas facil, la secuencia de aminoacidos de la proteina de union al antigeno
puede alterarse a través de cambios a nivel de ADN, particularmente mediante la mutacién del ADN que codifica el
polipéptido diana en bases preseleccionadas de tal manera que se generen codones que se traducirdn en los
aminoacidos deseados.
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Otro medio para aumentar el nimero de restos carbohidrato en la proteina de unién al antigeno es mediante
acoplamiento quimico o enzimatico de glucosidos a la proteina. Estos procedimientos son ventajosos porque no
requieren la produccion de la proteina en una célula huésped que tiene capacidades de glucosilacion para la
glucosilacién unida a N y O. Dependiendo del modo de acoplamiento usado, el azdcar o azucares pueden estar
unidos a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina, (d)
grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina o hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos tales como los de
fenilalanina, tirosina o triptéfano, o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en la Publicaciéon
PCT N.° WO 87/05330, y en Aplin y Wriston, 1981, CRC Crit. Rev, Biochem., pags. 259-306.

La eliminaciéon de restos carbohidrato presentes en la proteina de unién al antigeno de partida se puede realizar
quimica o enzimaticamente. La desglucosilacion quimica requiere la exposicion de la proteina al compuesto de acido
trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente. Este tratamiento da lugar a la escision de la mayoria o de
todos los azUcares excepto el azucar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando intacto el
polipéptido. La desglucosilacion quimica se describe por Hakimuddin et al., 1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y
por Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118:131. La escision enzimatica de restos carbohidrato sobre polipéptidos se
puede conseguir mediante el uso de una diversidad de endo y exo-glucosidasas como se describe por Thotakura et
al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. La glucosilacion en sitios potenciales de glucosilacion se puede evitar mediante
el uso del compuesto tunicamicina como se describe por Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105. La
tunicamicina bloquea la formacion de enlaces de proteina N-glucésido.

Por lo tanto, se contemplan variantes de glucosilacion de las proteinas de unién al antigeno en las que el nimero y/o
el tipo de sitios de glucosilacion se ha alterado en comparacion con las secuencias de aminoacidos del polipéptido
parental. En ciertos casos, las variantes de la proteina de unién al antigeno comprenden un mayor o menor numero
de sitios de glucosilacién unidos a N que el polipéptido parental. Las sustituciones que eliminan o alteran esta
secuencia impediran la adicion de una cadena de carbohidrato unida a N presente en el polipéptido parental. Por
ejemplo, la glucosilacién se puede reducir mediante la delecidon de un Asn o sustituyendo Asn por un aminoacido
diferente. Los anticuerpos tienen tipicamente un sitio de glucosilacion unido a N en la regién Fc.

Marcadores y grupos efectores

Las proteinas de unién al antigeno pueden comprender uno o mas marcadores. El término "marcador" o "grupo
marcador" se refiere a cualquier marcador detectable. En general, los marcadores estan en una diversidad variedad
de clases, dependiendo del ensayo en el que se van a detectar: a) marcadores isotdpicos, que pueden ser isétopos
radiactivos o pesados; b) marcadores magnéticos (por ejemplo, particulas magnéticas); c) restos activos redox; c)
tintes opticos; grupos enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa
alcalina); e) grupos biotinilados; y f) epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un indicador
secundario (por ejemplo, secuencias de par de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios,
dominios de unién a metales, marcadores de epitopo, etc.). En algunos casos, el grupo marcador se acopla a la
proteina de unién al antigeno a través de brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento
estérico potencial. En la técnica se conocen diversos métodos para etiquetar proteinas. Los ejemplos de grupos
marcadores adecuados incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: radioisétopos o radiontclidos (por ejemplo, 2H,
14C, 18N 385G 90y 99T¢, "M1|n 1251 131]) grupos fluorescentes (por ejemplo FITC, rodamina, fésforos de lantanidos),
grupos enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina),
grupos quimioluminiscentes, grupos de biotinilo, o epitopos polipéptidos predeterminados reconocidos por un
indicador secundario (por ejemplo, secuencias de par de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos
secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitopo). En algunos casos, el grupo marcador se acopla a
la proteina de unién al antigeno a través de brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento
estérico potencial. En la técnica se conocen diversos métodos para marcar proteinas y pueden utilizarse segun se
considere apropiado.

El término "grupo efector" significa cualquier grupo acoplado a una proteina de unién al antigeno que actia como un
agente citotoxico. Los ejemplos de grupos efectores apropiados son radioisotopos o radiontclidos (por ejemplo, 3H,
14C, BN 355 0y 9T, "1|n, 25| 131]) Otros grupos apropiados incluyen toxinas, grupos terapéuticos o grupos
quimioterapéuticos. Ejemplos de grupos adecuados incluyen caliqueamicina, auristatinas, geldanamicina y
maytansina. En algunos casos, el grupo efector se acopla a la proteina de unién al antigeno a través de brazos
espaciadores de diversas longitudes para reducir el impedimento estérico potencial.
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Polinucle6tidos que codifican proteinas de unién a antigeno CD30L

También se describen polinucledtidos que codifican las proteinas de unién al antigeno descritas en el presente
documento, o porciones de las mismas, incluyendo polinucledtidos que codifican una o ambas cadenas de un
anticuerpo, o un fragmento, derivado, muteina o variante de los mismos, polinucleétidos que codifican regiones
variables de cadena pesada o solamente CDR, polinucleétidos suficientes para su uso como sondas de hibridacion,
cebadores de PCR o cebadores de secuenciacién para identificar, analizar, mutar o amplificar un polinucleétido que
codifica un polipéptido, acidos nucleicos antisentido para inhibir la expresion de un polinucleétido, y secuencias
complementarias de lo anterior. Los polinucleétidos pueden tener cualquier longitud. Pueden tener, por ejemplo, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 85, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1.000,
1.500, 3.000, 5.000 o mas acidos nucleicos de longitud, incluyendo todos los valores intermedios, y/o pueden
comprender una 0 mas secuencias adicionales, por ejemplo, secuencias reguladoras, y/o ser parte de un
polinucledtido mas grande, por ejemplo, un vector. Los polinucleétidos pueden ser monocatenarios o bicatenarios y
pueden comprender acidos nucleicos de ARN y/o ADN vy variantes artificiales de los mismos (por ejemplo, acidos
nucleicos peptidicos).

Los polinucleétidos que codifican ciertas proteinas de unién al antigeno, o porciones de las mismas (por ejemplo,
anticuerpo de longitud completa, cadena pesada o ligera, dominio variable, o una CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRLA1,
CDRL2 o CDRL3) se pueden aislar a partir de linfocitos B de ratones que se han inmunizado con CD30L o un
fragmento inmundgeno del mismo. El polinucledtido se puede aislar mediante procedimientos convencionales tales
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La expresion en fagos es otro ejemplo de una técnica conocida
por la que se pueden preparar derivados de los anticuerpos y otras proteinas de unién al antigeno. En un enfoque,
los polipéptidos que son componentes de una proteina de unién al antigeno de interés se expresan en cualquier
sistema de expresién recombinante apropiado, y se permite que los polipéptidos expresados se ensamblen para
formar moléculas de proteina de unién al antigeno. La presentacion en fagos también se utiliza para derivar
proteinas de union al antigeno que tienen propiedades diferentes (es decir, afinidades variables para el antigeno al
que se unen) a través del intercambio de cadenas, véase Marks et al., 1992, BioTechnology 10: 779.

Debido a la degeneracion del codigo genético, cada una de las secuencias de polipéptidos representadas en el
presente documento también estan codificadas por un gran nimero de otras secuencias polinucleotidicas ademas
de las descritas. Por ejemplo, los dominios variables de cadena pesada descritos en el presente documento pueden
codificarse por las secuencias de polinucleétidos SEQ ID NOs: 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67,69, 71y 73. Los
dominios variables de cadena ligera se pueden codificar por las secuencias de polinucleétidos SEQ ID NOs:37, 39,
41, 43, 45, y 47. Por lo tanto, un experto en la técnica apreciara que la presente solicitud proporciona una
descripcién y habilitacion escrita adecuada para cada secuencia de nucleétidos degenerada que codifica cada
proteina de union a antigeno.

También se describen polinucleétidos que se hibridan con otras moléculas polinucleotidicas en condiciones de
hibridacion particulares. Los métodos para hibridar acidos nucleicos, parametros basicos que afectan a la eleccion
de las condiciones de hibridacion y la orientacion para idear condiciones adecuadas se conocen bien en la técnica.
Véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsch, y Maniatis (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. and Current Protocols in Molecular Biology, 1995, Ausubel et al.,
eds., John Wiley & Sons, Inc.. Como se define en el presente documento, una condicion de hibridaciéon
moderadamente rigurosa utiliza una solucion de prelavado que contiene 5x cloruro sédico/citrato sédico (SSC), SDS
al 0,5 %, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), tampdn de hibridacién de formamida aproximadamente al 50 %, 6x SSC y una
temperatura de hibridacion de 55 °C (u otras soluciones de hibridacién similares, tal como una que contiene
aproximadamente el 50 % de formamida, con una temperatura de hibridacion de 42 °C), y condiciones de lavado de
60 °C, en 0,5x SSC, SDS al 0,1 %. Una condicién de hibridacidn rigurosa hibrida en 6x SSC a 45 °C seguido de uno
0 mas lavados en 0,1x SSC, SDS al 0,2 % a 68 °C. Ademas, un experto en la técnica puede manipular la hibridacién
y/o las condiciones de lavado para aumentar o disminuir la rigurosidad de la hibridacion de tal manera que los
polinucledtidos que comprenden secuencias de acido nucleico que son al menos un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 91 %, 92, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % idénticos entre si, incluyendo todos los valores
intermedios, tipicamente permanecen hibridados entre si.

Se pueden introducir cambios por mutacién en un polinucleétido, lo que conduce a cambios en la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido (por ejemplo, una proteina de unién al antigeno o un derivado de la proteina de unién
al antigeno) que codifica. Las mutaciones se pueden introducir utilizando cualquier técnica conocida en la técnica, tal
como mutagénesis de sitio dirigido y mutagénesis aleatoria. Los polipéptidos mutantes se pueden expresar y
seleccionar segun una propiedad deseada. Las mutaciones se pueden introducir en un polinucleétido sin alterar
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significativamente la actividad biolégica de un polipéptido que codifica. Por ejemplo, sustituciones en residuos de
aminoacidos no esenciales. Como alternativa, se pueden introducir una o mas mutaciones en un polinucleétido que
cambia selectivamente la actividad biolégica de un polipéptido que codifica. Por ejemplo, la mutaciéon puede
modificar cuantitativa o cualitativamente la actividad biolégica, tal como aumentar, reducir o eliminar la actividad y
cambiar la especificidad antigénica de una proteina de unién al antigeno.

También se describen polinucleétidos que son adecuados para su uso como cebadores o sondas de hibridacién
para la deteccion de secuencias de acido nucleico. Un polinucledtido puede comprender solamente una porcion de
una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de longitud completa, por ejemplo, un fragmento que
puede usarse como una sonda o cebador o un fragmento que codifica una porcién activa (por ejemplo, una porcion
de unién a CD30L) de un polipéptido. Se pueden usar sondas basadas en la secuencia de un acido nucleico para
detectar el acido nucleico o acidos nucleicos similares, por ejemplo, transcripciones que codifican un polipéptido. La
sonda puede comprender un grupo marcador, por ejemplo, un radiois6topo, un compuesto fluorescente, una enzima
o un cofactor enzimatico. Dichas sondas se pueden usar para identificar una célula que expresa el polipéptido.

Métodos de expresiéon de proteinas de unién a antigeno

Las proteinas de unidn al antigeno descritas en el presente documento se pueden preparar mediante cualquiera de
una serie de técnicas convencionales. Por ejemplo, las proteinas de unién al antigeno CD30L se pueden producir
mediante sistemas de expresion recombinantes, utilizando cualquier técnica conocida en la técnica. Véase, por
ejemplo, Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Kennet et al.(eds.) Plenum
Press, Nueva York (1980); y Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane (eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988).

También se describen en el presente documento sistemas y construcciones de expresion en forma de plasmidos,
vectores de expresion, casetes de transcripcion o expresion que comprenden al menos un polinucledtido como se ha
descrito anteriormente, asi como células huésped que comprenden dichos sistemas o construcciones de expresion.
Como se usa en el presente documento, "vector" significa cualquier molécula o entidad (por ejemplo, acido nucleico,
plasmido, bacteriéfago o virus) adecuada para su uso para transferir informacion codificante de proteina a una célula
huésped. Los ejemplos de vectores incluyen, pero sin limitacidn, plasmidos, vectores virales, vectores de mamifero
no episémicos y vectores de expresion, por ejemplo, vectores de expresion recombinantes. Los vectores de
expresion, tales como vectores de expresion recombinantes, son Utiles para la transformacion de una célula
huésped y contienen secuencias de acido nucleico que dirigen y/o controlan (junto con la célula huésped) la
expresion de una o mas regiones codificantes heterdlogas unidas operativamente a la misma. Una construccion de
expresion puede incluir, pero sin limitaciéon, secuencias que afectan o controlan la transcripcion, traduccién vy, si los
intrones estan presentes, afectan al corte y empalme de ARN de una regién codificante unida operativamente a la
misma. "Unido operativamente" significa que los componentes a los que se aplica el término estan en una relacion
que les permite realizar sus funciones inherentes. Por ejemplo, una secuencia de control, por ejemplo, un promotor,
en un vector que esta "unido operativamente" a una secuencia codificante de proteina, se dispone de tal forma que
la actividad normal de la secuencia de control conduce a la transcripcion de la secuencia codificante de la proteina
que da como resultado la expresién recombinante de la proteina codificada.

También se describen células huésped en las que se ha introducido un vector de expresién, tal como un vector de
expresion recombinante. Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota (por ejemplo, E. coli) o célula
eucariota (por ejemplo, células de levadura, insectos 0 mamiferos (por ejemplo, células CHO)). El ADN vector puede
introducirse en células procariotas o eucariotas a través de técnicas convencionales de transformacion o
transfeccion. Para una transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del vector de
expresion y de la técnica de transfeccion utilizada, sélo una pequefia fraccion de células puede integrar el ADN
extrafio en su genoma. Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador
seleccionable (por ejemplo, para la resistencia a los antibiéticos) se introduce generalmente en las células huésped
junto con el gen de interés. Los marcadores seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a
farmacos, tales como G418, higromicina y metotrexato. Las células transfectadas de forma estable con el
polinucledtido introducido pueden identificarse mediante seleccion de farmacos (por ejemplo, las células que han
incorporado el gen marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células mueren), entre otros
métodos.

Las proteinas de unién al antigeno se pueden expresar en lineas celulares de hibridoma (por ejemplo, en particular

los anticuerpos se pueden expresar en hibridomas) o en lineas celulares distintas de los hibridomas. Las
construcciones de expresion que codifican las proteinas de union al antigeno se pueden utilizar para transformar una
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célula huésped de mamifero, insecto o microbiana. La transformacion se puede realizar utilizando cualquier método
conocido para introducir polinucledtidos en una célula huésped, incluyendo, por ejemplo, empaquetado del
polinucledtido en un virus o bacteriéfago y la transduccion de una célula huésped con la construccién por
procedimientos de transfeccion conocidos en la técnica, como se ilustra por las Patentes de Estados Unidos N.°
4.399.216; 4.912.040; 4.740.461; 4.959.455. El procedimiento de transformacién éptimo utilizado dependera del tipo
de célula huésped que se esté transformando. Los métodos para la introduccion de polinucleétidos heterélogos en
células de mamifero se conocen bien en la técnica e incluyen, pero sin limitacién, transfeccion mediada por
dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por polibreno, fusion de protoplastos,
electroporacion, encapsulacion de uno o mas polinucledtidos en liposomas, mezcla de acido nucleico con lipidos
cargados positivamente, y microinyeccion directa del ADN en nucleos.

Las construcciones de expresion recombinantes tipicamente comprenden un polinucledtido que codifica un
polipéptido. El polipéptido puede comprender uno o mas de los siguientes: una o mas CDR tal como se describe en
el presente documento; una region variable de cadena ligera; una region variable de cadena pesada; una region
constante de cadena ligera; una regidon constante de cadena pesada (por ejemplo, Cn1, Cnv2 y/o Cn3); y/o otra
porcidon de supercontigo de una proteina de unién al antigeno CD30L. Estas secuencias de acido nucleico se
insertan en un vector de expresién apropiado utilizando técnicas de unién estandar. En un caso, la regién constante
de cadena pesada o ligera se adjunta al extremo C de una regién variable de cadena pesada o ligera que se
describe en el presente documento y se liga a un vector de expresion. El vector se selecciona tipicamente para que
sea funcional en la célula huésped particular empleada (es decir, el vector es compatible con la maquinaria de la
célula huésped, permitiendo que se produzca la amplificacién y/o expresion del gen). En algunas realizaciones, se
usan vectores que emplean ensayos de complementacién de fragmentos de proteinas utilizando indicadores de
proteinas, tales como dihidrofolato reductasa (véase, por ejemplo, la Pat. de Estados Unidos N.° 6.270.964). Los
vectores de expresion adecuados se pueden adquirir, por ejemplo, en Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA) o
BD Biosciences (San Jose, CA). Otros vectores Utiles para clonar y expresar los anticuerpos y fragmentos incluyen
los descritos en Bianchi y McGrew, 2003, Biotech. Biotechnol. Bioeng. 84:439-44]. Se analizan vectores de
expresion adecuados adicionales, por ejemplo, en Methods Enzymol., vol. 185 (D. V. Goeddel, ed.), 1990, Nueva
York: Academic Press.

Tipicamente, los vectores de expresion utilizados en cualquiera de las células huésped contendran secuencias para
el mantenimiento del plasmido y para la clonacién y expresidon de secuencias de nucleétidos exégenas. Dichas
secuencias, denominadas colectivamente como "secuencias flanqueantes" en ciertos casos, incluiran tipicamente
una o mas de las siguientes secuencias de nucleétidos: un promotor, una 0 mas secuencias potenciadoras, un
origen de replicacion, una secuencia de terminacion transcripcional, una secuencia de intrones completa que
contiene un sitio de corte y empalme de donante y aceptor, una secuencia que codifica una secuencia lider para la
secrecion de un polipéptido, un sitio de unién al ribosoma, una secuencia de poliadenilacién, una region de
polienlazador para insertar el polinucledtido que codifica el polipéptido a expresar, y un elemento marcador
seleccionable. Los vectores de expresion que se describen pueden construirse a partir de un vector de partida tal
como un vector comercialmente disponible. Dichos vectores pueden contener o no todas las secuencias
flanqueantes deseadas. Cuando una o mas de las secuencias flanqueantes descritas en el presente documento ya
no estan presentes en el vector, se pueden obtener individualmente y ligarse al vector. Los métodos utilizados para
obtener cada una de las secuencias flanqueantes se conocen bien por un experto en la técnica.

Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia codificante de "etiqueta", es decir, una molécula de
oligonucleétido situada en el extremo 5' 0 3' de la secuencia codificante de la proteina de union al antigeno CD30L;
la secuencia oligonucleotidica codifica poliHis (tal como hexaHis), u otra "etiqueta" tal como FLAG®, HA (virus de
influenza de hemaglutinina) o myc, para los que existen anticuerpos disponibles en el mercado. Esta etiqueta se
fusiona tipicamente al polipéptido tras la expresion del polipéptido, y puede servir como un medio para la purificacion
por afinidad o la deteccion de la proteina de unidn al antigeno CD30L desde la célula huésped. La purificacion por
afinidad puede realizarse, por ejemplo, mediante cromatografia en columna utilizando anticuerpos contra la etiqueta
como una matriz de afinidad. Opcionalmente, la etiqueta puede eliminarse posteriormente de la proteina de unién al
antigeno CD30L purificada por diversos medios tales como el uso de ciertas peptidasas para la escision.

Las secuencias flanqueantes pueden ser homologas (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula huésped),
heterdlogas (es decir, de una especie distinta de la especie o cepa de la célula huésped), hibridas (es decir, una
combinacion de secuencias flanqueantes de mas de una fuente), sintéticas o nativas. Como tal, la fuente de una
secuencia flanqueante puede ser cualquier organismo procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o
invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia flanqueante sea funcional y pueda ser activada por la
magquinaria de la célula huésped.
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Las secuencias flanqueantes utiles en los vectores se pueden obtener por cualquiera de varios métodos bien
conocidos en la técnica. Tipicamente, las secuencias flanqueantes utiles en el presente documento se han
identificado previamente por cartografia y/o por digestion con endonucleasas de restriccion y, por lo tanto, pueden
aislarse de la fuente de tejido apropiada usando las endonucleasas de restriccion apropiadas. En algunos casos,
puede conocerse la secuencia completa de nucleétidos de una secuencia flanqueante. Aqui, la secuencia
flanqueante se puede sintetizar usando los métodos descritos en el presente documento para la sintesis o clonaciéon
de 4cidos nucleicos.

Si se conoce toda o s6lo una porcién de la secuencia flanqueante, se puede obtener utilizando reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y/o por cribado de una genoteca con una sonda adecuada, tal como un oligonucledétido y/o
fragmento de secuencia flanqueante de la misma u otra especie. Cuando la secuencia flanqueante no se conoce, se
puede aislar un fragmento de ADN que contiene una secuencia flanqueante a partir de una pieza de ADN mas
grande que puede contener, por ejemplo, una secuencia codificante o incluso otro gen o genes. El aislamiento se
puede realizar mediante digestion con endonucleasas de restriccién para producir el fragmento de ADN apropiado
seguido de aislamiento usando purificacion en gel de agarosa, cromatografia en columna Qiagen® (Qiagen,
Chatsworth, CA), u otros métodos conocidos por el experto en la técnica. La seleccion de enzimas adecuadas para
lograr este propdsito sera facilmente evidente para un experto en la técnica.

Un origen de replicacion es tipicamente una parte de aquellos vectores de expresion procariotas adquiridos en el
mercado, y el origen ayuda a la amplificaciéon del vector en una célula huésped. Si el vector de eleccién no contiene
un origen de sitio de replicacion, se puede sintetizar quimicamente basandose en una secuencia conocida y se liga
en el vector. Por ejemplo, el origen de la replicacion del plasmido pBR322 (New England Biolabs, Beverly, MA) es
adecuado para la mayoria de las bacterias gram-negativas, y son utiles diversos origenes virales (por ejemplo,
SV40, polioma, adenovirus, virus de la estomatitis vesicular (VSV) o virus del papiloma tales como HPV o BPV) para
clonar vectores en células de mamifero. Generalmente, el origen del componente de replicacion no es necesario
para vectores de expresion de mamiferos (por ejemplo, el origen de SV40 se utiliza a menudo sélo porque contiene
también el promotor temprano del virus).

Una secuencia de terminacién de la transcripcién se encuentra tipicamente 3' con respecto al extremo de una region
codificante de polipéptido y sirve para terminar la transcripcion. Normalmente, una secuencia de terminacion de la
transcripcion en células procariotas es un fragmento rico en G-C seguido por una secuencia poli-T. Aunque la
secuencia se clona facilmente desde una biblioteca o incluso se adquiere en el mercado como parte de un vector,
también puede sintetizarse facilmente usando métodos para la sintesis de acidos nucleicos tales como los descritos
en el presente documento.

Un gen marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y el crecimiento de una célula
huésped cultivada en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codifican proteinas
que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, tetraciclina o kanamicina para
células huésped procariotas; (b) complementan deficiencias auxétrofas de la célula; o (c) suministran nutrientes
criticos no disponibles a partir de medios complejos o definidos. Los marcadores seleccionables especificos son el
gen de resistencia a la kanamicina, el gen de resistencia a la ampicilina, y el gen de resistencia a la tetraciclina.
Ventajosamente, también se puede usar un gen de resistencia a la neomicina para la seleccion tanto en células
huésped procariotas como eucariotas.

Se pueden usar otros genes seleccionables para amplificar el gen que se expresara. La amplificacion es el proceso
en el que los genes que se requieren para la produccidon de una proteina critica para el crecimiento o la
supervivencia celular se reiteran en tandem dentro de los cromosomas de las sucesivas generaciones de células
recombinantes. Los ejemplos de marcadores seleccionables apropiados para células de mamifero incluyen
dihidrofolato reductasa (DHFR) y genes de timidina cinasa sin promotor. Los transformantes de células de mamifero
se colocan a presién de seleccidon en donde sélo los transformantes estan adaptados de forma Unica para sobrevivir
en virtud del gen seleccionable presente en el vector. La presion de seleccion se impone cultivando las células
transformadas en condiciones en las que la concentracion del agente de seleccion en el medio se aumenta
sucesivamente, conduciendo de este modo a la amplificacion tanto del gen seleccionable como del ADN que codifica
otro gen, tal como una proteina de unién al antigeno que se une a CD30L. Como resultado, se sintetizan cantidades
aumentadas de un polipéptido tal como una proteina de unioén al antigeno a partir del ADN amplificado.

Un sitio de union al ribosoma es normalmente necesario para la iniciacion de la traduccion del ARNm y se
caracteriza por una secuencia de Shine-Dalgarno (procariotas) o una secuencia de Kozak (eucariotas). El elemento
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se encuentra tipicamente 3' con respecto al promotor y 5' con respecto a la secuencia codificante del polipéptido que
se va a expresar.

En algunos casos, tal como cuando se desea la glucosilacién en un sistema de expresion de células huésped
eucaridticas, se pueden manipular las diversas pre o pro-secuencias para mejorar la glucosilacion o el rendimiento.
Por ejemplo, se puede alterar el sitio de escisién de la peptidasa de un péptido sefal particular, o afadir
prosecuencias, que también pueden afectar a la glucosilacion. El producto proteico final puede tener, en la posicion -
1 (con respecto al primer aminoacido de la proteina madura), uno o mas aminoacidos adicionales incidentales a la
expresion, que pueden no haber sido totalmente eliminados. Por ejemplo, el producto proteico final puede tener uno
o dos residuos de aminoacidos encontrados en el sitio de escision de la peptidasa, unido al extremo amino. Como
alternativa, el uso de algunos sitios de escision enzimatica puede dar lugar a una forma ligeramente truncada del
polipéptido deseado, si la enzima corta en dicha zona dentro del polipéptido maduro.

La expresion y la clonacion contendran tipicamente un promotor que es reconocido por el organismo huésped y
unido operativamente a la molécula que codifica una proteina de unién al antigeno CD30L. Los promotores son
secuencias no transcritas situadas aguas arriba (es decir, 5') con respecto al codén de inicio de un gen estructural
(generalmente en aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcion del gen estructural. Los
promotores se agrupan convencionalmente en una de dos clases: promotores inducibles y promotores constitutivos.
Los promotores inducibles inician niveles aumentados de transcripcion de ADN bajo su control en respuesta a algun
cambio en las condiciones de cultivo, tales como la presencia o ausencia de un nutriente o un cambio de
temperatura. Los promotores constitutivos, por otro lado, transcriben uniformemente un gen al que estan unidos
operativamente, es decir, con poco o ningun control sobre la expresién génica. Se conocen bien un gran numero de
promotores, reconocidos por una diversidad de potenciales células huésped. Un promotor apropiado esta unido
operativamente al ADN que codifica una region variable de cadena pesada o una region variable de cadena ligera de
una proteina de unién al antigeno CD30L eliminando el promotor del ADN fuente por digestién con enzimas de
restriccion e insertando la secuencia promotora deseada en el vector.

Los promotores adecuados para su uso con huéspedes de levadura también se conocen bien en la técnica. Los
potenciadores de la levadura se utilizan ventajosamente con promotores de levadura. Los promotores adecuados
para su uso con células huésped de mamifero se conocen bien e incluyen, pero sin limitacién, los obtenidos a partir
de los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal como adenovirus 2),
virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, retrovirus, virus de la hepatitis B, y virus del
simio 40 (SV40). Otros promotores de mamiferos adecuados incluyen promotores de mamiferos heterélogos, por
ejemplo, promotores de choque térmico y promotor de actina.

Los promotores adicionales que pueden ser de interés incluyen, pero sin limitacion: promotor temprano SV40
(Benoist y Chambon, 1981, Nature 290:304-310); promotor de CMV (Thornsen et al., 1984, Proc. Natl. Acad. U.S.A.
81:659-663); el promotor contenido en la repeticion terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al.,
1980, Cell 22:787-797); promotor de la timidina cinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
78:1444-1445); promotor y secuencias reguladoras del gen metalotionina (Prinster et al., 1982, Nature 296:39-42); y
promotores procariotas tales como el promotor de beta-lactamasa (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 75:3727-3731); o el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 21-25). También son
de interés las siguientes regiones de control de la transcripcidon animal, que presentan especificidad tisular y se han
utilizado en animales transgénicos: la region de control del gen de la elastasa | que es activa en células acinares
pancreaticas (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646; Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-
409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); la region de control del gen de la insulina que es activa en las
células beta pancreaticas (Hanahan, 1985, Nature 315:115-122); la regidén de control del gen de la inmunoglobulina
que es activa en células linfoides (Grosschedl et al., 1984, Cell 38:647-658; Adames et al., 1985, Nature 318:533-
538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444); la region de control del virus del tumor mamario de ratén
que es activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos (Leder et al., 1986, Cell 45:485-495); la regién
de control del gen de la albumina que es activa en el higado (Pinkert et al., 1987, Genes y Devel. 1 :268-276); la
region de control del gen de la alfa-feto-proteina que es activa en el higado (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol.
5:1639-1648; Hammer et al., 1987, Science 253:53-58); la regidon de control del gen de la alfa-1-antitripsina que es
activa en el higado (Kelsey et al., 1987, Genes y Devel. 1:161-171); la regiéon de control del gen de la beta-globina
que es activa en células mieloidest (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); la
regién de control del gen de la proteina basica de la mielina que es activa en células de oligodendrocitos en el
cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-712); la regién de control del gen de cadena ligera de la miosina 2 que
es activa en el musculo esquelético (Sani, 1985, Nature 314:283-286); y la region de control del gen de la hormona
liberadora gonadotrépica que es activa en el hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234:1372-1378).
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Una secuencia potenciadora se puede insertar en el vector para aumentar la transcripcion por eucariotas superiores.
Los potenciadores son elementos que actuan en cis de ADN, normalmente de de aproximadamente 10-300 pb de
longitud, que actuan sobre el promotor para aumentar la transcripcion. Los potenciadores son de orientacion y
posicion relativamente independiente, habiéndose encontrado en posiciones tanto 5' como 3' con respecto a la
unidad de transcripcién. Se conocen varias secuencias potenciadoras disponibles a partir de genes de mamifero
(por ejemplo, globina, elastasa, albumina, alfa-feto-proteina e insulina). Tipicamente, sin embargo, se usa un
potenciador de un virus. El potenciador de SV40, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el
potenciador de polioma y los potenciadores de adenovirus conocidos en la técnica son elementos potenciadores
ejemplares para la activacion de promotores eucariotas. Mientras que un potenciador se puede situar en el vector ya
sea 5' o 3' con respecto a una secuencia codificante, se encuentra tipicamente en un sitio 5' del promotor. Una
secuencia que codifica una secuencia sefial nativa o heteréloga apropiada (secuencia lider o péptido sefial) se
puede incorporar en un vector de expresion, para promover la secrecion extracelular del anticuerpo. La eleccién del
péptido sefial o lider depende del tipo de células huésped en las que se va a producir el anticuerpo, y una secuencia
sefal heterdloga puede reemplazar a la secuencia sefial nativa. Los ejemplos de péptidos sefial que son funcionales
en células huésped de mamiferos incluyen los siguientes: la secuencia sefial para la interleucina-7 descrita en la
Patente de Estados Unidos N.° 4.965.195; la secuencia sefial para el receptor de interleucina-2 descrita en Cosman
et al., 1984, Nature 312:768; el péptido sefal del receptor de interleucina-4 descrito en la Patente Europea N.° 0367
566; el péptido sefal del receptor de interleucina-1 de tipo | descrito en la Patente de Estados Unidos N.° 4,968,607;
el péptido sefal del receptor de interleucina-1 de tipo Il descrito en la Patente Europea N.° 0 460 846.

Después de que se haya construido el vector, el vector completo se puede insertar en una célula huésped adecuada
para la amplificacion y/o expresion de polipéptidos. La transformacion de un vector de expresidon para una proteina
de union al antigeno en una célula huésped seleccionada se puede realizar mediante métodos bien conocidos
incluyendo transfeccion, infeccion, coprecipitacion con fosfato calcico, electroporacion, microinyeccion, lipofeccion,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, u otras técnicas conocidas. El método seleccionado sera en parte en
funcién del tipo de célula huésped que se va a usar. Estos métodos y otros métodos adecuados se conocen bien por
el experto en la técnica y se exponen, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001).

Una célula huésped, cuando se cultiva en condiciones apropiadas, sintetiza una proteina que puede recogerse
posteriormente del medio de cultivo (si la célula huésped la secreta en el medio) o directamente de la célula huésped
que la produce (si no se secreta). La seleccidon de una célula huésped apropiada dependera de diversos factores,
tales como los niveles de expresion deseados, modificaciones de polipéptidos que son deseables o necesarias para
la actividad (tal como glucosilacién o fosforilacion) y facilidad de plegamiento en una molécula biolégicamente activa.

Las lineas celulares de mamifero disponibles como huéspedes para la expresion se conocen bien en la técnica e
incluyen, pero sin limitacion, lineas celulares inmortalizadas disponibles en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo
(ATCC), incluyendo, pero sin limitacion, células de ovario de hamster chino (CHO), células HelLa, células de rifidén de
hamster bebé (BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo,
Hep G2), y una serie de lineas celulares diferentes. En ciertos casos, las lineas celulares pueden seleccionarse a
través de la determinacion de qué lineas celulares tienen altos niveles de expresién y producen constitutivamente
proteinas de unién a antigeno con propiedades de uniéon a CD30L. En otro caso, también se puede seleccionar una
linea celular del linaje de linfocitos B que no fabrica su propio anticuerpo, sino que tiene la capacidad de producir y
secretar un anticuerpo heterdlogo. En otro caso, lineas celulares knock-out fucosiltransferasa que producen
anticuerpos completos o parciales afucosilados (Patentes de Estados Unidos 6.946.292, US 7.425.446, US
7.846.725, US 8.067.232, células Potelligent® BioWa, Princeton, NJ.

Bioensayos de CD30L in vitro

También se describen métodos para identificar antagonistas que inhiben la interaccion CD30/CD30L. Estos métodos
hacen uso de la induccién de una citocina marcadora producida a partir de células CD30+ en respuesta a CD30L. El
método comprende las etapas de combinar un compuesto de ensayo de interés con una fuente de CD30L; afhadir el
compuesto de ensayo/combinacion de CD30L a células CD30* que son capaces de expresar un marcador de
citocina en respuesta a la interaccion de CD30 y CD30L; cosechar el sobrenadante celular; y determinar si el
compuesto de ensayo inhibe la interaccién CD30/CD30L midiendo la cantidad de una citocina marcadora producida
y/o liberada en el sobrenadante celular. Por ejemplo, tal bioensayo in vitro dependiente de CD30L puede explotar la
linea celular de linfoma de células grandes anaplasico (ALCL) humano, la expresion de Karpas-299 (K299) de CD30
endogeno y la liberacion de IL-8 de estas células en respuesta a la interaccion de CD30 y CD30L. Estos métodos se
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ilustran adicionalmente en los Ejemplos proporcionados en el presente documento.

Los compuestos de ensayo incluyen proteinas de union al antigeno CD30L, incluyendo, pero sin limitacion,
anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno de los mismos y sus derivados. Los compuestos de ensayo también
podrian incluir compuestos CD30 solubles recombinantes (tales como dominio extracelular CD30 fusionado con una
etiqueta Fc, etiqueta poli-HIS, etiqueta FLAG® y similares), asi como moléculas pequefias. Las lineas celulares
CD30* adecuadas expresan una citocina marcadora en respuesta a la interaccion de CD30 y CD30L; dichas lineas
celulares incluyen la linea celular de linfoma de células grandes anaplasico CD30* humano K299 (Karpas-299,
DSMZ, Alemania).

Las fuentes para CD30L incluyen construcciones de CD30L solubles y CD30L asociado a membrana. EI CD30L
soluble incluye composiciones quiméricas que comprenden un fragmento de CD30L, preferiblemente un fragmento
de la region extracelular de CD30L. Dichas construcciones solubles incluyen construcciones de cremallera de
leucina o isoleucina multiméricas. Dichas construcciones comprenden un motivo de cremallera de leucina de 33
aminoacidos unido al extremo N del dominio extracelular de CD30L humano o cynomolgus. Las construcciones de
CD30L recombinantes solubles también estan disponibles en el mercado (R&D Systems, Minneapolis, MN). Otros
CD30L solubles también incluyen el dominio extracelular CD30L fusionado a una etiqueta FLAG® (Axxora LLC, San
Diego, CA). El CD30L asociado a la membrana incluye células y lineas celulares que expresan CD30L nativas y
transfectadas. Dichas lineas celulares incluyen, pero sin limitacion, células humanas tales como la linea de linfocitos
B humanos CD30L* Ramos (ATCC, Manassas, VA). También se contemplan los linfocitos T de sangre de mono
cynomolgus y las lineas de células dendriticas de raton.

Se describe en el presente documento un método para determinar la inducciéon por CD30L de la produccién de IL-8
a partir de células CD30* que comprende las etapas de: combinar un compuesto de ensayo con una fuente de
CD30L; afadir la combinacién de compuesto de ensayo-CD30L a células CD30* irradiadas; cosechar el
sobrenadante celular; y determinar la cantidad de IL-8 liberada en el sobrenadante celular. Este bioensayo in vitro
dependiente de CD30L aprovecha la linea celular de linfoma de células grandes anaplasico (ALCL) humano, la
expresion de Karpas-299 (K299) de CD30 endogeno y la liberacion de IL-8 de estas células en respuesta a la
interaccion de CD30 y CD30L. La IL-8 liberada se puede cuantificar, por ejemplo, mediante un ELISA de IL-8. Los
antagonistas CD30L, tales como las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento, se incuban
con CD30L soluble (ensayo de células individuales) o con un CD30L asociado a membrana (ensayo de células
dobles) y luego se cultivan con células K299. Los sobrenadantes celulares se recogen a continuacién y la inhibicion
de la liberacion de IL8 a partir de células K299 en respuesta al bloqueo por antagonistas CD30L, tales como las
proteinas de union a antigeno descritas en el presente documento, se determina usando un ELISA tipo sandwich de
IL-8.

Para el ensayo de células individuales, los antagonistas CD30L se titulan en placas de microtitulacion de 96 pocillos,
tales como placas de 96 pocillos Costar® (Corning, Acton, MA) para dar un intervalo deseado de concentraciones
finales, por ejemplo, de 1 ug/ml a 10 pg/ml. Las proteinas de union al antigeno CD30L, tales como las descritas en el
presente documento, pueden usarse como controles positivos. Las placas se incubaron durante aproximadamente
45 minutos a temperatura ambiente. A cada pocillo se le afadié la fuente de células CD30*. Las placas se incubaron
durante 24 horas a 37 °C en COz al 5 %.

Para el ensayo de células dobles, la fuente de CD30L estd unida a la membrana e irradiada. Las células que
expresan CD30L incluyen, pero sin limitacién, células tales como la linea de linfocitos B humanos CD30L* Ramos
(ATCC, Manassas, VA), linfocitos T de sangre de mono cinomético activados o lineas de células DC murinas de
ratéon. Las células que expresan CD30L pueden someterse a clasificacion FACS antes del uso para seleccionar
aquellas células con el nivel mas alto de expresiéon de CD30L en la superficie celular. Las células que expresan
CD30L se combinan con el antagonista CD30L y se incuban durante 45 minutos antes de afiadirlas a la fuente de
células CD30*. De nuevo, las placas se incuban durante 24 horas a 37 °C, CO2z al 5 %.

Para ambos ensayos liberados, IL8 puede determinarse y cuantificarse mediante cualquier método para detectar IL-
8, tal como, por ejemplo, un ELISA de tipo sandwich de IL-8. Dichos ensayos estan disponibles en el mercado, tales
como los proporcionados por R&D Systems (Minneapolis, MN). Los niveles de IL-8 se pueden interpolar a partir de la
curva estandar de ELISA y los valores de Clso se determinan usando software comercialmente disponible, tales
como DeltaSoft (DeltaSoft, Inc., Hillsborough, NJ) y GraphPad PRISM (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Uso de proteinas de unién al antigeno CD30L humano para fines de diagndéstico y terapéuticos
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Las proteinas de unidn a antigeno descritas en el presente documento son utiles para detectar CD30L en muestras
bioldgicas e identificacion de células o tejidos que producen CD30L. Las proteinas de unién al antigeno que se unen
especificamente a CD30L se pueden usar en el diagnostico y/o tratamiento de enfermedades relacionadas con
CD30L en un paciente que lo necesite, por ejemplo, las proteinas de unién al antigeno CD30L se pueden utilizar en
ensayos de diagnéstico, por ejemplo, induccién de IL-8 a partir de células CD30*. Las proteinas de unién a antigeno
que se unen a CD30L pueden tener un uso terapéutico para mejorar las enfermedades relacionadas con CD30L.

Indicaciones

La presente invencién también se refiere al uso de proteinas de unién al antigeno CD30L para su uso en la
prevencion o el tratamiento terapéutico de trastornos médicos, tales como los divulgados en el presente documento.
Las proteinas de unién al antigeno CD30L son utiles para tratar una diversidad de afecciones en las que CD30L esta
asociado o desempefia un papel en contribuir a la enfermedad o trastorno subyacente o contribuye de otro modo a
un sintoma negativo.

Se describen métodos para tratar una diversidad de enfermedades, tales como enfermedades inflamatorias crénicas
y autoinmunes y cancer administrando a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de una composicién que
comprende una o mas de las proteinas de union al antigeno CD30L descritas en el presente documento. Dichas
composiciones son Utiles para modular las respuestas inmunes in vivo bloqueando las interacciones entre las células
CD30* y CD30L*; agotando las células CD30L*; o por la actividad agonista en las células CD30L".

CD30L puede presentar "sefializacion inversa", CD30L expresado en neutréfilos y los linfocitos T de sangre
periférica pueden activarse mediante reticulaciéon para estimular actividades metabdlicas en esas células (Wiley et
al., J Immunol 157: 3235-39, 1996; Cerutti et al., J. Immunol. 165: 786, 2000; Cerutti et al., Nat. Immunol. 2: 150,
2001). Como tal, las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento que se unen a CD30L
podrian usarse para bloquear la sefializacion de CD30L inversa o estimular las células CD30L".

Las células CD30* estan fuertemente asociadas con la enfermedad de Hodgkin y CD30 es un marcador clinico
ampliamente utilizado para una serie de neoplasias hematoldgicas (para una revision, véase Horie y Watanabe,
Immuno. 10: 457-470, 1998). Las composiciones que comprenden una o mas de las proteinas de unién al antigeno
CD30L descritas en el presente documento, ya sea solas o junto con otras terapias, pueden ser utiles en el
tratamiento de dichas afecciones.

CD30L se expresa en linfocitos T activados y ciertas poblaciones de linfocitos B y células dendriticas. CD30 se
expresa en una proporcion de linfocitos T y B activados. Este patrén de expresion sugiere que dirigir CD30L seria util
para modular la interaccion entre los linfocitos T, linfocitos B y células dendriticas. Se ha demostrado que CD30L
afecta a la inmunidad humoral. Las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento serian de
utilidad en regimenes terapéuticos relacionados con enfermedades inflamatorias, particularmente las dirigidas por
respuestas de linfocitos B dependientes de linfocitos T.

La artritis se puede tratar mediante los métodos y composiciones divulgados en el presente documento. Como se
usa en el presente documento, el término "artritis" se refiere a afecciones inflamatorias cronicas que afectan
principalmente a las articulaciones, o al tejido conectivo que rodea las articulaciones, aunque también pueden verse
afectados diversos o6rganos del cuerpo. La artritis puede ser de origen autoinmune o traumatico, o puede
desencadenarse por la exposiciéon a un antigeno extrafo, lo que a su vez conduce a una afeccion crénica que ya no
depende de la presencia continuada del antigeno desencadenante. El término "artritis", como se usa en el presente
documento, incluye: artritis deformante; osteoartritis; artritis reumatoide (adulta y juvenil); artritis de la enfermedad de
Lyme; artritis reactiva, incluida la enfermedad de Reiter; artritis psoriasica; artritis nodosa; espondiloartropatias
seronegativas, incluyendo, pero sin limitacién, espondilitis anquilosante.

Las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento son utiles en el tratamiento de una diversidad
de trastornos reumaticos, que se definen en el presente documento como cualquier trastorno crénico que involucre
inflamaciones dolorosas y a menudo multiples localizadas de las articulaciones, musculos, nervios, tendones, piel,
ojos, tejidos conjuntivos u otras sistemas de 6rganos. Estos incluyen, pero sin limitacion, artritis; esclerodermia; gota;
lupus eritematoso sistémico; polimialgia reumatica; enfermedad de Still; uveitis crénica; trastornos que provocan la
inflamacion del musculo voluntario, incluyendo dermatomiositis y polimiositis, incluida la miositis esporadica por
cuerpos de inclusion. El lupus eritematoso sistémico puede causar inflamacién de las articulaciones, la piel, los
rifiones, el corazon, los pulmones, los vasos sanguineos y el cerebro. En sus formas avanzadas, el lupus
eritematoso sistémico puede provocar insuficiencia renal.
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También se describen métodos para usar las proteinas de union a antigeno descritas en el presente documento en
terapias para tratar diversos trastornos del sistema endocrino, incluyendo, pero sin limitacion: diabetes de inicio
juvenil o en la madurez (incluyendo tipos de diabetes autoinmunes, dependientes de insulina; tipos dependientes de
insulina y diabetes mediada por obesidad); atrofia adrenal idiopatica; enfermedad de Addison; hipotiroidismo;
enfermedad de Graves; tiroiditis autoinmune, tal como tiroiditis de Hashimoto; y sindromes autoinmunes
poliglandulares (tipos | y 1I).

Las proteinas de union a antigeno descritas en el presente documento también son utiles en terapias para tratar
afecciones del sistema gastrointestinal, incluyendo, pero sin limitacion: colangitis esclerosante autoinmune;
enfermedad celiaca; enfermedades inflamatorias del intestino, incluida la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa;
pancreatitis autoinmune, incluyendo pancreatitis crénica; gastroparesia idiopatica; y Ulceras idiopaticas, incluyen
Ulceras gastricas y duodenales.

También se incluyen métodos para usar las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento en
terapias para tratar trastornos del sistema genitourinario, tales como glomerulonefritis autoinmune e idiopatica; y
prostatitis idiopatica crénica (no bacteriana), incluyendo la hipertrofia prostatica benigna.

También se describen en el presente documento métodos para usar las proteinas de unién a antigeno descritas en
el presente documento en terapias para tratar diversos trastornos hematoldgicos, incluyendo, pero sin limitacion:
anemias y trastornos hematolégicos, incluyendo anemia perniciosa y anemia aplasica, y anemia aplasica de
Fanconi; anemia hemolitica autoinmune; purpura trombocitopénica idiopatica (PTI); sindromes mielodisplasicos
(incluyendo anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos anillados, anemia refractaria con exceso de
blastos, anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion); y sindrome linfoproliferativo autoinmune
(ALPS).

Las proteinas de unién a antigeno descritas son ademas Utiles para tratar afecciones que afectan al higado tales
como hepatitis inflamatoria autoinmune o crénica.

Ademas, las proteinas de unién a antigeno divulgadas y la combinaciéon se usaron para tratar diversos trastornos
inflamatorios autoinmunes o crénicos que implican pérdida de audicién. Una de estas es la pérdida auditiva asociada
al nervio coclear o el oido interno que se cree que es el resultado de un proceso autoinmune, es decir, pérdida de
audicion autoinmune. Esta afeccion actualmente se trata con esteroides, metotrexato y/o ciclofosfamida, que pueden
administrarse simultdaneamente con un inhibidor o bloqueador de la interaccion CD30/CD30L.

Varios trastornos inflamatorios pulmonares también se pueden tratar con las proteinas de union a antigeno
divulgadas, incluyendo: linfangioleiomiomatosis idiopatica; enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)
asociada con bronquitis crénica no infecciosa o con enfisema; y enfermedades pulmonares fibréticas, tales como
fibrosis quistica y fibrosis pulmonar idiopatica.

Los trastornos asociados con el trasplante también son tratables con las proteinas de unién a antigeno divulgadas,
incluyendo la enfermedad de injerto contra huésped. Para prevenir o mejorar la enfermedad de injerto contra
huésped, las composiciones que comprenden una o mas de las proteinas de unién a antigeno divulgadas se pueden
administrar antes, junto con, o después de un trasplante de médula 6sea o de un érgano sélido, incluido el trasplante
de corazén, higado, pulmon, piel, rifidn u otros 6rganos.

Las proteinas de union a antigeno divulgadas también son Utiles para tratar enfermedades oculares inflamatorias
cronicas, incluyendo uveitis autoinmunes.

Dichos compuestos también serian utiles para tratar enfermedades asociadas con la inflamacion de las vias
respiratorias, tales como el asma.

Las proteinas de uniéon a antigeno descritas en el presente documento también son utiles para tratar trastornos
inflamatorios que afectan al sistema reproductivo femenino, incluyendo: fallo/infertilidad de mudltiples implantes;
sindrome de pérdida fetal o pérdida embrionaria IV (aborto espontaneo); y endometriosis.

Otros trastornos médicos tratables con las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento

incluyen inflamacion crénica y/o enfermedades degenerativas del sistema nervioso central. Esto incluye, por
ejemplo, enfermedades asociadas con la desmielinizacion, tales como esclerosis multiple, esclerosis sistémica y
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sindromes de Guillain-Barre (incluida polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda, neuropatia axonal motora
aguda, neuropatia axonica sensorial aguda y sindrome de Fisher). La esclerosis multiple es representativa de una
enfermedad cronica y degenerativa del sistema nervioso central que puede tratarse con un agente capaz de inhibir o
bloquear la interaccion de CD30 y CD30L. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 6.652.854.

Otras afecciones inflamatorias crénicas tratables con las proteinas de unién a antigeno divulgadas incluyen
enfermedad de aglutinina fria; sindrome de Behcet; sindrome de Sjogren; y tenosinovitis idiopatica, asi como
diversos trastornos inflamatorios cronicos asociados con deficiencias hereditarias. Los inhibidores objeto,
composiciones y terapias de combinacion ademas son Uutiles para tratar la paralisis de Bell (paralisis facial
idiopatica); sindrome de fatiga crénica (no asociado con infeccion en curso); enfermedad crénica del disco vertebral
degenerativo; sindrome de la guerra del Golfo; y miastenia gravis, que puede tratarse simultaneamente con
corticosteroides.

Los trastornos que implican la piel o las membranas mucosas también son tratables usando las proteinas de unién a
antigeno descritas en el presente documento. Estos incluyen: enfermedades acantoliticas, que incluyen lupus
discoide, lupus eritematoso cutaneo subagudo, vasculitis cutanea, enfermedad de Darier, queratosis folicular,
pénfigo vulgar y pénfigo paraneoplasico; acné rosacea; alopecia areata; penfigoide bulloso; eccema; eritema,
incluyendo eritema multiforme y eritema multiforme ampolloso (sindrome de Stevens-Johnson); enfermedad
inflamatoria de la piel; liquen plano; enfermedad bulbar de IgA lineal (dermatosis bullosa crénica de la infancia);
pérdida de elasticidad de la piel; dermatitis neutrdéfila (sindrome de Sweet); pitiriasis rubra pilaris; psoriasis; pioderma
gangrenoso; pérdida de elasticidad de la piel; y necrdlisis epidérmica téxica.

Otras enfermedades que pueden tratarse con las proteinas de unién a antigeno divulgadas incluyen: Candidiasis
mucocutanea cronica asociada a autoinmunidad; alergias; sarcoidosis; reticulohistiocitosis multicéntrica;
granulomatosis de Wegener; arteritis, incluida arteritis de células gigantes; vasculitis y miocarditis autoinmune
cronica.

Para tratar un trastorno médico usando las proteinas de union a antigeno descritas en el presente documento, se
administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico a un mamifero que lo necesita. El agente
se administra de acuerdo con un régimen de dosis y frecuencia de administraciéon que es adecuado para inducir una
mejora sostenida en al menos un indicador que refleje la gravedad del trastorno. Una mejora se considera
"sostenida" si el paciente presenta la mejoria en al menos dos ocasiones separadas por al menos un dia, pero
preferiblemente separadas en una semana, dos semanas, tres semanas o cuatro o mas semanas. La gravedad del
trastorno se determina basandose en los signos o sintomas, o puede determinarse mediante cuestionarios que se
administran al paciente, tal como los cuestionarios de calidad de vida utilizados a menudo por los médicos para
evaluar el estado de las enfermedades cronicas.

Puede evaluarse uno o mas indicadores que reflejan la gravedad de la enfermedad de un paciente para determinar
si la frecuencia y la duracién del tratamiento con farmaco son suficientes. El valor inicial para un indicador elegido se
establece mediante el examen del paciente antes de la administracion de la primera dosis del agente terapéutico.
Preferiblemente, el examen inicial se realiza dentro de aproximadamente 60 dias de la administracién de la primera
dosis.

Si la afeccidon que se esta tratando es lupus eritematoso sistémico, el indicador para determinar la suficiencia del
tratamiento puede consistir en una mejora observada en uno de los siguientes: fatiga; fiebre; ulceras de la boca y la
nariz; erupcion facial ("sarpullido de mariposa"); fotosensibilidad (el SLE a menudo brota después de la exposicion a
la luz solar); pleuritis; pericarditis; fendmeno de Raynaud (reduccién de la circulacién a los dedos de manos y pies
con exposicion al frio); funcion del rifién; y recuento de glébulos blancos (los pacientes con SLE a menudo tienen
niveles disminuidos de glébulos blancos).

Se describen composiciones farmacéuticas que comprenden proteinas de unién a antigeno descritas en el presente
documento formuladas con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable es adecuado para su administracion en sujetos humanos.

Métodos de diagndstico

Las proteinas de unién a antigeno de las descritas se pueden utilizar con fines de diagndstico para detectar,

diagnosticar o controlar enfermedades y/o afecciones asociadas con la interaccion CD30/CD30L. Los ejemplos de
métodos Utiles en la deteccion de la presencia de CD30L incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo
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inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y el radioinmunoensayo (RIA).

Para aplicaciones de diagndstico, la proteina de unién al antigeno tipicamente se marcara con un grupo marcador
detectable. Los grupos marcadores adecuados incluyen, pero sin limitacidon, los siguientes: radioisétopos o
radionuclidos (por ejemplo, 3H, '#C, SN 355 90y 9T¢, M|n 125 131))  grupos fluorescentes (por ejemplo FITC,
rodamina, fésforos de lantanidos), grupos enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa,
luciferasa, fosfatasa alcalina), grupos quimioluminiscentes, grupos de biotinilo, o epitopos polipéptidos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo, secuencias de par de cremallera de leucina,
sitios de union para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitopo). En algunos casos,
el grupo marcador se acopla a la proteina de unién al antigeno a través de brazos espaciadores de diversas
longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. En la técnica se conocen y pueden utilizarse diversos
métodos para marcar proteinas.

Se describen otros métodos de diagndstico para identificar una célula o células que expresan CD30L. En un caso
especifico, la proteina de unién a antigeno se marca con un grupo marcador y se detecta la unién de la proteina de
unién a antigeno marcada para CD30L. En un caso especifico adicional, la unién de la proteina de unién a antigeno
con CD30L puede detectarse in vivo. En un caso especifico adicional, la proteina de unién al antigeno CD30L se
puede aislar y medirse utilizando técnicas conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988,
Antibodies: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor (ed. 1991 y complementos periddicos); John E.
Coligan, ed., 1993, Current Protocols In Immunology Nueva York: John Wiley & Sons.

Otros métodos proporcionan la deteccidon de la presencia de una molécula de ensayo que compite por la unién a
CD30L con las proteinas de union al antigeno descritas. Un ejemplo de un ensayo de este tipo implicaria detectar la
cantidad de proteina de unién al antigeno libre en una solucién que contiene una cantidad de CD30L en presencia o
ausencia de la molécula de ensayo. Un aumento en la cantidad de proteina de union a antigeno libre (es decir, la
proteina de unién al antigeno no unida a CD30L) indicaria que la molécula de ensayo es capaz de competir por la
union de CD30L con la proteina de unién a antigeno. En un caso, la proteina de union al antigeno se marca con un
grupo marcador. Como alternativa, la molécula de ensayo se marca y la cantidad de molécula de ensayo libre se
controla en presencia y ausencia de una proteina de union al antigeno.

Métodos de tratamiento: Formulaciones farmacéuticas, rutas de administracion

Se describen composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de una o varias
de las proteinas de unién a antigeno y un excipiente, diluyente, vehiculo, solubilizador, emulsionante, conservante
y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Ademas, se incluyen métodos para tratar a un paciente mediante la
administracion de dicha composicion farmacéutica. El término "paciente" incluye pacientes humanos. Los términos
"tratar" y "tratamiento" incluyen el alivio o prevencién de al menos un sintoma u otro aspecto de un trastorno, o
reduccion de la gravedad de la enfermedad, y similares. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad
eficaz" se refiere a la cantidad de una proteina de unién al antigeno CD30L determinada para producir cualquier
respuesta terapéutica en un mamifero. Dichas cantidades terapéuticamente eficaces se determinan facilmente por
un experto en la técnica. Para los fines de esta divulgacion, los términos "dolencia", "enfermedad", "afeccion

médica", "afeccién anormal”, "padecimiento”, "trastorno médico", "trastorno" y similares se usan indistintamente.

Una proteina de unién a antigeno no necesita realizar una curacién completa, ni erradicar cada sintoma o
manifestacion de una enfermedad, para constituir un agente terapéutico viable. Como se reconoce en el campo
pertinente, los farmacos empleados como agentes terapéuticos pueden reducir la gravedad de una patologia dada,
pero no necesitan eliminar todas las manifestaciones de la enfermedad para considerarse como agentes
terapéuticos utiles. De forma similar, no es necesario que un tratamiento administrado profilacticamente sea
completamente eficaz para prevenir el inicio de una afeccidon para constituir un agente profilactico viable.
Simplemente reduciendo el impacto de una enfermedad (por ejemplo, reduciendo el nimero o severidad de sus
sintomas, o aumentando la eficacia de otro tratamiento, o produciendo otro efecto beneficioso), o reduciendo la
probabilidad de que la enfermedad se produzca o empeore en un sujeto, es suficiente. Ciertos métodos descritos en
el presente documento comprenden administrar a un paciente un antagonista CD30L (tal como las proteinas de
union a antigeno divulgadas en el presente documento) en una cantidad y durante un tiempo suficiente para inducir
una mejora sostenida sobre el valor inicial de un indicador que refleja la gravedad del trastorno particular.

Como se entiende en el campo pertinente, las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de la

invencién se administran a un paciente de una manera apropiada a la indicacién. Las composiciones farmacéuticas
se pueden administrar por cualquier técnica apropiada, incluyendo, pero sin limitacion, por via parenteral, tépica o
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por inhalacién. Si se inyecta, la composicion farmacéutica se puede administrar, por ejemplo, a través de la ruta
intraarticular, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraperitoneal o subcutdnea, mediante inyeccién en bolo o
infusién continua. Se contempla la administracion localizada, por ejemplo, en un sitio de enfermedad o lesion, asi
como la administracion transdérmica y la liberacion sostenida de implantes. La administracion por inhalacion incluye,
por ejemplo, inhalacién nasal u oral, uso de un nebulizador, inhalaciéon del antagonista en forma de aerosol y
similares. Otras alternativas incluyen gotas para los ojos; preparaciones orales que incluyen pildoras, jarabes,
comprimidos para masticar o goma de mascar; y preparaciones topicas tales como lociones, geles, aerosoles y
unguentos.

También se contempla el uso de proteinas de unién a antigeno en procedimientos ex vivo. Por ejemplo, la sangre de
un paciente u otro fluido corporal puede ponerse en contacto con una proteina de unién a antigeno que se une a
CD30L ex vivo. La proteina de union a antigeno puede estar unida a una matriz insoluble apropiada o material de
soporte solido.

Ventajosamente, las proteinas de unién a antigeno se administran en forma de una composicidon que comprende
uno o mas componentes adicionales tal como un vehiculo, excipiente o diluyente fisioldgicamente aceptable.
Opcionalmente, la composicion comprende adicionalmente uno o mas agentes fisioldgicamente activos para la
terapia de combinacion. Una composicion farmacéutica puede comprender una proteina de union al antigeno CD30L
junto con una o mas sustancias seleccionadas del grupo que consiste en un tampoén, un antioxidante tal como acido
ascorbico, un polipéptido de bajo peso molecular (tal como aquellos que tienen menos de 10 aminoacidos), una
proteina, un aminoacido, un carbohidrato tal como glucosa, sacarosa o dextrinas, un agente quelante tal como
EDTA, glutatién, un estabilizador y un excipiente. Una solucién salina tamponada neutra o una solucién salina
mezclada con albumina sérica coespecifica son ejemplos de diluyentes apropiados. De acuerdo con los estandares
industriales apropiados, también pueden anadirse conservantes tales como alcohol bencilico. La composicion puede
formularse como un liofilizado utilizando soluciones excipientes apropiadas (por ejemplo, sacarosa) como diluyentes.
Los componentes apropiados no son téxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas.
Ejemplos adicionales de componentes que se pueden emplear en formulaciones farmacéuticas se presentan en
cualquiera de Remington's Pharmaceutical Sciences incluyendo la 212 Ed. (2005), Mack Publishing Company,
Easton, PA.

Los kits para su uso por médicos incluyen una proteina de union al antigeno CD30L y una etiqueta u otras
instrucciones para su uso en el tratamiento de cualquiera de las afecciones analizadas en el presente documento.
En un caso, el kit puede incluir una preparacion estéril de una o mas proteinas de unién al antigeno de union a
CD30L, que pueden estar en forma de una composicién como se ha divulgado anteriormente, y pueden estar en uno
0 mas viales.

Las dosis y la frecuencia de administracion pueden variar de acuerdo con factores tales como la via de
administracion, las proteinas de union al antigeno particulares empleadas, la naturaleza y gravedad de la
enfermedad a tratar, si la afeccién es aguda o crénica, y el tamafio y el estado general del sujeto. Las dosificaciones
apropiadas se pueden determinar mediante procedimientos conocidos en la técnica pertinente, por ejemplo, en
ensayos clinicos que pueden incluir estudios de escalado de dosis.

Una dosificacion tipica puede variar de aproximadamente 0,1 pg/kg hasta aproximadamente 30 mg/kg o més,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En casos especificos, la dosificacion puede variar de 0,1
ug/kg hasta aproximadamente 30 mg/kg, opcionalmente de 1 ug/kg hasta aproximadamente 30 mg/kg,
opcionalmente de 10 pg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg, opcionalmente de aproximadamente 0,1 mg/kg a 5
mg/kg, u opcionalmente de aproximadamente 0,3 mg/kg a 3 mg/kg.

La frecuencia de dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos de la proteina de unién al antigeno
CD30L humano particular en la formulacion usada. Tipicamente, un médico administra la composicién hasta que se
alcanza una dosificacion que logra el efecto deseado. Por lo tanto, la composicion puede administrarse como una
dosis uUnica, o0 como dos 0 mas dosis (que pueden o no contener la misma cantidad de la molécula deseada) con el
tiempo, o como una infusién continua a través de un dispositivo de implantacién o catéter. Pueden determinarse
dosificaciones apropiadas mediante el uso de datos de respuesta a la dosis apropiados. Una proteina de unién al
antigeno CD30L de la invencién puede administrarse, por ejemplo, una vez o mas de una vez, por ejemplo, a
intervalos regulares durante un periodo de tiempo. En casos particulares, se administra una proteina de unién al
antigeno CD30L durante un periodo de al menos un mes o mas, por ejemplo, durante uno, dos, o tres meses o
incluso indefinidamente. Para tratar las enfermedades cronicas, el tratamiento a largo plazo es generalmente mas
eficaz. Sin embargo, para tratar afecciones agudas, la administracién durante periodos més cortos, por ejemplo, de
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una a seis semanas, puede ser suficiente. En general, la proteina de unién al antigeno se administra hasta que el
paciente manifiesta un grado de mejora médicamente relevante sobre el valor inicial para el indicador o indicadores
elegidos.

Se contempla que se administre una proteina de union al antigeno CD30L al paciente en una cantidad y durante un
tiempo suficientes para inducir una mejora, preferiblemente una mejora sostenida, en al menos un indicador que
refleje la gravedad del trastorno que esta siendo tratado. Se pueden evaluar diversos indicadores que reflejen la
extension de la dolencia, enfermedad o afecciéon del paciente para determinar si la cantidad y el tiempo del
tratamiento son suficientes. Dichos indicadores incluyen, por ejemplo, indicadores clinicamente reconocidos de
gravedad de la enfermedad, sintomas o manifestaciones del trastorno en cuestién. En un caso, se considera que
una mejora es sostenida si el sujeto presenta la mejora en al menos dos ocasiones separadas en dos a cuatro
semanas. El grado de mejoria generalmente se determina por un médico, que puede hacer esta determinacién
basandose en signos, sintomas, biopsias u otros resultados de prueba, y que también puede emplear cuestionarios
que se administran al sujeto, tal como cuestionarios de calidad de vida desarrollados para una enfermedad dada.
Los casos particulares de métodos y composiciones de la invencion implican el uso de una proteina de unién al
antigeno CD30L y uno o mas antagonistas CD30L adicionales, por ejemplo, dos o mas proteinas de unién al
antigeno de la invencién, o una proteina de unién a antigeno de la invencion y uno o mas antagonistas CD30L.
También se describen proteinas de unién al antigeno CD30L administradas solas o junto con otros agentes utiles
para tratar la afeccion con la que el paciente esta afectado. Los ejemplos de dichos agentes incluyen farmacos tanto
proteinaceos como no proteinicos. Dichos agentes incluyen, por ejemplo, antagonistas de TNFa, IL-1, IL-2, RANK u
otras citocinas que pueden contribuir a la autoinmunidad o inflamacién crénica. Los antagonistas de citocina incluyen
aquellos que se dirigen a la citocina y/o a su receptor. Un antagonista que se dirige a una citocina puede
comprender un receptor soluble contra la citocina y normalmente incluye parte o la totalidad del dominio extracelular
de un receptor para la citocina. El receptor de citocina soluble puede usarse como un monémero, o como un dimero
o multimero superior (por ejemplo, como una molécula de fusion en la que el receptor soluble esta unido a la porcion
Fc que promueve el dimero de la inmunoglobulina humana). En otros casos, el receptor de citocina soluble esta
PEGilado para aumentar su semivida en suero. En algunos casos, el antagonista de citocina soluble comprende un
receptor soluble de TNF (tipo | o Il). Las pequefias moléculas organicas que inhiben las citocinas inflamatorias
también pueden usarse junto con los agentes terapéuticos objeto. Se pueden administrar mas de una proteina de
union al antigeno del ligando CD30 y/o regiones de union a antigeno de las mismas para tratar enfermedades
autoinmunes o inflamatorias crénicas, y se pueden administrar solas o junto con otros farmacos que son eficaces
contra la misma afeccion inflamatoria autoinmune o crénica o que se estan administrando para tratar una afeccién
diferente en el mismo paciente.

Cuando se administran conjuntamente multiples agentes terapéuticos, las dosificaciones se pueden ajustar en
consecuencia, como se reconoce 0 se conoce en la técnica pertinente. Dichos agentes se pueden administrar de
forma simultanea, consecutiva, alternativa o de acuerdo con cualquier otro régimen que permita que el curso total de
la terapia sea eficaz.

Ademas de los pacientes humanos, las proteinas de unién al antigeno CD30L son utiles en el tratamiento de
animales no humanos, tales como mascotas domésticas (perros, gatos, pajaros, primates, etc.), animales de granja
domésticos (caballos, ganado, ovejas, cerdos, aves, etc.). En tales casos, se puede determinar una dosis apropiada
de acuerdo con el peso corporal del animal. Por ejemplo, se puede usar una dosis de 0,2-1 mg/kg. Como alternativa,
la dosis se determina de acuerdo con el area superficial del animal, una dosis ejemplar que varia de 0,1-20 mg/m2, o
mas preferiblemente, de 5-12 mg/m2. Para animales pequeiios, tales como perros o gatos, una dosis apropiada es
de 0,4 mg/kg. La proteina de unién al antigeno CD30L (preferiblemente construida a partir de genes derivados de la
especie receptora) se administra por inyeccion u otra ruta apropiada una o mas veces por semana hasta que se
mejore la condicién del animal, o se puede administrar indefinidamente.

Los siguientes Ejemplos, incluyendo los experimentos realizados y los resultados obtenidos, se proporcionan con
fines ilustrativos solamente y no se deben interpretar como limitativos del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

DIVULGACIONES PARTICULARES
1. Una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L, que comprende al menos una regién
variable de cadena pesada que comprende una CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3 seleccionadas del

grupo que consiste en:

a) una CDRH1 que difiere en no mas de cuatro sustituciones, inserciones o deleciones de
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aminoacidos de una CDRH1 como se muestra en la TABLA 3;

b) una CDRH2 que difiere en no mas de siete sustituciones, inserciones y/o deleciones de
aminoacidos de una CDRH2 como se muestra en la TABLA 3;

c) una CDRH3 que difiere en no mas de eleven sustituciones, inserciones y/o deleciones de
aminoacidos de una CDRH3 como se muestra en la TABLA 3;y

que comprende al menos una regién variable de cadena ligera que comprende una CDRL1, una CDRL2 y
una CDRL3 seleccionadas del grupo que consiste en:

d) una CDRL1 que difiere en no mas de cuatro sustituciones, inserciones y/o deleciones de
aminoacidos de una CDRL1 como se muestra en la TABLA 3;
e) una CDRL2 que difiere en no mas de dos sustituciones, inserciones o deleciones de
aminoacidos de una CDRL2 como se muestra en la TABLA 3;
f) una CDRL3 que difiere en no mas de dos sustituciones, inserciones o deleciones de
aminoacidos de una CDRL3 como se muestra en la TABLA 3.

2. Una proteina de unioén a antigeno aislada del parrafo 1 que comprende:

una CDRH1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:14, 15, 16, 17, 18, y 33;
una CDRH2 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 34;
una CDRH3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 25, 26, 27, 28, 29, y 35;
una CDRL1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6, y 30;

una CDRL2 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 8,9, 10,y 31; y

una CDRL3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 11, 12, 13, y 32.

3. Una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L humano que comprende al menos una
region variable de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en:

a) una region variable de cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en donde la
CDR1 comprende los residuos aminoacidicos 23-36, la CDR2 comprende los residuos
aminoacidicos 52-58 y la CDR3 comprende los residuos aminoacidicos 91-100 de SEQ ID NOs:36,
28,40,42,044;0

b) una region variable de cadena ligera que comprende una CDR1, CDR2 y CDRS3, en la que la
CDR1 comprende los residuos aminoacidicos 25-36, la CDR2 comprende los residuos
aminoacidicos 52-58 y la CDR3 comprende los residuos aminoacidicos 91-100 de SEQ ID NO:46;

y

al menos una regién variable de cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3, en la que la
CDR1 comprende los residuos aminoacidicos 31-35, la CDR2 comprende los residuos aminoacidicos 50-65
y la CDR3 comprende los residuos aminoacidicos 98-113 de SEQ ID NOs:48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64,
66, 68, 70 0 72.

4. Una proteina de union a antigeno aislada del parrafo 1 que comprende al menos una region variable de
cadena pesada y al menos una region variable de cadena ligera.

5. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 1 que comprende al menos dos regiones variables
de cadena pesada y al menos dos regiones variables de cadena ligera.

6. Una proteina de union a antigeno aislada que se une a CD30L que comprende una regién variable de
cadena pesada y una regién variable de cadena ligera, en la que la secuencia de regién variable de cadena
pesada difiere en no mas de 31 sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos de una secuencia
de region variable de cadena pesada como se muestra en la TABLA 2; y en la que la secuencia de regién
variable de cadena ligera difiere en no mas de 30 sustituciones, adiciones y/o deleciones de aminoacidos
de una secuencia de region variable de cadena ligera como se muestra en la TABLA 1.

7. Una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L que comprende

una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 80 % de identidad de secuencia con respecto a SEQ ID NO:48, 50, 52, 54, 56, 58, 60,
62, 64, 66, 68, 70,y 72; y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 88 % de identidad de secuencia con respecto a SEQ ID NO: 36, 38, 40, 42, 44, y 46.

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2682 118 T3

8. Una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L seleccionada del grupo que consiste en

a) una proteina de unién a antigeno aislada que comprende una region variable de cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:48, 50, 52, 54, 56, 58, 60 y 62 y una region
variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 36;

b) una proteina de unién a antigeno aislada que comprende una region variable de cadena pesada
de SEQ ID NO:64 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:38;

c) una proteina de union a antigeno aislada que comprende una regién variable de cadena pesada
de SEQ ID NO:66 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:40;

d) una proteina de unién a antigeno aislada que comprende una region variable de cadena pesada
de SEQ ID NO:68 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:42;

€) una proteina de unioén a antigeno aislada que comprende una regién variable de cadena pesada
de SEQ ID NO:70 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:44; y

f) una proteina de union a antigeno aislada que comprende una region variable de cadena pesada
de SEQ ID NO:72 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:46.

9. Una proteina de union a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 1-8, en la que dicha
proteina de union a antigeno es un anticuerpo.

10. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 9, en la que dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo multiespecifico, o un fragmento de anticuerpo de los mismos.

11. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 10, en la que dicho fragmento de anticuerpo es un
fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab')z, un fragmento Fv, un diacuerpo, o una molécula de
anticuerpo monocatenario.

12. Una proteina de union a antigeno aislada del parrafo 10, en la que dicha proteina de union a antigeno
es un anticuerpo humano.

13. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 10, en la que dicha proteina de unién a antigeno
es un anticuerpo monoclonal.

14. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 9, en la que dicha proteina de unién a antigeno es
del tipo 1gG1, IgG2 1gG3 o IgG4.

15. Una proteina de union a antigeno aislada del parrafo 14, en la que dicha proteina de union a antigeno
es del tipo IgG1 o IgG2.

16. Una proteina de unién a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores, en la que dicha
proteina de union a antigeno tiene al menos una propiedad seleccionada del grupo que consiste en:

a) inhibir la interaccién CD30/CD30L;

b) inhibir la induccién de IL-8 inducida por CD30L;

c) la competicion cruzada con uno de los anticuerpos A-F para la unién a CD30L humano;

d) una constante de disociacién <70 pM y

e) la unién a CD30L humano con sustancialmente la misma Kp que uno de los anticuerpos A-F.

17. Una proteina de unién a antigeno aislada que se une a CD30L, en la que la proteina de unién a
antigeno se une a una region C-terminal de CD30L definida por AA 201-234, o tal como AA 205-230 o AA
211-226.

18. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 17, en la que la proteina de unién a antigeno se
une a una region adicional de CD30L definida por AA 75-95 tal como AA 80-90 o AA 82-88.

19. Una proteina de unién a antigeno aislada del parrafo 17 o 18, en la que dicha proteina de unién a
antigeno tiene al menos una propiedad seleccionada del grupo que consiste en:

a) inhibir la interaccién CD30/CD30L;

b) inhibir la induccién de IL-8 inducida por CD30L;

¢) la competicién cruzada con uno de los anticuerpos A-F para la union a CD30L humano;

d) una constante de disociacion con respecto a CD30L humano es como maximo 70 pM y

e) la unién a CD30L humano con sustancialmente la misma Kd o inferior que uno de los
anticuerpos A-F.

20. Una proteina de union a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-19, en la que la
union de la proteina de unién a antigeno con respecto a hCD30L se inhibe por la unién de un Fab de uno o
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mas de los anticuerpos A, B, C,D,EyF.

21. Una proteina de unién a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-19, en la que la
proteina de unién a antigeno competes con un Fab de uno o mas de los anticuerpos A, B, C, D, E y F para
la unién a CD30L.

22. Una proteina de union a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos 20-21, en la que el Fab es un
Fab del anticuerpo A1.

23. Una proteina de unién a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-22, en la que
dicha proteina de union a antigeno tiene una constante de disociacion (Kp) con respecto al CD30L humano
de como maximo 75 pM, tal como, como maximo 50 pM, tal como 40 pM.

24. Una proteina de unidon a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-23, que
comprende una CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3 y una CDRL1, una CDRL2 y una CDRL3,

en la que CDRL1 es la secuencia consenso CDRL1 de SEQ ID NO:30,
en la que CDRL2 es la secuencia consenso CDRL2 de SEQ ID NO:31,
en la que CDRL3 es la secuencia consenso CDRL3 de SEQ ID NO:32,
en la que CDRH1 es la secuencia consenso CDRH1 de SEQ ID NO:33,
en la que CDRH2 es la secuencia consenso CDRH2 de SEQ ID NO:34 y
en la que CDRHS3 es la secuencia consenso CDRH3 de SEQ ID NO:35.

25. Una proteina de uniéon a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-23, que
comprende una CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3 y una CDRL1, una CDRL2 y una CDRL3,

en la que CDRL1 es la secuencia consenso CDRL1 de SEQ ID NO:30,

en la que CDRL2 es la secuencia consenso CDRL2 de SEQ ID NO:31,

en la que CDRL3 es la secuencia consenso CDRL3 de SEQ ID NO:32,

en la que CDRH1 es la secuencia de SEQ ID NO: 17 o la secuencia consenso CDRH1 de SEQ ID
NO:75,

en la que CDRH2 es la secuencia consenso CDRH2 de SEQ ID NO:34 y

en la que CDRH3 es la secuencia consenso CDRH3 de SEQ ID NO:35.

26. Una proteina de uniéon a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-23, que
comprende una
CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3

en la que CDRL1 es la secuencia consenso CDRL1 de SEQ ID NO:30,
en la que CDRL2 es la secuencia consenso CDRL2 de SEQ ID NO:31,
en la que CDRL3 es la secuencia consenso CDRL3 de SEQ ID NO:32,

y una CDRL1, una CDRL2 y una CDRL3,

en la que CDRH1 es la secuencia de SEQ ID NO: 17 o la secuencia consenso CDRH1 de SEQ ID
NO:75,

en la que CDRH2 se selecciona de la secuencia ID NO: 19, 20, 21, 22,23y 24y

en la que CDRH3 es la secuencia consenso CDRH3 de SEQ ID NO:35.

27. Una proteina de uniéon a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-23, que
comprende una
CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3

en la que CDRL1 es la secuencia consenso CDRL1 de SEQ ID NO:30,
en la que CDRL2 es la secuencia consenso CDRL2 de SEQ ID NO:31,
en la que CDRL3 es la secuencia consenso CDRL3 de SEQ ID NO:32,

y una CDRL1, una CDRL2 y una CDRL3,
en la que CDRH1 es la secuencia de SEQ ID NO: 17 o la secuencia consenso CDRH1 de SEQ ID
NO:75,

en la que CDRH2 se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22,23y 24y
en la que CDRH3 se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 25, 26, 27, 28 y 29.
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28. Una proteina de unién a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-23 que
comprende:

una CDRH1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:14, 15, 16, 17 y 18;
una CDRH2 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 19, 20, 21, 22, 23 y 24;
una CDRH3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 25, 26, 27, 28 y 29;
una CDRL1 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1, 2, 3,4, 5y 6;

una CDRL2 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 7, 8,9y 10; y

una CDRL3 seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 11, 12y 13.

29. Una proteina de unidn a antigeno aislada de cualquiera de los parrafos anteriores 17-23 que
comprende:

a) CDRH1, CDRH2 y CDRH3 identificadas por SEQ ID NOs: 14, 19, 25 y CDRL1, CDRL2 y
CDRL3 identificadas por SEQ ID NO: 1, 7 y 11,

b) CDRH1, CDRH2 y CDRH3 identificadas por SEQ ID NOs:15, 21, 26 y CDRL1, CDRL2 y CDRL3
identificadas por SEQ ID NO: 2, 8y 12,

c) CDRH1, CDRH2 y CDRH3 identificadas por SEQ ID NOs:15, 21, 26 y CDRL1, CDRL2 y CDRL3
identificadas por SEQ ID NO: 3,8y 12,

d) CDRH1, CDRH2 y CDRH3 identificadas por SEQ ID NOs:16, 22, 27 y CDRL1, CDRL2 y CDRL3
identificadas por SEQ ID NO: 4,9y 12,

e) CDRH1, CDRH2 y CDRH3 identificadas por SEQ ID NOs:17, 23, 28 y CDRL1, CDRL2 y CDRL3
identificadas por SEQ ID NO: 5,8y 13 0

f) CDRH1, CDRH2 y CDRH3 identificadas por SEQ ID NOs:18, 24, 29 y CDRL1, CDRL2 y CDRL3
identificadas por SEQ ID NO: 6, 10y 12.

30. Una proteina de uniéon a antigeno que compite con al menos una proteina de union antigeno de
cualquiera de los parrafos 1 a 29.

31. Una proteina de unidon a antigeno de cualquiera de los parrafos 1 a 29 que esta completa o
parcialmente afucosilada.

32. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina de unién a antigeno de cualquiera de
los parrafos anteriores.

33. Una molécula de acido nucleico aislada del parrafo 32, en la que al menos una regién variable de
cadena pesada esta codificada por una molécula de acido nucleico aislada seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs:49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71 y 73 y al menos una regién variable
de cadena ligera esta codificada por una molécula de acido nucleico aislada seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 37, 39, 41, 43, 45, y 47.

34. Una molécula de acido nucleico de acuerdo con el parrafo 33, en la que dicha molécula de acido
nucleido esta unida operativamente a una secuencia de control.

35. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con el parrafo 32.

36. Una célula huésped que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con el parrafo 32.

37. Una célula huésped que comprende el vector de acuerdo con el parrafo 35.

38. Un polinucleétido aislado suficiente para su uso como una sonda de hibridacion, cebador PCR o
cebador de secuenciacion que es un fragmento de la molécula de acido nucleico del parrafo 33 o0 34 o su
complemento.

39. Un método para fabricar la proteina de unién a antigeno de cualquiera de los parrafos 1 a 31, que
comprende la etapa de preparacion de dicha proteina de unién a antigeno a partir de una célula huésped
que secreta dicha proteina de unidn a antigeno.

40. Una composicién farmacéutica que comprende al menos una proteina de unién a antigeno de
cualquiera de los parrafos 1 a 31 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

41. Una composiciéon farmacéutica del parrafo 40, comprende ademas un grupo marcador o un grupo
efector.

42. Una composicion farmacéutica del parrafo 41, en la que dicho grupo marcador se selecciona del grupo
que consiste en etiquetas isotopicas, etiquetas magnéticas, restos activos redox, tintes opticos, grupos
biotinilados y epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un indicador secundario.

43. Una composicion farmacéutica del parrafo 42, en la que dicho grupo efector se selecciona del grupo que
consiste en un radioisétopo, radionuclido, una toxina, un grupo terapéutico y un grupo quimioterapéutico.
44. Un método para tratar o prevenir una afeccion asociada con CD30L en un paciente, que comprende
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administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de al menos una proteina de unién a antigeno
aislada de cualquiera de los parrafos 1 a 31.

45. Un método del parrafo 44, en el que la proteina de unién a antigeno aislada se administra en solitario o
como una terapia de combinacion.

46. Un método para reducir la actividad de CD30L en un paciente que comprende administrar una cantidad
eficaz de al menos una proteina de unién a antigeno de cualquiera de los parrafos 1 a 31.

47. Una proteina de union a antigeno de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores 1 a 31 para su
uso en un método de tratamiento.

48. Una proteina de unién a antigeno de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores 1 a 31 para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias.

49. Una proteina de unién a antigeno de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores 1 a 31 para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes, tales como artritis (incluyendo artritis reumatoide (RA), y lupus
eritematosos sistémica (SLE), enfermedades inflamatorias del intestino (IBD), incluyendo enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa.

Ejemplos
Ejemplo 1
Generacion de anticuerpos CD30L humanos

Se uso la tecnologia XenoMouse™ (Amgen, Thousand Oaks, CA) para desarrollar anticuerpos monoclonales
humanos que reconocen e inhiben la actividad de CD30L humano recombinante. Los anticuerpos seleccionados
fueron reactivos de forma cruzada con CD30L humano y de cinomérico, pero no con CD30L de raton.

Los sobrenadantes de hibridoma se cribaron mediante tecnologia de ensayo de microvolumen fluorométrico (FMAT)
para unirse a CD30L humano recombinante expresado en células 293T, y se cribaron por andlisis de clasificacion
celular activada por fluorescencia (FAC) para unirse a CD30L humano nativo en células de Ramos. En el ensayo
FMAT, las placas se recubren con células 293T que expresan CD30L, se afade el sobrenadante de hibridoma y
luego se afade un anticuerpo Ig antihumano secundario para la deteccion mediante técnicas de ELISA estandar.
Los controles negativos fueron las correspondientes células 293T no transfectadas que no expresaban CD30L.

Los sobrenadantes se purificaron y los anticuerpos recombinantes se expresaron como construcciones de IgG1 e
IgG2. Los anticuerpos se volvieron a cribar para unirse a CD30L humano nativo y de mono Cynomolgus.
Brevemente, se incubaron células de Ramos de linfoma de Burkitt humano (3 x 10%pocillo) en placas de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo redondo (placa Costar® de 96 pocillos (Corning; Acton, MA) con una titulacion
(10 pg/ml a 3,2 ng/ml de concentracion final) de anticuerpos 1gG anti-CD30L en tampén de bloqueo (PBS que
contenia azida sodica al 0,02 %, suero de cabra normal al 2 % y suero de conejo normal al 1 %). Se incluyd proteina
de fusiéon humana CD30.Fc como control positivo para la union. Las células se incubaron durante 30 minutos a 4 °C,
luego se lavaron dos veces con PBS y se incubaron durante 30 minutos mas a 4 °C con 30 pl/pocillo de IgG-biotina
anti-hu (1:50 en tampén de bloqueo; Jackson Immunoresearch, West Grove, PA). Después del lavado 2 veces con
PBS, las células se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con 30 pl/pocillo (dilucién 1:50 en PBS) de estreptavidina-
ficoeritrina (PE, Molecular Probes, Eugene, OR). Las células se lavaron 2 veces con PBS y se prepararon para el
analisis FAC. Los resultados se pueden encontrar en la Tabla 5.

Se prepararon linfocitos T activados por Cynomolgus aislando células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
de sangre de mono cynomolgus heparinizado mediante centrifugacion de densidad sobre Isolymph (2000 rpm
durante 20 minutos). Las PBMC se suspendieron de nuevo en 25 ml de PBS, se afiadieron a 300 ul de una solucién
al 50 % de eritrocitos de oveja tratados con bromuro de 2-aminoetilotiuronio (AET) y se centrifugaron a ~700 rpm a 4
°C durante 10 minutos. Las células sedimentadas se incubaron a 4 °C durante 20 minutos mas, se suspendieron de
nuevo suavemente y se centrifugaron sobre Isolymph. El sobrenadante se eliminé del sedimento de linfocitos
T/eritrocitos. El sedimento se suspendié de nuevo entonces en 25 ml de tampodn de lisis (cloruro de amonio al 0,85
% en agua) y se incubd a 37 °C durante 10 minutos. Los linfocitos T resultantes se sedimentaron y se lavaron 2
veces en medio de cultivo (medio RPMI-1640 + suero fetal bovino inactivado por calor al 10 %) y luego se cultivaron
(1 x 10%/ml) a 37 °C durante 18 horas en presencia de 10 ng/ml de miristato acetato de forbol. (PMA; Sigma
Chemicals, St Louis, MO) y 500 ng/ml de ionomicina (Calbiochem, San Francisco, CA). Al final del periodo de cultivo,
se contaron los linfocitos T de cynomolgus y se lavaron 1 vez con PBS y se incubaron con suero de cabra al 2 %,
suero de conejo al 1 % y suero humano al 0,1 % en PBS durante 30 minutos a 4 °C. Después, las células se tifieron
con anticuerpos anti-huCD30L como se ha descrito anteriormente para células de Ramos humanas. Los resultados
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se pueden encontrar en la Tabla 5.

Los anticuerpos también se cribaron para determinar su capacidad para bloquear la unién de CD30L humano a una
molécula de CD30.Fc humana soluble. Brevemente, se incubaron células de Ramos humanas o linfocitos T de mono
cynomolgus activados con IgG anti-CD30L a 50 ug/ml en tampdén de bloqueo durante 30 minutos a 4 °C. A
continuacion, se afiadié huCD30.Fc-His soluble a una concentracion final de 2,5 ug/ml (30 pl/pocillo) y se incubd
durante 30 minutos a 4 °C. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con 5 pg/ml de un anticuerpo
monoclonal anti-His de ratén (30 pl/pocillo en tampdn de bloqueo) y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C.
Después del lavado dos veces con PBS, las células se incubaron con IgG-PE anti-ratén (1:50 en PBS; BD
Pharmingen, San Diego, CA) durante 30 minutos mas a 4 °C. Después, las células se lavaron 2 veces con PBS y se
prepararon para el analisis de FAC. Los resultados se pueden encontrar en la Tabla 5.

Ejemplo 2
Criba funcional del anticuerpo CD30L

Los anticuerpos se caracterizaron por su capacidad para bloquear las interacciones CD30L/CD30 usando dos
ensayos de liberacion de IL-8. Estos ensayos aprovechan la linea celular de linfoma anaplasico humano de células
grandes (ALCL) Karpas-299 (K299), que expresa CD30 enddgeno y libera IL-8 en respuesta a CD30L. Brevemente,
se incubaron anticuerpos IgG CD30L antihumano purificados con CD30L recombinante (ensayo de células
individuales) o células de Ramos que expresan CD30L nativo (ensayo de células dobles) y se cultivaron con células
K299. Después de un periodo de incubacién definido, los sobrenadantes celulares se recogieron y se analizaron
para determinar el contenido de IL-8 usando un ELISA de tipo sandwich para determinar la inhibicién de la liberacion
de IL-8 de las células K299 en respuesta a CD30L por candidatos de anticuerpos.

Ensayo de células individuales

Los anticuerpos IgG anti-CD30L se titularon en diluyente de cultivo (medio RPMI-1640 + suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 %) y se colocaron en placas de microtitulacién de 96 pocillos de fondo redondo (placa de
96 pocillos Costar® (Corning; Acton, MA) para dar un intervalo de concentraciones finales de 1 ug/ml a 10 pg/ml.
Como control positivo, se prepard un anticuerpo monoclonal CD30L antihumano de ratén como se describe en la
Patente de Estados Unidos N.° 5.480.981. El volumen final de diluyente e IgG de CD30L fue de 100 pl/pocillo. A
cada pocillo se le afiadieron entonces 50 pl de cremallera de isoleucina CD30L humana recombinante (huCD30L
LZ). La construccion huCD30L LZ consiste en el dominio extracelular de CD30L humano (véase la Patente de
Estados Unidos N.° 5.480.981) unido en su extremo N a un motivo de cremallera de isoleucina modificado mediante
el reemplazo de residuos de leucina por residuos de isoleucina. El ensayo de células individuales también se usé
para determinar la reactividad cruzada de cyno utilizando un cynoCD30L LZ en lugar del huCD30L LZ. Se preparo
cynoCD30L LZ como se describe para la molécula LZ humana.

Las placas se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. A cada pocillo se le afadieron 50 pl de células
K299 (4 x 105 células/ml). Las placas se incubaron entonces durante 24 horas a 37 °C con CO:z al 5 %.

La cantidad de IL-8 en los sobrenadantes celulares se determind mediante ELISA tipo sandwich, usando un kit
DuoSet ELISA CDCLS8/IL-8 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN). Los
niveles de IL-8 se interpolaron a partir de la curva estandar de ELISA usando el software DeltaSoft 3 versiéon 2.2
(DeltaSoft, Inc. Hillsborough, NJ). Todos los resultados se expresaron como la media * error estandar de la media
(SEM) para 3 cultivos replicados calculados mediante el software GraphPad PRISM v. 4.01 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA) como lo fueron los valores de CI*®. El valor de Clso derivado usando el huCD30L LZ para el
Anticuerpo A1 fue de 2700 pM. Los resultados que usan el cynoCD30L LZ se pueden encontrar en la Tabla 5.

Ensayo de células dobles

Como se ha descrito anteriormente, los anticuerpos IgG anti-CD30L se titularon en diluyente de cultivo y se
colocaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo redondo para proporcionar un intervalo de
concentraciones finales de 1 ug/ml a 10 pg/ml. El volumen final de diluyente e IgG de CD30L fue de 100 ul/pocillo. A
cada pocillo se le afiadieron 50 ul de células de Ramos CD30L" irradiadas (5000 RADS) (4 x 108/ml, ATCC). Las
células de Ramos se sometieron a clasificacion FACS para seleccionar las células con el nivel mas alto de expresién
de CD30L sobre la superficie celular.
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Las placas se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. A cada pocillo se le afiadieron 50 pl de células
K299 (4 x 105 células/ml). Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C en COz al 5 %.

La cantidad de IL-8 en los sobrenadantes de cultivo se determind mediante ELISA tipo sandwich, usando un kit
DuoSet ELISA CDCLS8/IL-8 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN). La
cantidad de valores de IL-8 y Clso se calculé como se ha descrito anteriormente, véase la Tabla 5.

Los anticuerpos principales se seleccionaron basandose en su capacidad para inhibir la induccién de IL-8 inducida
por CD30L en comparacién con el control de anticuerpo monoclonal CD30L antihumano de ratén.
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Tabla 5 Tabla de Clso media (pM) y % de inhibicion para los anticuerpos CD30L en diversos ensayos funcionales
Anticuerpos
Ensayos Al
A E F C D B Al IgG1
huCD30L nativo (célula doble 33
K299/Ramos, Clso) 28pM | 45pM | 60pM | 36 pM | 62 pM | 72 pM oM 32 pM
Unién nativa (FACS, CEso)
1,7 1,7 3,1
Hu ey 3,3nM | 2,3nM ey 3,3 nM oM
2,2 1,0 4,0
Cyno Y 2,7nM | 29nM aM 2,7 nM nM
Blogqueo de CD30L LZ (Unién a K299,
Clso)
1,5 1,9 2,5
Hu ey 2,1nM | 2,0 nM aM oM 1,4 nM
1,4 0,45
Cyno aM 1,3 nM M
Bloqueo nativo (unién a CD30Fc, % de
inhibicién)
Hu 68 % | 80 % ND 88% | 55% 70 %
Cyno 7% | 87% 97 % 83% | 84 % | 88%
Cyno CD30L LZ (K299/célula individual, 2,0 3,9 5,6 24
Clso) ey 54nM | 55nM oM 54 nM oM ey 1,5nM
Punto isoeléctrico teérico 8,89 8,86 8,96 8,74 9,01 8,84
Ejemplo 3
Agrupamiento de anticuerpos CD30L por competicién de unién

El agrupamiento se realizé6 usando un ensayo de competicion de union en el que un anticuerpo CD30L marcado
compitié con cantidades en exceso de otros anticuerpos CD30L no marcados para la union a rhCD30L. Los
anticuerpos que compitieron entre si se asignaron al mismo grupo. Los anticuerpos A-F compitieron entre si por la
union a rhCD30L.

Ejemplo 4
Determinacién de la constante de disociacion de equilibrio (Kd) en la célula para anticuerpos CD30L

La afinidad de union de los anticuerpos CD30L a CD30L expresada en células de Ramos se determind por el
método FACS Kd. Las células de Ramos se cultivaron en medio RMPI11640 + FBS al 10 % + L-glut + azida al 0,05
%. Se establecieron dos reacciones de equilibrio en las que los anticuerpos se titularon 1:3 de 60 nM a 338 fM
usando un medio de cultivo celular y se incubaron con dos concentraciones celulares constantes diferentes (25000 y
250000 células). Las placas se sellaron con parafiim y se incubaron a 37 °C, 20 h, con agitacion. Las placas de
equilibrio se centrifugaron y los sedimentos celulares se lavaron dos veces con tampén FACS enfriado con hielo (1X
D-PBS + FBS al 2 %). Las células se incubaron entonces con un anticuerpo secundario de cabra anti-humano Fc
Cy5 (Jackson Immuno Research, West Grove, PA) y con 7AAD (BD-Biosciences, Rockville, MD) durante 1 h en hielo
en la oscuridad. Después de la incubacion, las células se lavaron dos veces con tampdn FACS enfriado con hielo
antes del analisis por citometria de flujo. Los valores GeoMean de seleccién de cambio FL4 en la poblacion de
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células vivas miden el [Ab] unido. Después, se calculd la inversa de los valores de GeoMean que refleja el [Ag]
tedrico libre en la solucién de equilibrio. Los valores inversos de la lectura de GeoMean se usaron en el software
KinExA para el andlisis y el céalculo de Kd para cada anticuerpo. La medida [Ag] libre se representd graficamente
frente a la concentracion de partida del componente de titulacion y a partir de estos graficos en dos concentraciones
de células diferentes, la Kd se obtuvo a partir del ajuste de curvas usando un analisis de curva n en el software
KinExATM Pro. El intervalo de confianza del 95 % se da como Kd bajo y Kd alto.

Como se ve en la Tabla 6, los anticuerpos tienen alta afinidad por CD30L expresado en células de Ramos. Todos
tenian valores de Kd en el intervalo de bajos pM.

Tabla 6 Tabla de intervalos de Ko (pM)
Anticuerpo | Kd (pM) | Kd baja (pM) | Kd alta (pM)

B 7,43 4,58 11,70

A 25,46 18,15 33,10

D 11,90 8,44 16,14

E 52,08 38,29 69,56

F 35,75 26,92 46,64

C 43,99 34,15 56,02
Ejemplo 5
Ensayo ADCC

Los dominios variables de A1 se unieron a un dominio constante de IgG1 humana (A1 IgG1). Este anticuerpo se
expresoé en una linea celular CHO knock-out Fut-8 dando como resultado un anticuerpo afucosilado, A1 IgG1f.

Se evalué la muerte mediada por anticuerpo CD30L de células diana en un ensayo de citotoxicidad dependiente de
anticuerpo (ADCC). La célula de Ramos diana (nivel de expresion de CD30L alto), JD38 (nivel de expresién de
CD30L moderado), DS179 (nivel de expresién de CD30L bajo) y EW36 (sin expresion de CD30L) se recogieron y
resuspendieron a 2 x 108 células/ml en medio cRPMI-10 (RPMI (Life Technologies, Carlsberg, CA) + suero bovino
fetal al 10 %). Se afadié calceina-AM, 4 mM en DMSO anhidro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) hasta una
concentracion final de 10 uM (dilucion 1: 400). Las células se incubaron durante 30 minutos a 37 °C seguido de dos
lavados en PBS (1500 rpm, 5 minutos a 4 °C cada vez). Los sedimentos se resuspendieron en cRPMI-10 y se
ajustaron a una concentracién de 0,2 x 108 células/ml colocadas en hielo para su uso en la siguiente etapa.

El anticuerpo A1 1gG1 y anticuerpo A1 IgG1f se afadieron primero a placas de 96 pocillos con fondo en U (BD,
Franklin Lakes, NJ) con una valoracion en serie de 10 veces partiendo de 10 ug/ml. Se usé Rituximab (Genentech,
South San Francisco, CA) como control de anticuerpos positivos. El anticuerpo A1 (IgG2) se afiadié como control
negativo. A continuacién, se afiadieron células diana marcadas con calceina-AM, descritas anteriormente, a cada
pocillo (10.000 células/pocillo) y se incubaron con anticuerpos durante 20 minutos a 37 °C. Después de la
incubacién, a cada pocillo se le afiadieron 50 pl de células NK a una concentracion de 4 x 108 células/ml y se
incubaron durante 4 horas a 37 °C. Las células NK se sedimentaron (1500 rpm, 5 minutos a 4 °C) y se
resuspendieron en cRPMI-10, ajustando la concentracién de células a 4 x 10° células/ml.

Después de los controles de incubacion se prepararon los pocillos afiadiendo 20 pl/pocillo de NP-40 al 9 % (IGEPAL
CA 630, Sigma-Aldrich) para estimular el 100 % de lisis. Todos los demas pocillos recibieron 20 pl/pocillo de medios
de cRPMI-10 solo. Las placas se centrifugaron a 800 RPM durante 4 minutos a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante
(150 pl) y se transfiri6 a una placa de 96 pocillos negra de fondo claro (Corning, Lowell, MA) y se leyo la
fluorescencia en un lector de placas (Molecular Devices, Spectra max GEMINI), excitacion 485, emision 535.

El porcentaje de lisis maxima se calculé como (valor de muestra-lisis espontanea)/(lisis al 100 % - lisis espontanea) *
100.

Los resultados de la destruccion mediada por el anticuerpo CD30L de las cuatro células diana se muestran en la
Figura 1 (A-D). El anticuerpo A1 IgG1 no medio la muerte celular en ninguna de las células que expresaban CD30L
(véanse las Figuras 1A-D). El anticuerpo A1 IgG1f indujo la muerte celular en células diana con alta expresion de
CD30L (véase la Figura 1A) y en células diana con expresion moderada de CD30L (véase la Figura 1B). El
anticuerpo A1 IgG1f medié un mayor nivel de agotamiento en las células diana con una expresion de CD30L mayor
que en las células diana con niveles moderados de CD30L (véanse las Figuras 1A y 1B). El anticuerpo A1 IgG1f no
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destruyé las células diana con expresion baja (C) o nula (D) de CD30L.
Ejemplo 6
Mapeo de epitopos por HX-MS de mAb anti-CD30L

Las regiones de unién a CD30L de los anticuerpos anti-CD30L se evaluaron mediante HX-MS para identificar una o
mas regiones de CD30L humano implicadas en la interaccién molecular con los anticuerpos A a F descritos en el
presente documento.

Materiales

hCD30L: Se usaron dos versiones diferentes del dominio extracelular de hCD30L. His-hCD30L-EC contiene los
residuos 63-234 de hCD30L identificados por la SEQ ID NO: 74 y como su nombre indica, la proteina se produce
con una etiqueta His N-terminal (Sistemas RnD). FLAG-hCD30L-EC contiene los residuos 66-234 de SEQ ID NO: 74
y se obtuvo a partir de células de mamifero con una etiqueta FLAG-His N-terminal.

El ADNc del dominio extracelular de CD30L humano se adquirid de Origene. La etiqueta FLAG-His6 y un sitio de
escision de la proteasa TEV se fusionaron al extremo N de la secuencia codificante para los aminoacidos 66-234
mediante una PCR de extensién en dos etapas y se clonaron entre los sitios EcoRI y BamHI del plasmido pJSV001
en marco con un péptido sefial CD33.

El FLAG-hCD30L-EC usado a continuacion incluye una mutacion puntual N153Q que anula una N-glucosilacion. El
mutante N153Q se genero con el kit de mutagénesis de punto de cambio rapido Qiagen (QIAGEN).

Se usaron células HEK293 6E para la produccion de proteinas. Las células se cultivaron con medio Freestyle™
(Gibco) complementado con 25 ug/ml de Geneticin 418 (Gibco) y F-68 al 0,1 % (Gibco). El dia de la transfeccion, las
células se mantuvieron a una densidad de 1 x 108 células/ml y se transfectaron con 293 Fectin (Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 24 horas después de la transfeccion, se afadié peptona (Promega) al
cultivo hasta una concentracion final del 0,5 %. Las células continuaron creciendo durante 5 dias antes de recoger el
sobrenadante.

El sobrenadante del cultivo se recogié por centrifugacion (15.000 rpm x 20 min, 4 °C) y luego se eliminé mediante
filtracion con membrana de nitrato de celulosa de 0,22 pym. El sobrenadante depurado se aplicé a una columna de
Sepharose XK60 quelada con Ni (20 ml) (GE healthcare) seguido de un lavado de 10 volumenes de columna con
NaH2PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M. A continuacion, la proteina se eluyé con un volumen de 5 columnas de
NaH2PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 0,5 M. Las proteinas eluidas se agruparon, se concentraron a ~5 ml
mediante unidades centrifugas Amicon ultra 15 (10.000 Da MWCO, Millipore) y se cargaron en una columna Hiload
26/60 Superdex 200 318 ml (GE Healthcare) para eliminar los agregados y intercambiar en tampdén en PBS.
Después de la concentracion, las concentraciones finales de proteina se determinaron midiendo la absorbancia a
280 nm con un espectrometro UV NANODROP. La pureza de la proteina se evalué mediante SDS-PAGE.

Las desglucosilaciones se realizaron durante aproximadamente 16 h a 37 °C usando 1U PNGaseF (Roche) por 5 ug
de hCD30L. La proteina desglucosilada se almaceno a 4 °C y se us6 para experimentos en una semana. Todas las
proteinas se intercambiaron en tampdén en PBS a pH 7,4 antes de los experimentos de HX-MS.

Experimentos HX-MS

Instrumentacioén y registro de datos

Los experimentos HX se realizaron en un sistema nanoACQUITY UPLC con tecnologia HDX (Waters Inc.) acoplado
a un espectrometro de masas Synapt G2 (Waters Inc.). El sistema Waters HDX contenia un robot Leap (H/Dx PAL;
Waters Inc.) operado por el software LeapShell (Leap Technologies Inc/Waters Inc.), que realizé el inicio de la
reaccion de intercambio de deuterio, control del tiempo de reaccidn, reaccion de interrupcion, inyeccién en el sistema
UPLC vy control del tiempo de digestion. El robot Leap estaba equipado con dos pilas de temperatura controlada
mantenidas a 20 °C para el almacenamiento de tampén y las reacciones de HX y se mantuvo a 2 °C para el
almacenamiento de la proteina y la interrupcion de la solucion, respectivamente. El sistema Waters HDX ademas
contenia una camara de temperatura controlada que contenia las columnas pre y analiticas, y los tubos de LC y las
vélvulas de conmutacion a 1 °C. Una cadmara controlada por temperatura por separado mantiene la columna de
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pepsina a 25 °C. Para la digestion de pepsina en linea, se cargaron 100 pl de muestra inactivada que contenia 300
pmol de hCD30L y se pasaron sobre un cartucho de pepsina inmovilizada Poroszyme® (2,1 x 30 mm (Applied
Biosystems)) colocado a 25 °C usando un caudal isocratico de 100 pl/min (acido férmico al 0,1 %:CH3CN, 95:5). Los
péptidos resultantes se atraparon y se desalaron en una precolumna VanGuard BEH C18 de 1,7 pm (2,1 x 5 mm
(Waters Inc.)). Posteriormente, las valvulas se conmutaron para colocar la precolumna en linea con la columna
analitica, UPLC-BEH C18 1,7 um (1 x 100 mm (Waters Inc.)), y los péptidos se separaron usando un gradiente de 9
min del 10-50 % de B administrado a 40 pl/min desde el sistema nanoAQUITY UPLC (Waters Inc.). Las fases
moviles consistieron en A: acido férmico al 0,1 % y B: acido férmico al 0,1 % en CH3CN. Los datos ESI MS vy los
experimentos de energia elevada (MSE) separado se adquirieron en modo de i6n positivo utilizando un
espectrometro de masas Synapt G2 (Waters Inc.). Se usé leucina-encefalina como la masa de bloqueo (i6n [M+H]" a
m/z 556,2771) y los datos se recogieron en modo continuo (para una descripcion mas detallada, véase Andersen y
Faber, Int. J. Mass Spec., 302, 139-148(2011)).

Andlisis de datos

Se identificaron péptidos pépticos en experimentos separados usando métodos estandar de MSE donde los péptidos
y los fragmentos se alinean adicionalmente utilizando las propiedades de movilidad i6nica de Synapt G2 (Waters
Inc.). Los datos de MSE se procesaron usando ProteinLynx Global Server version 2.5 (Waters Inc.). Los archivos de
datos brutos de HX-MS se procesaron en el software DynamX 2.0 (Waters Inc.). DynamX realiza automaticamente la
correccion de la masa de bloqueo y la determinacion de incorporacién de deuterio, es decir, la determinacion del
centroide de los péptidos deuterados. Ademas, todos los péptidos se inspeccionaron manualmente para asegurar la
asignacion correcta de picos y deuteraciones por parte del software.

Experimento de mapeo de epitopos

Se inici6 el intercambio de amida de hidrégeno/deuterio (HX) mediante una diluciéon de 6 veces de hCD30L en
presencia o ausencia de mAb A, B, C, D, E o F en el tampdn deuterado correspondiente (es decir, PBS preparado
en D20, D20 al 96 % final, pH 7,4 (valor no corregido)). Todas las reacciones de HX se realizaron a 20 °C y
contenian hCD30L 6 pM (se usé un Pm monomeérico) en ausencia o presencia de mAb 6,6 pM, dando de este modo
un exceso molar de 2,2 veces de mAb. A intervalos de tiempo de 0,25, 0,5, 1, 3 y 10 minutos, se enfriaron alicuotas
de 50 pl de la reaccidon de HX con 50 pl de tampoén de inactivacion enfriado con hielo (TCEP 1,35 M), dando como
resultado un pH final de 2,5 (valor no corregido).

Resultados

Proteinas hCD30L

La presencia de glucosilaciones en hCD30L obstaculizaria un analisis HXMS. Debido a la masa desconocida y, a
menudo, a la naturaleza heterogénea de las glucosilaciones de proteinas, los péptidos pépticos resultantes no se
pueden identificar y analizar en MS. Sin embargo, la eliminacién de las glucosilaciones de hCD30L podria crear una
secuencia de aminoacidos bien definida adecuada para HXMS, ya que puede identificarse y analizarse en MS.

El dominio extracelular hCD30L contiene cinco sitios potenciales de N-glucosilacién como se enumera en la primera
columna de la Tabla 7 a continuacién. Se intentd eliminar las glucosilaciones tanto por tratamiento con PNGaseF
como por mutacion puntual para obtener una proteina mas adecuada para el andlisis de HXMS.

Los analisis de MS y SEC-MALS de His-hCD30L-EC mostraron que cuatro de los cinco sitios potenciales de N-
glucosilacion estaban de hecho glucosilados (Tabla 7, datos no mostrados). Después de tratar esta proteina con
PNGaseF en condiciones nativas, solo dos de las glucosilaciones pudieron eliminarse enzimaticamente mediante
PNGaseF vy, por lo tanto, quedaron dos N-glucosilaciones en la proteina.

Tras el tratamiento de FLAG-hCD30L-EC con PNGaseF en condiciones nativas, tanto MS como SEC-MALS
demostraron que esta proteina podria estar completamente desglucosilada. En conclusion, la mutacion N153Q
suprime un sitio de N-glucosilacion que no se pudo eliminar enzimaticamente de His-hCD30L-EC y esta proteina se
considerd optima para HXMS. En la Tabla 7 se incluye una descripcion general de la evaluacion de sitios de
glucosilacion.

Tabla 7: Estado de las glucosilaciones en las diferentes versiones de la proteina hCD30L
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Sitio de N-glucosilacion His-hCD30L- | His-hCD30L-EC + FLAG-hCD30L-EC | FLAG-hCD30L-EC +
potencial de CD30L EC PNGaseF (N153Q) PNGaseF
N81 Glyc D Glyc D
N109 Glyc D Glyc D
N153 Glyc Glyc Q Q
N189 N N N N
N201 Glyc Glyc Glyc D

D, N, Q representa la presencia del aminoacido no modificado en la posicion de la secuencia.
Glyc representa la presencia de N-glucosilaciones
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Analisis HX-MS

Después de la reaccién de intercambio de deuterio, hCD30L-EC se digiere con pepsina produciendo las regiones de
péptidos pépticos descritas en la Tabla 8. La numeracion de los residuos hCD30L sigue a SEQ ID NO 74, sin
embargo la etiqueta FLAG-His N-terminal DYKDDDDKHHHHHHENLYFQG no es parte de la secuencia hCD30L. El
transcurso de tiempo de HX de 40 péptidos pépticos, que cubre el 83 % de la estructura primaria de FLAG-hCD30L-
EC, se controlé en ausencia o presencia de mAb A, B, C, D, E o F y los datos se incluyen en la Tabla 8.

La secuencia restante no analizada en el presente estudio se cubri6 con péptidos pépticos; sin embargo, la
intensidad de sefal fue insuficiente para el analisis de datos. El patréon de intercambio observado en los puntos
temporales tempranos (<10 min) en presencia o ausencia de los mAb A1, B, C, D, E o F se puede dividir en dos
grupos diferentes: Un grupo de péptidos pépticos hCD30L-EC presenta un patrén de intercambio que no se ve
afectado por la unién de mAb. En contraste, otro grupo de péptidos en hCD30L muestra proteccion frente a
intercambio tras la unién de mAb (Tabla 8). En el caso de péptidos pépticos solapantes, la informacién de proteccion
de intercambio se intenta sublocalizar con respecto a residuos especificos o tramos dentro del péptido asumiendo el
intercambio completo de nuevo del extremo N del péptido y el primer enlace peptidico. La proteccion de intercambio
en un péptido es indicativa de que esta region estd implicada en la unién de mAb. Por lo tanto, el epitopo se
encuentra parcial o totalmente dentro de la region definida por los péptidos especificos. Sin embargo, dado que la
resolucion de HX-MS se basa en la digestién con pepsina de la proteina deuterada, la proteccién de intercambio
dentro de una region dada no implica que cada residuo dentro de la region definida por los péptidos pépticos esté
necesariamente implicado en la unién de mAb.

Mapeo de epitopos de mAb Al

Se maped el epitopo de mAb A1 en cuatro experimentos diferentes usando FLAG-hCD30L-EC tres veces y usando
His-hCD30L-EC una vez. Ambas proteinas se trataron con PNGaseF antes de los experimentos de HX-MS. Los
resultados de estos estudios fueron muy similares independientemente de la proteina hCD30L utilizada y todos
produjeron la misma informacién de epitopo. Sin embargo, la cobertura de la secuencia fue obviamente menor en el
experimento de His-hCD30L-EC debido a la falta de péptidos detectables en las regiones glucosiladas.

Se observo la sefal del epitopo para mAb A1 en la region N-terminal de hCD30L (Tabla 8) hasta el residuo Cys88.
La proteccién de intercambio se hizo mas fuerte cuanto mas tiempo se extendieron los péptidos desde los puntos de
partida (residuos 45, 62 o 66), indicando asi la proteccidn de intercambio en la regidon mas C-terminal de los péptidos
y también en el residuo 88. En contraste, los péptidos 45-65, 45-81 y 66-81 no mostraron proteccion de intercambio.
Ademas, el residuo D81 es el sitio de glucosilacion donde el N glucosilado se convierte en D tras la acciéon de
PNGaseF. Por lo tanto, N/D81 probablemente no estd implicado en la unién de mAb. Por lo tanto, la sefial del
epitopo parece surgir de residuos dentro de la region 82-88 CSEDLLC.

La sefal del epitopo para mAb A1 también se observo en la region C-terminal de hCD30L (Tabla 8) en seis péptidos
diferentes que cubrian la region F211 a S226. Basandose en el nivel de proteccidn de intercambio observado, todas
las partes de la regiéon parecen estar implicadas en la uniéon o afectadas por la unién del mAb A en mayor o menor
medida. Las regiones unidas por el anticuerpo estdn marcadas en negrita en la Tabla 8.

En conclusion, las regiones de hCD30L implicadas en la unién de mAb A se detectan como la regiéon 82-88
CSEDLLC vy la region 211-226 FQYIDTSTFPLENVLS.

Mapeo de epitopos de mAb B,C,D,Ey F

Los epitopos de mAb B, C, D, E y F se mapearon usando FLAG-hCD30L-EC tratado con PNGaseF antes de los
49




experimentos de HX-MS. Los resultados del epitopo de estos estudios fueron muy similares al mAb A (tabla 8)
también con respecto a la magnitud de la proteccion de intercambio. El mapeo del epitopo en mAb E se realizé dos
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veces, mientras que A, B, C y D se mapearon una vez cada uno.

5 Tabla 8: Analisis de HXMS de hCD30L humano que produce informacion del epitopo para moléculas de anticuerpo

A-F
péptido hCD30L Anticuerpo

Inicio | Terminacién Secuencia Al | B C D E F
45 65 DYKDDDDKHHHHHHENLYFQG N N N N N N
45 81 DYKDDDDKHHHHHHENLYFQGDSIPNSPDNVPLKGGD N |na|na|na| N | na
45 84 DYKDDDDKHHHHHHENLYFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSE EX| EX | na | EX| EX | EX
45 86 DYKDDDDKHHHHHHENLYFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSEDL | EX | EX | na | EX | EX | EX
45 87 DYKDDDDKHHHHHHENLYFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSEDLL | EX | EX | na | EX | EX | EX
62 81 YFQGDSIPNSPDNVPLKGGD N |W/|W/|N N | W
62 84 YFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSE Wi W | W | W|W|W
62 85 YFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSED na| W | na|na|na| W
62 86 YFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSEDL EX | EX | EX | EX | EX | EX
62 87 YFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSEDLL EX | EX | EX | EX | EX | EX
62 88 YFQGDSIPNSPDNVPLKGGDCSEDLLC EX| EX | EX | EX | EX | EX
66 81 DSIPNSPDNVPLKGGD N |na|na| N N | na
66 86 DSIPNSPDNVPLKGGDCSEDL Wi W | W | W|W|W
66 87 DSIPNSPDNVPLKGGDCSEDLL EX | EX | EX | EX | EX | EX
87 102 LCILKRAPFKKSWAYL N N N N N N
88 102 CILKRAPFKKSWAYL N N N N N N
89 102 ILKRAPFKKSWAYL N N N N N N
91 102 KRAPFKKSWAYL N N N N N N
103 131 QVAKHLDKTKLSWNKDGILHGVRYQDGNL N N N N N N
105 131 AKHLDKTKLSWNKDGILHGVRYQDGNL N |na|na| N N | na
114 121 SWNKDGIL N | na|na| N N | na
114 129 SWNKDGILHGVRYQDG na | N N | na|na| N
114 131 SWNKDGILHGVRYQDGNL N N N N N N
132 138 VIQFPGL N N N N N N
132 139 VIQFPGLY N N N N N N
132 140 VIQFPGLYF N N N N N N
148 157 LVQCPQNSVD N N N N N N
158 162 LKLEL N N N N N N
163 173 LINKHIKKQAL N N N N N N
163 175 LINKHIKKQALVT N N N N N N
174 190 VTVCESGMQTKHVYQNL N N N N N N
174 192 VTVCESGMQTKHVYQNLSQ N N N N N N
174 193 VTVCESGMQTKHVYQNLSQF N N N N N N
176 190 VCESGMQTKHVYQNL N | na|na| N N | na
211 222 FQYIDTSTFPLE EX | EX | EX | EX | EX | EX
211 225 FQYIDTSTFPLENVL EX | na|na|na|EX]| na
213 222 YIDTSTFPLE EX| EX | EX | EX | EX | EX
213 225 YIDTSTFPLENVL EX | EX | EX | EX | EX | EX
213 226 YIDTSTFPLENVLS EX| EX | na | na | EX|EX
217 225 STFPLENVL W W | W | W|W|W

EX: proteccién de intercambio después de la unién del anticuerpo que indica la region del epitopo (>0,4 Da en al menos tres
puntos de tiempo).
W: Proteccion de intercambio débil tras la unién del anticuerpo (0,2-0,4 Da en al menos tres puntos de tiempo).
N: N: Sin proteccién de intercambio tras la union del anticuerpo (<0,2 Da).
na: No analizable en el experimento respectivo.

En conclusion, las regiones de hCD30L implicadas en la union de mAb B, C, D, E y F son similares a las regiones
implicadas en la union de mAb A1 y se detectan como

10 FQYIDTSTFPLENVLS.
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Ejemplo 7
Agrupamiento de anticuerpos CD30 L usando un A-Fas anti-CD30L inmovilizado

Los anticuerpos monoclonales CD30L antihumano se agruparon en epitopos en un Biacore T200 (GE Healthcare
28-9750-01) usando un enfoque de tipo sandwich clasico.

Para reducir el impedimento estérico, el anticuerpo inmovilizado se us6 en un formato monovalente. Para determinar
si la regién de union a antigeno de los anticuerpos anti-hCD30L se unia a epitopos solapantes, se probd la
capacidad de los anticuerpos A-F para unirse a CD30L ya unido por el Fab del anticuerpo A1.

Los fragmentos Fab se pueden obtener digiriendo anticuerpos completos con papaina que se escinde aguas arriba
de las cisteinas de la region bisagra o mediante expresidon recombinante de las regiones variables de cadena
pesada y ligera. El fragmento Fab de A1 anti-hCD30L (A1-Fas) se preparé usando papaina inmovilizada en
presencia de cisteina para escindir enzimaticamente toda la IgG justo encima de la regiéon bisagra creando dos
fragmentos Fab y un fragmento Fc por molécula de anticuerpo. El Fab se separ6 del Fc usando cromatografia de
afinidad con Proteina A y luego se cambi6 el tampén por PBS. El procedimiento se realizé de acuerdo con las
instrucciones de los fabricantes (Pierce Fab Preparation Kit n.° 44985, Estados Unidos).

Se inmovilizé el Fas CD30L antihumano (Fab del anticuerpo A1) y se capturé aqui el trimero CD30L-His1o humano
(R&D Systems 1028-CL). Posteriormente se inyectd A-F anti-hCD30L soluble. La unién del segundo anticuerpo
implica que los dos anticuerpos estan en diferentes grupos de epitopos.

Se diluyé A1-Fas anti-hCD30L a 40 ug/ml en tampén acetato 10 mM, pH 5,0 y amina acoplada a un chip CM5 (GE
healthcare BR-1000-12, BR-1000-50) a un nivel de 3566 RU, utilizando procedimientos estandar. El trimero CD30L-
His1o humano (R&D Systems 1028-CL) se diluyé a 10 nM en HBS-P+ (GE healthcare BR-1006-71) y se inyectd
sobre la superficie de A-Fas para capturar ~175 RU de CD30L. El segundo anticuerpo se inyecté a 75 nM sobre el
hCD30L capturado. Los controles incluyeron una captura nula (solo tampdn) e inyecciones de tampén en lugar de
anticuerpos solubles. Todos los experimentos se realizaron a 25 °C.

El recubrimiento de hCD30L con A-FAB bloque6 la unién de un subgrupo de los cuerpos A-F. Los controles que
usan A-Fab y A estan ambos bloqueados como se esperaba. Ademas, también se evité que los anticuerpos F y B se
unieran al hCD30L capturado, mientras que los anticuerpos E, C y D fueron capaces de unirse a hCD30L
demostrando que el epitopo de uniéon se puede distinguir del epitopo de unién de A, B y F. En conclusion, los
anticuerpos A, F y B compiten con el Fab del anticuerpo A1 por la uniéon a hCD30L.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> AMGEN Inc.
Novo Nordis A/S

<120> PROTEINAS DE UNION A ANTIGENO DE LIGANDO CD30
<130> 8679.204-WO

<160> 75
<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Thr Gly Thr Ser Ser Asp val Gly val T)O/r Asp Tyr val Ser
1 5 1

<210> 2
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<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2
Thr Gly Thr Ser Ser Asp val Gly Leu
1 5

<210> 3

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Ile Gly Leu
1 5

<210>4

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Thr Gly Thr Ser Ser Asp Ile Gly Leu
1 5

<210> 5

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Tyr Asn Tyr val Ser
10

Tyr Asp Tyr val Ser
10

Tyr Asn Tyr val Ser
10

Thr Gly Ser Ser Ser Asp Ile Gly Thr I&r Asn Tyr val Ser
1 5

<210>6

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Thr Gly Thr Ser Ser Asp val Gly Leu
1 5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Glu val Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 8

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Tyr Asn Tyr val Ser
10
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Glu val Asn Asn Arg Pro
1 5

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Glu val ITe Asn Arg Pro
1 5

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Glu val Ser Lys Arg Pro
1 5

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Ser Ser Tyr Thr Ser Arg
1 5

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ser Ser Tyr Thr Ser Ser
1 5

<210> 13

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
Ser Ser Tyr Ser Ser Ser
1 5

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Ser Tyr Ile Trp Ser
1 5

<210> 15
<211>5
<212> PRT
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Ser

Ser

Ser

Ser Thr Trp val

Ser Thr Trp val

Ser Thr Trp val
10
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<213> Homo sapiens

<400> 15
Ser Tyr Tyr Trp Thr
1 5

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Ser Tyr Ser Trp Ser
1 5

<210> 17

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
/isn Asn Tyr Trp Ser
5

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Ser Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Arg ITe Tyr Ala Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 20

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

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

<210> 21

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Arg Ile Tyr Thr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 22
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<211> 16
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22
Arg Thr Ser Thr Ser
1 5

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23
Arg val Tyr Ser Ser
1 5

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Arg Ile Phe Ala Ser
1 5

<210> 25

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Asp Tyr Arg val Ala
1 5

<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Glu Arg val val Gly
1 5

<210> 27

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Asp Phe Thr Ile Ala
1 5

<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Gly Arg

Gly Leu

Gly Ser

Gly Thr

Ala Ser

Ala Arg
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Asn Asn Tyr Asn Pro
10

Thr Ash Tyr Lys Pro
10

Thr Asn Tyr Asn Pro
10

Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr
10

Arg Tyr Tyr Tyr Tyr
10

Arg Tyr Tyr Tyr Tyr
10

55

Ser Leu Lys Ser
15

Ser Leu Lys Ser
15

Ser Leu Arg Ser
15

Gly Leu Asp val
15

Gly val Asp val
15

Gly Met Asp val
15
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Glu Arg Ala Thr val Thr Thr Arg Tyr His Tyr Asp Gly Met Asp val
1 10 15

5

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Glu Arg val Gly val Gln Asp Tyr Tyr His Tyr Ser Gly Met Asp val
1 5 10 15

<210> 30

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SECUENCIA CONSENSO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> XAA PUEDE SER THR O SER

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> XAA PUEDE SER VAL O ILE

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> XAA PUEDE SER VAL, THR O LEU

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)

<223> XAA PUEDE SER ASP O ASN

<400> 30
Thr Gly Xaa Ser Ser Asp Xaa Gly Xaa Tyr Xaa Tyr val Ser
1 5 10

<210> 31

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SECUENCIA CONSENSO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> XAA PUEDE SER SER, ASN O ILE

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (4)..(4)
<223> XAA PUEDE SER ASN O LYS

<400> 31

Glu val Xaa Xaa Arg Pro Ser
1 5

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SECUENCIA CONSENSO

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> XAA PUEDE SER THR O SER

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> XAA PUEDE SER ARG O SER

<400> 32

Ser Ser Tyr Xaa Ser Xaa Ser Thr Trp val
1 5 10
<210> 33

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SECUENCIA CONSENSO

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> XAA PUEDE SER SER O ASN

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> XAA PUEDE SER TYR O ASN

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> XAA PUEDE SER ILE, TYR O SER

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> XAA PUEDE SER THR O SER

<400> 33
Xaa Xaa Xaa Tl"p Xaa
1 5
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<210> 34

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SECUENCIA CONSENSO

<220>
<221> MISC_FEATURE

<2225 (2)..(2)

<223> XAA PUEDE SER ILE, VAL O THR

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> XAA PUEDE SER TYR, PHE O SER

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> XAA PUEDE SER THR, SER O ALA

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> XAA PUEDE SER ILE, LEU, ASN, SER, ARG O GLN

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> XAA PUEDE SER THR O ASN

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11)

<223> XAA PUEDE SER ASN O LYS

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (15)..(15)

<223> XAA PUEDE SER LYS O ARG

<400> 34

Arg Xaa Xaa Xaa Ser Gly Xaa Xaa Asn Tyr Xaa Pro Ser Leu Xaa Ser
1 5 10

<210> 35

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SECUENCIA CONSENSO

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)
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<223> XAA PUEDE SER GLU O ASP

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> XAA PUEDE SER ARG, THR O PHE

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> XAA PUEDE SER VAL, ALA, ARG O THR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> XAA PUEDE SER VAL, THR, GLY O ILE

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> XAA PUEDE SER VAL, ALA O GLY

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

<223> XAA PUEDE SER ALA, THR, GLY O GLN

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> XAA PUEDE SER THR, ASP, ARG O SER

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> XAA PUEDE SER ARG O TYR

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)

<223> XAA PUEDE SER THR O HIS

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (12)..(12)

<223> XAA PUEDE SER THR ASP O SER

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> XAA PUEDE SER MET, LEU O VAL

<400> 35

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Tyr Xaa Gly Xaa Asp val
1 5 10 15

<210> 36
<211>110
<212> PRT

59



10

15

20

<213> Homo sapiens

<400> 36
Gln Ser Ala Leu Thr GI
1 5
Ser Ile Thr Ile Ser Cy
20
Asp Tyr val Ser Trp Ty
35
Met ITe Tyr Glu val Se
50
Ser Gly Ser Lys Ser Gl
65 70
Gln Thr Glu Asp Glu Al
85
Ser Thr Trp val Phe GI
100
<210> 37
<211> 326
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 37
cagtctgccc tgactcagcec
tcctgcactg gaaccagcag
cacccaggca aagcccccaa
tctaatcgct tctctggctc
caaactgagg acgaggctga
ttcggcggag ggaccaagct
<210> 38
<211> 110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

ES 2682 118 T3

n Pro Ala
s Thr

Gly

Gln
40

r Gln

r Asn
55

Arg

y Asn Thr

a Asp Tyr

y Gly Gly

tgcctccgtg
tgacgttggt
actcatgatt
caagtctggc
ttattactgc

gaccgt

Ser val
10

Ser

Thr
25

Ser Ser

His Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75

Tyr Cys Ser

Thr
105

Lys Leu

tctgggtctc
gtttatgact
tatgaggtca
aacacggcct

agctcatata

Gly Ser Pro

Asp val Gly

30

Ala
45

Lys Pro

val
60

Ser Ashn

Thr Ile Ser

Ser Tyr Thr

Thr val Leu

110

ctggacagtc
atgtctcctg
gtaatcggcc
ccctgaccat

caagcaggag

Gly Gln
15

val Tyr

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser
95

Arg

gatcaccatc
gtatcaacag
ctcaggggtt
ctctgggctc
cacttgggtg

Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

Ser ITle Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp val Gly Leu Tyr
20 25 30

60

60
120
180
240
300
326
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Asn Tyr val Ser Trp Tyr Gln GIn His Pro Asp
35 40
Met ITe Phe Glu val Asn Asn Arg Pro Ser Gly
50 55
Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu
65 70 75
Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser
85 90
Ser Thr Trp val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105
<210> 39
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 39
cagtctgccc tgactcagcc tgcctccgtg tctgggtctc
tcctgcactg gaaccagcag tgacgttggt ctttataact
cacccagaca aagcccccaa actcatgatt tttgaggtca
tctaatcgct tctctggctc caactctggc aacacggect
caggctgagg acgaggctga ttattactgc agctcatata
ttcggcggag ggaccaagtt gaccgtccta
<210> 40
<211> 110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 40
Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser val Ser
1 5 10
Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser
20 25
Asp Tyr val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Asp
35 40
ITe Ile Phe Glu val Asn Asn Arg Pro Ser Gly
50 55
Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu

61

;[hr

Ala
45

Lys

val
60

Ser Asn

Thr Ile

Ser Tyr

Thr val Leu

110

ctggacagtc
atgtctcctg
ataatcggcc
ccctgaccat

caagcagcag

Gly Ser Pro

Asp Ile Gly

30

Ala
45

Arg Pro

val
60

Ser Tyr

Ile Ser

Pro Lys Leu

Arg Phe

Ser Gly Leu
80

Thr Ser Ser

95

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctgggcetce
cacttgggtg

Gly Gln

15

Leu Tyr

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

60
120
180
240
300
330
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15

20

65

70

ES 2682 118 T3

75

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser
85 90

Ser Thr Trp val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 0

<210> 41
<211> 326
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
cagtctgccc

tcctgcactg
cacccagaca
tcttatcgcet
caggctgagg
ttcggcggag
<210> 42

<211> 110
<212> PRT

tgactcagcc
gaaccagcag
gagcccccaa
tctctggcetce
acgaggctga

ggaccaagtt

<213> Homo sapiens

<400> 42
Gln Ser Ala
1

Ser Ile Thr

val
35

Asn Tyr

Ile
50

Ile Tyr

Ser Gly Ser

65

Gln Ala Glu

Ser Thr Trp

<210> 43
<211> 330
<212> ADN

Leu Thr GI
5

Ile
20

Ser Cy
Ser Trp Ty
val 11

Glu

Ser Gl
70

Glu

Glu Al
85

Asp

val Phe GI

100

<213> Homo sapiens

<400> 43

tgcctcecgtg
tgacattggt
actcataatt
caactctggc
ttattactgc

gaccgt

n Pro Ala
s Thr

Gly

Gln
40

r Gln

e Asn
55

Arg
y Asn Thr
a Asn

Tyr

y Gly Gly

105

tctgggtctc
ctttatgact
tttgaggtca
aacacggcct

agctcatata

Ser val
10

Ser

Thr
25

Ser Ser

His Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75

Tyr Cys Ser

Thr
105

Lys Leu

62

Ser Tyr Thr

Thr val Leu
110

ctggacagtc
atgtctcctg
ataatcggcc
ccctgaccat

caagcagcag

Gly Ser Pro

Ile Gly

30

Asp

Ala
45

Lys Pro

val
60

Ser Asn

Thr Ile Ser

Ser Tyr Thr

Thr val Leu

110

80

Ser Ser
95

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctgggcetce
cacttgggtg

Gly Gln
15

Leu Tyr

Lys Leu
Phe

Arg

Leu
80

Gly

Ser Ser

95

60
120
180
240
300
326
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15

20

cagtctgccc tgactcagcc
tcctgcactg gaaccagcag
cacccaggca aagcccccaa
tctaatcgct tctctggctc
caggctgagg acgaggctaa
ttcggcggag ggaccaagct
<210> 44
<211> 110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 44
Gln Ser Ala Leu Thr GI
1 5
Ser Ile Thr Ile Ser Cy
20
Asn Tyr val Ser Trp Ty
35
Met ITe Tyr Glu val As
50
Ser Gly Ser Thr Ser Gl
65 70
Gln Ala Asn Asp Glu Al
85
Ser Thr Trp val Phe GI
100
<210> 45
<211> 326
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 45
cagtctgccc tgactcagec
tcctgcactg gaagcagcag
tacccaggca aagcccccga
tctgatcgct tctctggcetc
caggctaacg acgaggctga
ttcggcggag ggactaagcet
<210> 46
<211> 110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2682 118 T3

tgcctccgtg
tgacattggt
actcataatt
cgagtctggc
ttattactgc

gaccgtcctg

n Pro Ala
s Thr

Gly

Gln
40

r Gln

n Asn
55

Arg
y Asn Thr
a Asp

Tyr

y Gly Gly

tgccteccgtg
tgacattggt
actcatgatt

cacgtctggc

ttattactgc

gaccgt

tctgggtctc
ctttataact
tatgaggtca
aacacggcct

agttcatata

val Ser

10

Ser

Ser Ser Ser

25

Tyr Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Leu

75

Ser

Tyr Cys Ser

Thr
105

Lys Leu

tctgggtctc

acttataact

ctggacagtc
atgtctcctg
ttaatcggcec
ccctgaccat

caagcagcag

Gly Ser Pro

Ile Gly

30

Asp

Ala
45

Lys Pro

val
60

Ser Asp

Thr Ile Ser

Ser Tyr Ser

Thr val Leu

110

ctggacagtc

atgtctcctg

tatgaggtca ataatcggcc

aatacggcct

agctcatatt

63

ccctgaccat

caagcagcag

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctggactc

cacttgggtg

Gly Gln
15

Thr Tyr

Glu Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Ser

95

gatcaccatc

gtaccaacag

ctcaggggtt
ctctgggctc
cacttgggtg

60
120
180
240
300
330

60
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180
240
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10

15

<400> 46
Gln Ser Ala Leu Thr GI
1 5
Ser Ile Thr Ile Ser Cy
20
Asn Tyr val Ser Trp Ty
35
Met ITe Tyr Glu val Se
50
Ser Gly Ser Thr Ser Gl
65 70
Gln Ala Asp Asp Glu Al
85
Ser Thr Trp val Phe GI
100
<210> 47
<211> 322
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 47
cagtctgccc tgactcagcec
tcctgcactg gaactagcag
cagccaggca aagcccccaa
tctaatcgct tctctggctc
caggctgacg acgaggctga
ttcggcggag ggaccaagct
<210> 48
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

ES 2682 118 T3

n Pro Ala
s Thr

Gly

Gln
40

r Gln

r Lys Arg

y Asn Thr

a Asp Tyr

y Gly Gly

tgcctccgtg
tgacgttggt
actcatgatt
cacgtctggc
ttattcctgc

ga

Ser val
10

Ser

Thr
25

Ser Ser

Gln Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu

75

Ser Ser

Thr
105

Leu

tctgggtctc
ctttataact
tatgaggtca
aacacggcct

agctcatata

64

Gly Ser Pro

Asp val Gly

30

Ala
45

Lys Pro

val
60

Ser Asn

Thr Ile Ser

Ser Tyr Thr

Thr val Leu

110

ctggacagtc
atgtctcctg
gtaagcggcec
ccctgaccat

caagcagcag

Gly Gln
15

Leu Tyr

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser Ser

95

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggagtt
ctctgggctc

cacttgggtc

60
120
180
240
300
322
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15

Gln val Gln

Thr Leu Ser

Ile Ser

35

Trp

Gly Arg Ile

50

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Asp Tyr

val Trp Gly

<210> 49
<211> 372
<212> ADN

Leu Gln GI

Leu
20

Thr Cy
Trp Ile Ar

Tyr Ala Se

Ile Se
70

Thr

Met Th
85

Ser
Arg val Al
1

Gly Th

<213> Homo sapiens

<400> 49
caggtgcagc

acctgcactg
gccggaaagyg
ccctecectca
aagctgagct
gtggctggca
accgtctect
<210> 50

<211> 124
<212> PRT

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctatgaccgc
cttactacta

ca

<213> Homo sapiens

<400> 50

ES 2682 118 T3

u Ser Gly

s Thr val

Pro
40

g Gln

r Gly Asn
55

r val Asp

r Ala Ala

a Gly Thr

r Thr val
120

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggcgt
caccatatca
cgcggacacy

ctactacggt

Pro Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser

Asp Thr
90

Tyr Tyr Tyr

Thr val Ser

ctggtgaagc
agttacatct
atctatgcca
gtagacacgt
gccgtatatt

ttggacgtct

65

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Asnh Ser

60

Pro

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Tyr Tyr Gly

110

Ser

cttcggagac
ggagctggat
gtgggaacac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

Leu Asp

cctgtccectc
ccggcagecc
caactacaac
gttctccctg
agattatagg

gaccacggtc

60
120
180
240
300
360
372
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15

Gln val Gln

Thr Leu Ser

Ile Ser

35

Trp

Gly Arg Ile

50

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Asp Tyr

val Trp Gly

<210> 51
<211> 372
<212> ADN

Leu Gln GI

Leu
20

Thr Cy

Trp Ile Ar

Tyr Ala Se

Thr Met Se

70

Met Th
85

Ser
Arg val Al
1

Gly Th

<213> Homo sapiens

<400> 51
caggtgcagc

acctgcactg
gccggaaagg
ccctecectea
aagctgagct
gtggctggca

accgtctcct

<210> 52
<211> 124
<212> PRT

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctatgaccgc
cttactacta

ca

<213> Homo sapiens

<400> 52

ES 2682 118 T3

u Ser Gly

s Thr val

Pro
40

g Gln

r Gly Asn
55

r val Asp

r Ala Ala

a Gly Thr

r Thr val
120

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggcgt
caccatgtca
cgcggacacy

ctactacggt

Pro Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser

Asp Thr
90

Tyr Tyr Tyr

Thr val Ser

ctggtgaagc
agttacatct
atctatgcca
gtagacacgt
gccgtatatt

ttggacgtct

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Asnh Ser

60

Pro

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Tyr Tyr Gly

110

Ser

cttcggagac
ggagctggat
gtgggaacac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

Leu Asp

cctgtccectc
ccggcagecc
caactacaac
gttctccctg
agattatagg

gaccacggtc

GIn val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vval Lys Pro Ser Glu

66

60
120
180
240
300
360
372
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15

1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cy
20
ITe Trp Ser Trp Ile Ar
35
Gly Arg Ile Tyr Ala Se
50
Ser Arg val Thr Met Se
65 70
Lys Leu Ser Ser val Th
85
Arg Asp Tyr Arg val Al
100
val Trp Gly Gln Gly Th
115
<210> 53
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 53
caggtgcagc tgcaggagtc
acctgcactg tctctggtgg
gccggaaagg gactggagtg
ccctccctca agagtcgagt
aagctgagct ctgtaaccgc
gtggctggca cttactacta
accgtctcct ca
<210> 54
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
1

ES 2682 118 T3

s Thr val

g Gln Pro

40

r Gly Asn
55

r val Asp
r Ala Ala

a Gly Thr

val
120

r Thr

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggcgt
caccatgtca
cgcggacacg

ctactacggt

10

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser

Asp Thr
90

TYr
105

Tyr Tyr

Thr val Ser

ctggtgaagc
agttacatct
atctatgcca
gtagacacgt
gccgtatatt

ttggacgtct

Ile Ser

30

Ser

Gly Leu Glu

45

Asnh Ser

60

Pro

Asn Gln Phe

val

Tyr Tyr

Gly
110

Tyr Tyr

Ser

cttcggagac
ggagctggat
gtgggaacac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

95

Leu Asp

cctgtccctc
ccggcagcecc
caactacaac
gttctccctg
agattatagg

gaccacggtc

GIn val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr

67

60
120
180
240
300
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15

ES 2682 118 T3

20
ITe Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
Gly Arg ITe Tyr Ala Ser Gly Gln
50 55
Ser Arg val Thr Met Ser val Asp
65 70
Lys Leu Ser Ser Met Thr Ala Ala
85
Arg Asp Tyr Arg val Ala Gly Thr
100
val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val
115 120
<210> 55
<211> 366
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 55
cagctgcagg agtcgggccc aggactggtg
actgtctctg gtggctccat cagtagttac
aagggactgg agtggattgg gcgtatctat
ctcaagagtc gagtcaccat gtcagtagac
agctctatga ccgccgcgga cacggccgta
ggcacttact actactacta cggtttggac
tcctca
<210> 56
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

25

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser

~N—
g
wn

Thr Ala

90

Asp

Tyr Tyr Tyr

Thr val Ser

aagccttcgg
atctggagct
gccagtgggc
acgtccaaga
tattactgtg

gtctggggec

Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10

30

Gly Leu Glu

45

Asnh Ser

60

Pro

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Tyr Tyr Gly

110

Ser

agaccctgtc
ggatccggca
aaaccaacta
accagttctc
cgagagatta

aagggaccac

val Lys Pro

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

oV

Cys Ala

Leu Asp

cctcacctgce
gcccgecgga
caacccctcc
cctgaagctg
tagggtggct
ggtcaccgtc

Ser Glu
15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr
25 3

ITe Trp Ser Trp Ile Arg GIn Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

68

60
120
180
240
300
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15

35

Gly Arg Ile
50

Ser Arg val
65

ES 2682 118 T3

40

Tyr Ala Ser Gly Gln
55

Thr Ile

Ser val Asp
70

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala
85
Arg Asp Tyr Arg val Ala Gly Thr
100
val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val
115 120
<210> 57
<211> 366
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 57
cagctgcagg agtcgggccc aggactggtg
actgtctctg gtggctccat cagtagttac
aagggactgg agtggattgg gcgtatctat
ctcaagagtc gagtcaccat atcagtagac
agctctgtaa ccgccgcgga cacggccgta
ggcacttact actactacta cggtttggac
tcctca
<210> 58
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Thr Asn Tyr

Thr Ser

Asp Thr Ala
90

Tyr Tyr Tyr
105

Thr val Ser

aagccttcgg
atctggagct
gccagtgggc
acgtccaaga
tattactgtg

gtctggggcc

Gln val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly
20

25

ITe Trp Ser Trp Ile Arg GIn Pro Ala Gly Lys
40

35

Gly Arg Ile Tyr Ala Ser Gly Asn Thr Asn Tyr

69

45

Asn
60

Pro Ser Leu Lys

Asn Gln Phe Ser Leu

val

80

Tyr Tyr Cys Ala
95

Tyr Tyr Gly Leu Asp
110

Ser

agaccctgtc
ggatccggca
aaaccaacta
accagttctc
cgagagatta

aagggaccac

cctcacctgce
gcccgecgga
caacccctcc
cctgaagety
tagggtggct
ggtcaccgtc

val Lys Pro Ser Glu
15

Ser Ile Ser Ser Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Ile
45

Asn Pro Ser Leu Lys

60
120
180
240
300
360
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15

50

ES 2682 118 T3

55

Ser Arg val Thr ITe Ser val Asp Thr Ser Lys

65

Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp

Arg Asp Tyr Arg val
100

70

75

'a}
Ju

Ala Gly Thr Tyr Tyr Tyr
105

val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser
115

<210> 59
<211> 372
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59
caggtgcagc

acctgcactg
gccggaaagg
cccteectea
aagctgagct
gtggctggca

accgtctcct

<210> 60
<211> 124
<212> PRT

tgcaggagtc
tctctggtygg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtaaccgc
cttactacta

ca

<213> Homo sapiens

<400> 60

120

gggcccagga
ctccatcagt
gattgggcgt
caccatatca
cgcggacacy

ctactacggt

GIln val Gln Leu GIn Glu Ser Gly
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val
20

ctggtgaagc
agttacatct
atctatgcca
gtagacacgt
gccgtatatt

ttggacgtct

Pro Gly Leu
10

Ser Gly Gly
25

Ile Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ala Gly Lys

35

40

Gly Arg Ile Tyr Ala Ser Gly Gln
50

55

Ser Arg val Thr ITe Ser val Asp

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys

70

Thr Ala
Q

60

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Ser Leu
80

s Ala

g

wn

Tyr Tyr Gly Leu Asp
110

Ser

cttcggagac
ggagctggat
gtgggaacac
CcCaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

val Lys Pro

Ser Ile Ser
30

Gly Leu Glu
45

Asn Pro Ser

60

Asn Gln Phe

cctgtccectc
ccggcagecc
caactacaac
gttctccctg
agattatagg

gaccacggtc

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

60
120
180
240
300
360
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65

70

ES 2682 118 T3

75

Lys Leu Ser Ser Met Thr Ala Ala Asp Thr Ala
90

Arg Asp Tyr Arg val Ala Gly Thr Tyr Tyr Tyr
100 105

val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val
115

<210> 61
<211> 379
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61
cagatgtcag

gtccctcacc
gcagcccgcec
ctacaacccc
ctccctgaag
ttatagggtg

cacggtcacc

<210> 62
<211> 124
<212> PRT

gtgcagctgc
tgcactgtct
ggaaagggac
tccctcaaga
ctgagctcta
gctggcactt

gtctcctca

<213> Homo sapiens

<400> 62

GIn val Gln
1

Thr Leu Ser

Ile Ser

35

Trp

Gly Arg Ile

50

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Leu Gln GI
5

Leu
20

Thr Cy

Trp Ile Ar

Tyr Ala Se

Thr Met Se

70

Ser val Th

120

aggagtcggg
ctggtggctc
tggagtggat
gtcgagtcac
tgaccgeege

actactacta

u Ser Gly

val

s Thr

Pro
40

g Gln

r Gly Gln

55

r val Asp

r Ala Ala

Thr val Ser

cccaggactg
catcagtagt
tgggcgtatc
catatcagta
ggacacggcc

ctacggtttg

Gly
10

Pro Leu

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys

Asp Thr Ala

71

val

val Tyr Tyr
Tyr Tyr Gly
110

Ser

gtgaagcctt
tacatctgga
tatgccagtg
gacacgtcca

gtatattact

gacgtctggy

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Asnh Pro Ser

60

Asn Gln Phe

Tyr Tyr

80

Cys Ala
95

Leu Asp

cggagaccct
gctggatccg
ggcaaaccaa
agaaccagtt
gtgcgagaga

gccaagggac

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

60
120
180
240
300
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15

20

85

ES 2682 118 T3

90

Arg Asp Tyr Arg val Ala Gly Thr Tyr Tyr Tyr
100 105

val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser
1

115

<210> 63
<211> 379
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63
cagatgtcag

gtccctcacc
gcagcccgcec
ctacaacccc
ctccctgaag
ttatagggtg

cacggtcacc

<210> 64
<211> 124
<212> PRT

gtgcagctgc
tgcactgtct
ggaaagggac
tccctcaaga
ctgagctctg
gctggcactt

gtctcctca

<213> Homo sapiens

<400> 64
Gln val Gln
1

Thr Leu Ser

Thr
35

Tyr Trp

Gly Arg Ile

50

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Glu Arg

val Trp Gly

Gln GI
5

Leu

Leu Thr Cy

20

Trp Ile Ar

Tyr Thr Se

Thr Met Se

70

Ser val Th
85

val val GI

100

Gln Gly Th

120

aggagtcggg
ctggtggctc
tggagtggat
gtcgagtcac
taaccgccgce

actactacta

u Ser Gly

s Thr val

Pro
40

g Gln

r Gly Ile

55

r val Asp
r Ala Ala

y Ala Ser

val
120

r Thr

cccaggactg
catcagtagt
tgggcgtatc
catgtcagta
ggacacggcc

ctacggtttg

Gly
10

Pro Leu

Ser Gly Gly

25

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser

Asp Thr
90

Arg Tyr Tyr

105

Thr val Ser

72

Tyr

95

Tyr Tyr Gly Leu Asp
110

Ser

gtgaagcctt
tacatctgga
tatgccagtg
gacacgtcca

gtatattact

gacgtctggg

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Leu Glu

45

Gly

Asn Pro Ser

60

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Tyr Gly

110

Ser

cggagaccct
gctggatccyg
ggcaaaccaa
agaaccagtt
gtgcgagaga

gccaagggac

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Cys Ala

95

val Asp

60
120
180
240
300
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20

<210> 65
<211> 372
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 65
caggtgcagc

acctgcactg
gccgggaagg
cccteectca
aagctgagct
gtgggagcta

accgtctcct

<210> 66
<211> 124
<212> PRT

tgcaggagtc
tctctggtgg
gactggagtg
agagtcgegt
ctgtgaccgc
gtaggtacta

cC

<213> Homo sapiens

<400> 66
Gln val Gln
1

Thr Leu Ser

Thr
35

Tyr Trp

Gly Arg Ile

50

Ser val

65

Arg

Lys Leu Ser

Arg Glu Arg

val Trp Gly

115

<210> 67
<211> 372
<212> ADN

Leu Gln GI
5

Leu
20

Thr Cy

Trp Ile Ar

Tyr Thr Se

Thr Met Se

70

Ser val Th
85

val val GI

100

Gln Gly Th
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gggcccagga
ctccatcagt
gattgggcgt
caccatgtca
cgcggacacg

ctactacggt

u Ser Gly

s Thr val

Pro
40

g Gln

r Gly Ile

55

r val Asp
r Ala Ala
Ser

y Ala

r Thr val

120

<213> Homo sapiens

<400> 67

ctggtgaagc
agttactact
atctatacca
gtagacacgt
gccgtgtatt
gtggacgtct

Pro Gly Leu

10

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys

Asp Thr Ala

90

Tyr Tyr

Thr val Ser

73

cttcggagac
ggacctggat
gtggaatcac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Gly Leu Glu

45

Asnh Pro Ser

60

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Tyr Tyr

110

ser

Gly val

cctgteccte
ccggcagecc
caactacaat
gttctccctyg
agagcgggta

gaccacggtc

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile

Leu Lys

Ser Leu

80

Ala

Asp

60
120
180
240
300
360
372



10

15

ES 2682 118 T3

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt

gccgggaagg gactggagtg gattgggcgt

ccctccctca agagtcgcgt caccatgtca

aagctgagct ctgtgaccgc cgcggacacg

gtgggagcta gtaggtacta ctactacggt

accgtctcct cc

<210> 68

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val

20

Ser Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40

Gly Arg Thr Ser Thr Ser Gly Arg

50 55

Ser Arg val Thr Met Ser val Asp

65 70

Lys Leu Asn Ser val Thr Ala Ala

85
Arg Asp Phe Thr ITe Ala Ala Arg
100

val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val
115 120

<210> 69

<211> 372

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 69

ctggtgaagc
agttactact
atctatacca
gtagacacgt
gccgtgtatt

gtggacgtct

Gly
10

Pro Leu

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Asn Asn Tyr

Thr Ser Lys

Asp Thr Ala

20

Tyr Tyr

Thr val Ser

74

cttcggagac
ggacctggat
gtggaatcac
ccaagaacca
actgtgcgag

ggggccaagg

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Gly Leu Glu

45

Asnh Pro Ser

60

Asn Gln Phe

val

Tyr Tyr

Tyr Tyr

Gly

cctgtccectc
ccggcagecc
caactacaat
gttctccctg
agagcgggta

gaccacggtc

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile
Leu

Lys

Leu
80

Ser

Cys Ala

95

Met Asp

110

Ser

60
120
180
240
300
360
372
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caggtgcagt tgcaggagtc gggcccagga
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt
gccgggaagg gactggagtg gattgggcegt
ccctecectca agagtcgagt caccatgtca
aagctgaact ctgtgaccgc cgcggacacg
atagcagctc gtcgctacta ctactacggt
accgtctcct ca
<210>70
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 70
Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg GIn Pro
35 40
Gly Arg val Tyr Ser Ser Gly Leu
50 55
Ser Arg val Thr Met Ser val Asp
65 70
Arg Leu Asn Ser val Thr Ala Ala

Arg Glu Arg Ala Thr val

85

Thr Thr

100
val Trp Gly GIn Gly Thr Ser val
115 120
<210> 71
<211> 372
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 71

ctggtgaagc
agttactcct
accagtacca
gttgacacgt
gccgtgtatt

atggacgtct

Pro Arg Leu

10

Ser Gly Gly
25

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys

Asp Thr Ala
90

Arg Tyr His

Thr val Ser

75

cttcggagac
ggagctggat
gtgggagaaa
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

val Lys

cctgtccectc
ccggcagcecc
caactacaac
gttctccctg
agatttcact

gaccacggtc

Pro Ser Glu

15

Ser Ile Thr Asn Asn

30

Gly Leu Glu
45

Lys Pro Ser

Asn Gln

val

Phe Ser

Trp Ile
Leu

Lys

Leu
80

Tyr Tyr Cys Ala

95

Tyr Asp Gly Met Asp
110

Ser

60
120
180
240
300
360
372
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caggtgcagc tgcaggagtc
acctgcactg tctctggtgg
gccgggaagg ggctggagtg
cccteccctca agagtcgagt
aggttgaact ctgtgaccgc
acagtaacta cgaggtacca
accgtctcct ca
<210>72
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 72
Gln val GIn Leu GIn GI
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cy
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Ar
35
Gly Arg Ile Phe Ala Se
50
Ser Arg val Thr Met Se
65 70
Lys Leu Ser Ser val Th
85
Lys Glu Arg val Gly va
100
val Trp Gly GIn Gly Th
115
<210>73
<211> 372
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 73

ES 2682 118 T3

gggcccaaga
ctccatcact
gattgggcgt
caccatgtca
cgcggacacg

ctacgacggt

u Ser Gly

s Thr val

g Gln Pro

40

r Gly
55

Ser

r Arg Asp

r Ala Ala

1 Gln

Asp

r Thr val
120

ctggtgaagc
aataactact
gtctatagta
gtagacacgt
gccgtgtatt

atggacgtct

Gly
10

Pro Leu

Ser
25

Gly Gly

Ala Gly Lys

Thr Asn Tyr

Thr Ser Lys

Asp Thr Ala

20

Tyr Tyr His

Thr val Ser

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagce

cttcggagac
ggagctggat
gtggactcac
ccaagaacca
actgtgcgag
ggggccaagg

val Lys Pro

Ile Ser

30

Ser

Gly Leu Glu

45

Asnh Pro Ser

60

Asn Gln Phe

val Tyr Tyr

Ser Gly

110

Tyr

Ser

cttcggagac

cctgtcectce
ccggcagcecc
caactacaag
attctccctg
agagagggca
gacctcggtc

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Ile
Leu

Arg

Leu
80

Ser

Cys Ala

95

Met Asp

cctgtccctc

acttgcactg tctctggtgg ctccatcagt agttactact ggagctggat ccggcagccc

76

60
120
180
240
300
360
372

120
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15

20

25

gccgggaagg gactggagtg gattgggcgc atctttgcca gtgggagcac caactacaac 180
ccctccctca ggagtcgagt caccatgtca agagacacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aagctgagtt ctgtgaccgc cgcggacacg gccgtttatt actgtgcgaa agaaagggtg 300
ggagtacagg attactacca ctattccggt atggacgtct ggggccaagg gaccacggtc 360
accgtctcct ca 372
<210> 74
<211> 234
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(37)
<223> Citoplasmatico
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (38)..(62)
<223> Transmembrana
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (63)..(234)
<223> Extracelular
<400> 74
Met Asp Pro Gly Leu GIn Gln Ala Leu Asn Gly Met Ala Pro Pro Gly
1 5 10 15
Asp Thr Ala Met His val Pro Ala Gly Ser val Ala Ser His Leu Gly
20 25 30
Thr Thr Ser Arg Ser Tyr Phe Tyr Leu Thr Thr Ala Thr Leu Ala Leu
35 40 45
Cys Leu val Phe Thr val Ala Thr ITe Met val Leu val val Gln Arg
50 55 60
Thr Asp Ser Ile Pro Asn Ser Pro Asp Ash val Pro Leu Lys Gly Gly
65 70 75 80
Asn Cys Ser Glu Asp Leu Leu Cys Ile Leu Lys Arg Ala Pro Phe Lys
85 90 95
Lys Ser Trp Ala Tyr Leu GIn val Ala Lys His Leu Asn Lys Thr Lys
100 105 110
Leu Ser Trp Asn Lys Asp Gly Ile Leu His Gly val Arg Tyr Gln Asp

77
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115

Gly Asn Leu val ITe Gln
130

Leu GIn Phe Leu val Gln
145 150

Glu Leu Leu Ile Asn Lys
165

Cys Glu Ser Gly Met Gln

Phe Leu Leu Asp Tyr Leu
195

Asp Thr Phe GIn Tyr Ile
210

Leu Ser Ile Phe Leu Tyr
225 230

<210> 75

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia sintética

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223>endonde Xesl,SoY.

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)
<223>endonde Xes To S.

<400> 75
Ser Tyr Xaa Trp Xaa
1 5

Phe

135

Cys

His

Thr

Gln

Asp

Ser

ES 2682 118 T3

120

Pro

Pro

Ile

Lys

val

200

Thr

Asn

Gly

Asn

Lys

His

185

Asn

Ser

Ser

Leu

Asn

Lys

val

Thr

Thr

Asp

78

Tyr

Ser

155

Gln

Tyr

Thr

Phe

Phe

140

val

Ala

Gln

Ile

Pro
220

125

Ile

Asp

Leu

Asn

Ser

205

Leu

Ile

Leu

val

Leu

190

val

Glu

Cys

Lys

Thr

175

Ser

Asn

Asn

Gln

Leu

160

val

Gln

val

val
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une a CD30L humano, que comprende una CDRH1, una CDRH2, una
CDRH3, una CDRL1, una CDRLZ2, y una CDRL3, en el que
5
a) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 se identifican por SEQ ID NOs: 14, 19, 25, respectivamente, y CDRLA1,
CDRL2 y CDRL3 se identifican por SEQ ID NOs: 1, 7 y 11, respectivamente, o
b) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 se identifican por SEQ ID NOs:15, 21, 26, respectivamente, y la CDRL1,
CDRL2 y CDRLS se identifican por SEQ ID NOs: 2, 8 y 12, respectivamente, o
10 c) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 se identifican por SEQ ID NOs:15, 21, 26, respectivamente, y la CDRLA1,
CDRL2 y CDRL3 se identifican por SEQ ID NOs: 3, 8 y 12, respectivamente, o
d) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 se identifican por SEQ ID NOs:16, 22, 27, respectivamente, y la CDRLA1,
CDRL2 y CDRL3 se identifican por SEQ ID NOs: 4, 9y 12, respectivamente, o
e) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 se identifican por SEQ ID NOs:17, 23, 28, respectivamente, y la CDRLA1,
15 CDRL2 y CDRL3 se identifican por SEQ ID NOs: 5, 8 y 13, respectivamente, o
f) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 se identifican por SEQ ID NOs:18, 24, 29, respectivamente, y la CDRLA1,
CDRL2 y CDRL3 se identifican por SEQ ID NOs: 6, 10 y 12, respectivamente.

2. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo se une a una regién C-terminal de
20 CD30L humano definida por AA 201-234.

3. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo se une a una regién adicional del
CD30L humano definida por AA 75-95.

25 4. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo
tiene al menos una propiedad seleccionada del grupo que consiste en:

a) inhibir la interaccién hCD30/hCD30L,;
b) inhibir la induccion de IL-8 inducida por hCD30L;
30 c) la competicién cruzada con uno de los anticuerpos definidos en las secciones a) a f) de la reivindicacion 1
para la uniéon a CD30L humano; y
d) tener una constante de disociacion con respecto al CD30L humano de como maximo 70 pM.

5. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho anticuerpo se une a CD30L
35 humano con la misma Kd o inferior que uno de los siguientes anticuerpos:

A) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 36 y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 50;
B) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 38 y una regioén
40 variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 64;
C) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO 40: y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 66;
D) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 42 y una regién
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 68;
45 E) que comprende una regioén variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 44 y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 70; o
F) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 46 y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 72.

50 6. El anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo compite con un
Fab de uno o mas de los siguientes anticuerpos:

A) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 36 y una regién
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 50;

55 B) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 38 y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 64;
C) que comprende una regién variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO 40 y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO 66;
D) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 42 y una regién
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variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 68;

E) que comprende una regioén variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 44 y una regién
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 70; y

F) que comprende una region variable de cadena ligera como se define por SEQ ID NO: 46 y una region
variable de cadena pesada definida por SEQ ID NO: 72

para la unién a CD30L humano.

7. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo
es del tipo 1gG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4.

8. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que CDRH1, CDRH2 y
CDRHS3 se identifican por SEQ ID NOs: 14, 19, 25, respectivamente, y CDRL1, CDRL2 y CDRL3 se identifican por
SEQ ID NO: 1, 7 y 11, respectivamente.

9. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una region
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 48 y una region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 36.

10. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

12. Una célula huésped que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 11.
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