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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-fosfolipasa D4
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un anticuerpo que se une a la fosfolipasa D4. De aqui en adelante, "fosfolipasa D"
se puede abreviar como PLD, y "fosfolipasa D4" se puede abreviar como PLD4.

Técnica anterior

El interferon (de aqui en adelante, el "interferén" puede abreviarse como IFN) es la citocina mas importante en la
respuesta inmunitaria anti-viral. La célula productora de interferén en la sangre humana (IPC: IPC es una célula
dendritica basada en linfocitos indiferenciados posicionada como una célula precursora de la célula dendritica (DC).
La IPC también puede denominarse célula dendritica plasmocitoide o célula dendritica plasmocitoide (pDC). De aqui
en adelante, en la presente memoria descriptiva, IPC y pDC son sinénimos, y son referidos de manera uniforme con
el término pDC en principio a continuacién.) expresa CD4 y la proteina de complejo mayor de hitocompatibilidad de
clase Il. Sin embargo, el aislamiento o la caracterizacion particular de las células no se han realizado hasta ahora
debido a un numero insuficiente de tales células, apoptosis rapida y carencia de marcador de linaje (sistema). Se ha
revelado que pDC es célula precursora de tipo CD4'CD11¢2 de la célula dendritica, y se encontré que pDC produce
IFN mas de 200 a 1000 veces mas que otras células sanguineas después de la estimulacién por un microorganismo.
Por consiguiente, pDC es una célula efectora concluyente del sistema inmunitario en una respuesta inmunitaria anti-
viral/antitumoral.

IFNa y IFNB se conocen como IFN de tipo | que tienen actividad antiviral o actividad antitumoral. Por otro lado, se ha
revelado que el IFNa esta asociado con enfermedades autoinmunitarias. Por ejemplo, se ha informado sobre una
producciéon anormal de IFNa en pacientes con enfermedades autoinmunitarias tales como lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoide crénica. Ademas, se ha informado de un caso en el que los sintomas de la
enfermedad autoinmunitaria se expresan o agravan después de la administracion de un IFNa2 o IFN recombinantes.
También se ha sugerido que los sintomas autoinmunes pueden aliviarse mediante la neutralizacién de IFNa.

Ademas, también se ha revelado que el IFNa induce la diferenciacion de las células dendriticas (DC). Se ha
contemplado que la induccion de la diferenciacion de una célula dendritica constituye un mecanismo importante en
una enfermedad autoinmunitaria ya que una célula dendritica es una célula presentadora de antigenos. De hecho,
se ha sugerido que la induccién de la diferenciacion de una célula dendritica de IFNa esta profundamente asociada
con el desarrollo del lupus eritematoso sistémico. Como se describié anteriormente, se ha sefialado la estrecha
relacion del IFNa con las enfermedades autoinmunitarias y la actividad antitumoral. Ademas, el IFNa también esta
profundamente asociado con el desarrollo de psoriasis.

Solo existen en la sangre unas pocas pDC. Se contempla que la proporcion de pDC que ocupa el linfocito de sangre
periférica es de 1% o menos. Sin embargo, la pDC tiene una capacidad de produccion de IFN muy alta. La
capacidad de produccion de IFN de pDC alcanza, por ejemplo, 3.000 pg/mL/1O4 células. Es decir, se puede decir
que la mayor parte del IFNa o IFNB en la sangre producida en el momento de la infeccién del virus es causada por
pDC, aunque el numero de células es pequefio.

La pDC se diferencia a una célula dendritica por estimulacion mediante virus, e induce la producciéon de IFN-y o
interleucina (IL)-10 por las células T. Ademas, la pDC también se diferencia a una célula dendritica por la
estimulacion con IL-3. Las células dendriticas diferenciadas tras la estimulacion con IL-3 inducen la produccién de
citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) por parte de las células T. Como se describié anteriormente, la pDC tiene la
propiedad de que se diferencia a diferentes células dendriticas dependiendo de la diferencia de estimulaciones.

Por consiguiente, la pDC es una célula que tiene dos vertientes, es decir, una vertiente como célula productora de
IFN, y la otro vertiente como célula precursora de una célula dendritica. Cualquiera de las células juega un papel
importante en el sistema inmunoldgico. Es decir, la pDC es una de las células importantes que apoyan el sistema
inmunolégico en varios aspectos.

En la regulacion de la actividad de un factor humoral como el IFN, es eficaz la administraciéon de un anticuerpo que
reconoce el factor. Por ejemplo, estuvo en uso practico un intento de tratar enfermedades autoinmunitarias con un
anticuerpo contra IL-1 o IL-4. Ademas, también para el IFN, el anticuerpo de neutralizacion se considera un agente
terapéutico para enfermedades autoinmunitarias. Se puede esperar que un enfoque similar sea eficaz para IFN que
produce pDC. Sin embargo, tal enfoque se basa en la inhibicion de la accion de un factor humoral después de
producirse. Si la produccion de un factor humoral previsto puede controlarse directamente, se pueden lograr otros
efectos terapéuticos esenciales.
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Se ha informado sobre anticuerpos que reconocen pDC humana. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal anti-BDCA-
2 es un anticuerpo monoclonal humano especifico de pDC (Dzionek, A. et al. J. Immunol, 165: 6037-6046, 2000). Se
ha revelado que el anticuerpo monoclonal anti-BDCA-2 tiene la accién de suprimir la produccién de IFN de la pDC
humana (J. Exp. Med. 194: 1823-1834, 2001). Ademas, también se ha informado de que un anticuerpo monoclonal
que reconoce a las células productoras de interferén de ratdén suprime la produccién de interferén (Blood 1 de junio
de 2004; 103/11: 4201-4206. Epub dic. 2003). También se ha informado de que el niumero de células dendriticas
disminuye por un anticuerpo monoclonal para pDC de ratén (J. Immunol. 2003, 171: 6466-6477).

De manera similar, resultaria util proporcionar un anticuerpo que pueda reconocer la pDC humana y regular su
actividad. Por ejemplo, los autores de la presente invencion revelaron que un anticuerpo que reconoce Ly49Q se
une especificamente a pDC de ratén. Sin embargo, el anticuerpo para Ly49Q no interfiri6 en la actividad de pDC de
raton (Blood, 1 de abril de 2005, vol. 105, No. 7, pag. 2787-2792).

La PLD es una enzima que cataliza una reaccién de hidrdlisis de la fosfatidilcolina para producir acido fosfatidico y
colina, y causa la sefializacion en varias células. Se contempla que el acido fosfatidico producido funciona como una
molécula de sefal lipidica.

La PLD1 y PLD2 se conocen convencionalmente como dos tipos de PLD de mamiferos, y contienen el dominio de
homologia Phox (dominio PX), que es unible a fosfatidil inositido, y el dominio de homologia de pleckstrina (dominio
PH) en la region N terminal del mismo. Ambos dominios estan implicados en la elecciéon como diana de la membrana
PLD.

La PLD1 y PLD2 contienen ademas dos secuencias His-x-Lys-x-x-x-x-Asp (motivo HKD). Este motivo HKD es un
dominio esencial en la actividad de PLD.

Se ha contemplado que el acido fosfatidico producido por PLD1 y PLD2 esta implicado en la reconstitucion del
esqueleto celular, exocitosis, fagocitosis, cancer, adhesion celular, quimiotaxis y similares, y actia centralmente en
el sistema nervioso, el sistema inmunitario y similares.

Aunque Hu-K4 humana y SAM9 de raton se nombran oficialmente como PLD3 hasta ahora, carecen de los dominios
PX'y PH, y no muestran actividad PLD a pesar de que tienen dos motivos HKD. Ademas, aunque hay tres miembros
de la familia PLD, es decir, PLD4, PLD5 y PLD6, estos PLD no clasicos son poco conocidos.

Se busco en la base de datos de transcriptomas de desarrollo cerebeloso (CDT-DB) para determinar el patron de
expresion génica en el desarrollo del cerebelo de ratéon y, como resultado de ello, se identific6 PLD4, que era un
producto de transcripcion que se controlé en el momento del desarrollo (véase Tao et al., Nat. Methods 2(8), 591-
598 (2005)). Las caracteristicas basicas de PLD4 no han sido referidas. Se considera que se debe determinar a
partir de ahora si PLD4 exhibe o no actividad enzimatica, y si una forma desglicosilada de PLD4 tiene actividad PLD
0 no.

La PLD4 es una secuencia de 506 aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1 (Tao et al., Nat. Methods 2(8),
591-598 (2005) y Clark et al., Genome Res. 13(10), 2265-2270 (2003)). La proteina PLD4 tiene dos regiones PDE
inciertas (motivo fosfodiesterasa), que estan constituidas por dos motivos HKD (secuencia de aminoacidos de His-x-
Lys-xxxx-Asp, en donde x son los otros aminoacidos) conservados en la regién C-terminal, y un sitio de presunta
fosforilacion (Thr 472). La estructura de la proteina PLD4 se predice como una proteina transmembrana monotrépica
de tipo Il. Ademas, la region N terminal de la proteina PLD4 no tiene la region PX y la regién PH, que son poseidas
por PLD1 y PLD2 que son la familia PLD clasica (FIG. 1y 2).

Por otro lado, aunque PLD4 pertenece a la familia PLD por el hecho de que tiene dos motivos HKD, PLD4 carece de
dominio PX 'y dominio PH, pero en cambio tiene un supuesto dominio transmembrana.

La expresion de ARNm de PLD4, que fue caracteristicamente de un nivel bajo a un nivel medio, se encontré en una
subpoblacién celular que se localizd preferentemente en el cuerpo calloso y la periferia de la regiéon de la materia
blanca, incluida la materia blanca del cerebelo de un ratén 1 semana después del nacimiento. Estas células que
expresan el ARNm de PLD4 se han identificado como microglia Ibal positiva (véase Tao et al., Nat. Methods 2(8),
591-598 (2005)).

El periodo de 1 semana después del nacimiento es un periodo en el que la activacién de la formacién de mielina
comienza en el cuerpo calloso y en la sustancia blanca cerebelosa de un ratén. En este periodo, el PLD4 se expresa
altamente en la microglia ameboide (estado activado) que existe en la materia blanca. A partir de estos hechos, se
contempla la posibilidad de que la célula de expresiéon de PLD4 en la materia blanca esté involucrada en la
formacién de mielina en este periodo. Particularmente, se hace evidente la acumulacion de PLD4 en la vesicula
fagocitica, y se sugiere la posibilidad de que la célula de expresion de PLD4 esté involucrada en la fagocitosis.
Desde la microglia ameboide en el estado activado, se secretan varias citocinas o factores de crecimiento, y la
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fagocitosis también se activa. Se contempla que el oligodendrocito adicional (célula de la glia en el sistema nervioso
central, que forma la mielina a medida que se enrolla y se une al axdn) causa la apoptosis en la materia blanca del
cerebro en la etapa de desarrollo. Se ha contemplado la posibilidad de que el oligodendrocito extra se degrade y se
elimine de la microglia ameboide para secretar una molécula sefial, por medio de lo cual se organiza el entorno para
la formacién de mielina en la materia blanca. Se sugiere que la PLD4 esta implicada en estos procesos, incluida la
formacién de mielina.

La expresion del ARNm de PLD4 también se observa universalmente en tejidos no nerviosos, pero se distribuye
principalmente en el bazo. La fuerte expresion de PLD4 se detecta en la periferia de la zona limitrofe de la pulpa roja
del bazo, y la proteina PLD4 esplénica recolectada de la fraccion de membrana en la célula esta altamente N-
glicosilada. Cuando PLD4 se expreso6 en un sistema celular heterogéneo, se localizé en el reticulo endoplasmico y el
cuerpo de Golgi. La PLD4 expresada de forma heter6loga no mostré la actividad enzimatica de PLD (Plos ONE
www.plosone.org, noviembre de 2010, Volumen 5, Numero 11, e13932).

A partir del patron de expresion de PLD4 limitado en términos de tiempo y ubicacion, se sugiere que PLD4
desempefia un papel en las funciones comunes en la microglia o en la célula en la region limitrofe del bazo en el
momento del desarrollo cerebral en la etapa inicial después del nacimiento.

La expresion del ARNm de PLD4 vy la distribucién de PLD4 en el tejido nervioso y en el tejido no nervioso se han
analizado anteriormente. Sin embargo, los autores de la presente invencion descubrieron que el ARNm de PLD4 se
expresa sumamente de manera especifica en una célula pDC en la etapa de reposo (pDC en reposo) a nivel de una
especie celular descrita a continuacion.

El anticuerpo policlonal de ratén anti-PLD4 humana contra la proteina PLD4 humana completa esta disponible
comercialmente (anticuerpo policlonal de raton MaxPab purificado contra PLD4 (BO1P), nimero de catalogo
H00122618-B01P, fabricado por Abnova Corporation). Sin embargo, no se ha obtenido un anticuerpo monoclonal
que se una solo a un determinado sitio de PLD4, o un anticuerpo monoclonal que pueda unirse especificamente a
PLD4.

Lista de referencias
Literatura no relacionada con patentes

(1) Tao et al., Nat. Methods 2(8), 591-598 (2005)

(2) Clark et al., Genome Res. 13(10), 2265-2270 (2003)

(3) Plos ONE www.plosone.org, noviembre de 2010, Volumen 5, Tema 11, e13932
(4) Catalog of mouse PLD4 polyclonal antibody against full length human PLD4 protein (Abnova, nimero de
catalogo H00122618-B01P)

(5) Dzionek, A. et al. J.Immunol. 165: 6037-6046, 2000

(6) J. Exp. Med.194: 1823-1834, 2001
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(8) J. Immunol. 2003, 171: 6466-6477
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(10) Nat. Methods 2(8), 591-598 (2005)

Compendio de la invencion
Problema técnico

Un problema a resolver por la invencion es proporcionar un anticuerpo que se una a PLD4, y detectar, identificar o
aislar la pDC. Ademas, un problema a resolver por la invencién es regular la actividad de las pDC.

Solucién al problema

Los autores de la presente invencion confirmaron a través de una investigacion para PLD4 que la expresion de
PLD4 aumenta especificamente en pDC, particularmente pDC en la etapa de reposo, ademas de pDC en la etapa
activa. En consecuencia, los autores de la presente invencion probaron la preparacion del anticuerpo contra PLD4 y
el esclarecimiento de su accion.

Con el fin de obtener un anticuerpo que reconozca una ligera cantidad de una proteina derivada de un organismo
vivo, se utiliza generalmente como inmundégeno una proteina preparada mediante tecnologia de genes
recombinantes. Los autores de la presente invencion probaron la expresion de PLD4 basandose en la informacién
de la secuencia de bases del ADNc de PLD4, y una secuencia de aminoacidos (Num. Acceso GenBank
NM_138790.2) codificada por la misma, que ya ha sido revelada (Nat. Methods 2(8), 591-598 (2005)).
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Con el fin de obtener un anticuerpo de una proteina, a menudo se intenta el uso de una secuencia parcial de
aminoacidos de una proteina natural como inmundégeno. Sin embargo, para que un anticuerpo reconozca una
molécula en la superficie celular, es necesario seleccionar una regién que constituya una parte reconocida por el
anticuerpo tal como un epitopo en la superficie celular. Por consiguiente, se ha contemplado que no es realista
utilizar una secuencia de aminoacidos fragmento como un inmundgeno para obtener un anticuerpo especifico para
PLD4.

Bajo tales circunstancias, los autores de la presente invencion revelaron que el uso de un inmundgeno especial
permite obtener un anticuerpo que se une a pDC. Ademas, los autores de la presente invencién confirmaron que el
anticuerpo asi obtenido reconoce especificamente la pDC humana, y ademas tiene una accién de regulacion de su
actividad, y completaron la invencion. Es decir, la invencion se refiere a un anticuerpo anti-PLD4, a un método de
preparacion del mismo, y a su uso descrito a continuacion.

La invencion es la siguiente:

(1) Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno del
mismo que se une a la proteina de la fosfolipasa D4 humana (PLD4) en una célula dendritica plasmocitoide.
(2) El anticuerpo monoclonal, o el fragmento de anticuerpo que contiene una regiéon de union a antigeno del
mismo como se describe en el apartado (1) mencionado anteriormente,

(a) que tiene la secuencia SYWMH (SEQ ID NO: 2) como CDR1, la secuencia DIYPGSDSTNYNEKFKS
(SEQ ID NO: 3) como CDR2, y la secuencia GGWLDAMDY (SEQ ID NO: 4) como CDR3 en la regién
variable de cadena pesada;

(b) que tiene la secuencia RASQDISNYLN (SEQ ID NO: 5) como CDR1, la secuencia YTSRLHS (SEQ ID
NO: 6) como CDR2, y la secuencia QQGNTLPW (SEQ ID NO: 7) como CDR3 en la region variable de
cadena ligera;

(c) que tiene la secuencia SYWMH como CDR1, la secuencia DIYPGSDSTNYNEKFKS como CDR2 y la
secuencia GGWLDAMDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RASQDISNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR2, y la secuencia QQGNLLPWC en la
region variable de cadena ligera;

(d) que tiene la secuencia TYWMH (SEQ ID NO: 8) como CDR1, la secuencia AIYPGNSETSYNQKFKG
(SEQ ID NO: 9) como CDR2, y la secuencia GYSDFDY (SEQ ID NO: 10) como CDRS3 en la regién
variable de cadena pesada (anticuerpo 8C11);

(e) que tiene la secuencia HASQGIRSNIG (SEQ ID NO: 11) como CDR1, la secuencia HGTNLED (SEQ
ID NO: 12) como CDR2 y la secuencia VQYVQFP (SEQ ID NO: 13) como CDR3 en la regioén variable de
cadena ligera;

(f) que tiene la secuencia TYWMH como CDR1, la secuencia AIYPGNSETSYNQKFKG como CDR2, y la
secuencia GYSDFDY como CDRS3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
HASQGIRSNIG como CDR1, la secuencia HGTNLED como CDRZ2, y la secuencia VQVVVQQQ en la
region variable de cadena ligera;

(9) que tiene la secuencia DYNLH (SEQ ID NO: 14) como CDRA1, la secuencia YIYPYNGNTGYNQKFKR
(SEQ ID NO: 15) como CDR2, y la secuencia GGIYDDYYDYAIDID (SEQ ID NO: 16) como CDR3 en la
region de la cadena de la cadena pesada;

(h) que tiene la secuencia RASENIYSHIA (SEQ ID NO: 17) como CDR1, la secuencia GATNLAH (SEQ
ID NO: 18) como CDR2 y la secuencia QHFWGTP (SEQ ID NO: 19) como CDR3 en la region variable de
cadena ligera;

(i) que tiene la secuencia DYNLH como CDR1, la secuencia YIYPYNGNTGYNQKFKR como CDR2, y la
secuencia GGIYDDYYDYAIDY como CDR3 en la regién variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RASENIYSHIA como CDRH1, la secuencia GATNLAH como CDR2, y la secuencia QHFWGTP como
CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(i) que tiene la secuencia SYYLY (SEQ ID NO: 20) como CDR1, la secuencia LINPTNSDTIFNEKFKS
(SEQ ID NO: 21) como CDR2, y la secuencia EGGYGYGPFAY (SEQ ID NO: 22) como CDR3 en la
region variable de cadena pesada;

(k) que tiene la secuencia TSSQTLVHSNGNTYLH (SEQ ID NO: 23) como CDR1, la secuencia
KVSNRFS (SEQ ID NO: 24) como CDR2, y la secuencia HSTHVP (SEQ ID NO: 25) como CDRS3 en la
region variable de cadena ligera;

(I) que tiene la secuencia SYYLY como CDR1, la secuencia LINPTNSDTIFNEKFKS como CDR2, y la
secuencia EGGYGYGPFAY como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
TSSQTLVHSNGNTYLH como CDR1, la secuencia KVSRRFS como CDR2, y la secuencia HSTHVP
como CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(m) que tiene la secuencia SYGMS (SEQ ID NO: 26) como CDR1, la secuencia TISSGGSYIYYPESVKG
(SEQ ID NO: 27) como CDR2 y la secuencia LYGGRRGYGLDY (SEQ ID NO: 28) como CDR3 en la
region variable de cadena pesada;

(n) que tiene la secuencia RSSKSLLHSDGITYLY (SEQ ID NO: 29) como CDR1, la secuencia QUSNLAS
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(SEQ ID NO: 30) como CDR2, y la secuencia AQNLEL (SEQ ID NO: 31) como CDR3 en la regién
variable de cadena ligera;

(o) que tiene la secuencia SYGMS como CDR1, la secuencia TISSGGSYIYYPESVKG como CDR2, y la
secuencia LYGGRRGYGLDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RSSKSLLHSDGITYLY como CDRH1, la secuencia QUSNLAS como CDR?2, y la secuencia AQNLEL como
CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(p) que tiene la secuencia SHYYWT (SEQ ID NO: 32) como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN
(SEQ ID NO: 33) como CDR2, y la secuencia EGPLYYGNPYWYFDV (SEQ ID NO: 34) como CDR3 en la
region variable de cadena de la cadena pesada;

(9) que tiene la secuencia RASQDIDNYLN (SEQ ID NO: 35) como CDR1, la secuencia YTSRLHS (SEQ
ID NO: 36) como CDR2 y la secuencia QQFNTLP (SEQ ID NO: 37) como CDR3 en la region variable de
cadena ligera;

(r) que tiene la secuencia SHYYWT como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN como CDR2, y la
secuencia EGPLYYGNPYWYFDV como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la
secuencia RASQDIDNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS, como CDR2, y la secuencia QQFNTLP
como CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(s) que tiene la secuencia SHYYWS (SEQ ID NO: 38) como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN
(SEQ ID NO: 39) como CDR2, y la secuencia EGPLYYGNPYWYFDV (SEQ ID NO: 40) como CDR3 en la
region variable de cadena pesada;

(t) que tiene la secuencia RASQDIDNYLN (SEQ ID NO: 41) como CDRA1, la secuencia YTSRLHS (SEQ
ID NO: 42) como CDR2 y la secuencia QQFNTLP (SEQ ID NO: 43) como CDR3 en la region variable de
cadena ligera;

(u) que tiene la secuencia SHYYWS como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN como CDR2, y la
secuencia EGPLYYGNPYWYFDV como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la
secuencia RASQDIDNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR2, y la secuencia QQFNTLP
como CDR3 en la region variable de cadena ligera.

(3) El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contienen la regién de unién a antigeno del
mismo como se describe en el apartado (2) mencionado anteriormente, que tiene una cadena pesada
expuesta en SEQ ID: 121 y una cadena ligera expuesta en SEQ ID: 123.

(4) El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regidon de unién a antigeno del
mismo como se describe en cualquiera de los apartados (1) a (3) mencionados anteriormente, en donde el
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo suprimen una actividad de la célula dendritica plasmocitoide.

(5) El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regidon de unién a antigeno del
mismo como se describe en el apartado (4) mencionado anteriormente, en donde la actividad es la produccion
de interferdén (IFN) y/o la supervivencia de la célula dendritica plasmocitoide.

(6) El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regidon de unién a antigeno del
mismo como se describe en cualquiera de los apartados (1) a (5) mencionados anteriormente, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado.

(7) Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno del
mismo, producido por cualquiera de los hibridomas mp5B7, mp7B4, mp13D4 y mp13H11 que se depositan
bajo los Numeros de Acceso: NITE BP-1211, NITE BP-1212, NITE BP-1213, y NITE BP-1214.

(8) Un método para preparar una célula que produce un anticuerpo monoclonal que se une a PLD4 como se
describe en cualquiera de los apartados (1), (4) y (5) mencionados anteriormente, que contienen los
siguientes procedimientos;

1) un procedimiento de administracion de la proteina de fusion PLD4-lg recombinante que codifica una
secuencia de aminoacidos que contiene un dominio extracelular de PLD4, para inmunizar a un animal, y
2) un procedimiento de seleccién de una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que
se une a PLD4 a partir de células productoras de anticuerpos del animal inmunizado mediante la unién
de dicho anticuerpo de unién a PLD4 a una célula que expresa PLD4; y opcionalmente

3) un procedimiento de clonacién de las células productoras de anticuerpos obtenidas de forma gradual.

(9) El método descrito en el apartado (8) mencionado anteriormente, en el que la célula que expresa PLD4 es
una célula que retiene un polinucleétido extrinseco que codifica una secuencia de aminoacidos que contiene
el dominio extracelular de PLD4 de una manera expresable.

(10) Un método para preparar un anticuerpo monoclonal que se une a un dominio extracelular de PLD4, que
comprende cultivar células productoras de anticuerpos obtenidas mediante el método descrito en el apartado
(9) mencionado anteriormente, y recoger un anticuerpo monoclonal del cultivo.

(11) El anticuerpo monoclonal, o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de unién a antigeno del
mismo como se describe en cualquiera de los apartados (1), (4) y (5) mencionados anteriormente, que
pueden obtenerse mediante los siguientes procedimientos;

1) administrando una proteina de fusién PLD4-lg recombinante que codifica una secuencia de
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aminoacidos que contiene un dominio extracelular de PLD4, para inmunizar a un animal,

2) seleccionando una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que se une a PLD4 a
partir de células productoras de anticuerpos del animal inmunizado, y

3) cultivando las células productoras de anticuerpos seleccionadas en el procedimiento 2), y recolectando
un anticuerpo que reconoce PLD4 del cultivo.

(12) Un método ex vivo un para detectar una célula dendritica plasmocitoide, que comprende poner en
contacto con una célula de prueba el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una
region de unién a antigeno como se describe en cualquiera de los apartados (1) a (7) mencionados
anteriormente, y detectar el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de
union a antigeno del mismo que se une a la célula.

(13) El uso del anticuerpo monoclonal, o el fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a
antigeno del mismo como se describe en cualquiera de los apartados (1) a (7) mencionados anteriormente
como un reactivo para la deteccion de una célula dendritica plasmocitoide ex vivo

(14) Un método para suprimir una actividad de una célula dendritica plasmocitoide humana, ex vivo que
comprende poner en contacto con la célula cualquiera de los componentes descritos a continuacion:

(a) el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno
del mismo como se describe en cualquiera de los apartados (1) a (7) mencionados anteriormente, y

(b) una inmunoglobulina o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de union a antigeno en la
que se transplantan las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo monoclonal de
cualquiera de los apartados (1) a (7) mencionados anteriormente.

(15) Cualquiera de:

(a) el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno
del mismo como se describe en cualquiera de los apartados (1) a (7) mencionados anteriormente, y

(b) una inmunoglobulina o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno del
mismo, en los que las regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo monoclonal de
cualquiera de los apartados (1) a (7) mencionados anteriormente se trasplantan para su uso en un
método de suprimir una actividad de una célula dendritica plasmocitoide humana en un organismo vivo,
que comprende administrar cualquiera de (a) y (b) al ser humano vivo.

Efectos de la invencion

La invencion proporciona un anticuerpo monoclonal que se une a PLD4 humana en una célula dendritica
plasmocitoide. PLD4 es una proteina de membrana que pertenece a la familia PLD. Los autores de la presente
invencion revelaron que se puede obtener facilmente un anticuerpo que reconoce especificamente PLD4. El
anticuerpo anti-PLD4 que se puede obtener mediante la invencion es un anticuerpo que tiene una alta especificidad,
que distingue la pDC humana de una célula que expresa otras familias de PLD.

El anticuerpo anti-PLD4 proporcionado por la invencién se une a pDC humana. Ademas, el anticuerpo de la
invencion reconoce especificamente la pDC humana. Por consiguiente, el anticuerpo de la invencion es Util para la
deteccion o el aislamiento de pDC. La pDC es una célula que produce la mayoria de IFN tipo 1. En consecuencia, tal
deteccion o aislamiento es importante en el diagnoéstico o la investigacion de enfermedades asociadas con la pDC,
tales como las enfermedades autoinmunitarias.

Ademas, en un aspecto preferido, el anticuerpo anti-PLD4 proporcionado por la invencién tiene una accion de
regulacion de la actividad de pDC humana. Por consiguiente, el anticuerpo anti-PLD4 de la invencion se puede
utilizar para suprimir la actividad de pDC. Por consiguiente, si se emplea la supresion de la actividad de pDC
utilizando el anticuerpo de la invencion, se pueden esperar efectos terapéuticos para un paciente de una
enfermedad autoinmunitaria en la que ha aumentado la expresién de IFNa.

La pDC produce una gran cantidad de IFN en un pequefio numero de células. En la neutralizacion de IFN, es
necesario un anticuerpo, que depende del nimero de moléculas de IFN. Sin embargo, en la invencion, la actividad
de la célula de produccién se suprime directamente. Como resultado de ello, se puede esperar un potente efecto de
supresion de IFN con menos cantidad de anticuerpo en comparacion con la neutralizacién de un anticuerpo anti-IFN.
Ademas, en caso de que el IFN se produzca de manera continua, se espera que la neutralizacién por el anticuerpo
contra IFN se mantenga como supresion transitoria. Sin embargo, en la invencion, la actividad de pDC se suprime, y
de esto, se puede esperar un efecto de supresion de la produccion de IFN durante un tiempo prolongado.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama que ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina PLD4 (C14o0rfl75) humana
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(506 residuos). Se contempla que los 31 a 53 residuos del extremo N-terminal son un dominio transmembrana
como se analiza utilizando el "programa SOSUI (http:/bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html)", que
es el sistema de prediccion para una region transmembrana. Los residuos 54 a 506 contienen dos motivos
fosfodiesterasa, y se predice que esta proteina es una proteina transmembrana de tipo Il;

La FIG. 2 es un diagrama esquematico que representa una estructura predicha de la proteina PLD4 humana.
La estructura tiene dos motivos HKD (HxKxxxxD) en los residuos del aminoacido 506, y el residuo de treonina
472 es posiblemente un sitio de fosforilacion;

La FIG. 3 es un grafico que ilustra la homologia de la proteina PLD4 humana con especies moleculares
homologas en un animal heterogéneo. La proteina PLD4 se ha conservado en el procedimiento de evolucion
de un ratén a un ser humano;

La FIG. 4 es un grafico que ilustra la homologia con la familia de proteinas PLD4 humana (paraloga);

La FIG. 5 es un grafico que ilustra la expresion especifica de pDC humana del gen PLD4 en una célula
responsable de la inmunidad humana. La expresion del gen PLD4 es alta en pDC en la etapa de reposo, y la
expresion es baja en células B CD19";

La FIG. 6 es un grafico que ilustra el patron de expresion tisular del ARNm de PLD4 humana. La expresion es
alta en el bazo y en los leucocitos de sangre periférica;

La FIG. 7 es un diagrama esquematico que ilustra la estructura de la proteina de fusién PLD4-lg humana
recombinante. Un fragmento de ADNc que corresponde al dominio extracelular de PLD4 humana (56-506
aminoacidos) se amplific6 mediante PCR. Este fragmento se insert6 en el sitio de clonacion BamHI-EcoRI del
vector de expresion pcDNA3.1 de N-Flag que contiene el segmento lider de IgK de raton y la region Fc
constante de cadena pesada de IgG2a de ratén (bisagra + CH2 + CH3) en el extremo N terminal. La célula
293F se transfecté temporalmente con un plasmido y se recogio el sobrenadante del cultivo;

La FIG. 8 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la especificidad de unién a PLD4 humana. Los
anticuerpos mp11G9.6 y ch11G9.6 reconocen especificamente PLD4 humana, pero no reconocen
transfectantes PLD3-293T o PLD5-293T humanos;

La FIG. 9 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la reactividad cruzada con PLD4 de mono cinomolgo.
Los anticuerpos mp11G9.6 y ch11G9.6 fueron capaces de reconocer PLD4 de mono cinomolgo en el
transfectante 293T;

La FIG. 10 es un diagrama de medicion FACS que ilustra la tincion en el anticuerpo mp11G9.6 de PBMC
humanas. El anticuerpo mp11G9.6 reconocié fuertemente pDC BDCA2® en PBMC humanas;

La FIG. 11 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la tincién en el anticuerpo anti-PLD4 purificado de
células CAL-1;

La FIG. 12 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la tincion en el anticuerpo anti-PLD4 de la cepa de
células estable PLD4-CT125 humana;

La FIG. 13 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la tincion en el anticuerpo anti-PLD4 de las PBMC
humanas. Todos los anticuerpos anti-PLD4 fueron capaces de reconocer pDC BDCA2" en PBMC humanas;
La FIG. 14 es un diagrama que representa la alineacion mudltiple y la homologia de las proteinas de PLD
humana, PLD4 de mono cinomolgo, PLD4 de mono rhesus y PLD4 de raton;

La FIG. 15 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la tincién en el anticuerpo anti-PLD4 con la
introduccion del gen transitorio del vector de expresién PLD4 del mono cinomolgo etiquetado con Flag en
células PLD4-293T humanas. La expresion en la superficie celular de la proteina PLD4 de mono cinomolgo se
confirmo en el anticuerpo anti-Flag;

La FIG. 16 es un diagrama de medicion FACS que ilustra la tincion en el anticuerpo anti-PLD4 de células
PLD4-CT125 de mono cinomolgo. Entre los anticuerpos anti-PLD4, siete (3B4, 5B7, 7B4, 13D4, 13H11, 14C1
y 11G9.6) pueden unirse al transfectante estable PLD4-CT125 del mono cinomolgo;

La FIG. La Fig. 17 es un diagrama de analisis FACS que ilustra la tincién en el anticuerpo anti-PLD4, con la
introduccion transitoria del gen del vector de expresion PLD4 del mono rhesus etiquetado con Flag en la
célula PLD4-293T humana. La expresion en la superficie celular de la proteina PLD4 del mono rhesus se
confirmo en el anticuerpo anti-Flag;

La FIG. 18-1 y la FIG. 18-2 son diagramas de analisis FACS que ilustran la tincién en el anticuerpo anti-PLD4
de las PBMC de monos rhesus. Entre los anticuerpos anti-PLD4, cinco (5B7, 7B4, 13D4, 13H11 y 14C1) se
unieron especificamente a la poblacion de células pDC (Linaje-CD123 + HLA-DR+) de mono cinomolgo en
PBMC de mono rhesus;

La FIG. 19 es un grafico que ilustra la concentracién molar de la constante de disociaciéon (unidad nM, valor
Kd) del anticuerpo anti-PLD4 contra la cepa celular estable PLD4-CT125 humana;

La FIG. 20 es un grafico que ilustra la actividad CDC de diez tipos de anticuerpos anti-PLD4. Célula diana:
PLD4-CT125 humana (linfocito de células T 2B4 de raton), concentracion de anticuerpo transfectante estable:
10 ug/mL, efector: complemento de conejo inmaduro al 1%;

La FIG. 21 es un grafico que ilustra la actividad de CDC de los anticuerpos anti-PLD4 (anticuerpo mp11G9.6 y
anticuerpo ch11G9.6). Célula diana: PLD4-CT125 humana (linfocito de células T 2B4 de ratén), concentracion
de anticuerpo transfectante estable: 0,1 pg/mL a 30 pg/ml, efector: complemento de conejo inmaduro al 1%;
La FIG. 22 es un grafico que ilustra la actividad ADCC del anticuerpo quimérico anti-PLD4. Célula diana:
PLD4-CHO humana, concentracion de anticuerpo transfectante estable: 10 pug/mi;

La FIG. 23 es un grafico que ilustra la medicién con ELISA de la inhibicién de la secrecion de IFN-a mediante
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tratamiento con anticuerpo quimérico anti-PLD4 (ch11G9.6) en PBMC humanas aisladas de tres individuos
sanos; y

La FIG. 24 es un diagrama que ilustra la pérdida de pDC humana después del tratamiento con anticuerpo
quimérico anti-PLD4.

La FIG. 25 es un resultado del ensayo ADCC con Ab quiméricos anti-PLD4 contra pDC primarias humanas.

La FIG. 26 es la producciéon de IFNa a partir de PBMC por CpG2216 en presencia de Ab anti-PLD4
quiméricos.

Modo de llevar a cabo la invencion.

Los autores de la presente invencién encontraron que PLD4 es una molécula que se expresa especificamente a
nivel de ARNm y a nivel de proteina en una célula dendritica plasmocitoide en la etapa de reposo (pDC en reposo).
No se ha establecido un método para preparar un anticuerpo que reconozca PLD4.

Existe un informe de que la PLD4 de raton es una molécula que se expresa en microglia ameboide (estado activado)
en la etapa de desarrollo en el cerebelo o en el cuerpo calloso en la etapa inicial después del nacimiento. Sin
embargo, la expresién de PLD4 humana no se conoce hasta ahora. Particularmente, la expresion en el sistema
inmunoldgico, la ubicacion intracelular, la estructura, la funcion y similares de PLD4 humana no se han referido hasta
ahora. La invencion confirmé que la PLD4 humana, que hasta ahora se contemplaba que solo se expresaba en el
citoplasma, es un marcador de la superficie celular que se expresa en células plasmocitoides dendriticas (pDC)
como proteina transmembrana de tipo Il. En consecuencia, es posible la union del anticuerpo contra PLD4 a pDC, y
se ha demostrado que el anticuerpo contra PLD4 es util como diana molecular de un anticuerpo terapéutico
destinado a regular las funciones de las células B y las células pDC.

Los autores de la presente invencion confirmaron mediante analisis de expresion génica que PLD4 se expresa
especificamente en pDC humana. Se considera que si se obtiene un anticuerpo que pueda distinguir PLD4
inmunolégicamente de otras moléculas, éste seria util para la investigacion de pDC. Sin embargo, existen muchas
moléculas en la familia PLD, incluyendo PLD4, que tienen una estructura muy similar entre si. Moléculas tales como
PLD1, PLD2, PLD3 y PLD5, incluyendo PLD que es PLD4, abarcan una secuencia de aminoacidos que tiene una
homologia particularmente alta (Figura 4). Por consiguiente, se consider6é que es dificil obtener un anticuerpo que
distinga mutuamente estas moléculas utilizando un inmunégeno de un péptido que emplea una secuencia de
aminoacidos (una secuencia parcial) que constituye PLD4 (o dominio extracelular). En consecuencia, los autores de
la presente invencioén intentaron la adquisicién de un anticuerpo contra PLD4 utilizando una proteina de fusion PLD4-
Ig recombinante como inmundgeno, que codifica una secuencia de aminoacidos que abarca el dominio extracelular
de PLDA4.

Los autores de la presente invencion repitieron las investigaciones para adquirir un anticuerpo que reconoce PLD4 y
revelaron que el anticuerpo deseado se obtiene utilizando una proteina de fusiéon PLD4-lg recombinante como
inmunogeno, y completaron la invencion. Es decir, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une a
un dominio extracelular de PLD4, o un fragmento que contiene una region de unién a antigeno del mismo.

En la invencion, PLD4 es una molécula natural que se expresa en pDC humana, o una molécula inmunolégicamente
equivalente a PLD4 que se expresa en pDC humana. En la invencion, la uniéon de un anticuerpo a PLD4 se puede
confirmar, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Confirmacion basada en la reactividad con células humanas:
De acuerdo con los hallazgos obtenidos por los autores de la presente invencion, se contempla que se puede
utilizar PLD4 como marcador de pDC, debido al hecho de que exhibe expresién especifica en pDC humana.

Basandose en dicho perfil de expresion de PLD4, la actividad de unién a al menos un subconjunto parcial de pDC es
una de las caracteristicas importantes del anticuerpo que se une a PLD4 en la invencion. El hecho de que alguna
célula sea pDC puede confirmarse mediante un marcador de superficie celular inherente en cada familia de células.
Por ejemplo, la unién a una célula deseada se confirma mediante doble tincion de un anticuerpo que se une a un
marcador de la superficie celular y se confirma que un anticuerpo confirma la actividad de unién. Es decir, pDC en la
invencion abarca células que expresan, por ejemplo, BDCA2.

Confirmacion basada en la reactividad con células transformadas que expresan el gen PLD4:

Los autores de la presente invencion confirmaron que las caracteristicas inmunoldgicas de PLD4 que se
expresan en pDC humana se reconstituyen cuando el gen de PLD4 se expresa en ciertas condiciones. Por
consiguiente, la reactividad con PLD4 también puede confirmarse basandose en la reactividad de un
anticuerpo para una célula en la que se introduce artificialmente un gen que codifica PLD4. Es decir, la
invencioén se refiere a un anticuerpo monoclonal que se une a una molécula que contiene una secuencia de
aminoacidos que constituye el dominio extracelular de PLD4 como dominio extracelular, o un fragmento que
contiene una region de union a antigeno del mismo. Paralelamente, el dominio extracelular esta constituido
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por una secuencia de aminoacidos que corresponde a 54 a 506 desde el extremo N-terminal en SEQ ID NO 1
(FIG. 1) de la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO 1.

Por ejemplo, en una célula que se transforma con un vector de expresion que abarca el ADN que codifica PLD4, se
mantienen las caracteristicas inmunolégicas de PLD4 que se expresan en pDC humana. Por consiguiente, una
célula transformada que expresa PLD4 es preferible como célula para confirmar la propiedad de unién de un
anticuerpo al dominio extracelular de PLD4 en la invencién. Cuando la reactividad de un anticuerpo por una célula
transformada se confirma en la invencion, se utiliza deseablemente como control una célula no transformada.

A continuacion, el anticuerpo que se une a PLD4 en la invencién puede ser un anticuerpo que muestra propiedades
cruzadas con una familia celular que se sabe que expresa una familia de PLD diferente a PLD4, o puede ser un
anticuerpo que no muestra dicha propiedad cruzada. El anticuerpo que no muestra ninguna propiedad cruzada es
preferible como anticuerpo que se une a PLD4 en la invencion. Especificamente, el anticuerpo que se une a PLD4
en la invencion es preferiblemente un anticuerpo cuya unién a una familia de células que se sabe que expresan una
familia de PLD distinta de PLD4 puede no estar confirmada, en las mismas condiciones que las condiciones en las
que se confirma la unién a pDC.

Es decir, el anticuerpo monoclonal que se une a un dominio extracelular de PLD4 en la invencién preferiblemente
abarca un anticuerpo monoclonal que tiene las caracteristicas inmunolégicas descritas a continuacion.

a) Union a pDC humana,

b) La unién a una o varias especies de células seleccionadas de un grupo que consiste en monocitos,
macrofagos, células CD34 positivas y células dendriticas derivadas de estas células puede no estar
confirmada, en condiciones que permiten la unién a la pDC humana.

Particularmente, el anticuerpo monoclonal de la invencion es preferiblemente un anticuerpo cuya unién a monocitos,
macrofagos, células B, células CD34 positivas y células dendriticas derivadas de estas células puede no estar
confirmada, en condiciones que permiten la unién a pDC humana.

Alternativamente, el anticuerpo monoclonal que se une a un dominio extracelular de PLD4 en la invencién
preferiblemente abarca un anticuerpo monoclonal que tiene caracteristicas inmunoldgicas que se describen a
continuacion.

c) Unién a una célula transformada que se transforma con un vector de expresion que retiene el ADN que
codifica PLD4 de una manera expresable,

d) La unidn a la célula anfitriona de c) antes de ser transformada puede no estar confirmada, en condiciones
que permitan la union a la célula transformada c).

El hecho de que el anticuerpo monoclonal anti-PLD4 no se cruce con otras moléculas de la familia PLD en la
invencion, puede confirmarse empleando una célula en la que cada familia PLD se expres6 obligatoriamente. Es
decir, la expresion obligatoria se realiza mediante la introduccion de ADNc que codifica la secuencia de aminoacidos
de cada familia PLD en una célula anfitriona apropiada. La célula transformada obtenida se pone en contacto con el
anticuerpo monoclonal anti-PLD4 para confirmar la propiedad cruzada. Si no se muestra la unién a una célula que
exprese moléculas de la familia PLD distintas de PLD4, se puede confirmar que el anticuerpo puede distinguir
inmunolégicamente PLD4 de otras moléculas de la familia PLD. Por ejemplo, se confirma en los ejemplos que se
describen a continuacion que la mayoria de los anticuerpos monoclonales anti-PLD4 obtenidos por la invencion no
se cruzan con PLD3 y PLD5 que tienen una homologia particularmente alta con PLD4, y adicionalmente con PLD1 y
PLD2. Por consiguiente, el anticuerpo monoclonal en la invencion es preferiblemente un anticuerpo monoclonal que
se une a PLD4, pero cuya unién a PLD3, PLD5, PLD1 o PLD2 no se puede detectar en las mismas condiciones. Si
se utiliza un anticuerpo que puede distinguir inmunolégicamente estas moléculas de la familia PLD de PLD4, se
puede detectar especificamente el cambio en la expresion de PLDA4.

La unién de un anticuerpo monoclonal cuya actividad de union se debe confirmar, a cada especie de una célula, se
puede confirmar, por ejemplo, en el principio de citometria de flujo. Con el fin de confirmar la reactividad de un
anticuerpo mediante el principio de citometria de flujo, es ventajoso marcar el anticuerpo con una molécula o grupo
de atomos que produce una sefial detectable. Generalmente, se utiliza una etiqueta fluorescente o una etiqueta
luminiscente. Para analizar la unién de un anticuerpo marcado con fluorescencia a una célula mediante el principio
de citometria de flujo, se puede utilizar un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS). Al utilizar
FACS, se pueden confirmar eficazmente los enlaces multiples de un anticuerpo a una célula.

Especificamente, por ejemplo, un anticuerpo A que se sabe preliminarmente que es capaz de identificar pDC, y un
anticuerpo B que se debe analizar para determinar las caracteristicas de uniéon a pDC, se hacen reaccionar al mismo
tiempo con una familia de células que abarca pDC. El anticuerpo A y el anticuerpo B estan en la marca con una
sefial fluorescente que puede distinguirlos entre si. Si ambas sefiales se detectan en la misma familia de células, se
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puede confirmar que dichos anticuerpos se unen a la misma familia de células. Es decir, se encuentra que el
anticuerpo A y el anticuerpo B tienen las mismas caracteristicas de unién. Si el anticuerpo A y el anticuerpo B se
unen a una familia celular diferente, es evidente que las caracteristicas de union de ellos son diferentes entre si.

Los ejemplos de anticuerpos monoclonales preferidos en la invencion incluyen, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales producidos por hibridomas mp5B7, mp7B4, mp13D4 y mp13H11.

Los hibridomas mp5B7, mp7B4, mp13D4 y mp13H11 se depositaron bajo los Niumeros de Acceso: NITE BP-1211,
NITE BP-1212, NITE BP-1213 y NITE BP-1214 en el National Institute of Technology and Evaluation (NITE) Patent
Microorganisms Depositary el 27 de enero de 2012. Los contenidos para especificar el depdsito se describiran a
continuacion.

(1) Nombre y direccion de la autoridad de depdsito

Nombre: National Institute of Technology and Evaluation (NITE) Advanced Industrial Science and
Technology Patent Microorganisms Depositary .
Direccién: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba-ken, 292-0818 JAPON

(2) Fecha de depdsito: 27 de enero de 2012
(3) NUmeros de acceso NITE BP-1211 (hibridoma mp5B7)

NITE BP-1212 (hibridoma mp7B4)
NITE BP-1213 (hibridoma mp13D4)
NITE BP-1214 (hibridoma mp13H11)

El anticuerpo monoclonal de la invencion puede ser un fragmento que contiene una regidon de unién a antigeno del
mismo. Por ejemplo, como anticuerpo en la invencion se puede utilizar un fragmento de anticuerpo que abarca un
sitio de unién a antigeno que se produce mediante digestion enzimatica de IgG. Especificamente, mediante
digestion con papaina o pepsina, se puede obtener un fragmento de anticuerpo tal como Fab o F(ab')2. Ademas, un
fragmento de inmunoglobulina que abarca una region variable en la que se transplanta una regién de determinacion
de la complementariedad (CDR) de algin anticuerpo monoclonal, esta incluido en el fragmento que contiene la
region de union al antigeno. Es ampliamente conocido que estos fragmentos de anticuerpos se pueden utilizar como
una molécula de anticuerpo que tiene afinidad de uniéon a un antigeno. Alternativamente, se puede utilizar un
anticuerpo construido por recombinacion de genes siempre que mantenga la actividad necesaria para la unién al
antigeno. Los ejemplos del anticuerpo construido mediante recombinacion génica incluyen, por ejemplo, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo con CDR transplantada, un Fv de cadena Unica, un diacuerpo (diacuerpos), un
anticuerpo lineal y un anticuerpo poliespecifico formado por fragmentos de anticuerpos. Se conoce un método para
obtener tales anticuerpos basandose en un anticuerpo monoclonal o una célula productora de anticuerpos que lo
produce.

El anticuerpo monoclonal de la invencion se puede obtener utilizando la proteina de fusion PLD4-Ig recombinante, o
una célula transformada que expresa PLD4 humana como inmundégeno. Es decir, la presente invencion se refiere a
un método para preparar una célula que produce un anticuerpo monoclonal que se une a un dominio extracelular de
PLD4, que contiene los procedimientos siguientes.

(1) Procedimiento de administracion de la proteina de fusion PLD4-lg recombinante que codifica una
secuencia de aminoacidos que contiene el dominio extracelular de PLD4 para inmunizar a un animal, y

(2) procedimiento de seleccion de una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que se
une a PLD4 de células productoras de anticuerpos del animal inmunizado mediante la unién de dicho
anticuerpo de unién a PLD4 a una célula que expresa PLD4.

Las células productoras de anticuerpos obtenidas de este modo, o las células inmortalizadas de las células
productoras de anticuerpos pueden cultivarse, y se puede recoger del cultivo un anticuerpo monoclonal deseado. Se
conocen varios métodos como método para inmortalizar la célula productora de anticuerpos.

La célula transformada utilizada como inmundégeno en la invencion se puede obtener, por ejemplo, preparando una
célula en la que se conserva de manera expresable un polinucleétido extrinseco (a) que codifica la secuencia de
aminoacidos que contiene el dominio extracelular de PLD4 descrito a continuacion.

El polinucleétido extrinseco en la presente invencion se refiere a un polinucleétido que se introduce artificialmente en
una célula anfitriona. En caso de que se utilice una célula humana como célula, se introduce un gen humano en la
célula humana. En dicha combinacién, el polinucleétido introducido artificialmente también se conoce como el
polinucledtido extrinseco. Por consiguiente, la expresion ectopica de PLD4 se engloba en la expresion de
polinucleétido extrinseco.
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El dominio extracelular de PLD4 en la invencion se refiere a una secuencia de aminoacidos de las posiciones 54-506
que corresponde al dominio extracelular en la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO 1. Por ejemplo, son
preferibles secuencias de aminoacidos que contienen cada una de las regiones en el orden siguiente desde el lado
N-terminal como secuencia de aminoacidos que contiene el dominio extracelular de PLD4 en la invencion.

[Region intracelular + dominio transmembrana + dominio extracelular]

Alternativamente, también se incluye en la secuencia de aminoacidos que contiene el dominio extracelular de PLD4
en la presente invencion una secuencia de aminoacidos que carece parcialmente de la region intracelular como se
describe a continuacion.

[Region intracelular parcial + dominio transmembrana + dominio extracelular]

Ademas, en la secuencia de aminoacidos que contiene el dominio extracelular de PLD4 en la presente invencién se
incluye una estructura que carece de la region intracelular como se describe a continuacion.

[Dominio transmembrana + dominio extracelular]

Otras regiones que el dominio extracelular en la estructura mencionada anteriormente pueden ser una secuencia
seleccionada entre la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO 1, o pueden ser una combinacion con
otra secuencia de aminoacidos homodloga. Por ejemplo, se puede utilizar una secuencia de aminoacidos que
constituye una secuencia sefal, un dominio transmembrana y una regién intracelular como secuencia de
aminoacidos de moléculas de la familia PLD distintas de PLD4. Alternativamente, también se puede combinar la
secuencia de aminoacidos de la familia PLD de otras especies que no sean humanas. Ademas, la secuencia de
aminoacidos que constituye otras regiones distintas del dominio extracelular puede contener mutaciéon dentro de un
rango en el que se pueden mantener cada una de las funciones de las regiones. Ademas, se pueden interponer
otras regiones entre cada una de las regiones. Por ejemplo, entre la secuencia sefial y el dominio extracelular,
también se puede insertar una etiqueta epitopica tal como FLAG. Particularmente, la secuencia sefial es una region
que se somete a procesamiento en la etapa de transporte a la superficie de la membrana celular después de la
traduccion de la proteina, y se elimina. Por consiguiente, se puede utilizar una secuencia de aminoacidos arbitraria
que induzca el paso de la proteina traducida a través de la membrana celular. Mas especificamente, una secuencia
de aminoacidos de PLD4 (SEQ ID NO 1) es preferible como secuencia de aminoacidos que contiene el dominio
extracelular de PLDA4.

Por consiguiente, el polinucleétido (a) mencionado anteriormente en la invencién puede ser una secuencia de bases
arbitraria que codifica la secuencia de aminoacidos que constituye la estructura mencionada anteriormente [region
intracelular + dominio transmembrana + dominio extracelular]. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO 1 esta codificada por la secuencia de bases de ADNc descrita en SEQ ID NO 44.

La proteina de fusion PLD4-Ig recombinante como inmundgeno en la invencién se puede obtener introduciendo un
vector de expresion que retiene el polinucleétido mencionado anteriormente de una manera expresable, en una
célula anfitriona apropiada. La secuencia de bases de ADNc de la proteina de fusién PLD4-Ig recombinante esta
representada por SEQ ID NO 125, y la secuencia de aminoacidos esta representada por SEQ ID NO 126.

La célula anfitriona en la invencién es preferiblemente una célula de mamifero. Especificamente, una célula derivada
de un ser humano, un mono, un ratén o una rata se puede utilizar como célula anfitriona. Particularmente, la célula
derivada de seres humanos es preferible como célula anfitriona. Por ejemplo, la célula HEK-293T es una cepa de
células renales derivadas de embriones humanos que se puede utilizar preferiblemente como la célula anfitriona en
la invencion. La célula HEK-293T esta disponible como ATCC CRL-11268. Ademas de eso, se puede utilizar una
célula derivada de un animal inmunizado como célula anfitriona. Si se utiliza una célula derivada de un animal
inmunizado como inmundgeno, la respuesta inmunitaria contra la célula anfitriona es pequefia. Por lo tanto, se
puede obtener de manera eficaz un anticuerpo contra el dominio extracelular de PLD4, que se expresa de forma
extrinseca. Por consiguiente, por ejemplo, cuando se utiliza un ratébn como el animal inmunizado, también se puede
utilizar una célula derivada del ratén como célula anfitriona.

El polinucleétido mencionado anteriormente se puede cargar en un vector que puede inducir la expresiéon en una
célula anfitriona para transformar la célula. Se puede utilizar un vector disponible comercialmente que puede inducir
la expresion en una célula de mamifero. Por ejemplo, se puede utilizar un vector de expresion tal como pCMV-Script
Vector, pSG5 Vector (fabricado por Stratagene), pcDNA3.1 (fabricado por Invitrogen) y el vector retroviral pMXs-IP
(fabricado por Cell BioLabs) para la invencion.

La célula transformada asi obtenida se administra a un animal inmunizado, con un componente adicional como
coadyuvante si fuera necesario. Como coadyuvante, por ejemplo, se puede utilizar el coadyuvante completo de
Freund. En caso de que se utilice un ratén como animal inmunizado, se administra la proteina de fusién PLD4-Ig
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recombinante purificada al ratén BALB/c. Como coadyuvante, se utilizaron coadyuvante completo e incompleto de
Freund (fabricado por SIGMA), y se administraron en 200 pg/raton la primera vez, y 50 pg/raton la segunda vez
hasta la cuarta vez. En general, un inmundgeno se administra multiples veces a intervalos hasta que aumenta el
titulo de anticuerpo. Por ejemplo, en caso de un método de inmunizacién a corto plazo, una célula transformada se
administra en un intervalo de 2 a 4 dias, mas especificamente 3 dias, y después de administrarla de 2 a 3 veces, se
pueden recolectar células productoras de anticuerpos. Ademas, las células productoras de anticuerpos también se
pueden recolectar después de administrarla 5 a 6 veces a un intervalo de una vez a la semana mas o menos.

Con el fin de obtener el anticuerpo monoclonal en la invencion, la célula productora de anticuerpo recogida se clona.
Para la clonacion, la célula productora de anticuerpos se inmortaliza preferiblemente. Por ejemplo, se puede utilizar
un método de fusion celular representado por un método de hibridoma, o transformacion por el virus de Epstein-Barr
(EBV) como método para inmortalizar la célula productora de anticuerpos.

Una célula productora de anticuerpos produce un tipo de anticuerpo por célula. Por consiguiente, si se puede
establecer una poblacion celular derivada de una célula (es decir, clonacién), se puede obtener un anticuerpo
monoclonal. El método de hibridoma se refiere a un método en el que una célula productora de anticuerpos se
fusiona con una cepa celular apropiada, se inmortaliza y a continuacion se clona. La célula productora de
anticuerpos inmortalizada puede clonarse mediante un método tal como el método de dilucién limitante. Se conocen
muchas cepas celulares que son Utiles en el método del hibridoma. Estas cepas celulares tienen una eficacia de
inmortalizacion excelente de una célula basada en linfocitos y tienen varios marcadores genéticos que son
necesarios para seleccionar las células que han tenido éxito en la fusién celular. Ademas, en un caso en el que se
pretende la adquisicion de la célula productora de anticuerpos, también se puede utilizar una cepa celular que
carece de capacidad de produccién de anticuerpos.

Por ejemplo, el mieloma de raton P3x63Ag8.653 (ATCC CRL-1580) o P3x63Ag8U.1 (ATCC CRL-1597) se utiliza
universalmente como cepa celular Util para un método de fusién celular de ratén o rata. Generalmente, un hibridoma
se prepara por fusién de células homogéneas. Sin embargo, también se puede adquirir un anticuerpo monoclonal a
partir de un heterohibridoma entre especies heterogéneas cercanas.

Se conoce un protocolo especifico de la fusidn celular. Es decir, una célula productora de anticuerpos de un animal
inmunizado se mezcla con un compafiero de fusion apropiado y se somete a fusion celular. Como célula productora
de anticuerpos, por ejemplo, se puede utilizar una célula esplénica, una célula linfocitica recolectada del ganglio
linfatico o una célula B de sangre periférica. Como compariero de fusién, se pueden utilizar diversas cepas celulares
descritas anteriormente. Para la fusion celular, se utiliza un método con polietilenglicol o un método de fusion
eléctrica.

A continuacién, las células que han tenido éxito en la fusion celular se seleccionan en funcién de un marcador de
seleccion que posee la célula de fusion. Por ejemplo, en caso de que se utilice una cepa celular sensible a HAT en
la fusién celular, las células que han tenido éxito en la fusiéon celular se seleccionan seleccionando las células que
crecen en el medio HAT. Ademas, se confirma un anticuerpo producido por las células seleccionadas si tiene
reactividad prevista.

Cada uno de los hibridomas se analiza en funcién de la reactividad del anticuerpo. Es decir, un hibridoma que
produce un anticuerpo que se une a PLD4 se selecciona mediante el método descrito anteriormente.
Preferiblemente, en caso de que el hibridoma seleccionado sea subclonado, y finalmente se confirma la produccion
del anticuerpo deseado, el hibridoma se selecciona como un hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de la
invencion.

Especificamente, el hibridoma deseado puede seleccionarse en funcién de la reactividad con una célula humana o la
reactividad con una célula transformada que expresa el gen PLD4. Un anticuerpo que se une a una célula puede
detectarse basandose el principio de un inmunoensayo. Por ejemplo, se puede utilizar ELISA, en el que se utiliza
una célula como antigeno, en la deteccion del anticuerpo deseado. Especificamente, un sobrenadante de cultivo del
hibridoma se pone en contacto con un portador que inmoviliza la pDC humana, o una célula transformada utilizada
como inmundégeno. En caso de que el sobrenadante del cultivo contenga el anticuerpo deseado, el anticuerpo es
capturado por la célula inmovilizada en el portador. A continuacién, la fase sélida se aisla del sobrenadante del
cultivo, se lava si fuera necesario y a continuacion se puede detectar el anticuerpo capturado en la fase sélida. En la
deteccion del anticuerpo, se puede utilizar un anticuerpo que reconozca el anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo
anti-raton puede detectar un anticuerpo de ratén. Si el anticuerpo que reconoce un anticuerpo esta en la marca, la
deteccion del mismo es facil. Como marca, por ejemplo, se puede utilizar una enzima, un pigmento fluorescente o un
pigmento luminiscente.

Por otro lado, como portador que inmoviliza la célula, se puede utilizar una particula o la pared interna de una placa
de microtitulacion. La superficie de una particula o un recipiente de plastico, puede inmovilizar la célula por
adsorcion fisica. Por ejemplo, se pueden utilizar esferas o un recipiente de reaccion de poliestireno como portador
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para inmovilizar la célula.

Al seleccionar el hibridoma, puede haber un caso en el que la prediccidon no sea la produccion de un anticuerpo
contra PLD4, sino la producciéon de un anticuerpo contra una célula anfitriona de una célula transformada utilizada
como inmunogeno. Por ejemplo, cuando se utiliza una célula humana como inmundégeno y se utiliza un ratén como
un animal inmunizado como se muestra en los Ejemplos, la célula humana se reconoce como una sustancia extrafia,
y se pronostica que se produce un anticuerpo que se une a ella. En la invencion, se desea la adquisicion de un
anticuerpo que reconozca PLD4. En consecuencia, no es necesaria la adquisicion de un anticuerpo que reconozca
otros antigenos de células humanas distintos de PLD4. Con el fin de excluir un hibridoma que produce tal anticuerpo
mediante escrutinio, un anticuerpo no deseado puede ser absorbido preliminarmente antes de la confirmacion de la
reactividad del anticuerpo.

Los anticuerpos que no son deseados pueden ser absorbidos por un antigeno que se une a un anticuerpo que se
pronostica que existe. Especificamente, por ejemplo, un anticuerpo contra otros antigenos celulares humanos que
no sea PLD4 puede ser absorbido por una célula para la cual no se puede detectar la expresion de PLD4. En la
invencion, la célula anfitriona utilizada para el inmunégeno es preferible como antigeno para la absorciéon de
anticuerpos no deseados.

Un anticuerpo monoclonal que se confirma que tiene actividad de union a un antigeno, se confirma para la influencia
practica sobre la actividad de pDC, si fuera necesario. La influencia en pDC se puede confirmar, por ejemplo,
mediante un método que se describe a continuacion.

El anticuerpo monoclonal de la invencion puede recogerse de un cultivo que se obtiene cultivando un hibridoma que
produce el anticuerpo monoclonal. El hibridoma se puede cultivar in vitro o in vivo. En el cultivo in vitro, el hibridoma
se puede cultivar utilizando un medio conocido tal como RPMI 1640. Las inmunoglobulinas secretadas por el
hibridoma se acumulan en el sobrenadante del cultivo. Por consiguiente, el anticuerpo monoclonal de la invencion se
puede obtener recogiendo el sobrenadante del cultivo y purificandolo si fuera necesario. La purificacion de la
inmunoglobulina es facil en un medio al que no se afiade suero. Sin embargo, con el propodsito de un rapido
crecimiento del hibridoma y la promocion de la produccion de anticuerpos, también se puede afiadir al medio suero
fetal bovino al 10%.

El hibridoma también se puede cultivar in vivo. Especificamente, el hibridoma se puede cultivar en la cavidad
abdominal inoculando el hibridoma en la cavidad abdominal de un ratén carente de sistema inmunitario. El
anticuerpo monoclonal se acumula en la ascitis. Por consiguiente, la ascitis se recolecta, y se purifica si fuera
necesario, para obtener el anticuerpo monoclonal necesario. El anticuerpo monoclonal obtenido puede modificarse o
procesarse adecuadamente dependiendo del propdsito.

El anticuerpo monoclonal de la invencidon puede expresarse adquiriendo ADNc que codifica la region de union a
antigeno del anticuerpo del hibridoma, e insertandolo en un vector de expresion apropiado. Se conoce una
tecnologia para adquirir ADNc que codifica una region variable de un anticuerpo y lo expresa en una célula anfitriona
apropiada. Ademas, se conoce un enfoque en el que una regién variable que contiene una regiéon de unién a
antigeno se une a una regién constante para proporcionar un anticuerpo quimeérico. Por ejemplo, un gen de una
region variable puede proporcionar un anticuerpo quimérico mediante la unién a genes que codifican una region
constante de cadena pesada de IgG1 humana y una regiéon constante de cadena ligera de Ig kappa humana,
respectivamente. Ademas, se sabe que la actividad de unidon a antigeno de un anticuerpo monoclonal se puede
trasplantar a otra inmunoglobulina incorporando CDR que constituye una region variable a una regién de marco de
otra molécula de inmunoglobulina. Usando esto, se establece un método de transplante de la actividad de unién a
antigeno poseida por una inmunoglobulina heterogénea a una inmunoglobulina humana. Por ejemplo, puede haber
un caso en el que una secuencia parcial de aminoacidos de una regién de marco que soporta CDR se trasplanta a
una regioén variable humana desde una region variable de un anticuerpo de ratén. A continuacion, estas regiones
variables reconstituidas humanizadas de un anticuerpo humano pueden conectarse a una regién constante de un
anticuerpo humano, para obtener un anticuerpo humanizado.

Los ejemplos de anticuerpos monoclonales preferidos en la invencion incluyen, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales producidos por hibridomas mp5B7, mp7B4, mp13D4 y mp13H11, que se han depositado bajo los
Numeros de acceso: NITE BP-1211, NITE BP-1212, NITE BP-1213, y NITE BP-1214, respectivamente.

Como anticuerpo quimérico que contiene la region variable, o anticuerpo humanizado en el que se trasplanta la CDR
que constituye la region variable, un anticuerpo que tiene una region constante derivada de IgG o IgM esta contenido
preferiblemente en el anticuerpo de la invencién. En particular, el anticuerpo de la invencién es mas preferiblemente
un anticuerpo que tiene una combinacion de:

cadena pesada CDR1: DYNLH,
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CDR2: YIYPYNGNTGYNQKFKR,
CDR3: GGIYDDYYDYAIDY y

cadena ligera CDR1: RASENIYSHIA,

CDR2: GATNLAH,
CDR3: QHFWGTP,

como secuencia de CDR que constituye la region variable del anticuerpo, un anticuerpo que tiene una combinacion
de:

cadena pesada CDR1: SHYYWT,

CDR2: YISYDGSNNYNPSLKN,
CDR3: EGPLYYGNPYWYFDV y

cadena ligera CDR1: RASQDIDNYLN,

CDR2: YTSRLHS,
CDR3: QQFNTLP,

como secuencia de CDR que constituye la region variable, o un anticuerpo que tiene una combinacion de:
cadena pesada CDR1: SHYYWS,

CDR2: YISYDGSNNYNPSLKN,
CDR3: EGPLYYGNPYWYFDV y

cadena ligera CDR1: RASQDIDNYLN,

CDR2: YTSRLHS,
CDR3: QQFNTLP,

como secuencia de CDR que constituye la region variable.

Los autores de la presente invencién han confirmado que el anticuerpo monoclonal contra PLD4 tiene accién de
CDC para una célula de expresion de PLD4. Por consiguiente, el anticuerpo que tiene una regién constante derivada
de IgG o IgM, tiene una accion de citotoxicidad para la célula de expresion de PLD4 mediante la accién de la CDC.
Dicho anticuerpo es util para suprimir el nimero de células de una célula de expresién de PLD4 tal como pDC.

Se puede preparar un anticuerpo quimérico, o un anticuerpo humanizado que reconoce PLD4 mediante ingenieria
genética utilizando un polinucleétido que los codifica.

No se obtuvo un anticuerpo que pueda reconocer especificamente PLD4. Un anticuerpo que reconoce PLD4 se ha
proporcionado por primera vez por el inmundégeno de la descripcion. Es decir, la invencion proporciona un anticuerpo
que reconoce PLD4, que se puede obtener mediante los procedimientos descritos a continuacion.

(1) Procedimiento de administracion de una proteina de fusién PLD4-lg recombinante que codifica una
secuencia de aminoacidos que contiene un dominio extracelular de PLD4, a un animal inmunizado

(2) procedimiento de seleccion de una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que se
une a PLD4, a partir de células productoras de anticuerpos del animal inmunizado, y

(3) procedimiento de cultivo de la célula productora de anticuerpos seleccionada en el apartado (2) y
recolecciéon de un anticuerpo que reconoce PLD4 del cultivo.

Se ha revelado que PLD4 se expresa especificamente en pDC humanas. La expresion especifica en pDC humanas
también se confirmé mediante analisis de expresion génica con SAGE por los autores de la presente invencion. Sin
embargo, el nivel de expresion de PLD4 se analizé basandose en el ARNm en un informe anterior. Ademas, se sabe
que la proteina PLD4 se expresa solo en el citoplasma. La invencién ha revelado que PLD4 también se expresa en
la superficie celular. Dado que no se proporciond un anticuerpo que pueda detectar PLD4, el analisis para
determinar el estado de expresion de la proteina no se realizé de manera convencional. El anticuerpo que se une a
un dominio extracelular de PLD4 proporcionado por la invencién ha realizado un analisis de la proteina PLDA4.

Como confirmaron practicamente los autores de la presente invencion, el anticuerpo monoclonal que se une a un
dominio extracelular de PLD4 basado en la invencion detecta especificamente la pDC humana. Es decir, la
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invencion se refiere a un método ex vivo para detectar una célula dendritica plasmocitoide humana, que contiene las
etapas de poner en contacto con una célula de prueba el anticuerpo monoclonal de la invencion, o el fragmento de
anticuerpo que contiene una region de unién a antigeno, y detectar el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo que contiene una region de unién a antigeno del mismo que se une a la célula.

Mediante la deteccion de PLD4 basandose en la invencion, se puede confirmar si alguna célula es pDC o no. Es
decir, la invencion proporciona un método para identificar pDC utilizando PLD4 como indice. Alternativamente, se
puede aislar una célula para la cual se detecta PLD4 basandose en la invencion, por medio de lo cual se aisla pDC
humana. Es decir, la descripcion proporciona un método para aislar pDC utilizando PLD4 como indice.

En la invencién, un anticuerpo monoclonal que se une a un dominio extracelular de PLD4, o un fragmento que
contiene una regién de unién a antigeno del mismo pueden estar en la marca. Por ejemplo, el anticuerpo puede
detectarse facilmente marcandolo con un pigmento luminiscente o pigmento fluorescente. Mas especificamente, el
anticuerpo marcado con pigmento fluorescente se pone en contacto con una poblacion celular que posiblemente
contiene pDC, y se puede detectar una célula que se une al anticuerpo de la invencién utilizando el pigmento
fluorescente como indice. Ademas, si se aisla una célula detectada con el pigmento fluorescente, se puede aislar
pDC. Se pueden implementar facilmente una serie de etapas en el principio de FACS.

Alternativamente, el anticuerpo de la invencién también puede estar unido a un portador en fase sélida tal como una
particula magnética. El anticuerpo que esta unido al portador en fase sélida reconoce PLD4, y pDC se captura en el
portador en fase sélida. Como resultado de ello, se puede detectar o aislar la pDC.

El anticuerpo que es necesario en el método de deteccion ex vivo de pDC basado en la invenciéon puede
suministrarse como un reactivo para la deteccion de pDC. Es decir, la invencién proporciona el uso del anticuerpo
monoclonal de la invencién o el fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno del mismo
como reactivo para la deteccién de pDC ex vivo. En el reactivo para la deteccién de pDC, se puede combinar un
control positivo o un control negativo ademas del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden utilizar como control positivo
una célula transformada que expresa el dominio extracelular de PLD4 utilizado como inmunégeno, o la pDC
recolectada de un ser humano. Por lo general, solo se puede obtener poca pDC humana de la sangre periférica. Por
consiguiente, una célula transformada es particularmente preferible como control positivo en el reactivo. Por otro
lado, como control negativo, se puede utilizar una célula arbitraria que no expresa PLD4.

Es decir, la descripcién proporciona un kit para la deteccion de pDC humana que contiene un anticuerpo monoclonal
que se une a un dominio extracelular de PLD4, o un fragmento que contiene una regién de unién a antigeno del
mismo.

Ademas, los autores de la presente invencion analizaron la influencia del anticuerpo que se une a un dominio
extracelular de PLD4 en pDC. Como resultado de ello, se confirmé que el anticuerpo que se une a un dominio
extracelular de PLD4 suprime la actividad de pDC. Es decir, la invencion se refiere a un método para suprimir una
actividad de una célula dendritica plasmocitoide humana ex vivo, que comprende poner en contacto uno de los
componentes siguientes con la célula:

(a) el anticuerpo monoclonal de la invencion, o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de unién a
antigeno del mismo, que se une a PLD4 y suprime la actividad pDC, y

(b) una inmunoglobulina o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno en la que
se trasplantan las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo monoclonal (a).

Alternativamente, la descripcion se refiere a un método para suprimir la actividad de pDC en un organismo vivo, que
contiene una etapa para administrar cualquiera de los componentes siguientes a un organismo vivo:

(a) un anticuerpo monoclonal que se une a PLD4 y suprime la actividad de pDC, o un fragmento que contiene
una region de unién a antigeno del mismo,

(b) una inmunoglobulina en la que se trasplanta una region determinante de la complementariedad del
anticuerpo monoclonal (a), o un fragmento que contiene una regién de unién a antigeno del mismo, y

(c) un polinucledtido que codifica el componente descrito en los apartados (a) o (b).

La pDC de la invencién se refiere a una célula que tiene capacidad de produccion de IFN y expresa PLD4 en la
superficie de la célula. De aqui en adelante, a menos que se indique lo contrario, pDC no es solo una célula que es
una célula precursora de una célula dendritica, sino que contiene una célula que tiene capacidad de produccién de
IFN y expresa PLD4 en la superficie celular. Se conoce un método para identificar dicha pDC. Por ejemplo, pDC se
puede distinguir de otras células sanguineas utilizando varios marcadores de la superficie celular como indice.
Especificamente, el perfil de un marcador de la superficie celular de pDC humana es el que se describe a
continuacion (Shortman, K. y Liu, YJ. Nature Reviews 2: 151-161, 2002). En los ultimos afios, también existe un
informe que posicionod la célula positiva para BDCA-2 como pDC (Dzione k, A. et al. J. Immunol. 165: 6037-6046,
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2000).
[Perfil del antigeno de superficie celular de la pDC humana]

Positivo para CD4 y positivo para CDI23,
Negativo para el linaje (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 y CD56), negativo para CD11c

Por consiguiente, una célula que tiene el perfil de expresion de estos marcadores conocidos y tiene capacidad de
producciéon de IFN también puede denominarse pDC. Ademas, una célula que pertenece a una familia de células
que tiene un perfil diferente del patron de expresion del perfil de expresion de estos marcadores, pero que tiene
capacidad de produccion de IFN en un organismo vivo esta incluida en las pDC.

Ademas, los ejemplos de caracteristicas comunes exhibidas por la pDC humana incluyen las caracteristicas que se
describen a continuacion.

Caracteristica morfologica de la célula.

e Similar a la célula de plasmatica
e Celda redonda con superficie celular lisa.
¢ Nducleo relativamente grande

[Caracteristica funcional de la célula]

e  Produccioén de una gran cantidad de IFN tipo | en poco tiempo en el momento de la infeccién por el virus
e Diferenciacion a células dendriticas después de la infeccién por el virus.

La supresion de la actividad de pDC en la invencién se refiere a la supresién de al menos una de las funciones de
pDC. Los ejemplos de las funciones de pDC incluyen la produccion de IFN y la supervivencia celular. La
supervivencia celular se puede referir como el nimero de célula en otras palabras. En consecuencia, la supresion de
una o ambas funciones se denomina supresion de la actividad de pDC. Se ha revelado que el IFN tipo | producido
por pDC es causa de varias enfermedades. Por consiguiente, la supresion del numero de células pDC o la
produccion de IFN es util como estrategia para tratar tales enfermedades.

Por ejemplo, se ha sefalado la relacion de las condiciones patolégicas de una enfermedad autoinmunitaria con el
IFNa. La mayor parte del IFNa es producido por pDC. Por consiguiente, si se suprime su produccion, se pueden
aliviar las condiciones patologicas causadas por el IFNa. Mientras tanto, en la invencion, la supresion de la
producciéon de IFN por pDC se refiere a la supresion de la produccién de al menos un tipo de IFN producido por
pDC. EI'IFN en la invencion es preferiblemente IFN tipo I. Entre ellos, es importante el IFNa.

Es decir, la invencion se refiere a un supresor de la produccion de IFN, que contiene el anticuerpo que se une a un
dominio extracelular de PLD4 como un componente activo. Alternativamente, la descripcién proporciona un método
para suprimir la produccién de IFN, que contiene un procedimiento de administracién de un anticuerpo que se une a
un dominio extracelular de PLD4. Ademas, la descripcion se refiere al uso de un anticuerpo que se une a un dominio
extracelular de PLD4 en la preparaciéon de una composiciéon farmacéutica que suprime la producciéon de IFN.

Una célula que produce una gran cantidad de IFN en un pequefio nimero de células esta incluida en las pDC. Por
ejemplo, una célula precursora de una célula dendritica que es recibida con estimulaciéon por un virus o similar
produce la mayoria de los IFN producidos por un organismo vivo. La supresion del numero de células de pDC que
produce una gran cantidad de IFN conduce a la supresion de la produccién de IFN como resultado. En
consecuencia, la supresion del numero de células pDC también puede aliviar las condiciones patolégicas causadas
por el IFNa.

En un aspecto preferido de la invencion, se confirmé que el anticuerpo monoclonal anti-PLD4 se une a una célula de
expresion de PLD4 e imparte citotoxicidad mediante la accion de la Citotoxicidad Dependiente del Complemento
(CDC). La accién de los CDC es uno de los mecanismos de accion importantes de un farmaco anticuerpo. El
anticuerpo monoclonal anti-PLD4 de la invencién también tiene una potente accion de citotoxicidad para una célula
de expresion de PLD4 tal como pDC por la acciéon de la CDC. Es decir, se puede esperar que el anticuerpo
monoclonal anti-PLD4 en un aspecto preferido, tenga efectos de la supresion de la produccién de IFN no solo por un
mecanismo de supresion de la produccién de IFN, sino también por la citotoxicidad para pDC.

El anticuerpo que reconoce un dominio extracelular de PLD4 utilizado en la invencién se puede obtener basandose
en el método descrito anteriormente. El anticuerpo en la invencién puede ser de cualquier clase. Ademas, una
especie bioldgica de la que se deriva el anticuerpo no esta limitada. Asimismo, se puede utilizar un fragmento que
contiene una region de unién a antigeno del anticuerpo como el anticuerpo. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2694 165 T3

que contiene un sitio de unién a antigeno producido por digestion enzimatica de IgG se puede utilizar como el
anticuerpo en la invencién. Especificamente, se puede obtener un fragmento de anticuerpo tal como Fab o F(ab')2
por digestion con papaina o pepsina. Es ampliamente conocido que estos fragmentos de anticuerpos se pueden
utilizar como molécula de anticuerpo que tiene afinidad de union por un antigeno. Alternativamente, también se
puede utilizar un anticuerpo construido por recombinacion de genes siempre que mantenga la actividad necesaria de
union al antigeno. Los ejemplos del anticuerpo construido por recombinacién génica incluyen un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo con CDR trasplantada, un Fv de cadena unica, un diacuerpo (diacuerpos), un anticuerpo
lineal y un anticuerpo poliespecifico formado por un fragmento de anticuerpo. Se conoce un método para obtener
estos anticuerpos basandose en un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo en la invencién puede ser modificado, si fuera necesario. De acuerdo con la invencién, el anticuerpo
que reconoce un dominio extracelular de PLD4 tiene una accién de supresion de la actividad de pDC. Es decir, se ha
contemplado la posibilidad de que el propio anticuerpo tenga citotoxicidad para pDC. Se conoce una subclase del
anticuerpo que exhibe una fuerte accion efectora. Alternativamente, los efectos de supresion de la actividad de pDC
se pueden aumentar adicionalmente modificando el anticuerpo con un agente citotdxico. Los ejemplos del agente
citotoxico incluyen los agentes descritos a continuacion.

Toxinas: Endotoxina de Pseudomonas (PE), toxina diftérica y ricina
Isétopo radioactivo: Tc99m, Sr89, 1131 e Y90
Agente anticanceroso: caliqueamicina, mitomicina y paclitaxel

Las toxinas que contienen una proteina pueden unirse a, por ejemplo, un anticuerpo, o un fragmento del mismo
mediante un reactivo bifuncional. Alternativamente, también se puede conjugar un gen que codifica las toxinas con
un gen que codifica el anticuerpo, para proporcionar una proteina de fusion de los mismos. También se conoce un
método para unir un isétopo radiactivo a un anticuerpo. Por ejemplo, se conoce un método para marcar un
anticuerpo con un is6topo radioactivo utilizando un agente quelato. Ademas, se puede unir un agente anticanceroso
a un anticuerpo utilizando, por ejemplo, una cadena de azicar o un reactivo bifuncional.

En la invenciéon, el anticuerpo de estructura modificada artificialmente también se puede utilizar como un
componente activo. Por ejemplo, se conocen diversas modificaciones para mejorar la citotoxicidad o la estabilidad
de un anticuerpo. Especificamente, se conoce una inmunoglobulina, en la cual se modifica la cadena de azucar de la
cadena pesada (Shinkawa, T. et al. J. Biol. Chem. 278: 3466-3473. 2003). La modificacion de la cadena de azucar
aumento la actividad de la inmunoglobulina mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC) de la
inmunoglobulina.

El anticuerpo que se une a un dominio extracelular de PLD4 suprime la actividad de pDC cuando el anticuerpo se
pone en contacto con la pDC. Por consiguiente, tal anticuerpo se puede utilizar como agente para suprimir la
actividad de pDC, o en un método para suprimir pDC. Es decir, la descripcion proporciona un agente para suprimir la
actividad de pDC, que contiene al menos un tipo de componente seleccionado de un grupo que consiste en los
apartados (a) y (b) descritos a continuacion como componente activo. Alternativamente, la invencion se relaciona
con uno de los apartados (a) y (b) descritos a continuacién para su uso en un método para suprimir la actividad de
pDC humana en un ser humano vivo, que contiene una etapa de administrar al menos un tipo de componente
seleccionado de un grupo que consiste en los apartados (a) y (b) descritos a continuacion. Ademas, la descripcion
se refiere al uso de al menos un tipo de componente seleccionado de un grupo que consiste en los apartados (a) y
(b) descritos a continuacion en la preparacion de un agente para regular la actividad de pDC.

(a) El anticuerpo monoclonal de la invencion, o el fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a
antigeno del mismo, que se une a un dominio extracelular de PLD4.

(b) Una inmunoglobulina o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno en la que
se trasplantan las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo monoclonal (a).

Como anticuerpo monoclonal que suprime la actividad de pDC en la invencion, se puede utilizar un anticuerpo
monoclonal que reconoce un dominio extracelular de PLD4. Se pueden utilizar una clase o multiples clases de
anticuerpos monoclonales en la invencion. Por ejemplo, se pueden combinarse y utilizar en la invencién multiples
especies de los anticuerpos monoclonales que reconocen un dominio extracelular de PLDA4.

El hecho de que el anticuerpo tenga una accion de supresion de la actividad de produccion de IFN de pDC, se
puede confirmar de la manera que se describe a continuacién. La pDC produce una gran cantidad de IFN tras la
estimulacion viral. El anticuerpo se administra a pDC antes, después o al mismo tiempo de la estimulacion viral, y la
capacidad de produccion de IFN se compara con un control en el que el anticuerpo no se administra a la pDC. La
capacidad de produccién de IFN puede evaluarse midiendo el IFN-a o el IFN-B contenidos en el sobrenadante de un
cultivo de pDC. Como resultado de la comparacion, si la cantidad de IFN en el sobrenadante se reduce
significativamente mediante la adicidon del anticuerpo, se puede confirmar que el anticuerpo probado tiene la accion
de suprimir la capacidad de produccién de IFN. Se conoce un método para medir estos IFN. La pDC es una célula
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que produce la mayoria de IFN en un organismo vivo. En consecuencia, la supresion de la capacidad de produccion
de IFN de pDC puede regular el estado de produccion de IFN en un organismo vivo.

La actividad de pDC en la invencion abarca el mantenimiento del numero de células pDC. Por consiguiente, la
supresion de la actividad de pDC en la invencién abarca la supresion del nimero de células de pDC. Si se confirma
que el numero de células pDC se suprime en presencia del anticuerpo, se descubre que el anticuerpo suprime la
actividad de pDC. De manera similar a la produccion de IFN, se puede utilizar una inmunoglobulina inactiva que se
obtiene de la misma especie animal que la especie del anticuerpo que se confirmara para la actividad, como control
para la comparacion. El numero de células pDC puede compararse cuantitativamente por recuento de células. El
numero de células se puede contar mediante FACS o con un microscopio.

Ademas, también se supone que la pDC se diferencia en una célula que induce Th2 llamada célula dendritica 2
(DC2) como resultado de la infeccion, por ejemplo, de un virus. Si se suprime la produccion de IFN por la pDC tras la
estimulacion por el virus, existe la posibilidad de que la diferenciacion a Th2 también se pueda suprimir. Por
consiguiente, también se puede esperar que el anticuerpo monoclonal de la invencién que suprime la produccion de
IFN tenga efectos terapéuticos para diversas enfermedades alérgicas.

En un caso en el que el anticuerpo que reconoce un dominio extracelular de PLD4 se administra a un anfitrién que
es diferente de la especie bioldgica de la que se obtiene el anticuerpo, es deseable procesar el anticuerpo en una
forma que dificilmente es reconocida como una sustancia extrafia por el anfitrion. Por ejemplo, la inmunoglobulina
puede convertirse en dificilmente reconocida como una sustancia extrafia al procesar la molécula como se describe
a continuacion. Se conoce un método para procesar una molécula de inmunoglobulina como se describe a
continuacion.

e Fragmento que contiene la regidon de unién a antigeno, de la cual se elimina la regidon constante
(Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, tercera edicion, Academic Press Limited. 1995; Antibody
Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996)

e Anticuerpo quimérico constituido con una region de unién a antigeno de un anticuerpo monoclonal y una
region constante de inmunoglobulina del anfitrion (Gene Expression Experiment Manual, Kodansha Ltd.
1994 (editado por Isao ISHIDA and Tamie ANDO))

e Anticuerpo con CDR sustituida en el que la regidon determinante de la complementariedad (CDR) en una
inmunoglobulina del anfitrién es sustituida por la CDR de un anticuerpo monoclonal (Gene Expression
Experiment Manual, Kodansha Ltd. 1994 (editado por Isao ISHIDA and Tamie ANDO))

Alternativamente, el gen de una regién variable de inmunoglobulina humana también se puede adquirir por el
método de presentacion en fagos (McCafferty J et al., Nature 348:552-554, 1990; Kretzschmar T et. a1., Curr Opin
Biotechnol. Diciembre 2002; 13(6): 598-602.). En el método de presentacion en fagos, el gen que codifica la region
variable de la inmunoglobulina humana se incorpora al gen del fago. Utilizando varios genes de inmunoglobulina
como fuente, también se puede preparar una biblioteca de fagos. Un fago expresa la region variable como una
proteina de fusion de la proteina que la constituye. La region variable expresada en la superficie del fago por el fago
mantiene la actividad de unién al antigeno. Por consiguiente, la seleccion de un fago que se une a un antigeno o,
por ejemplo, una célula en la que se expresa el antigeno, puede seleccionar un fago en el que se expresa una
region variable que tiene una actividad de unioén prevista desde una biblioteca de fagos. Ademas, una particula del
fago asi seleccionado retiene un gen que codifica la region variable que tiene la actividad de union prevista. Es decir,
se puede adquirir un gen que codifica una regién variable que tiene una actividad de unién prevista utilizando la
actividad de unioén de la region variable como indice en el método de presentacion en fagos.

El anticuerpo que reconoce un dominio extracelular de PLD4, o un fragmento de anticuerpo que contiene al menos
su region de unién a antigeno en el agente para suprimir la actividad de pDC, o el método de supresion de la
actividad de pDC, se puede administrar como una proteina o un polinucleétido que codifica la proteina. Al
administrar el polinucledtido, es deseable utilizar un vector en el que un polinucleétido que codifica la proteina
deseada, se disponga bajo el control de un promotor apropiado para expresar la proteina deseada. En el vector,
también se puede disponer un potenciador o un terminador. Se conoce un vector que retiene genes de una cadena
pesada y una cadena ligera que constituyen una inmunoglobulina, y puede expresar la molécula de inmunoglobulina.
El vector que puede expresar una inmunoglobulina se puede administrar introduciéndolo en una célula. En la
administracion a un organismo vivo, un vector que puede infectar una célula al administrarse en un organismo vivo,
se puede administrar tal cual. Alternativamente, también se puede introducir primero un vector en un linfocito aislado
de un organismo vivo, y devolverse nuevamente al organismo vivo (ex vivo).

La cantidad de anticuerpo monoclonal que se administra a un organismo vivo en el agente para suprimir la actividad
de pDC, o el método para suprimir la actividad de pDC, es generalmente de 0,5 mg a 100 mg, por ejemplo de 1 mg a
50 mg, preferiblemente de 2 mg a 10 mg por 1 kg de peso corporal como inmunoglobulina. El intervalo de
administracion del anticuerpo a un organismo vivo se puede regular adecuadamente de manera que se pueda
mantener una concentracion eficaz de la inmunoglobulina en el organismo durante el periodo de tratamiento.
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Especificamente, la administracion se puede realizar, por ejemplo, en un intervalo de 1 a 2 semanas. La via de
administracion es arbitraria. Un experto en la técnica puede seleccionar adecuadamente una via de administracion
eficaz en el tratamiento. Especificamente, los ejemplos de la via de administracién incluyen la administracion oral o
no oral. Por ejemplo, el anticuerpo se puede administrar sistémicamente o localmente mediante inyeccion
intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal o inyeccién subcutanea. Los ejemplos de una
formulacién apropiada para administracion no oral en la invencion incluyen una inyeccién, un supositorio y un
aerosol. Ademas, en caso de que se administre una inmunoglobulina a una célula, la inmunoglobulina se administra
a un liquido de cultivo generalmente en 1 pg/mL, preferiblemente 10 ug/mL o mas, mas preferiblemente 50 pg/mL o
mas, y mas preferiblemente 0,5 mg/mL o mas.

En el agente para suprimir la actividad de pDC o el método para suprimir la actividad de pDC, el anticuerpo
monoclonal se puede administrar mediante cualquier método a un organismo vivo. Normalmente, el anticuerpo
monoclonal se mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable. Junto con el anticuerpo monoclonal, se
pueden mezclar si fuera necesario aditivos tales como un agente espesante, un estabilizante, un conservante y un
agente solubilizante. Los ejemplos de tales portadores o aditivos incluyen lactosa, acido citrico, acido estearico,
estearato de magnesio, sacarosa, almiddn, talco, gelatina, agar, aceite vegetal y etilenglicol. Los términos calificados
como "farmacéuticamente aceptables" se refieren a aquellos aprobados por los supervisores gubernamentales de
cada pais, o los que figuran en una farmacopea de cada pais o una farmacopea generalmente reconocida para su
uso en un animal, un animal mamifero y particularmente un ser humano. El agente para suprimir la actividad de pDC
también puede suministrarse en forma de comprimido o polvo liofilizado en una dosis Unica o dosis multiples. El
comprimido o polvo liofilizado se pueden combinar adicionalmente con agua esterilizada, solucién salina fisiologica o
una solucién tampoén para inyectables para disolver la composicion a una concentracion deseada antes de su
administracion.

Ademas, en caso de que se administre el agente para suprimir la actividad de pDC como un vector de expresion de
inmunoglobulina, la cadena pesada y la cadena ligera se cotransfectan con un plasmido separado, y cada uno de los
plasmidos se puede administrar de 0,1 a 10 mg, por ejemplo, de 1 a 5 mg por 1 kg de peso corporal. Ademas, se
utiliza un vectorde 1 a 5 ug/‘IO6 células para la introduccion en una célula in vitro. De aqui en adelante, la invencién
se explicara mas especificamente en base a los Ejemplos.

Aunque la invencion se describira mas especificamente con los Ejemplos siguientes, la invencion no se limita a tales
ejemplos en absoluto.

Ejemplos

Ejemplo 1

A. Analisis de la expresion de PLD4
A-1) Analisis utilizando biblioteca SAGE

Las expresiones génicas en pDC en reposo, monocitos humanos y pDC activadas tratadas con el virus del herpes
inactivo (HSV-1) se compararon mediante el método SAGE™ (Serial Analysis of Gene Expression). El método de
analisis es el que se describe a continuacion.

A partir de sangre periférica humana, se aislé el monocito como una célula positiva para CD14 y se aisl6 la célula
pDC humana como una célula positiva para BDCA-4 con el kit de aislamiento BDCA-4 + (Miltenyi Company Biotec) y
el sistema MACS (Miltenyi Company Biotec). Ademas, la célula pDC humana se cultivd durante 12 horas en
presencia de HSV-1 inactivo, para preparar la pDC activada (pDC+HSV). El ARN total se extrajo de cada una de las
células y la biblioteca SAGE se prepard utilizando el kit -SAGE™ (Invitrogen Company). Los datos obtenidos de
aproximadamente 100.000 secuencias de bases etiquetadas se analizaron con el soporte Idgico de analisis
SAGE2000 (Invitrogen Company). Como resultado de esto, el valor de la puntuacion de monocito/pDC/pDC+HSV
fue genes 0/9/0, es decir, se encontré PLD4 (familia de la fosfolipasa D, miembro 4, C140rf175; Numero de acceso
de GenBank: NM_138790.2), que es un gen conocido como un gen que exhibe expresion especifica de células pDC
en reposo (Figura 1, Tao et al., Nat. Methods 2 (8), 591-598 (2005); Clark et al., Genome Res. 13(10), 2265-2270
(2003)). PLD4 es una secuencia de 506 aminoacidos (SEQ ID NO: 1) codificada por una secuencia de bases
representada por SEQ ID NO: 44. La proteina PLD4 tiene dos regiones PDE inciertas (motivo fosfodiesterasa)
constituidas con dos motivos HKD (His-x-Lys-xxxx-Asp secuencia de aminoacidos, las x son los otros aminoacidos
conservados en la region C terminal, y un sitio de fosforilacion incierta (Thr 472). La estructura de la proteina PLD4
se pronostica como proteina transmembrana monotroépica tipo Il. Ademas, la proteina PLD4 no tiene la region PX
(dominio de homologia de Phox) y la region PH (dominio de homologia de Pleckstrina) en la region N terminal, que
son poseidas por PLD1 y PLD2 que son de la familia PLD clasica (FIG. 1y 2).

A-2) Analisis de expresion del ARNm de PLD4 en diversas células humanas responsables de la inmunidad mediante
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PCR cuantitativa en tiempo real

Se reviso especificamente la expresion del ARNm de PLD4 en una célula sanguinea. A partir de sangre periférica
humana, cada una de las células se aisl6 y se recogié mediante un clasificador de células. A partir de cada una de
las familias de células aisladas y recogidas, se extrajo el ARN y se sintetizd el ADNc. Utilizando el ADNc obtenido
como molde, se realizé una PCR cuantitativa en tiempo real y se analizé el nivel de expresion del ARNm de PLDA4.

Para la reacciéon de PCR cuantitativa en tiempo real, se realizé una PCR cuantitativa con ABI PRISM 7000 utilizando
el kit Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen Company). Se utilizé el Sequence Detection System
Software (empresa Applied Biosystem) en el analisis de datos. Las condiciones de reaccion de la PCR vy la
secuencia de bases de los cebadores utilizados son las siguientes.

Cebador directo para PLD4: 5' ATG GAC TGG CGG TCT CTG 3' (SEQ ID NO: 45)

Cebador inverso para PLD4: 5' TGG AAG GTC TTC TCC AGG TC 3' (SEQ ID NO: 46)

Cebador directo para GAPDH: 5' AGC CAC ATC GCT CAG ACA C 3' (SEQ ID NO: 47)

Cebador inverso para GAPBH: 5' GCC CAA TAC GAC CAA ATC C 3' (SEQ ID NO: 48)

1 Ciclo a 58°C durante 2 minutos,

1 Ciclo a 95°C durante 10 minutos,

50 ciclos de [95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos],

Se revisaron pDC, pDC (pDC+HSV) estimuladas con HSV, células B (células CD19+), células B activadas
(células CD19+), células T (células CD3+) y células T activadas estimuladas con inomicina y PMA (Forbol 12-
miristato 13-acetato). Como resultado, se ilustré que la expresion de PLD4 era especificamente alta en la pDC
en la etapa de reposo y baja en la Célula B CDI9" El otro ADNc de fraccién de sangre humana utilizé Paneles
de ADNCc de Multiples Tejidos BD™ MTC (Num. de Cat. 636750, Takara Bio Company) (FIG. 5).

A-3) Analisis de expresion de ARNm de PLD4 en tejido humano mediante PCR cuantitativa en tiempo real

Ademas, las expresiones en otros érganos o tejidos se revisaron mediante PCR cuantitativa utilizando ABI PRISM
7000 (Applied Biosystem Company). Como panel de ADNc, se utilizd Paneles de ADNc de Mudltiples Tejidos BD™
MTC (Humana |; Num de Cat. 636742, Inmune humano; Num. de Cat. 636748; todos de Takara Bio Company). Las
secuencias de bases de los cebadores utilizados se representan a continuacion.

Cebador directo para PLD4: 5' ATG GAC TGG CGG TCT CTG 3' (SEQ ID NO: 49)

Cebador inverso para PLD4: 5' TGG AAG GTC TTC TCC AGG TC 3' (SEQ ID NO: 50)
Cebador directo para GAPDH: 5' AGC CAC ATC GCT CAG ACA C 3' (SEQ ID NO: 51)
Cebador inverso para GAPDH: 5' GCC CAA TAC GAC CAAATC C 3' (SEQ ID NO: 52)

La PCR cuantitativa se realizé con ABI PRISM 7000 con el kit Platinum SYBR Green gPCR Super Mix-UDG
(empresa Invitrogen). Se utilizé el soporte l6gico del sistema de deteccién de secuencia (Applied Biosystem
Company) en el analisis. Las condiciones de reaccion son las que se describen a continuacion.

Etapa 1: 1 ciclo a 50°C durante 2 minutos
Etapa 2: 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos
Etapa 3: 50 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto

Las expresiones de los genes de PLD4 se compararon entre cada uno de los tejidos mediante la normalizacion con
el nivel de expresion génica de GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), que se sabe que se expresa
homeostaticamente. Como resultado de ello, el ARNm de PLD4 exhibié una expresion relativamente alta en el bazo
y en leucocitos de sangre periférica. Ademas, se revel6 que el ARNm de PLD4 se expresaba ampliamente en otros
tejidos. Sin embargo, el nivel de expresion del ARNm de PLD4 fue inferior a 100 veces el nivel de expresion de la
célula pDC en reposo (Figura 6).

Preparacion del vector de expresiéon de PLD4 humana

La preparacion del vector de expresion del gen PLD4 se realiz6 con el fin de expresar una proteina PLD4 humana. A
partir del clon de ADNc de PLD4 incorporado a un vector de clonacion pCR4-TOPO (Open Biosystem, Num. de Cat.
MHS4771-99610856), unicamente el gen PLD4 se extrajo con la enzima EcoRI, y se incorpor6 a un vector de
expresion pcDNA3.1 (vector PLD4-pcDNA3.1 humano). Utilizando el plasmido PLD4-pcDNA3.1 humano obtenido
como molde, se amplifico el gen PLD4 con un cebador que contenia las secuencias de EcoRI, Not | y Kozak (GCC
GCC ACC) (la informacion de los cebadores es la que se describe a continuacion). El producto de la PCR se clono
en los sitios EcoRI y Not | con el vector de retrovirus pMX-IP (vector de retrovirus PLD4-pMX-IP humano). En la
reaccion de PCR, se utilizé 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus (TOYOBO Company), y las condiciones de
reaccion fueron 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos, y a continuacion 25 ciclos de [94°C durante 15 segundos y 68°C
durante 1 minuto 30 segundos].
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Cebador directo (SEQ ID NO: 53): 5' ttt GAA TTC gcc gcc acc ATG CTG AAG CCT 3' (polimero de 30
unidades)

Cebador inverso (SEQ ID NO: 54): 5" aaa gcg gcc gcT CAG CCC TGC CAA ACG CAG TCC T 3' (polimero de
34 unidades)

Junto con el analisis de la secuencia, se transfectaron de forma transitoria células HEK (rifién embrionario humano)-
293T (en adelante, células 293T) con el vector de retrovirus PLD4-pMX-IP humano, y se confirmé si la PLD4
humana se expresaba en la superficie de la célula 293T con tincién celular, y a continuacion con el método FACS.

Ejemplo 2
Revision de la especificidad del anticuerpo anti-PLD4 humana

El hecho de que el anticuerpo monoclonal anti-PLD4 no se cruce con otras moléculas de la familia PLD, puede
confirmarse empleando una célula en la que se expresa obligatoriamente cada una de las familias PLD. La PLD4
humana pertenece a la familia PLD, y existen multiples moléculas que tienen una alta homologia. La PLD4 humana
ilustra aproximadamente 41% de la homologia con PLD3 humana y aproximadamente 29,3% de la homologia con
PLD5 humana (Figura 4).

1) Preparacion de vectores de expresion de PLD3 humana y PLD5 humana

Para la PLD3 humana (ADNc SEQ ID NO: 55, aminoacidos SEQ ID NO: 127) y PLD5 humana (ADNc SEQ ID NO
56, aminoacidos SEQ ID NO: 123), del clon de PLD3 humana (K.K.DNAFORM Company, Num. de Cat. 5189261)
incorporado al vector pCMV-SPORTS6, y el clon PLD5 humana (KKDNAFORM Company, Num. de Cat. 40025860)
incorporado al vector pCR-Blunt [I-TOPO, solo los genes PLD3 y PLD5 se amplificaron con PCR, y cada uno de los
genes fue clonado en los sitios Hind Il y EcoRI de pcDNA3.1 etiquetado con Flagg (Invitrogen Company), mediante
el cual se prepara un vector de expresion (La informacion de los cebadores es la que se describe a continuacion).

(Para PLD3 humana)

Cebador directo: huPLD3-IF (Hind IlI)

Secuencia: 5' ttt AAG CTT gcc gcc acc ATG AAG CCT AAA CTG ATG TAC 3' (Polimero de 39 unidades)
SEQ ID NO: 57)

Cebador inverso: huPLD4-1518R (EcoRl)

Secuencia: 5' tit gaa ttc TCA ctt atc gic gtc atc ctt gta atc GAG CAG GCG GCA GGC GTT GCC 3' (Polimero
de 57 unidades) (SEQ ID NO: 58)

(Para PLD5 humana)

Cebador directo: huPLD5-IF (Hind 111).

Secuencia: 5' ttt AAG CTT gcc gecc acc ATG GGA GAG GAT GAG GAT GGA 3' (Polimero de 39 unidades)
(SEQ ID NO: 59)

Cebador inverso: huPLD5-1383R (EcoRl)

Secuencia: 5' ttt gaa ttc TCA ctt atc gtc gtc atc ctt gta atc TAC GTT CCG GGG ATC CTT TCC 3' (Polimero de
57 unidades) (SEQ ID NO: 60)

Entre las secuencias de cebadores mencionadas anteriormente, las partes subrayadas representan secuencias de
bases que codifican las etiquetas FLAG afiadidas, y el tipo cursiva representa el sitio de corte Hind Ill o el sitio EcoRI
de las enzimas de restriccion.

Junto con el andlisis de secuencia, las células 293T se transfectaron de forma transitoria con el vector PLD3-
pcDNA3.1 humano o el vector PLD5-pcDNA3.1 humano, y si la PLD4 humana se expresé en la superficie de la
célula 293T se confirmé con tincidn celular, y a continuacion mediante el método FACS.

Como resultado de ello, los anticuerpos no reaccionaron con una célula en la que parecia expresarse PLB3 humana
o PLD5 humana, lo que sugeria que estos anticuerpos anti-PLD4 reconocian moléculas de PLD4 humana
especificamente (Figura 8).

Preparacion de la cepa estable de células de expresién de PLD4 humana

El vector PLD4-pMX-IP humano preparado se co-transfectd a células 293T junto con el vector pCL-Eco (IMGENEX,
Num. catalogo 10045P), que es un vector de empaquetamiento de retrovirus, mediante el cual se realiza la
introduccion del gen. El experimento de introduccion de genes utilizé el Reactivo de Transfeccion FUGENE (marca
registrada) HD (Roche) como reactivo de transfeccion. Después de 2 dias, se recogio el sobrenadante del cultivo
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celular, en el que se secretd el retrovirus que contenia el gen PLD4 humana, y se infecté con la cepa de células
CT125 (serie de células de tumor de linfocitos de células T de ratéon 2B4). Debido al hecho de que el vector de
retrovirus pMX-IP contiene un gen resistente a la puromicina, el cultivo de células CT125 infectadas en presencia de
puromicina permite la supervivencia unicamente células de que expresan PLD4 humana, lo que lleva a la selecciéon
de las mismas. Las células CT125 de expresion de PLD4 humana seleccionadas (en adelante, PLD4-CT125
humana) se seleccionaron adicionalmente para que unicamente las células CT125 permitieran una expresion mas
alta de PLD4 humana mediante clasificacion de FACS y se cultivaron. Para la confirmacion de la expresiéon de PLD4
humana, las células CT125 se tifieron con anticuerpo policlonal de ratén anti-PLD4 humana asequible
comercialmente (Abnova, Num. de Cat.: HOO122618-B01P) ajustado a 5 ug/ml, y se realiz6 el analisis FACS. Como
resultado de ello, se establecié la cepa estable de células PLD4-CT125 humana, y se utilizd en la seleccion
mediante FACS del hibridoma.

Construccion de vectores de expresion de PLD4 de mono cinomolgo y rhesus, y preparacion de la cepa estable de
células de expresion de PLD4 humana

Para las expresiones de las proteinas PLD4 de mono cinomolgo y rhesus, se realizo la clonacion del gen PLD4 de
mono Yy la construccion de vectores de expresion. 1) Clonacion del gen PLD4 de mono cinomolgo y PLD4 de mono
rhesus

La secuencia de ADNc de PLD4 de mono rhesus es referida en la base de datos Genbank (XM_002805227.1) y
similares, pero no se informa sobre un ADNc parcial, completo del mismo. Ademas, puesto que aun no se ha
informado sobre la secuencia del gen PLD4 de mono cinomolgo, a partir de PBMC (10 mL respectivamente; SHIN
NIPPON BIOMEDICAL LABORATORIES, LTD.) de mono cinomolgo y mono rhesus, se realizé la clonacion del gen.

El ARN total se extrajo de la sangre periférica del mono y, a partir de 5 pg del mismo, se sintetizé el ADNc utilizando
el cebador oligo-dT y el sistema SuperScript Choice para el kit de sintesis de ADNc.

Utilizando el ADNc preparado como molde, el gen PLD4 del mono cinomolgo y el gen PLD4 del mono rhesus se
amplificaron con el método de PCR utilizando los cebadores de las siguientes secuencias de bases.

Cebador directo (cynoPLD4-32F): 5' AGA TGC TGA AGC CTC TTC GGA GAG Cg 3' (SEQ ID NO: 61)
Cebador inverso (cynoPLD4-1554R): 5' TCA GCC CTG CCA AAC GCA GTC CTG G3' (SEQ ID NO: 62)

Amplificacion de aproximadamente 1521 pares de bases de PLD4 de mono cinomolgo y se aislaron 1521 pares de
bases de fragmento de ADNc de PLD4 de mono rhesus mediante electroforesis utilizando gel de agarosa al 1% y se
recogieron y clonaron en un vector plasmidico pCR4BIlunt-TOPO (Invitrogen Company) utilizando el kit Zero Blunt
TOPO PCR Cloning (Invitrogen Company). Se analizaron las secuencias de bases del gen obtenido, que estan
representadas por SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 124. Se confirmé que el gen PLD4 del mono cinomolgo y el gen
PLD4 del mono rhesus fueron susceptibles de ser clonados.

La proteina PLD4 humana representa aproximadamente 94,4% de identidad con la secuencia de proteinas de PLD4
de mono cinomolgo (SEQ ID NO: 129), y aproximadamente 94% de identidad con la secuencia de proteinas de
PLD4 de mono rhesus (SEQ ID NO: 130). La FIG. 14 ilustra la homologia de las secuencias de proteinas de PLD4
humana con PLD4 de mono cinomolgo, PLD4 de mono rhesus y PLD4 de ratén (ADNc SEQ ID NO: 131,
aminoacidos SEQ ID NO: 132).

2) Preparacion de la cepa estable de células de expresion PLD4 de mono cinomolgo

La cepa estable de células de expresion de PLD4 de mono cinomolgo se establecié cultivando células CT125
infectadas con un vector de retrovirus en presencia de puromicina, en el mismo método que el método de
preparacion de la cepa estable de células de expresiéon de PLD4 humana que utilizaba el vector PLD4-pMX-IP de
mono cinomolgo preparado.

Para la confirmacion de la expresion de PLD4 del mono cinomolgo, las células se tifieron con el anticuerpo policlonal
anti-PLD4 humana de ratén comercialmente disponible (Abnova, Nim. de Cat.: H00122618-B01P) que representan
reactividad cruzada también con el analisis de PLD4 y de FACS. Como resultado de ello, se establecio la cepa
estable de células PLD4-CT125 de mono cinomolgo, y se utilizd en la seleccion mediante FACS del hibridoma
(Figura 16).

Preparacion de la proteina de fusién PLD4-Ig humana

Para su uso como inmunégeno en la preparacion de anticuerpo monoclonal anti-PLD4 humana, se amplificaron
2142 pb de un fragmento de ADN, en el que se fusionaron la regién extracelular de la proteina PLD4 humana (56-
506 aa) y el fragmento Fc de IgG2a de ratén (234 aa que contienen una porcion de la bisagra de la cadena pesada,
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CH2 y CH3), con el método de PCR de 2 etapas, y se construyeron los plasmidos del vector de expresion de
pDAD3.1 de PLD4-humana y pEE14.4 de PLD4-Ig humana (Las secuencias del ADNc y las proteinas se especifican
en la lista de secuencias).

Para obtener una proteina del sobrenadante del cultivo, se transfecté transitoriamente el ADN Maxi-prep a células
Freestyle 293F (en adelante, células 293F, Num. de Cat. R790-07; Invitrogen). El dia 7 después de la transfeccion,
se recogio el liquido de cultivo de las células 293F cotransfectadas en un tubo de 50 mL y se realizé una
centrifugacion en condiciones de 2.070 g a 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante se filtré con un filtro de jeringa
con un tamafio de poro de 0,45 um (Num. de Cat. 431220; CORNING), y los sobrenadantes de cultivo se recogieron
juntos.

El sobrenadante de cultivo celular recogido se purificd con una columna de afinidad de proteina A del sistema AKTA-
FPLC, y se purifico la proteina de la proteina de fusion PLD4-Ig humana recombinante (Figura 7).

Ejemplo 3
A. Preparacién de anticuerpo monoclonal anti-PLD4 humana
A-1) Inmunizacion

Como inmundgeno, se utilizo la proteina de fusion PLD4-lg recombinante mencionada anteriormente. La proteina de
fusion PLD4-Ig se administrd por via subcutanea al dorso de 3 ratones BALB/c. Como coadyuvante se utilizaron
coadyuvante de Freund Completo e Incompleto (SIGMA), y se administraron 200 ug/ratén la primera vez y 50
pg/ratén de la segunda a la cuarta vez.

A-2) Confirmacion del titulo de anti-suero.

La sangre se recogio después de la tercera inmunizacioén y la cuarta inmunizacion, y el titulo de anti-PLD4-Ig en el
suero se evalud con ELISA.

La proteina de fusién PLD4-1g se introdujo en fase sélida en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. El antisuero
se diluyd escalonadamente 1:1.000 3 veces, y se prepararon series de diluciones hasta 1:729.000. Cada una de las
muestras se afiadio a la placa de fase sélida del antigeno en 50 pl y se realizd la reaccion primaria. Después del
lavado, la reaccién secundaria se realiz6 con el anticuerpo anti-IgG de ratén (k, A) marcado con HRP, y se detecto el
color (490 nm) con OPD (orto-fenilendiamina).

A-3) fusion celular

Se aislaron células esplénicas de un ratén para lo cual se reconocié un aumento del titulo anti-suero. La célula
esplénica aislada y la célula de mieloma de ratén (P3U1) se fusionaron con el método de PEG, y la seleccion vy el
cultivo de la célula esplénica de fusion se realizaron a partir de medio HAT.

Escrutinio mediante FACS de hibridoma utilizando células CAL-1

Los anticuerpos que producen cada clon de la célula esplénica de fusién obtenida a partir del cultivo de seleccién
HAT se evaluaron mediante FACS. Las células de la cepa CAL-1 de células similares a pDC humanas a 2 x 10° se
hicieron reaccionar con 50 pl de sobrenadante de cultivo de cada uno de los hibridomas descritos a continuacion
durante 15 minutos a 4°C. Las células se lavaron con tampén FACS (FBS al 1% + PBS) dos veces, se centrifugaron
y se elimind el sobrenadante. La reaccioén se realizé durante 20 minutos a 4°C utilizando un anticuerpo anti-IgG de
ratén marcado con PE (BD Bioscience: 550589) como anticuerpo secundario. El liquido de cultivo después de 10
dias desde el inicio del cultivo de seleccion con HAT se utilizd como multiplicidad de dilucién original para el
sobrenadante de cultivo de cada clon. Como resultado de ello, 3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11,
14C1 y 11G9.6 de los sobrenadantes de cultivo de hibridomas reaccionaron bien con las células CAL-1 (FIG. 11).

Escrutinio mediante FACS de hibridomas utilizando una cepa de células estable PLD4-CT125 humana

Los anticuerpos que producen cada clon de la célula esplénica de fusion obtenida del cultivo de selecciéon HAT se
evaluaron con FACS. Se hizo reaccionar PLD4-CT125 humana en 2 x 10° durante 15 minutos a 4°C con 50 ul de
sobrenadante de cultivo de cada uno de los hibridomas descritos a continuacioén. Las células se lavaron con tampén
FACS (FBS al 1% + PBS) dos veces, se centrifugaron y se elimind el sobrenadante. La reaccién se realizé durante
20 minutos a 4°C utilizando un anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con PE (BD Bioscience: 550589) como
anticuerpo secundario. Como resultado de ello, 3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11, 14C1y 11G9.6
de los sobrenadantes de cultivos de hibridomas reaccionaron bien con las células PLD4-CT125 humanas (FIG. 12).
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A-5) Prueba de deteccion de FACS utilizando pDC de sangre periférica humana
[Aislamiento de PBMC humanas]

Se recogieron 20 mL de sangre periférica de un individuo sano y se aisl6 la célula mononuclear de sangre periférica
(PBMC) con una centrifuga de gravedad especifica utilizando HISTOPAQUE-1077 (SIGMA Company). Se tifieron 1
x 10° PBMC para cada muestra. Las células se lavaron con tampon FACS y a continuacion se les afiadieron 25 pl
de dilucion 1:5 del reactivo de bloqueo de Fc (Militenyi Company) y se hicieron reaccionar a 4°C durante 15 minutos.
Las células se lavaron con tampon FACS y a continuacion se afiadieron 50 pl del sobrenadante del cultivo celular de
cada hibridoma e IgG2b de raton, k, y se hicieron reaccionar a 4°C durante 20 minutos. Las células se lavaron con
tampon FACS y a continuacion se les afadieron anticuerpo anti-lgG de ratéon marcado con PE y se hicieron
reaccionar a 4°C durante 20 minutos. Las células se lavaron con tampén FACS y a continuacion se les afiadieron 50
pl de una dilucion de 1:10 del anticuerpo anti-BDCA2 marcado con APC, y se hicieron reaccionar a 4°C durante 20
minutos. Las células se lavaron con tampon FACS y a continuacion se resuspendieron en 300 ul de tampén FACS y
se analizaron con FACS Calibur (BD). El anticuerpo mp11G9.6 exhibié la unién a pDC (FIG. 10).

Ademas, 9 tipos de anticuerpos PLD4 de 3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11 y 14C1 mostraron una
reaccion de union especifica para la poblacion de células pDC, que era una célula positiva para BDCA2 (FIG. 13).

A-6) Reactividad cruzada de anticuerpo anti-PLD4 para mono

Seleccion mediante FACS de hibridoma utilizando la cepa de células estables PLD4-CT125 de mono cinomolgo y la
célula transfectante transitoria PLD4-293T de mono rhesus

Los anticuerpos que producen cada clon de la célula esplénica de fusion obtenida del cultivo de selecciéon HAT se
evaluaron con FACS. Se hizo reaccionar PLD4-CT125 humana en 2 x 10° con 50 pI de sobrenadante de cultivo de
cada uno de los hibridomas descritos a continuacién durante 15 minutos a 4°C. Las células se lavaron con tampén
FACS (FBS al 1% + PBS) dos veces, se centrifugaron y se elimind el sobrenadante. La reaccién se realizé durante
20 minutos a 4°C utilizando un anticuerpo anti-lgG de ratén marcado con PE (BD Bioscience: 550589) como
anticuerpo secundario. Como resultado de esto, 7 tipos de anticuerpos de 3B4, 5B7, 7B4, 13D4, 13H11, 14C1 y
11G9.6 entre 10 tipos de anticuerpos de PLD4 reaccionaron bien con las células PLD4-CT125 de mono cinomolgo y
las células PLD4-293T de mono rhesus (FIG. 15, FIG. 16 y FIG 17).

A-7) Reactividad cruzada de anticuerpo anti-PLD4 para PBMC de mono

Las PBMC de mono rhesus de sangre periférica (10 ml; SHIN NIPPON BIOMEDICAL LABORATORIES, LTD.) se
centrifugaron con una gravedad especifica utilizando Ficoll-Paque al 96% (marca registrada) PLUS (GE Healthcare
Company, Num. de Cat. 17-1440-02). Para la FACS, se utilizaron 5 x 10° células por muestra. Las células se lavaron
con tampon FACS y a continuacion se les afiadieron 10 pl de suero de mono cinomolgo al 10% diluido con tampdn
FACS y se hicieron reaccionar a 4°C durante 20 minutos. Las células se lavaron con tampén FACS y a continuacion
se les afadieron 100 uL del sobrenadante del cultivo celular de cada hibridoma y 10 uyg/mL de IgG2a de raton, k o
IgG1 de ratén, k y se hicieron reaccionar a 4°C durante 15 minutos. Las células se lavaron con tampén FACS y a
continuacion se les afadieron 1 ug/mL de anticuerpo anti-lgG de ratén marcado con APC y se hicieron reaccionar a
4°C durante 20 minutos. Las células se lavaron con tampén FACS y a continuacién se hicieron reaccionar con 25 pl
de dilucién 1:10 de anticuerpo anti-Linaje 1 marcado con FITC, anticuerpo anti-CD123 marcado con PE y anticuerpo
anti-HLA-DR marcado con PcrCP-Cy5.5 a 4°C durante 15 minutos. Las células se lavaron con tampén FACS y a
continuacion se resuspendieron en 300 ul de tampon FACS y se analizaron con FACS calibur. El sobrenadante de
cultivo de hibridoma utilizado fue especifico para PLD4, y se seleccionaron 10 tipos de 3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3,
11D10, 13D4, 13H11, 14C1 y 11G9.6, que se unieron bien a las células CAL-1 o pDC humanas. Como resultado de
ello, 5 tipos de sobrenadantes de cultivos celulares de hibridoma, es decir, 5B7, 7B4, 13D4, 13H11 y 14C1 se
unieron especificamente a la poblacion de células pDC de monos cinomolgos (Linaje-CD123+ HLA-DR+) (FIG. 18).

A-8) Clonacion del hibridoma por el método de dilucién limitante
1) Clonacion y 2° escrutinio mediante el método de dilucion limitante.

Para la clonacion de 9 tipos seleccionados (3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11 y 14C1) de
hibridomas, excepto el hibridoma 11G9.6, se realizd una dilucién limitante. La dilucién limitante se sembré en 2
piezas de placa de 96 pocillos. Después de 6 dias desde la siembra, se observaron las células al microscopio y se
recogieron los sobrenadantes de cultivo que se obtuvieron de monoclones y mostraron un buen crecimiento en todos
los pocillos. Se realizé un analisis mediante FACS del sobrenadante de cultivo recogido como muestra.

En el analisis FACS, el antigeno de superficie de la cepa celular CAL-1 se tifi¢ utilizando el sobrenadante de cultivo
de cada clon, seguido de un anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con PE (BD Bioscience: 550589) como anticuerpo
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secundario. Como sobrenadante de cultivo de cada clon, se utilizé el liquido de cultivo después de 7 dias desde la
siembra de la dilucion limitante como multiplicidad de dilucién original.

2) Clonacion y tercer escrutinio.

Basandose en los resultados del analisis FACS del segundo escrutinio y el estado celular en cada pocillo, se
selecciono 1 pocillo de cada clon y se realizé6 nuevamente una dilucion limitante. La dilucion limitante se realizé de
manera similar a la mostrada en el apartado 2), y se realizd un analisis FACS (3°) para el sobrenadante de cultivo
recogido como muestra. Basandose en los datos del analisis FACS y similares, se clonaron los 9 siguientes tipos
(3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11 y 14C1) de los clones mediante el método de dilucion limitante y
se establecio el hibridoma de produccién de anticuerpo anti-PLD4 humana como una cepa celular estable.

3) Conversioén en un solo hibridoma 11G9.6

El hibridoma 11G9.6 distinto de los 9 tipos mencionados anteriormente se recogio y se suspendié con un tampon de
clasificacion (FBS al 1%/PBS) para que tuviera 1 x 10° células/mL. La clasificacion de células individuales se realizo
utilizando FACS Aria (BD). Se incorporaron los datos y los datos incorporados se desarrollaron para un diagrama de
puntos bidimensional del eje X: FSCy eje Y: SSC. En el diagrama de puntos, las células vivas estaban rodeadas por
ventana citométrica. La ventana citométrica se cubrié para excluir el doblete de las células en la ventana citométrica
de células vivas, la poblacién celular se aisl6é y se recogié en una placa plana de 96 pocillos para que tuviera 1
célula/pocillo. Las células después de la clasificacion de células individuales se cultivaron en medio HAT (RPMI
1640+ 2 mM L-glutamina, 10 unidades/mL de penicilina-estreptomicina, HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, 2-
ME 50 pM) + suplemento de crecimiento de hibridoma HFCS (Empresa Company). A continuacion, se tifieron las
células CAL-1, la cepa celular estable de expresion PLD4-CT125 humana, las PBMC humanas y la cepa celular
estable de expresion PLD4-CT125 de mono utilizando el sobrenadante de cultivo de células del hibridoma, y se
seleccion6 11G9.6 de hibridoma unico.

4) Preparacion de vial de células congeladas y recoleccion del sobrenadante de cultivo.

Basandose en los resultados del analisis FACS descritos anteriormente y el estado de la célula de cada pocillo, se
selecciond 1 pocillo de cada clon. Para el pocillo seleccionado, se realizo el cultivo de expansion a una escala de 50
ml. El medio era RPMI 1640 que contenia FCS al 10% y penicilina-estreptomicina. Las células se cultivaron hasta la
subconfluencia, y se congelaron y conservaron a un numero de células de 1 x 10° células/tubo. Como liquido de
congelacion y conservacion, se utilizo BAMBANKER (NIPPON Genetics, Co. Ltd.). Ademas, se recogid y conservo el
sobrenadante de cultivo en este momento.

Ejemplo 4
Purificacién De Anticuerpos

Se obtuvieron 10 tipos (3B4, 5B7, 7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11, 14C1 y 11G9.6) de anticuerpos
purificados a partir de los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas mediante purificacion utilizando la columna de
afinidad de proteina A (rProtein A) Sepharose Fast Flow (NUm. de catalogo 17-1279-01, GE Healthcare Company).
Los isotipos se confirmaron utilizando Pierce Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit (Thermo Fisher Scientific
Company). Como resultado de ello, 3B4 y 14C1 fueron IgG1, k, de raton 10C3 fue 1gG2a, k de ratéon y los otros
fueron 1gG2b, k de ratén. La medicion de la concentracién de endotoxinas se realizé ya que si la endotoxina
estuviera contenida en el anticuerpo purificado, podria influir en los resultados de una prueba de determinacién de
propiedades. Los kits utilizados fueron el grupo Endospecy ES-50M, el grupo Toxicolor DIA-MP y el grupo CSE-L
patron de endotoxina (SEIKAGAKU BIOBUSINESS CORPORATION Company). Como resultado de ello, la
concentracion de endotoxinas de cualquier anticuerpo purificado fue de 0,3 UE/mg o menos de Ab, que era el valor
de referencia.

Revisién de la reactividad del anticuerpo purificado.

La capacidad de uniéon del anticuerpo purificado se confirmé con células CAL-1 que son cepas de células similares a
pDC humanas. Como resultado, se pudo confirmar que cualquier anticuerpo mantenia la capacidad de unién a PLD4
humana en la superficie celular (FIG. 11). Ademas, el anticuerpo también se unié especificamente a la poblacion de
células pDC (BDCA2+) de la sangre periférica humana (FIG. 13).

Calculo del valor Kd del anticuerpo contra PLD4 purificado

Para determinar la capacidad de unién del anticuerpo purificado, la cepa celular estable de expresién de PLD4-
CT125 humana se hizo reaccionar a casi 100% de la tasa de tincion positiva de baja concentracién a alta
concentracion (0,001 pg/mL a 30 pg/mL) de concentracion de anticuerpo contra PLD4 purificada. La frecuencia de
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tincion de células positivas y de anticuerpos se sometié a analisis de datos utilizando el soporte l6gico Graph Pad
Prism version 5, y la concentracion molar de la constante de disociacion (valor Kd) se calculd en una unidad nM.
Debido al hecho de que los valores de Kd (nM) de los anticuerpos anti-PLD4 fueron todos 1 nM o menos o 1 nM casi
excepto los 2 clones de 3B4 y 14C1, los anticuerpos anti-PLD4 se unieron muy fuertemente a la célula PLD4-CT125
humana ( Figura 19).

Ejemplo 5

Actividad de citotoxicidad dependiente del complemento del anticuerpo anti-PLD4 para células de expresion de
PLD4-CT125 humanas

La actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (de aqui en adelante, denominada actividad CDC) del
anticuerpo anti-PLD4 se midi6é para la cepa de células CT125 que expresa PLD4 humana (en adelante, denominada
HuPLD4-CT-125) utilizando suero de conejo inmaduro como fuente de complemento. El indice de la actividad fue la
toxicidad celular calculada a partir del valor medido de la Lactasa deshidrogenasa (LDH) liberada desde la célula.
Cada célula se dispensé a una placa con fondo en forma de U de 96 pocillos en 2 x 10" células/50 pL/pocillo. Se
preparé complemento de cria de conejo al 1% (CEDARLANE Company) en medio CDC (RPMI 1640 + BSA al 0,1%
+ HEPES 10 mM + L-glutamina 2 mM + Pen-Strep al 1%). A las células se les afiadieron 10 ug/mL de anticuerpo de
control de isotipo de ratén (IgG2b, k de raton) y 10 tipos de anticuerpos purificados de ratéon anti-PLD4 (3B4, 5B7,
7B4, 8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11, 14C1, y 11G9.6), y se dejaron reaccionando durante 1 hora. Para el
sistema de ensayo, se utilizo el kit de ensayo de citotoxicidad no radioactiva CytoTox 96 (Promega Company). Como
resultado de ello, para la célula diana de HUPLD4-CT-125, 8 tipos de los anticuerpos contra PLD4 (5B7, 7B4, 8C11,
10C3, 11D10, 13D4, 13H11 y 11G9.6) mostraron una actividad de CDC de aproximadamente 33,5% a 71,1% a 10
pg/mL de concentracion de anticuerpo, excepto 2 tipos de anticuerpos contra PLD4, 3B4 y 14C, de los cuales el
isotipo de la cadena pesada era IgG1 de raton (FIG. 20).

Ejemplo 6

La actividad citotéxica dependiente de la concentraciéon, dependiente del complemento del anticuerpo de control de
isotipo de raton (IgG2b k, de raton) del anticuerpo anti-PLD4 (11G9.6), el anticuerpo de raton anti-PLD4 (mp11G9.6
Ab), anticuerpo de control de isotipo humano (IgG1, kK humana), y el anticuerpo quimérico anti-PLD4 (ch11G9 Ab) se
ajustaron a un total de 6 puntos de la concentracion de anticuerpo de 0,1 pyg/mL a 30 pg/mL. Como sistema de
ensayo, se utilizo el kit del ensayo de citotoxicidad no radioactiva CytoTox 96 (Promega Company). Como resultado
de esto, para la célula diana de HUPLD4-CT-125, mp11G9.6Ab exhibié aproximadamente 70% de actividad CDC
dependiente de la concentracion, a 3 ug/mL de concentracion de anticuerpo. Por otro lado, ch11G9Ab, que era un
anticuerpo quimérico, mostré 10% o menos de la actividad de los CDC incluso a 30 pg/mL de concentracion maxima
(FIG. 21).

Ejemplo 7

Preparacion de anticuerpos quiméricos.

Se prepararon 10 clases en forma de un hibridoma que produce un anticuerpo anti-PLD4 de raton y se utilizaron.

1. Confirmacion de isotipo de la region constante.

Se confirmé el isotipo de la regiéon constante del anticuerpo anti-PLD4 de ratén producido a partir del hibridoma que
produce el anticuerpo anti-PLD4. A partir del cultivo de sobrenadantes de los hibridomas de 10 tipos (3B4, 5B7, 7B4,
8C11, 10C3, 11D10, 13D4, 13H11, 14C1 y 11G9.6), se confirmo el isotipo utilizando Pierce Rapid ELISA Mouse
mADb Isotyping Kit (Thermo Fisher Empresa cientifica). Como resultado de ello, 3B4 y 14C1 fueron IgG1 de ratén e Ig
kappa de raton, 10C3 fue IgG2a de ratén e Ig kappa de raton, y los otros son IgG2b de raton e Ig kappa de raton.

2. Clonacion del ADNc que codifica la region variable del anticuerpo anti-PLD4 de raton

2-1) Aislamiento de ARN total

A partir del hibridoma 11G9.6, se aisl6 el ARN total utilizando un kit disponible comercialmente, "RNeasy Mini Kit"
(Qiagen Company, Num. de Cat.: 74106) de acuerdo con las instrucciones adjuntas al kit. Se prepar6 a partir de 5 x
10° células de la cepa de células del hibridoma y aproximadamente 79 ug de ARN total.

2-2) Amplificacién y fragmentacion de ADNc que codifica la region variable de cadena pesada del raton

Se utilizaron 5 pg del ARN total aislado en el apartado 2-1), y el ADNc que codifica la regién variable de cadena
pesada del raton se amplificé mediante el método de PCR 5' RACE. En la amplificacién, se utilizé un kit disponible
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comercialmente, "5' RACE System for Rapid Amplification of cDNA ENDs, Version 2.0 Kit" (Invitrogen Company,
Num. de Cat.: 18374-058). Los detalles son los siguientes. Primero, se sintetizd ADNc monocatenario mediante la
enzima de transcripcion inversa a partir del ARN total obtenido en 2-1). En este momento, el cebador antisentido
(GSP1) se utilizé de la siguiente manera. Los cebadores GSP1 utilizados en la amplificacion del ADNc se utilizaron
de manera diferente dependiendo del isotipo de cada cadena pesada de ratén.

Por ejemplo, en la clonacién de las regiones variables de la cadena pesada de los hibridomas 3B4 y 14C1 que
tienen cadenas pesadas de IgG1 de ratdn, se utilizan los siguientes cebadores antisentido.

Cebador GSP1: mu IgG1VH-GSP1

Secuencia: 5'-CCA GGA GAG TGG GAG AGG CTC TTC TCA GTA TGG TGG-3' (Polimero de 36 unidades)
(SEQ ID NO: 64)

Cebador GSP2: mu IgG1VH-GSP2

Secuencia: 5-GGC TCA GGG AAA TAG CCC TTG ACC AGG CAT CC-3' (Polimero de 32 unidades) (SEQ ID
NO: 65)

En la clonacion de las regiones variables de cadena pesada de hibridoma 10C3 que tienen cadena pesada de IgG2a
de ratdn, se utilizan los siguientes cebadores antisentido.

Cebador GSP1: mu IgGHy1-GSP1

Secuencia: 5' TCC AGA GTT CCA GGT CAC TGT CAC 3' (Polimero de 24 unidades) (SEQ ID NO: 66)
Cebador GSP2: mu IgGHy1-GSP2

Secuencia: 5' AGG GGC CAG TGG ATA GAC AGA TGG 3' (Polimero de 24 unidades) (SEQ ID NO: 67)

En la clonacién de las regiones variables de la cadena pesada de 5B7, 7B4, 8C11, 11D10, 13D4, 13H11 y 11G9.6
que tienen cadenas pesadas de IgG2b de ratén, se utilizan los siguientes cebadores antisentido.

Cebador GSP1: mu IgGHy2B-GSP1

Secuencia: 5' TCC AGA GTT CCA AGT CAC AGT CAC 3' (Polimero de 24 unidades) (SEQ ID NO: 68)
Cebador GSP2: mu IgGHy2B-GSP2

Secuencia: 5' AGG GGC CAG TGG ATA GAC TGA TGG 3' (Polimero de 24 unidades) (SEQ ID NO: 69)

Ademas, al extremo 3' del ADNc de hebra sencilla, se le afiadié dC, que es un homopolimero nucleotidico, utilizando
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). A continuacion, se amplificé el ADNc por el método de PCR utilizando
un cebador de anclaje que tiene un polimero nucleotidico complementario a dC (secuencia de anclaje) (SEQ ID NO:
70) en el extremo 3', y un cebador antisentido (GSP2). Ademas, el ADNc se amplificé mediante el método de PCR
Anidada utilizando el producto de PCR obtenido como molde y utilizando el cebador AUAP (SEQ ID NO: 71) y el
cebador antisentido que se muestra en la Tabla 1 (GSP2). Ademas, este producto de PCR se purific6 mediante un
método de agarosa de bajo punto de fusion al 1,5%.

Cebador ancla para 5' RACE (SEQ ID NO: 70)

5'-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGl IGG Gl GGG lIG-3' Polimero de 36 unidades) cebador AUAP
para RACE 5' (SEQ ID NO: 71)

5'-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3' Polimero de 20 unidades)

2-3) Amplificacién y fragmentacion de ADNc que codifica la regidn variable de cadena ligera del raton
El ADNc que codifica la region variable de cadena ligera del ratén se amplificd a partir del ARN total del apartado 2-
1) aislado, de manera similar al apartado 2-2). En este momento, los cebadores GSP1 utilizados en la amplificacion

del ADNc se utilizaron de manera diferente dependiendo del isotipo de cada cadena ligera de raton.

Los siguientes cebadores antisentido se utilizan para la clonacion de cadenas ligeras, ya que los 10 tipos de
anticuerpos PLD4 tienen cadenas ligeras kappa de Ig de raton.

Cebador GSP1: mu IgG VL kappa-GSPI
Secuencia: 5'-CAC TAC TTC CTG TTG AAG CTC TTG ACG ATG G-3' (Polimero de 31 unidades) (SEQ ID
NO: 72)
Cebador GSP2: mu IgG VL kappa-GSP2
Secuencia: 5-GTG AGT GGC CTC ACA GGT ATA GC-3' (Polimero de 23 unidades) (SEQ ID NO: 73)
El producto de PCR obtenido se purificé mediante un método de agarosa de bajo punto de fusion al 1,5%.

2-4) Confirmacion de la secuencia de bases de ADNc y determinacion de la region CDR
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Los fragmentos de ADNc de la region variable de cadena pesada obtenidos en el apartado 2-2), y la region variable
de cadena ligera obtenida en el apartado 2-3) se clonaron, respectivamente, con el vector pCR4Blunt-TOPO
utilizando un kit disponible comercialmente "Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit". (Invitrogen Company, Nim. de Cat.:
1325137), de acuerdo con las instrucciones adjuntas al kit, y se transformaron en una célula competente de
Escherichia coli para obtener un transformante de Escherichia coli. Se obtuvo un plasmido a partir de este
transformante, y la muestra de ADN plasmidico se envié para el analisis de secuencia a Operon Biotechnology Co.
Ltd Company (Tokio), y se confirmé la secuencia de bases de ADNc en el plasmido. En el andlisis de la secuencia,
se utilizaron los programas de soporte ldgico "Sequencher DNA sequence assembly and analysis software version
4.2.2 (Gene Codes Corporation)" y soporte légico "GENETYX-MAC Version. 11.1.1" (GENETYX CORPORATION)".

Se extrajo un transcrito de una secuencia correcta excluyendo un transcrito de ARN inactivo, ya que se producen
cambio de marco, mutacion sin sentido y similares en la periferia de una region determinante de la
complementariedad (de aqui en adelante, "region CDR"). Ademas, para la secuencia de bases de ADNc contenida
en el plasmido, se confirmé la homologia con la base de datos de inmunoglobulinas (IgBLAST, URL:
www.ncbi.nim.nih.gov/Igblast/), y las secuencias de la region CDR en cada region variable (CDR; CDR1, CDR2 y
CDR3), la region FW (Regiones de trabajo marco) y las regiones variables se determinaron de acuerdo con el
método de analisis del sistema de numeracion de Kabat (Kabat et al, 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, National Institutes of Health Publication Num. 91-3242, 52 ed., United States Department of Health and
Human Services, Bethesda, MD).

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 74, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 75. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton son SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y
SEQ ID NO: 4, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4 de raton obtenido es
SEQ ID NO: 76, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 77. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4 de ratéon son SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y
SEQ ID NO: 10, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7 de raton obtenido es
SEQ ID NO: 78, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 79. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7 de ratén son SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y
SEQ ID NO: 16, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de raton obtenido es
SEQ ID NO: 80, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 81. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de ratén son SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y
SEQ ID NO: 16, respectivamente. El anticuerpo 7B4 es un anticuerpo que tiene las mismas secuencias CDR de la
region variable de cadena pesada y de cadena ligera que las del anticuerpo 5B7.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 82, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 83. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la variable de cadena pesada la region del anticuerpo 8C11 del raton son SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
21 y SEQ ID NO: 22, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 84, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 85. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3 de ratén son SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y
SEQ ID NO: 28, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 86, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 87. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10 de ratén son SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27
y SEQ ID NO: 28, respectivamente. El anticuerpo 11D10 es un anticuerpo que tiene la misma secuencia CDR de la
region variable de cadena ligera que la cadena pesada del anticuerpo 10C3. Sin embargo, el isotipo de la cadena
pesada (10C3 es la region constante de IgG2a de raton, y 11D10 es la region constante de IgG2b de ratén) es
diferente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 88, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 89. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4 de ratén son SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 y
SEQ ID NO: 34, respectivamente.
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La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 90, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 91. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11 de ratén son SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39
y SEQ ID NO: 40, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1 de ratén obtenido es
SEQ ID NO: 92, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 93. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2
y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1 de ratén son SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 y
SEQ ID NO: 40, respectivamente. El anticuerpo 14C1 es un anticuerpo que tiene las mismas secuencias CDR de las
regiones variables de cadena pesada y ligera que las del anticuerpo 13H11. Sin embargo, el isotipo de la cadena
pesada (13H11 es la region constante de IgG2b de Raton, y 14C1 es la region constante de IgG1 de ratén) es
diferente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 del raton es SEQ 1D
NO: 94, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 95. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 de raton son SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID
NO: 7, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4 de ratén es SEQ ID NO:
96, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 97. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en
la region variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4 de raton son SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO:
13, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7 de ratén es SEQ ID NO:
98, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 99. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en
la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7 de raton son SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO:
19, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4 de ratén es SEQ ID NO:
100, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 101. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4 de ratén son SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID
NO: 19, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11 del ratén es SEQ ID NO:
102, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 103. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11 del ratéon son SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 y SEQ ID
NO: 25, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3 de ratéon es SEQ ID NO:
104, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 105. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3 de ratén son SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 y SEQ ID
NO: 31, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10 de raton es SEQ ID NO:
106, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 107. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10 de ratén son SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 y SEQ ID
NO: 31, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4 de ratéon es SEQ ID NO:
108, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 109. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4 de ratén son SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 y SEQ ID
NO: 37, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11 de raton es SEQ ID NO:
100, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 111. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11 de ratén son SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID
NO: 43, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1 de ratéon es SEQ ID NO:
112, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 113. Las secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3
en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1 de ratén son SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID
NO: 43, respectivamente.

3. Preparacion del vector de expresion del anticuerpo quimérico 11G9.6
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3-1. Clonacion de ADNc que codifica la region constante de Ig humana

A partir del ARN total de las PBMC humanas, se clonaron los ADNc de la regién constante de cadena pesada de
IgG1 humana y la regidon constante de la cadena ligera kappa de IgG humana, y se clonaron con el vector
pCR4BIlunt-TOPO, respectivamente, utilizando un kit disponible comercialmente "Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit"
(fabricado por Invitrogen Company, Num. de Cat.: 1325137) de acuerdo con las instrucciones adjuntas al kit, y se
transformaron en una célula competente de Escherichia coli para obtener un transformante de Escherichia coli. Se
obtuvo un plasmido a partir de este transformante, y la muestra de ADN plasmidico se envié para el analisis de la
secuencia a Operon Biotechnology Co. Ltd (Tokio), y se confirmé la secuencia de la base de ADNc en el plasmido.

3-2. Preparacion de ADNc que codifica la cadena pesada del anticuerpo contra PLD4 quimérico

El ADNc que codifica la cadena pesada de un anticuerpo contra PLD4 quimérico se prepard mediante ligacion con el
vector de expresion del vector pEE6.4 que tiene la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton
obtenido en el apartado 2-2, y la region constante de cadena pesada de IgG1 humana. La region variable de cadena
pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton se amplificé con el método de PCR y se obtuvo un producto de PCR de
aproximadamente 450 bases de longitud. En este momento, el cebador es el que se muestra en la Tabla 1. El
producto de PCR obtenido se purificdé mediante un método de agarosa de bajo punto de fusion al 1,5%.

[Tabla 1]

Tabla 1
Nombre de cebador Secuencia

Cebador de expresion de cadena pesada del anticuerpo
11G9.6 quimérico

5 acc AAG CTT gcec gee ace ATG AAA GTG
TTG AGT CTG TTG TAC CTG TTG ACA GCC
ATT GCT GGT ATC CTG TCT cag GTC CAA
CTG CAG CAG CCT 3 (93-mero) (SEQ ID NO:114)

1) | chi11GOVH-IF (Hind3)

5' cga tgg gee ctt ggt get agc TGA GGA GAC

2 hi11G9VH-444R (Apal '
) chi (Apal) GGT GAC TGA GGT 3' (42-mero) (SEQ ID NO:115)

Cebador de expresion de cadena ligera del anticuerpo
11G9.6 quimérico

5 acc AAG CTT gcc gee ace ATG ATG TCC

5 hi11G9VL-IF (Hind
) |chi (Hind) TCT GCT CAG TTC 3' (39-mero) (SEQ ID NO:116)

5" agc cac agt tcg TTT GAT TTC CAG CTT

6) chi11G9VL-408R
GGT GCC 3’ (33-mero) (SEQID NO:117)

5' CTG GAA ATC AAA cga act gtg get gca cca

7) chi11G9VL-385F
tct 3' (33-mero) (SEQ ID NO:118)

5' aaa GAA TTC cta gca ctc tcc cct gtt gaa 3’

8) chi11G9VL-726R (RI) (30-mero) (SEQ ID NO:119)
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La region variable de cadena pesada del anticuerpo de raton 11G9.6 obtenido en el apartado 2-2 se sometié a un
método de PCR para obtener el "Producto de PCR que codifica la region variable de cadena pesada de 11G9.6". El
producto de la PCR que codifica la region variable de cadena pesada de 11G9.6 se digirid con las enzimas de
restriccion Hind 1l 'y Apa |, y se purificd con un método en gel de agarosa al 1,5%. Esto se disolvié en ddH-0, que se
tomd como una solucion de un fragmento de ADNc que codificaba la region variable de cadena pesada.

El ADNc obtenido se amplificd con PCR a partir del clon del plasmido pCR4BIlunt-TOPO que contiene la region Vy de
11G9.6, que utiliza cebadores chiG9VH-IF (Hind Ill) y chi11G9VL-408R, en los cuales se introdujeron los sitios de
restriccion (Hind Il y Apa ) preferidos para la clonacién de la regidon que codifica Vi de 11G9.6 quimérico en el
vector pEE6.4 (fabricado por Lonza Biologics, Slough, Reino Unido), y la secuencia Kozak ideal (GCCGCCACC)
como sitios de clonacién del vector Hind Il y Apa I. Chi11G9VH-pEEG6.4 contiene La regién constante de cadena
pesada de IgG1 humana. El fragmento PCR de V4 se insertd en el vector pEE6.4 en marco utilizando Hind Ill y Apa
I. La construccion se investigdé mediante el analisis de la secuencia de bases de ADNc. Para el andlisis de la
secuencia, la muestra de ADN plasmidico se envié6 a Operon Biotechnology Co. Ltd (Tokio), y se confirmé la
secuencia de bases de ADNc en el plasmido.

3.3 Preparacion de ADNc que codifica la cadena ligera del anticuerpo contra PLD4 quimérico

Para preparar el ADNc que codifica la cadena ligera del anticuerpo contra PLD4 quimérico, se fusionaron la region
variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 de raton obtenido en el apartado 2-3, y la regidon constante de la
cadena ligera de Ig kappa humana obtenida en el apartado 3-2 para proporcionar un fragmento de PCR, y el
fragmento de PCR se amplificé a un producto de PCR de aproximadamente 730 bases de longitud mediante un
enfoque basado en un método de PCR de extension por solapamiento.

El producto de la PCR que codifica la region variable de cadena ligera de 11G9.6 se digirié con las enzimas de
restriccion Hind 11l y EcoR | y se purificd con un método en gel de agarosa al 1,5%. Esto fue disuelto en ddH-O, que
se tomo6 como una solucién de un fragmento de ADNc que codifica la region variable de cadena ligera.

El ADNc obtenido que codifica Vi de 11G9 quimérico se amplificé con PCR a partir del clon del plasmido pCR4Blunt-
TOPO que contiene la region V. de 11G9.6, utilizando los cebadores chi11G9VL-IF (Hind) y chi11G9VL-726R (R 1),
en los que se introdujeron los sitios de restriccion (Hind Il y EcoR ) preferidos para la clonacion del vector pEE14.4
(fabricado por Lonza Biologies), y la secuencia ideal de Kozak. El vector Chi11G9VL-pEE14.4 contiene la region
constante de la cadena ligera de kappa. La El fragmento de PCR V| se inserté en el vector pEE14.4 en marco
utilizando Hindlll y EcoR I. El constructo se investigé mediante analisis de secuencia de bases de ADNc.

3.4 Construccion del vector de expresion Lonza de doble gen del anticuerpo contra PLD4 quimérico (ch11G9VH/VL)

El anticuerpo contra PLD4 quimérico (vector chi11G9DG), el vector de expresion Lonza combinado en un vector de 2
genes se construyé a partir del vector de expresion de cadena pesada del anticuerpo contra PLD4 quimérico
(chi11G9VH-pEE6.4), y el vector de cadena ligera del anticuerpo contra PLD4 quimérico (chi11G9VL-pEE14.4)
mediante tecnologia de clonacién convencional.

4. Expresion transitoria en células 293F
Se utilizaron 80 pug de ADN del vector Lonza chi11G9DG, un plasmido vector de expresion transitoria.

Las células 293F se combinaron hasta 80 mL en 8 x 10° células/mL en un matraz Erlenmyer de 250 mL (Num. de
Cat. 431144; fabricado por CORNING) el dia anterior a la transfeccion y se cultivaron en las condiciones de 37°C y
concentraciéon de CO; al 8% durante 7 dias con agitacion.

Después del cultivo durante 7 dias, el liquido de cultivo de las células 293F transfectadas se recogi6 en un tubo de
50 mL y se realizé una centrifugacion en condiciones de 2,070 g a 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante se filtré
con un filtro de jeringa con un tamafio de poro de 0,45 pm (Num. de Cat. 431220; fabricado por CORNING), y el
sobrenadante del cultivo se recogi6 para la purificacion del anticuerpo.

5. Purificacién del anticuerpo quimérico anti-PLD4.

Utilizando el sobrenadante de cultivo recogido, la purificacién de anticuerpos se realizé utilizando AKTA-FPLC
(fabricado por GE Healthcare Japan) y el soporte I6gico Unicorn 5.0.

Como columna para la purificacién del anticuerpo 11G9.6 quimérico, se utilizé HiTrap MabSelect SuRe 1 mL (Num.
de Cat. 11-0034-93, lote Num. 10032458; fabricado por GE Healthcare Japan). Las condiciones de la columna son
las siguientes. La purificacion por afinidad se realizé utilizando un tampén de unién (fosfato sédico 20 mM, NaCl 0,15
M, pH 7,4) y un tampén de elucion (citrato sédico 20 mM, pH 3,4). Con el fin de reemplazar el tampon del anticuerpo
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después de la purificacion con PBS, se realizd un intercambio de tampén utilizando la Unidad de Dialisis MINI Slide-
A-Lyzer 10kMWCO.

La concentracion del anticuerpo purificado se calculd midiendo la absorbancia a 280 nm, en donde 1 mg/mL se
calculé como DO 1,38.

Para ch11G9.6Ab del anticuerpo quimérico anti-PLD4 purificado, la calidad de la proteina se analizé con el método
de citometria de flujo y SDS-PAGE.

Ejemplo 8

Se midi6 la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (actividad ADCC) del anticuerpo quimérico anti-PLD4
humana preparado (ch11G9.6 Ab). Para determinar la actividad, se utilizé un indice de toxicidad celular calculada a
partir del valor de medicion de la lactasa deshidrogenasa (LDH) liberada desde la célula. La célula mononuclear de
sangre periférica humana que se convirti6 en una célula efectora se purificé con una centrifuga de gravedad
especifica utilizando HISTOPAQUE-1077. Como célula que debia ser la diana, se utilizaron células transformadas
preceptivas del gen PLD4 humano empleando una cepa de células CHO-K1 (cepa de células de ovario de hamster
chino) (en adelante, HUPLD4-CHO) (2 x 10%/pocillo). El efector y la célula diana se mezclaron a una proporcion de
10:1, 20:1, 40:1y 80:1, y se les afiadieron 10 mg/mL de ch11G9Ab o anticuerpo de control de isotipo (IgG1 humana,
K), se cultivaron a 37°C durante 4 horas, y se evalué el efecto de la actividad de citotoxicidad del anticuerpo. Como
resultado de ello, ch11G9Ab del anticuerpo quimérico anti-hPLD4 mostré un maximo de aproximadamente 50% de
actividad ADCC contra las células HUPLD4-CHO que eran la diana, dependientemente de la célula efectora (FIG.
22). Dichos resultados demostraron que el anticuerpo quimérico anti-PLD4 preparado dafié las células que
expresaban PLD4 selectivamente.

Se revisaron los efectos del anticuerpo anti-PLD4 en pDC. Las PBMC de la sangre periférica humana se purificaron,
se mezclaron con 10 yg/mL de anticuerpo quimérico anti-PLD4 humana y se cultivaron durante 24 horas. A
continuacion, las células se estimularon durante 24 horas con CpG2216, que era un ligando del receptor 9 tipo Toll
expresado en pDC, para inducir la produccion de IFNa. Después de la estimulacién con CpG, se sometié a ensayo
la cantidad de IFNa producido, y se confirmé que la produccion de IFNa se inhibia completamente mediante el
tratamiento de ch11G9Ab del anticuerpo quimérico anti-PLD4 (FIG. 23). En cuanto a este mecanismo, se descubrid
que cuando las células se recogieron 24 horas después del tratamiento con ch11G9Ab, y las células pDC se
confirmaron con la tincion triple del anticuerpo anti-CD 123, el anticuerpo anti-HLA-DR y el anticuerpo anti-Linaje 1,
la poblacion de células pDC disminuyé mas que con el tratamiento del anticuerpo de control de isotipo (IgG1
humana, k) (FIG. 24). Estos resultados indicaron que el anticuerpo quimérico anti-PLD4 dafé la pDC que expresaba
especificamente PLD4, y como resultado de ello, se inhibié la produccion de IFNa por medio de estimulacién con
CpG2216.

Ademas de ch11G9.6Ab, se examinaron las funciones bioldgicas de Ab quiméricos anti-PLD4, tales como ch3B4Ab,
ch5B7Ab, ch8C11Ab, ch10C3Ab, ch13D4Ab, ch13H11Ab, en pDC primarias humanos. Con el fin de examinar el
ensayo de ADCC para pDC, se cultivaron PBMC humanas completas con ch3B4Ab, ch5B7Ab, ch8C11Ab,
ch10C3Ab, ch13D4Ab, ch13H11Ab, ch11G9.6Ab, o Ab de isotipo durante 14 h. Las células se recogieron y se
tiferon con BDCA2 y BDCA4 para identificar pDC mediante citometria de flujo. El tratamiento con Ab quiméricos
contra PLD4 agoté completamente las pDC en comparacion con las PBMC tratadas con el Ab de isotipo (FIG. 25).
La produccion de IFNa también se midié en el cultivo de PBMC con los Ab quiméricos anti-PLD4. Las PBMC
humanas completas se ftrataron con ch3B4Ab, ch5B7Ab, ch8C11Ab, ch10C3Ab, ch13D4Ab, ch13H11ADb,
ch11G9.6Ab, o Ab de isotipo. Después de 24 h, se afadié CpG2216 inducible por IFNa al cultivo y las células se
cultivaron adicionalmente durante 24 h. Los sobrenadantes de cultivo se recogieron y se midié la produccion de IFNa
mediante ELISA. Todas las PBMC quiméricas tratadas con Ab PLD4 eliminaron completamente la produccién de
IFNa en comparacién con las PBMC tratadas con isotipo Ab (FIG. 26). Estos resultados indicaron que el Ab
quimérico anti-PLD4 abolié la funcién de las pDC, por ejemplo disminuyendo en gran medida las cantidades de
produccion de IFNa al agotar las pDC a través de la actividad ADCC.

1. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton
anti-PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 74, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 75. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton
son SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4, respectivamente.

2. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton
anti-PLD4 (504 pb) [Mayusculas: region variable de 11G9.6VH de ratdn, mindsculas: region constante de
cadena pesada de IgG2b de ratén] (SEQ ID NO: 74)
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ATGAGATCACAGTTCTCTATACAGTTACTGAGCACACAGAACCTCACCTTGGGATGGAGCTGTATCATCCICTICTTGGT
AGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGACTTCAGTGA
AAATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCGGGACAAGGCCTT
GAGTGGATTGGAGATATTTATCCTGGTAGTGATAGTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGT
AGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGAG
GAGGGTGGTTGGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAgccazaacaacacceccatea
gtctatccactigeeccciaaggec

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6 de raton (168
a.a.) [Mayusculas: region variable de 11G9.6VH de raton, mindsculas: regiéon constante de cadena pesada de
IgG2b de ratén)]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefal, y el doble subrayado representa
las regiones CDR (CDR1, CDR2 y CDR3) (SEQ ID NO: 75).
MRSQFSIQLLSTONLTLGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQQPGAELVKPGTSVKMSCK
ASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGDIYPGSDSTNYNEKFKSKATLTVDTSSSTA

YMQLSSLTSEDSAVYYCARGGWI.DAMDY WGQGTSVTVSSakitppsvyplapkg

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6
SYWMH (SEQ ID NO: 2)

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6
DIYPGSDSTNYNEKFKS (SEQ ID NO: 3)

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11G9.6
GGWLDAMDY (SEQ ID NO: 4)

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 de ratdén anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 38, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 39. Las secuencias de aminoacidos de
CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 de ratén son SEQ ID NO: 40,
SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 de ratén anti-PLD4 (421
pb) [Mayusculas: region variable de 11G9.6VL de ratén, minusculas: regidon constante de la cadena ligera de IgK de
ratén] (SEQ ID NO: 94)
ATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTTCAAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACACAGAC
TACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTGGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACATTAGCAATTATTTAA
ACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATICTCTCACCATTAGCAACCTGGAGCAAGAAGATATTGCCACTTACTT
TTGCCAACAGGGTAATACGCTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAAC g8 tgatgetgeaccaa
ctgtatccatcaagggegaat

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6 de ratén (140 a.a.)
[Mayusculas: region variable de 11G9.6VL de ratdn, mindsculas: region constante de la cadena ligera de Igk
de ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa las
regiones CDR (CDR1, CDR2 y CDR3) (SEQ ID NO: 95).

MMSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYINWYQ
QKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCOOGNTLP
WTFGGGTKLEIKradaaptvsikge

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6
RASQDISNYLN (SEQ ID NO: 5)

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6
YTSRLHS (SEQ ID NO: 6)

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11G9.6
QQGNTLPW (SEQ ID NO: 7)

2. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 76, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 77. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4 de raton
son SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10, respectivamente.
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La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4 de ratén anti-
PLD4 (437 pb) [Mayusculas: region variable de 3B4VH de ratén, mindsculas: region constante de cadena
pesada de IgG1 de ratén]

ATGGAATGTAACTGGATACTTCCTTTTATTCTGTCGGTAATTTCAGGGGTCTCCTCAGAGGTTCAGCTCCAGCAGTCTGG
GACTGTGCTGTCAAGGCCTGGGGCTTCCGTGACGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCGACAGCTTTACCACCTACTGGATGC
ACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTAGAATGGATTGGTGCTATCTATCCTGGAAATAGTGAAACTAGCTACAAC
CAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCAAACTGACTGCAGTCACATCCGCCAGCACTGCCTATATGGAGTTCACTAGCCTGACAAA
TGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTACGGGGGGTTATTICCGACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGICT
CCTCAgccaaaacgacacceccatetgtctatecact '

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4 de ratén (145 a.a.)
[mayusculas: region variable de 3B4VH de raton, mindsculas: region constante de cadena pesada de IgG1 de
ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MECNWILPFILSVISGVSSEVQLQQOSGTVLSRPGASVIMSCKASGDSEFITYWMHW VK

QRPGQGLEWIG, GNSETSYNQKFKGKAKLTAVTSASTAYMEFTSLTNEDSAVYY

CTGGYSDFDY WGQGTTLTVSS akttppsvyp

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4
TYWMH

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4
AIYPGNSETSYNQKFKG

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 3B4
GYSDFDY

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4 de ratén anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 96, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 97. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4 de ratén son
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4 de ratén anti-PLD4
(459 pb) [mayusculas: region variable de 3B4VL de ratdn, mindsculas: region constante de la cadena ligera de
IgK de ratén]

ATGATGGTCCTTGCTCAGTTTCTTGCATTCTTGITGCTTTGGTITCCAGGTGCAGGATGTGACATCCTGATGACCCAATC
TCCATCCTCCATGTCTGTATCTCTGGGAGACACAGTCAGCATCACTTGCCATGCAAGTCAGGGCATTAGAAGTAATATAG
GGTGGTTGCAGCAGAAACCAGGGAAATCATTTAAGGGCCTGATCTTTCATGGAACCAACTTGGAAGATGGAGTTCCATCA
“AGGTTCAGTGGCAGAGGATCTGGAGCAGATTATTCTCTCACCATCAACAGCCTGGAATCTGAAGATT TTGCAGACTATTA
CTGTGTACAGTATGT TCAGTTTCCTCCAACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAGACggctgatgetgeaceaa
ctgtatccatetteccaccatccagtgageagt taacatctggaggligecticagtiegis

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4 de ratén (153 a.a.)
[mayusculas: region variable de 3B4VL de ratén, mindsculas: region constante de la cadena ligera de IgK de
ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MMVLAQFLAFLLLWFPGAGCDILMTQSPSSMSVSLGDTVSITCHASQGIRSNIGWLQ
QKPGKSFKGLIFHGTNLEDGVPSRFSGRGSGADYSLTINSLESEDFADYYCVQYVQFP
PTFGSGTKI.EIRradaaptvsifppsseqtsggasvy

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4
HASQGIRSNIG

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4
HGTNLED

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 3B4
VQYVQFP
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3. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7 de raton anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 78, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 79. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7 de raton
son SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7 de ratén anti-
PLD4 (475 pb) [mayusculas: regién variable de 5B7VH de ratdon, mindsculas: region constante de cadena
pesada de IgG2b de raton]

ATGGGATGGAGCTGGATCTITCTCTTCCTICCTGTCAGGAACTGCAGGCGTCCACTCTGAGGTCCAGCTTCAGCAGTCAGG
ACCTGAACTGGTGAAACCTGGGGCCTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGACTACAACTTGC
ACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGATATATTTATCCTTACAATGGTAATACTGGCTACAAC
CAGAAGTTCAAGAGGAAGGCCACATTGACTGTAGACAATTCCTCCGGCACAGTCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGAGGGATCTATGATGATTACTACGACTATGCTATCGACTATTGGGGTC
AAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAgccaaaacaacacccecatcagtetaiccaciggeccecet aagggegaat

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7 de ratén (158 a.a.)
[mayusculas: region variable de 5B7VH de ratdn, minusculas: regiéon constante de cadena pesada de IgG2b
de ratdn]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MGWSWIFLFLLSGTAGVHSEVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGY TFTDYNLHWV
KQSHGKSLEWIGYIYPYNGNTGYNQKFKRKATLTVDNSSGTVYMELRSLTSEDSAV
YYCARGGIYDDYYDYAIDY WGQGTS VTVSSakttppsvyplapkge

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7

DYNLH

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7

YIYPYNGNTGYNQKFKR

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 5B7

GGIYDDYYDYAIDY
La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7 de ratén anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 98, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 99. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7 de ratén son
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19, respectivamente.
La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo de raton 5B7 anti-PLD4
(467 pb) [mayusculas: region variable de 5B7VL de ratén, mindsculas: region constante de la cadena ligera de
Igk de ratén]

ATGAGTGTGCCCACTCAGGTCCTGGGGTTGCTGCTGCTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACTCAGTC
TCCAGCCTCCCTATCTGTATCTGTGGGAGAAACTGTCGCCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATATTTACAGTCATATAG
CATGGTATCAGCAGAAAGAGGGAAAATCTCCTCAGCGCCTGGTCTATGGTGCAACAAACTTAGCACATGGTGTGCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTATTCCCTCAAGATCAACAGCCTTCAGTCTGAAGATTTTGGGAGTTATTA
CTGTCAACATTTTTGGGGTACTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACggctgatgetgcaccaa
ctgtatccatcttcccaccatecagtgageagttaacatctggaggtgectcagicatgtgetictt

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7 de ratén (155 a.a.)
[mayusculas: region variable de 5B7VL de ratén, minusculas: region constante de la cadena ligera de Igk de
raton]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa las regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MSVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPASLSVSVGETVAITCRASENIYSHIAWYQ
QKEGKSPQRLVYGATNLAHGVPS RFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGSYYCQHFWG
PWTFGGGTKLEIKradaaptvsifppsseqltsggasvvef

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7
RASENIYSHIA
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CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7
GATNLAH

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 5B7
QHFWGTP

4. La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 80, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 81. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDRS3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de raton
son SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de ratén anti-
PLD4 (470 pb) [mayusculas: regién variable de 7B4VH de ratdon, mindsculas: region constante de cadena
pesada de IgG2b de raton]

ATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGGAACTGCAGGCGTCCACTCTGAGGTCCAGCTTCAGCAGTCAGG

. ACCTGAACTGGTGAAACCTGGGGCCTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGACTACAACTTGC

ACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGATATATTTATCCTTACAATGGTAATACTGGCTACAAC
CAGAAGTTCAAGAGGAAGGCCACATTGACTGTAGACAATTCCTCCGGCACAGT CTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGAGGGATCTATGATGATTACTACGACTATGCTATCGACTATTGGGGTC
AAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAgccaaaacaacacceccatcagtctatecactggecectaaggs

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de ratén (156 a.a.)
[mayusculas: region variable de 7B4VH de ratdn, minusculas: regiéon constante de cadena pesada de IgG2b
de ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa las
regiones CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MGWSWIFLFLLSGTAGVHSEVQLQQSGPELVKPGAS VKISCKASGY TFTDYNLHWV
KQSHGKSLEWIGYIYPYNGNTGYNQKFKRKATLTVDNSSGTVYMELRSLTSEDSAV
YYCARGGIYDDYYDYAIDYWGQGTS VTVSSakttppsvyplapk

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4
DYNLH

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4
YIYPYNGNTGYNQKFKR

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4
GGIYDDYYDYAIDY

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4 de ratén anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 100, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 101. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4 de raton son
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4 de ratén anti-PLD4
(454 pb) [mayusculas: region variable de 7B4VL de ratén, mindsculas: region constante de la cadena ligera de
Igk de ratén]

ATGAGTGTGCCCACTCAGGTCCTGGGGTTGCTGCTGCTGTGGC TTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACTCAGTC
TCCAGCCTCCCTATCTGTATCTGTGGGAGAAACTGTCGCCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATATTTACAGTCATATAG
CATGGTATCAGCAGAAAGAGGGAAAATCTCCTCAGCGCCTGGTCTATGGTGCAACAAACTTAGCACATGGTGTGCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTATTCCCTCAAGATCAACAGCCTTCAGTCTGAAGATTTTGGGAGTTATTA
CTGTCAACATTTTTGGGGTACTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAAcE s ctgatgctgcaccaa
ctgtatecatcticccaccatecagtgageagttaacatetggaggtecctcag

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4 de ratén (151 a.a.)
[mayusculas: region variable de 7B4VL de ratén, minusculas: region constante de la cadena ligera de Igk de
raton]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa las regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).
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MSVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPASLSVSVGETVAITCRASENIYSHIAWYQ
QKEGKSPQRLVYGATINLAHGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGSYYCQHFWGT
- PWTFGGGTKLEIKradaaptvsifppsseqltsggas

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4
RASENIYSHIA

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4
GATNLAH

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 7B4
QHFWGTP

5. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 82, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 83. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11 de raton
son SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21y SEQ ID NO: 22, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11 de ratén anti-

PLD4 (462 pb) [mayusculas: region variable de 8C11VH de ratdn, mindsculas: regidon constante de cadena
pesada de IgG2b de ratdn]

ATGGGATGGAGCTATATCATCCTCTITTTTGGTAGCAACAGCAACAGGGGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAGCAGTCGGG
GGCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGTTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTATTTGT
ACTGGGTGAGECAGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGACTGATTAATCCTACCAATAGTGATACTATCTTCAAT
GAGAAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCATACATGCAACTCAGCAGCCTGACATC
TGAGCACTCTGCGGTCTATTACTGTACACGAGAGGGGGGATATGGTTACGGCCCGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTC
TGGTCACTGICTCTGCAgccaaaacaacacccccatcagtctatecactggeccetaagege

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 7B4 de ratén (154 a.a.)
[mayusculas: region variable de 8C11VH de ratén, minusculas: region constante de cadena pesada de IgG2b

de ratdn]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MGWSYIILFLVATATGVHSQVQLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYYLYWV
RQRPGQGLEWIGLINPTNSDTIFNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYY
CTREGGYGYGPFAY WGQGTLVTVS Aakttppsvyplapkg

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11
SYYLY

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11
LINPTNSDTIFNEKFKS

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 8C11
EGGYGYGPFAY

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11 de ratén anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 102, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 103. Las secuencias de aminoacidos
de CDR1, CDR2 y CDRS3 en la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11 de ratén son SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11 de ratén anti-PLD4 (457

pb) [mayusculas: regién variable de 8C11VL de raton, mindsculas: region constante de la cadena ligera de IgK de
ratén]

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGTGATGTTGTGATGACCCAAACTCC
ACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCACATCTAGTCAGACCCTTGTACACAGTAATGGAA
ACACCTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTICT
GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCT
GGGAGTTTATTTCTGCTCTCACAGTACACATGTTCCATTCACGITCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA g C e
atgetgeaccaacigtatccatetteccaccatecagtgageagt taacatctggag

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11 de ratén (152 a.a.)
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[mayusculas: region variable de 8C11VL de ratdn, minusculas: region constante de la cadena ligera de IgK de

ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones

CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).
MKLPVRLLVLMFWIPASSSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCTSSQTLVHSNGNTYLH
WYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSHST
HVPFTFGSGTKLEIKradaaptvsifppsseqlisg

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11
TSSQTLVHSNGNTYLH

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11
KVSNRFS

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 8C11
HSTHVP

6. La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 84, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 85. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3 de raton
son SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3 de ratén anti-
PLD4 (450 pb) [mayusculas: region variable de 10C3VH de ratén, mindsculas: regidon constante de cadena
pesada de IgG2a de raton]

ATGAACTTCGGGCTCAGCTTGATTTITCCTTGCCCTCATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
GGGAGACTTAGTGAGGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGTT TCAGTAGCTATGGCATGT
CTTGGTTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACATCTACTATCCA
GAAAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAGGAACATCCTGTACCTGCAAATGAGCAGTCTGAAGTC
TGAGGACACAGCCATGTATTATTGTGTAAGACTCTACGGTGGTAGGAGAGGCTATGGTTTGGACTACTGGGGTCAAGGAA
CCTCAGTCACCGTCTCCTCAgccaaaacaacageeccateggtetateca

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3 de ratén (150 a.a.)
[mayusculas: region variable de 10C3VH de ratén, minusculas: region constante de cadena pesada de IgG2a
de raton]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MNFGLSLIFLALILKGVQCE VQLVESGGDLVRPGGSLKLSCAASGFSFSSYGMSWFRQ
TPDKRLEWVATISSGGS YIY YPESVKGRFTISRDNARNILY LQMSSLKSEDTAMYYCV
RLYGGRRGYGLDY WGQGTS VT VSSakttapsvyp

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3
SYGMS

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3
TISSGGSYIYYPESVKG

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 10C3
LYGGRRGYGLDY

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3 de raton anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 104, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 105. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regioén variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3 de raton
son SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3 de raton anti-PLD4
(423 pb) [mayusculas: region variable de 10C3VL de raton, minusculas: region constante de la cadena ligera
de Igk de ratén]
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ATGAGGTTCTCTGCTCAGCTTCTGGGGCTGCTTGTGCTCTGGATCCCTGGATCCACTGCGGAAATTGTGATGACGCAGGC
TGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGTGATG
GCATCACTTATTIGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCC
TCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGC TGAGGA
TGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACEREC L8
atgctgcaccaactgtatecate

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3 de ratén (141 a.a.)
[mayusculas: region variable de 10C3VL de raton, minusculas: region constante de la cadena ligera de Igk de
ratén)]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MRFSAQLLGLLVLWIPGSTAEIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSDGITYLY
WYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQN
LELYTFGGGTKLEIKradaaptvsi

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3
RSSKSLLHSDGITYLY

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3
QMSNLAS

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 10C3
AQNLEL

7. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 86, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 87. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10 de raton
son SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28, respectivamente.
La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10 de ratén anti-
PLD4 (450 pb) [mayusculas: region variable de 11D10VH de ratén, minusculas: regiéon constante de cadena
pesada de IgG2b de ratdn]
ATGAACTTCGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGCCCTCATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGETGGAGTCTGG
GGGAGACTTAGTGAGGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGTTTCAGTAGCTATGGCATGT
CTTGGTTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACATCTACTATCCA
GAAAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAGGAACATCCTGTACCTGCAAATGAGCAGTCTGAAGTC
TGAGGACACAGCCATGTATTATTGTGTAAGACTCTACGGTGGTAGGAGAGGCTATGGTTTGGACTACTGGGGTCAAGGAA
CCTCAGTCACCGTCTCCTCAgecaaaacaacacececatcagtictateca

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10 de ratén (150
a.a.) [mayusculas: region variable de 11D10VH de ratén, minusculas: regiéon constante de cadena pesada de
IgG2b de ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefal, y el doble subrayado representa
regiones CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MNFGLSLIFLALILKGVQCEVQLVESGGDLVRPGGSLKLSCAASGFSFSSYGMSWFRQ
TPDKRLEWVATISSGGSYIYYPESVKGRFTISRDNARNILY LQMSSLKSEDTAMYYCV
RLYGGRRGYGLDYWGQGTSVTVSS akttppsvyp

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10
SYGMS

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10
TISSGGSYIYYPESVKG

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 11D10
LYGGRRGYGLDY

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 106, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 107. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10 de raton
son SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31, respectivamente.
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La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10 de raton anti-
PLD4 (423 pb) [mayusculas: region variable de 11D10VL de raton, mindsculas: region constante de la cadena
ligera de Igk de raton]

ATGAGGTTCTCTGCTCAGCTTCTGGGGCTGCTTGTGCTCTGGATCCCTGGATCCACTGCGGAAATTGTGATGACGCAGGC
TGCATTCTCCAATCCAGTCACTCTTGGAACATCAGCTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTCTCCTACATAGTGATG
GCATCACTTATTTGTATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCTCCTGATTTATCAGATGTCCAACCTTGCC
TCAGGAGTCCCAGACAGGTTCAGTAGCAGTGGGTCAGGAACTGATTTCACACTGAGAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGA
TGTGGGTGTTTATTACTGTGCTCAAAATCTAGAACTTTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAAcgREC L8
atgctgecaccaactgtatccate

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (141 a.a.) del anticuerpo 11D10 de raton
[mayusculas: region variable de 11D10VL de ratén, minusculas: regiéon constante de la cadena ligera de IgK
de ratdn]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MRFSAQLLGLLVLWIPGSTAEIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKS L
WYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQN
LELYTFGGGTKLEIKradaaptvsi

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10
RSSKSLLHSDGITYLY

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10
QMSNLAS

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 11D10
AQNLEL

8. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 88, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 89. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4 de raton
son SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4 de ratén anti-
PLD4 (472 pb) [mayusculas: region variable de 13D4VH de ratén, mindsculas: regidon constante de cadena
pesada de IgG2b de raton]

ATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTGTTGACAGCCATTCCTGGTATCCTGTCTGATGTACAGCTTCAGGAGTCAGGACC
TGGCCTCGTGAAACCTTCTCAATCTCTGTCTCTCACCTGCTCTGTCACTGGCTACTCCATCACCAGTCATTATTACTGGA
CCTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAACAAACTGGAATGGATGGGCTACATAAGCTACGACGGTAGCAATAACTACAACCCA
TCTCTCAAAAATCGAATCTCCATCACTCGTGACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAAGTTGAATTCTGTGACTACTGA
GGACACAGCTACATATAACTGTGCAAGAGAGGGCCCGCTCTACTATGGTAACCCCTACTGGTATTTCGATGTCTGGGGCG
CAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAgccaaaacaacacceccatcagtetatccactegeecetaaggece

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4 de ratén (157 a.a.)
[Mayusculas: region variable de 13D4VH de ratén, minusculas: region constante de cadena pesada de IgG2b
de raton]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).
MKVLSLLYLLTAIPGILSDVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITSHYYWTWIRQF
" PGNKLEWMGYISYDGSNNYNPSLKN RISITRDTSKNQFFLKLNSVTTEDTA’I YNCAR

EGPLYYGNPYWYFDVWGAGTTVTVSSakttppsvyplapkg

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4
SHYYWT

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4
YISYDGSNNYNPSLKN

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13D4
EGPLYYGNPYWYFDV

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4 de raton anti-PLD4
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obtenido es SEQ ID NO: 108, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 109. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regioén variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4 de raton
son SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4 de raton anti-PLD4
(404 pb) [mayusculas: region variable de 13D4VL de raton, minusculas: region constante de la cadena ligera
de IgK de raton]

ATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTTCAAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACACAGAC
TACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTGGGGGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACATTGACAATTATTTAA
ACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTCTCTCACCATTAGCAACCTGGAGCAAGAAGATGTTGCCACTTACTT
TTGCCAGCAGTTTAATACGCTTCCTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAACTGGAAATCAAACgggctgatgetgcaccaa
cigt

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4 de ratén (134 a.a.)
[mayusculas: region variable de 13D4VL de ratén, minusculas: region constante de la cadena ligera del Igk de
ratén]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MMSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDIDNYLNWYQ
QKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDVATYFCQOFNTLPR
TFGGGTKLEIKradaapt

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4
RASQDIDNYLN

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4
YTSRLHS

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13D4
QQFNTLP

9. La secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 90, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 91. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regién variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11 de raton
son SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11 de ratén anti-
PLD4 (471 pb) [Mayusculas: region variable de 13H11VH de ratén, minusculas: regién constante de cadena
pesada de IgG2b de raton]

ATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTGTTGACAGCCATTCCTGGTATCCTGTCTGATGTACAGCTTCAGGAGTCAGGACC
TGGCCTCGTGAAACCTTCTCAGTCTCTGTCTCTCACCTGCTCTGTCACTGGCTACTCCATCTCCAGTCATTATTACTGGA
GTTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAACAGACTGGAATGGATGGGCTACATAAGCTACGACGGTAGCAATAACTACAACCCA
TCTCTCAAAAATCGAATCTCCATCACTCGTGACACATCTAAGAACCAGTTTTITCCTGAAGTTGAATTCTGTGACTACTGA
GGACACAGCTACATATAACTGTGCAAGAGAGGGCCCGCTCTACTATGGTAACCCCTACTGGTATTTCGATGTCTGGGGCG
CAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAgccaaaacaacacccccatcagictatccactggeeeetaaggee

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11 de ratén (157
a.a.) [mayusculas: region variable de 13H11VH de ratén, minusculas: regiéon constante de cadena pesada de
IgG2b de ratén)]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefal, y el doble subrayado representa
regiones CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).
MKVISLLYLLTAIPGILSDVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSISSHYY WS WIRQF
PGNRLEWMGYISYDGSNNYNPSLKNRISITRDTS KNQFFLKLNSVTTEDTATYNCARE

GPLYYGNPYWYFDVWGAGTTVTVSSakitppsvyplapkg

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11
SHYYWS

CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11
YISYDGSNNYNPSLKN

CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 13H11
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EGPLYYGNPYWYFDV

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 110, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 111. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regién variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11 de raton
son SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11 de ratén anti-
PLD4 (414 pb) [mayusculas: region variable de raton 13H11VL, minusculas: regiéon constante de la cadena
ligera de Igk de raton]

ATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGITGCTCTGTTTTCAAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACACAGAC
TACATCCTCCCTGICTGCCTCTCTGGGGGGCAGCGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACATTGACAATTATTTAA
ACTGGTATCAGCAAAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCA
AGGTTCAGIGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTCTCTCACCATTAGCAACCTGGAACAAGAAGATATTGCCACTTACTT
TTGCCAACAGTTTAATACGCTTCCTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACggectgatgetgcaccaa
ctgtatccatette

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11 de ratén (138 a.a.)
[Mayusculas: region variable del 13H11VL de raton, mindsculas: region constante de la cadena ligera de raton
IgK]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MMSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQMTQTTSSLSASLGGS VTISCRASQDIDNYILNWYQ
QKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQENTLPR
TFGGGTKLEIKradaaptvsif

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11
RASQDIDNYLN

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11
YTSRLHS

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 13H11
QQFNTLP

10. La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1 de ratén anti-
PLD4 obtenido es SEQ ID NO: 92, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 93. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1 de raton
son SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1 de ratén anti-
PLD4 (470 pb) [mayusculas: region variable de 14C1VH de ratéon, mindsculas: regidon constante de cadena
pesada de IgG1 de ratén]

ATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTGTTGACAGCCATTCCTGGTATCCTGTCTGATGTACAGCTTCAGGAGTCAGGACC
TGGCCTCGTGAAACCTTCTCAGTCTCTGTCTCTCACCTGCTCTGTCACTGGCTACTCCATCTCCAGTCATTATTACTGGA
GITGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAACAGACTGGAATGGATGGGCTACATAAGCTACGACGGTAGCAATAACTACAACCCA
TCTCTCAAAAATCGAATCTCCATCACTCGTGACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAAGTTGAATTCTGTGACTACTGA
GGACACAGCTACATATAACTGTGCAAGAGAGGGCCCGCTCTACTATGGTAACCCCTACTGGTATTTCGATGTCTGGGGLG
CAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAgecaaaacgacacceccatctgtctatecactggeccetaagee

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1 de ratén (156 a.a.)
[mayusculas: region variable de 14C1VH de ratdn, minusculas: region constante de cadena pesada de 1gG1
de ratdn]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MKVLSLLYLLTAIPGILSDVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSISSHYYWSWIRQF
PGNRLEWMGYISYDGSNNYNPSLKNRISITRDTSKNQFFLKLNSVTTEDTATYNCARE
GPLYYGNPYWYFDVWGAGTTVTVSS akttppsvyplapk

CDR1 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1
SHYYWS
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CDR2 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1
YISYDGSNNYNPSLKN
CDR3 de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 14C1
EGPLYYGNPYWYFDV

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1 de raton anti-PLD4
obtenido es SEQ ID NO: 112, y la secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 113. Las secuencias de
aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la regioén variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1 de raton
son SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43, respectivamente.

La secuencia de acido nucleico de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1 de raton anti-PLD4
(465 pb) [mayusculas: region variable de raton 14C1VL, mindsculas: region constante de la cadena ligera de
raton IgK]

ATGATGTCCTCTGCTCAGITCCTTGGTCTCCTGITGCTCTGTTITCAAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACACAGAC
TACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTGGGGGGCAGCGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACATTGACAATTATTTAA
ACTGGTATCAGCAAAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTCTCTCACCATTAGCAACCTGGAACAAGAAGATATTGCCACTTACTT

TTGCCAACAGTTTAATACGCTTCCTCGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACE e tRatge tecaccaa
ctgtatccateticccaccatecagigageagttaacatetggaggtgectcagicgtgtigetic

La secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1 de ratén (155 a.a.)
[mayusculas: region variable de 14C1VL de raton, minusculas: region constante de la cadena ligera de Igk de
raton]. La secuencia subrayada representa una secuencia sefial, y el doble subrayado representa regiones
CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

MMSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQMTQTTSSLSASLGGSVTISCRASQDIDNYINWYQ
QKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQFNTLPR
TFGGGTKIEIKradaaptvsifppsseqltsggasvvef

CDR1 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1
RASQDIDNYLN

CDR2 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1
YTSRLHS

CDR3 de la region variable de cadena ligera del anticuerpo 14C1
QQFNTLP

Las secuencias de bases y las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y la cadena ligera del
anticuerpo 11G9 quimérico preparado tienen los siguientes NUm. de Secuencia, respectivamente.
Cadena pesada

SEQ ID NO: 120 (secuencia de bases)
SEQ ID NO: 121 (secuencia de aminoacidos)

Cadena ligera

SEQ ID NO: 122 (secuencia de bases)
SEQ ID NO: 123 (secuencia de aminoacidos)

11. La secuencia de acido nucleico de la cadena pesada del anticuerpo 11G9 quimérico anti-PLD4 (1401 pb)
[Mayusculas: region variable de 11G9VH quimérico, mindsculas: regiéon constante de cadena pesada de IgG1
humana] (SEQ ID NO: 120)
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ATGAAAGTGTTGAGTCTGTTGTACCTGITGACAGCCATTCCTGGTATCCTGTCTcagGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGC
TGAACTGGTGAAGCCTGGGACTTCAGTGAAAATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACT
GGGTGAAGCAGAGGCCGGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGATATTTATCCTGGTAGTGATAGTACTAACTACAATGAG
AAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGA
GGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGAGGAGGGTGGTTGGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCG
TCTCCTCAgctagcaccaagggcccategglicticeccctggeacecicctccaagageaccictggggecacageggce
ctgegcigeetggtcaaggactacticeccgaaccggtigacegtegtegtggaactcaggcgecetgaccageggegtigea
caccttcecgegetgtectacagtectcaggacictactcectcageagegtggtgaccgtgeeetecageaget tgggea
cceagacctacatcigecaacgtgaatcacaageccageaacaccaaggtggacaagaaagt tgageecaaatetigtgac
aaaactcacacatgeceaccgtgeccageacctgaactectggegegaccgticagteticctetftecceccaaaacccaa
ggacaccctcatgatcteeeggaccectgaggtecacatgegtggtggtggacgtgagecacgaagaceectgaggtcaagt
tcaactggtacgtegacgecetggaggligcataatgecaagacaaagecgegggagegageagtacaacageacgtacest
gteggtcagegicetcaccgicecigeaccaggaciggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageecet
cccagececcatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggcagececgagaaccacaggigtacaceetgeceecateee
gggatgagetgaccaagaaccaggicagectgacefgeetggticaaaggettectatcecagegacategecgiggagteg
gagagcaatgggcagecggagaacaactacaagaccacgectceegigetggacicegacggetecticitectetacag
caagctcaccgtggacaagagcaggigegcagcaggegaacgtcttetcatgeiccgtgatgecatgaggetetgcacaace
actacacgcagaagagecictccectgictcecgggtaaatga

12. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo 11G9 quimérico anti-PLD4 (466 a.a.)

[Mayusculas: region variable de 11G9VH quimérico, mindsculas: regiéon constante de cadena pesada de IgG1
humana] (SEQ ID NO: 121)

MKVLSLLYLLTAIPGILSQVQLQQPGAELVKPGTSVKMSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGDIYPGSDSTNYNE
KFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGGWLDAMDYWGQGTSVIVSSastkepsviplapsskstsggtaa
lgelvkdyipepvivswnsgal tsgvht fpavlassglyslssvvivpssslgtqiyvicnvnhkpsntkvdkkvepkscd
kthtcppepapellggpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreegynstyr
vysvitvlihgdwingkevkckvsnkalpapiektiskakgaprepavyt Ippsrdeltkngvsltclvkefypsdiavew
esnggpennykt tppvldsdesiflysklivdksrwaagnvfscsvithealhnhytakslslspgk

13. La secuencia de acido nucleico de la cadena ligera del anticuerpo 11G9 quimérico anti-PLD4 (705 pb)
[Mayusculas: region variable de 11G9VL quimérico, mindsculas: region constante de la cadena ligera de Igk
humana] (SEQ ID NO: 122)

ATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTTCAAGGTACCAGATGTGATATCCAGATGACACAGAC
TACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTGGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACATTAGCAATTATTTAA
ACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCA
AGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTCTCTCACCATTAGCAACCTGGAGCAAGAAGATATTGCCACTTACTT
TTGCCAACAGGGTAATACGCTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAAcgaactgtgBetgLaccat
ctgtettcatcttcccgecatctgatgageagitigaaatciggaacigectetgtistgtgcctegctigaataactictat
cccagagaggecaaagtacagtggaaggiggataacgeectecaatcggataacteccaggagagigtcacagageagga
cagcaaggacageacctacagectcageageaccetgacgetgageaaageagactacgagaaacacaaagictacgecet
gcgaagtcacccatcagggectgageticgeecgtcacaaagaget tcaacaggggagagigetag

14. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo 11G9 quimérico anti-PLD4 (234 a.a.)

[Mayusculas: region variable de 11G9VL quimérico, minUsculas: regidon constante de la cadena ligera de IgK
humana] (SEQ ID NO: 123)

MMSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQD I SNYLNWYQQKPDGTVKLL IYYTSRLHSGVPS
RESGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPWIFGGGTKLEIKr tvaapsviifppsdeqlksgtasvvelinnly
preakvawkvdnalgsgnsqesvteqdskdstysisst1tIskadvekhkvyacevthaglsspviksinrgec

Secuencia de ADNc y proteina en moléculas relacionadas con PLD4

> ADNc de PLD4 humana (1521 pb) (SEQ ID NO: 44)
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ATGCTGAAGCCTCTTTGGAAAGCAGCAGTGGCCCCCACATGGCCATGCTCCATGCCGCCCCGCCGCCCGTGGGACAGAGA
GGCTGGCACGTTGCAGGTCCTGGGAGCGCTGGCTGTGCTGTGGCTGGGCTCCGIGGCTCTTATCTGCCTCCTGTGGCAAG
TGCCCCGTCCTCCCACCTGGGGCCAGGTGCAGCCCAAGGACGTGCCCAGGTCCTGGGAGCATGGCTCCAGCCCAGCTTGG
GAGCCCCTGGAAGCAGAGGCCAGGCAGCAGAGGGACTCCTGCCAGCTTGTCCTTGTGGAAAGCATCCCCCAGGACCTGLC
ATCTGCAGCCGGCAGCCCCTCTGCCCAGCCTCTGGGCCAGGCCTGGCTGCAGCTGCTGGACACTGCCCAGGAGAGCGTCC
ACGTGGCTTCATACTACTGGTCCCTCACAGGGCCTGACATCGGGGTCAACGACTCGTCTTCCCAGCTGGGAGAGGCTCTT
CTGCAGAAGCTGCAGCAGCTGCTGGGCAGGAACATTTCCCTGGCTGTGGCCACCAGCAGCCCGACACTGGCCAGGACATC
CACCGACCTGCAGGTTCTGGCTGCCCGAGGTGCCCATGTACGACAGGTGCCCATGGGGCGGCTCACCAGGGGTGTTTTGE
ACTCCAAATTCTGGGTTGTGGATGGACGGCACATATACATGGGCAGTGCCAACATGGACTGGCGGTCTCTGACGCAGGTG
AAGGAGCTTGGCGCTGTCATCTATAACTGCAGCCACCTGGCCCAAGACCTGGAGAAGACCTTCCAGACCTACTGGGTACT
GGGEGTGCCCAAGGCTGTCCTCCCCAAAACCTGGCCTCAGAACTTCTCATCTCACTTCAACCGTTTCCAGCCCTTICCACG
GCCTCTTTGATGGGGTGCCCACCACTGECTACTTCTCAGCGTCGCCACCAGCACTCTGTCCCCAGGGCCGCACCCGGGAC
CTGGAGGCGCTGCTGGCGGTGATGGGGAGCGCCCAGGAGTTCATCTATGCCTCCGTGATGGAGTATTITCCCCACCACGCG
CTTCAGCCACCCCCCGAGGTACTGGCCGGTGETGGACAACGCGCTGCGGGCGGCAGCCTTCGGCAAGGGCGTGCGLGTGE
GCCTGCTGGTCGGCTGCGGACTCAACACGGACCCCACCATGTTCCCCTACCTGCGGTCCCTGCAGGCGCTCAGCAACCCT
GCGGCCAACGTCTCTGTGGACGTGAAAGTCTTCATCGTGCCGGTGGGGAACCATTCCAACATCCCATTCAGCAGGGTGAA
CCACAGCAAGTTCATGGTCACGGAGAAGGCAGCCTACATAGGCACCTCCAACTGGTCGGAGGATTACTTCAGCAGCACGG
CGGGEGTGGECTTGHTGETCACCCAGAGCCCTGECGCGCAGECCGCGGEGEECACGETGCAGGAGCAGCTGCGGCAGCTC
TTTGAGCGGGACTGGAGTTCGCGCTACGCCGTCGGCCTGGACGGACAGGCTCCGGGCCAGGACTGCGTTTGGCAGGGCTG
A .

> Proteina PLD4 humana (506 aminoacidos) (SEQ ID NO: 1)

MLKPLWKAAVAPTWPCSMPPRRPWDREAGTLQVLGALAVLWLGSVALICLLWQVPRPPTWGQVQPKDVPR
SWEHGSSPAWEPLEAEARQQRDSCQLVLVES 1PQDLPSAAGSPSAQPLGQAWLQLLDTAQESVHVASYYW
SLTGPDIGYNDSSSQLGEALLQKLQQLLGRNISLAVATSSPTLARTSTDLQVLAARGAHVRQVPMGRLTR
GYLHSKFWYVDGRHI YMGSANMDWRSLTQVKELGAYIYNCSHLAQDLEKTFQTYWVLGVPKAVLPKTWPQ
NFSSHFNRFQPFHGLFDGVPTTAYFSASPPALCPQGRTRDLEALLAVMGSAQEF I YASVMEYFPTTRFSH
PPRYWPVLDNALRAAAFGKGVRVRLLVGCGLNTDPTMFPYLRSLQALSNPAANVSVDVKVF IVPVGNHSN
IPFSRVNHSKFMVTEKAAYIGT SNWSEDYFSSTAGVGLYVTQSPGAQPAGATVQEQLRQLFERDWSSRYA
VGLDGQAPGQDCVWQG

> ADNc de PLD4 de mono cinomolgo (1521 pb) (SEQ ID NO: 63)

ATGCTGAAGCCTCTTCGGAGAGCEGCAGTGACCCCCATGTGGCCGTGCTCCATGCTGCCCCGLCGCCTGTGGGACAGAGA
GGCTGGCACGTTGCAGGTCCTGGGAGTGCTGGCTATGCTGTGGCTGGGCTCCATGGCTCTTACCTACCTCCTGTGGCAAG
TGCGCCGTCCTCCCACCTGGGGCCAGGTGCAGCCCAAGGACGTGCCCAGGTCCTGGGGGCAT GGTTCCAGCCCAGCTCTG
GAGCCCCTGGAAGCGGAGGTCAGGAAGCAGAGGGACTCCTGCCAGCTTGTCCTTGT GGAAAGCATCCCCCAGGACCTGCC
ATTTGCAGCCGGCAGCCTCTECGCCCAGCCTCTGGGCCAGGCCTOGCTGCAGCTGCTGGACACTGCCCAGGAGAGCGTCC
ACGTGGCTTCATACTACTGGTCCCTCACAGGGCCCGACATTGGGGTCAACGACTCATCTTCCCAGCTGGGAGAGGCCCTT
CTGCAGAAGCTGCAGCAGCTGCTGGGCAGGAACATTTCCTTGGCTGTGGCCACCAGCAGTCCAACACTGGCCAGGAAGTC
CACCGACCTGCAGGTCCTGGCTGCCCGAGGTGCCCAGGTACGACGGGTGCCCATGGGGCGGCTCACCAGGGGCGTTTTGC
ACTCCAAATTCTGGGTTGTGGATGGACEGCACATATACATGGGCAGTGCCAACATGGACTGGCGGTCCCTGACGCAGRTG
AAGGAGCTTGGCGCTGTCATCTATAACTGCAGCCACCTGGCCCAAGACCTGGAGAAGACCTTCCAGACCTACTGGGTGCT
GGGGGTGCCCAAGGCTGTCCTCCCCAAAACCTGGCCTCAGAACTTCTCATCTCACATCAACCGTTTCCAGCCCTTCCAGG
GCCTCTTTGATGGGGTGCCCACCACTGCCTACTTCTCAGCATCGCCACCCGCACTCTGTCCCCAGGGCCGCACCCCTGAC
CTGGAGGCGCTGTTGGCGGTGATGGGGAGCGCCCAGGAGTTCATCTATGCCTCCGTGATGGAGTATTTCCCTACCACECG
CTTCAGCCACCCCCGCAGGTACTGGCCGGTGCTGGACAACGCGCTGCGGGCGGCAGCCTTCAGCAAGGGTGTGCGCGTGE
GCCTGCTGGTCAGCTGCGGACTCAACACGGACCCCACCATGTTCCCCTATCTGCGGTCCCTGCAGGCGCTCAGCAACCCC
GCGGCCAACGTCTCTGTGGACGTGAAAGTCTTCATCGTGCCGGTGGGGAATCATTCCAACATCCCGTTCAGCAGGGTGAA
CCACAGCAAGTTCATGGTCACGGAGAAGGCAGCCTACATAGGCACCTCCAACTGGTCGGAGGATTACTTCAGCAGCACGA
CGGGGGTGGGCCTGGTGGTCACCCAGAGCCCCGGCGCGCAGCCCGCGEGGGCCACGGTACAGGAGCAGCTGCGGCAGCTC
TTTGAGCGGGACTGGAGTTCGCGCTACGCCGTCGGCCTGGACGGACAGGCTCCGGGCCAGGACTGCGTTTGGCAGGGCTG
A
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> Proteina PLD4 de mono cinomolgo (506 aminoacidos) (SEQ ID NO: 129)

MLKPLRRAAVIPMWPCSMLPRRLWDREAGTLQVLGVLAMLWLGSMAL TYLLWQVRRPPTWGQVQPKDYPRSWGHGSSPAL
EPLEAEVRKQRDSCQLVLVESIPQDLPFAAGSL SAQPLGQAWLQLLDTAQESVHVASYYWSLTGPDIGYNDSSSQLGEAL
LQKLQQLLGRNISLAVATSSPTLARKSTDLQVLAARGAQVRRVPMGRLTRGVLHSKFWYVDGRHITMGSANMDWRSLTQY
KELGAVIYNCSHLAQDLEKTFQTYWVLGVPKAVLPKTWPQNF SSHINRFQPFQGLFDGVPTTAYFSASPPALCPQGRTPD
LEALLAVNMGSAQEF TYASVMEYFPTTRE SHPRRYWPVLDNALRAAAF SKGVRVRLLVSCGLNTDPTMFPYLRSLQALSNP
AANVSVDYKVE IVPVGNHSNIPF SRYNHSKFMVTEKAAY 1 GT SNWSEDYFSSTIGYGLVVIQSPGAQPAGATVQEQLRQL
FERDWSSRYAVGLDGQAPGQDCVWQG

> ADNc de PLD4 de mono rhesus (1521 pb) (SEQ ID NO: 124)

ATGCTGAAGCCTCTTCGGAGAGCGGCAGTGACCCCCATGTGGCCGTGCTCCATGCTGCCCCGCCGCCTGTGGGACAGAGA
GGCTGGCACGTTGCAGGTCCTGGGAGTGCTGGCTATGCTGTGGCTGGGCTCCATGGCTCTTACCTACCTCCTGTGGCAAG
TGCGCTGTCCTCCCACCTGGGGCCAGGTGCAGCCCAGGGACGTGCCCAGGTCCTGGGGGCATGGTTCCAGCCTAGCTCTG
GAGCCCCTGGAAGCGGAGGTCAGGAAGCAGAGGGACTCCTGCCAGCTTGTCCTTGTGGAAAGCATCCCCCAGGACCTGCC
ATTTGCAGCCGGCAGCCTCTCCGCCCAGCCTCTGGGCCAGGCCTGGCTGCAGCTGCTGGACACTGCCCAGGAGAGCGTCC
ACGTGGCTTCATACTACTGGTCCCTCACAGGGCCCGACATTGGGGTCAACGACTCATCTICCCAGCTGGGAGAGGCCCTT
CTGCAGAAGCTGCAGCAGCTGCTGGGCAGGAACATTTCCTTGGCTGTGGCCACCAGCAGTCCAACACTGGCCAGGAAGTC
CACCGACCTGCAGGTCCTGGCTGCCCGAGGTGCCCAGGTACGACGGGTGCCCATGGGGCGGCTCACCAGGGGCGTTTTGC

ACTCCAAATTCTGGGTTGTGGATGGACGGCACATATACATGGGCAGTGCCAACATGGACTGGCGGTCCCTGACGCAGGTG
AAGGAGCTTGGCGCTGTCATCTATAACTGCAGCCACCTGGCCCAAGACCTGGAGAAGACCTTCCAGACCTACTGGGTGCT
GGGGGTGCCCAAGGCTGTCCTCCCCAAAACCTGGCCTCAGAACTTCTCATCTCACATCAACCGTTTCCAGCCCTTCCAGG
GCCTCTTTGATGGGGTGCCCACCACTGCCTACTTCTCAGCATCGCCACCCGCACTCTGTCCCCAGGGCCGCACCCCTGAC
CTGGAGGCGCTGTTGGCGGTGATGGEGAGCGCCCAGGAGTTCATCTATGCCTCCGTGATGGAGTATTTCCCTACCACGCG
CTTCAGCCACCCCCGCAGGTACTGGCCGGTGCTGGACAACGCGCTGCGGGCGGCAGCCTTCAGCAAGGGTGTGCGCGTGC
GCCTGCTGGTCAGCTGCGGACTCAACACGGACCCCACCATGTTCCCCTATCTGCGGTCCCTGCAGGCGCTCAGCAACCCC
GCGGCCAACGTCTCTGTGGACGTGAAAGTCTTCATCGTGCCGGTGGGGAATCATTCCAACATCCCGTTCAGCAGGGTGAA
CCACAGCAAGTTCATGGTCACGGAGAAGGCAGCCTACATAGGCACCTCCAACTGGTCGGAGGATTACTTCAGCAGCACGA
CGGGGGTGGGCCTGGTGGTCACCCAGAGCCCCGGCGCGCAGCCCGCGGGGCCACGGTACAGGAGCAGCTGCGGCAGCTC

TTTGAGCGGGACTGGAGTTCGCGCTACGCCGTCGGCCTGGACGGACAGGCTCCGGGCCAGGACTGCGTTTGGCAGGGCTG
A .

> Proteina PLD4 de mono rhesus (506 aminoacidos) (SEQ ID NO: 130)

MLEPLRRAAVTPMWP CSMLPRRLWDREAGTLQVLGYLAMLWLGSMALTYLLWQVRCPPTWGQVQPRDVPRSWGHGSSLAL
EPLEAEVRKQRDSCQLVLVES IPQDLPFAAGSLSAQPLGQAWLQLLDTAQESVHVASYYWSLTGPDIGVNDSSSQLGEAL
LQKLQQLLGRNISLAVATSSPTLARKSTDLQVLAARGAQVRRVPMGRLTRGVLHSKFWYVDGRHI YMGSANMDWRSLTQV
KELGAVIYNCSHLAQDLEKTFQTYWVLGVPKAVLPKTWPQNF SSHINRFQPFQGLEDGVPTTAYFSASPPALCPQGRTPD
LEALLAVMGSAQEF I YASYMEYFPTTRFSHPRRYWPVLDNALRAAAF SKGYRVRLLVSCGLNTDPTMFPYLRSLQALSNP

AANVSVDVEVF 1VPVGNHSNIPF SRVNHSKFMVTEKAAY IGTSNWSEDYF SSTTGVGLYVIQSPGAQPAGATVQEQLRQL
FERDWSSRYAVGLDGQAPGQDCYWQG

> ADNc de PLD4 de ratéon (1512 pares de bases) (SEQ ID NO: 131)
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ATGGACAAGAAGAAAGAGCACCCAGAGATGCGGATACCACTCCAGACAGCAGTGGAGGTCTCTGATTGGCCCTGCTCCAC
ATCTCATGATCCACATAGCGGACTIGGCATGGTACTGGGGATGCTAGCTGTACTGGGACTCAGCTCTGTGACTCTCATCT
TGTTCCTGTGGCAAGGGGCCACTTCTTTCACCAGTCATCGGATGTTCCCTGAGGAAGTGCCCTCCTGGTCCTGGGAGACC
CTGAAAGGAGACGCTGAGCAGCAGAATAACTCCTGTCAGCTCATCCTTGTGGAAAGCATCCCCGAGGACTTGCCATTTGC
AGCTGGCAGCCCCACTGCCCAGCCCCTGGCCCAGGCTTGGCTGCAGCTTCTTGACACTGCT CGGGAGAGCGTCCACATTG
CCTCGTACTACTGGTCCCTCACTGGACTGGACATTGGAGTCAATGACTCGTCTTCTCGGCAGGGAGAGGCCCTTCTACAG
AAGTTCCAACAGCTTCTTCTCAGGAACATCTCTGTGGTGGTGGCCACCCACAGCCCAACATTGGCCAAGACATCCACTGA
CCTCCAGGTCTTGGCTGCCCATGGTGCCCAGATACGACAAGTGCCCATGAAACAGCTTACTGGGGGTGTTCTACACTCCA
AATTCTGGGTTGTGGATGGGCGACACGTCTACGTGGGCAGCGCCAACATGGACTGGCGGTCCCTGACTCAGGTGAAGGAA
CTTGGTGCAATCATCTACAACTGCAGCAACCTGGCTCAAGACCTTGAGAAAACATTCCAGACCTACTGGGTGCTAGGGAC
TCCCCAAGCTGTTCTCCCTAAAACCTGGCCTCGGAACTTCTCATCCCACATCAACCGCTTCCATCCCTTGCGGGGTCCCT
TTGATGGGGTTCCCACCACGGCCTATTTCTCGGCCTCCCCTCCCTCCCTCTGCCCGCATGGCCGGACCCGGGAT CTGGAC
GCAGTGTTGGGAGTGATGGAGGGTGCTCGCCAGTTCATCTATGTCTCGGTGATGGAGTATTTCCCTACCACGCGCTTCAC
CCACCATGCCAGGTACTGGCCCGTGCTGGACAATGCGCTACGGGCAGCGGCCCTCAATAAGGGTGTGCATGTGCGCTTAC
TGGTCAGCTGCTGGTTCAACACAGACCCCACCATGTTCGCTTATCTGAGGTCCCTGCAGGCTTTCAGTAACCCCTCGGCT
GGCATCTCAGTGGATGTGAAAGTCTTCATCGTGCCTGTGGGAAATCATTCCAACATCCCGTTCAGCCGCGTGAACCACAG
CAAGTTCATGGTCACAGACAAGACAGCCTATGTAGGCACCTCTAACTGGTCAGAAGACTACTTCAGCCACACCGCTGGTG
TGGGCCTGATTGTCAGCCAGAAGACCCCCAGAGCCCAGCCAGGCGCAACCACCGTGCAGGAGCAGCTGAGGCAACTCTTT
GAACGAGACTGGAGTTCCCACTATGCTATGGACCTAGACAGACAAGT CCCGAGCCAGGACTGTGTCTGGTAG

> Proteina PLD4 de ratén (503 aminoacidos) (SEQ ID NO: 132)

MDKKKEHPEMRIPLQTAVEVSDWPCSTSHDPHSGLGMVLGMLAVLGLSSVTL ILFLWQGATSFTSHRMFPEEVPSWSWET
LKGDAEQQNNSCQLILVESIPEDLPFAAGSPTAQPLAQAWLQLLDTARESVHIASYYWSLTGLDIGVNDSSSRQGEALLY
KFQQLLLRNISVVVATHSPTLAKTSTDLQVLAAHGAQIRQVPMKQLTGGYLHSKFWYVDGRHVYVGSANMDWRSLTQVKE
LGATTYNCSNLAQDLEKTFQTYWVLGTPQAVLPKTWPRNFSSHINRFHPLRGPFDGVPTTAYF SASPPSLCPHGRTRDLD -
AVLGVMEGARQFIYVSVMEYFPTTRETHHARYWPVLDNALRAAALNKGVHVRLLYSCWFNTDP TMFAYLRSLQAFSNPSA

GISYDVKVFIVPVGNHSNIPFSRVNHSKFMVIDKTAYVGTSNWSEDYF SHTAGVGL IVSQKTPRAQPGATTVQEQLRQLF
ERDWSSHYAMDLDRQVPSQDCYW

> Secuencia de ADNc de PLD3 humana (SEQ ID NO: 55)

ATGAAGCCTAAACTGATGTACCAGGAGCTGAAGGTGCCTGCAGAGGAGCCCGCCAATGAGCTGCCCATGAATGAGATTGA
GGCGTGGAAGGCTGCGGAAAAGAAAGCCCGCTGGGTCCTGCTGGTCCTCATTCTGGCGGTTGTGGGCTTCGGAGCCCTGA
TGACTCAGCTGTTTCTATGGGAATACGGCGACTTGCATCTCTTTGGGCCCAACCAGCGCCCAGCCCCCTGCTATGACCCT
TGCGAAGCAGTGCTGGTGGAAAGCATTCCTGAGGGCCTGGACTTCCCCAATGCCTCCACGGGGAACCCTTCCACCAGCCA
GGCCTGGCTGGGCCTGCTCGCCGGTGCGCACAGCAGCCTGGACATCGCCTCCTTCTACTGGACCCTCACCAACAATGACA
CCCACACGCAGGAGCCCTCTGCCCAGCAGGGTGAGGAGGTCCTCCGGCAGCTGCAGACCCTGGCACCAAAGGGCGTGAAC
GTCCGCATCGCTGTGAGCAAGCCCAGCGGGCCCCAGCCACAGGCGGACCTGCAGGCTCTGCTGCAGAGCGGTGCCCAGGT
CCGCATGGTGGACATGCAGAAGCTGACCCATGGCGTCCTGCATACCAAGTTCTGGGTGGTGGACCAGACCCACTTCTACC
TGGGCAGTGCCAACATGGACTGGCGTTCACTGACCCAGGT CAAGGAGCTGGGCGTGGTCATGTACAACTGCAGCTGCCTG
GCTCGAGACCTGACCAAGATCTTTGAGGCCTACTGGTTCCTGGGCCAGGCAGGCAGCTCCATCCCATCAACTTGGCCCCG
GTTCTATGACACCCGCTACAACCAAGAGACACCAATGGAGATCTGCCTCAATGGAACCCCTGCTCTGGCCTACCTGGCGA
GTGCGCCCCCACCCCTGTGTCCAAGTGGCCGCACTCCAGACCTGAAGGCTCTACTCAACGTGGTGGACAATGCCCGGAGT
TTCATCTACGICGCTGTCATGAACTACCTGCCCACTCTGGAGTTCTCCCACCCTCACAGGTTCTGGCCTGCCATTGACGA
TGGGCTGCGGCGGGCCACCTACGAGCGTGGCGTCAAGGTGCGCCTGCTCATCAGCTGCTGGGGACACTCGGAGCCATCCA
TGCGGGCCTTCCTGCTCTCTCTGGCTGCCCTGCGTGACAACCATACCCACTCTGACATCCAGGTGAAACTCTTTGTGGTC
CCCGCGGATGAGGCCCAGGCTCGAATCCCATATGCCCGTGTCAACCACAACAAGTACATGGTGACTGAACGCGCCACCTA
CATCGGAACCTCCAACTGGTCTGGCAACTACTTCACGGAGACGGCGGGCACCTCGCTGCTGGTGACGCAGAATGGGAGGG
GCGGCCTGCGGAGCCAGCTGGAGGCCATTTTCCTGAGGGACTGGGACTCCCCTTACAGCCATGACCTTGACACCTCAGCT
GACAGCGTGGGCAACGCCTGCCGCCTGCTCTGA

> Proteina PLD3 humana (490 aminoacidos) (SEQ ID NO: 127)
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MKPKLMYQELKVPAEEPANELPMNE I EAWKAAEKKARWVLL VL ILAVYGFGALMIQLFLWEY GDLHLF GPNQRPAPCYDP
CEAVLVESIPEGLDFPNASTGNPSTSQAWLGLLAGAHSSLDIASFYWTLTNNDTHTQEPSAQQGEEVLRALQTLAPKGVN
VRIAVSKPSGPQPQADLQALLQSGAQVRMVDMQKL THGYLHTKFWYYDQTHFYLGSANMDWRSLTQVKELGYVMYNCSCL
ARDLTKIFEAYWFLGQAGSSIPSTRPRFYDIRYNQETPMEI CLNGTPALAYLASAPPPLCPSGRTPDLKALLNVVDNARS
FIYVAVMNYLPTLEF SHPHRFWPAIDDGLRRATYERGVKVRLL I SCWGHSEPSMRAFLLSLAALRDNHTHSD1QVKLEVY

PADEAQARIPYARVNHNKYMVTERATY IGTSNWSGNYFTETAGT SLLVTQNGRGGLRSQLEAIFLRDWDSPYSHDLDTSA
DSVGNACRLL

> ADNc de PLD5 humana (1338 pares de bases) (SEQ ID NO: 56)

ATGGGAGAGGATGAGGATGGACTCTCAGAAAAAAATTGCCAAAATAAATGTCGAATTGCCCTGGTGGAAAATATTCCTGA
-KGGCCTTAACTATTCAGAAAATGCACCATTTCACTTATCACTTTTCCAAGGCTGGATGAATTTACTCAACATGGCCAAAA
AGTCTGTTGACATAGTGTCTTCCCATTGGGATCTCAACCACACTCATCCATCAGCATGTCAGGGTCAACGTCTTTTTGAA
AAGTTGCTCCAGCTGACTTCGCAAAATATTGAAATCAAGCTAGTGAGTGATGTAACAGCTGATTCAAAGGTATTAGAAGC
CTTGAAATTAAAGGGAGCCGAGGTGACGTACATGAACATGACCGCTTACAACAAGGGCCGGCTGCAGTCCTCCTTCTGGA
TCGTGGACAAACAGCACGTGTATATCGGCAGTGCCGGTTTGEACTGGCAATCCCTGGGACAGATGAAAGAACTCGGTGTC
ATCTTCTACAACTGCAGCTGCCTGGTCCTAGATTTACAAAGGATATTTGCTCTATATAGTTCATTAAAATTCAAAAGCAG
AGTGCCTCAAACCTGGTCCAAAAGACTCTATGGAGTCTATGACAATGAAAAGAAATTGCAACTTCAGTTGAATGAAACCA
AATCTCAAGCATTTGTATCGAATTCTCCAAAACTCTTTTGCCCTAAAAACAGAAGTTTTGACATAGATGCCATCTACAGT
GTGATAGATGATGCCAAGCAGTATGTGTACATCGCTGTCATGGACTACCTGCCTATCTCCAGCACAAGCACCAAAAGGAC
TTACTGGCCAGACTTGGATGCAAAAATAAGAGAAGCATTAGT TTTACGAAGCGTTAGAGTTCGACTCCTTTTAAGCTTCT
GGAAGGAAACTGATCCCCTTACGTTTAACTTTATTTCATCTCTTAAAGCGATTTGCACTGAAATAGCCAACTGCAGTTTG
AAAGTTAAATTTTTTGATCTGGAAAGAGAGAATGCTTGTGCTACAAAAGAACAAAAGAATCACACCTTTCCTAGGTTAAA
TCGCAACAAGTACATGGT GACAGATGGAGCAGCTTATATTGGAAATTTTGATTGGGTAGGGAATGATTTCACTCAGAATG
CTGGCACGGGCCTTGTTATCAACCAGGCAGATGTGAGGAACAACAGAAGCATCATTAAGCAACTTAAAGATGTGTTTGAA
AGGGACTGGTATTCACCGTATGCCAAAACCTTACAGCCAACCAAACAGCCGAACTGCTCAAGCCTGTTCAAACTCAAACC
CCTCTCCAACAAAACTGCCACAGACGACACAGGCGGAAAGGATCCCCGGAACGTATGA

> Proteina PLD5 humana (445 aminoacidos) (SEQ ID NO: 128)

MGEDEDGLSEKNCQNKCRIALVENIPEGLNY SENAPFHL SLFQGWMNLLNMAKKSVDIVS SHWDLNHTHP SACQGQRLFE
KLLQLTSQNTEIKLVSDVTADSKVLEALKLKGAEVTYMNMTAYNKGRLQSSEWIVDKQHVY I GSAGLDWQSLGQMKELGY
IFYNCSCLYLDLQRIFALYSSLKFKSRVPQTWSKRLYGVYDNEKKLQLQLNETKSQAFYSNSPKLFCPKNRSFDIDAIYS
VIDDAKQYVYIAVMDYLP1SSTSTKRTYWPDLDAKIREALVLRSVRVRLLL SFWKETDPLTFNF1SSLKATCTEIANCSL
KVKFFDLERENACATKEQKNHTFPRLNRNKYMVTDGAAY IGNFDWVGNDF TQNAGTGLYINQADVRNNRS T IKQLKDVFE
RDWYSPYAKTLQPTKQPNCSSLFKLKPLSNKTATDDTGGKDPRNV

> ADNCc de la proteina de fusion PLD4-Ig humana (2142 pb) (SEQ ID NO: 125)
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ATGGAGTTTCAGACCCAGGTCTTTGTATTCGTGTITGCTCTGGTTGTCTGGTGTTGATGGAgat tacaaggatgacgacga
taaaGGATCCcccagagggeccacaatcaageecctigtectccatgeaaatgeccageacctaacctettggetggaccat
cegtettcatetiteectecaaagatcaaggatgtactcatgaictccctgagecccatagtecacatgigtestiggtggat
gtgagceaggatgacccagatgtccagatcagetggtttgigaacaacgtiggaagtacacacagefcagacacaaaceea
tagagaggattacaacagtactcticcgggtggtcagtgeectceccatecageaccaggactggatigagtgecaaggagt
tcaaatgcaaggtcaacaacaaagacctcccagegeccatcgagagaaccatetcaaaacccaaagggicagtaagaget
ccacaggtatatgtcttgecticcaccagaagaagagatgactaagaaacaggtcactetgaceigeatggtcacagactt
catgcctgaagacatttacgtgeagtggaccaacaacgggaaaacagagetfaaactacaagaacactgaaccagicetigg
actctgatggtticttacticatgtacagcaagetgagagtggaaaagaagaactgggtegaaagaaatagetacteetgt
tcagtggtccacgagggtctecacaatcaccacacgactaagagettcteceggacteegegtaaaCGTCCTCCCACCTG
GGGCCAGGTGCAGCCCAAGGACGTGCCCAGGTCCTGGGAGCATGGCTCCAGCCCAGCTTGGGAGCCCCTGGAAGCAGAGG
CCAGGCAGCAGAGGGACTCCTGCCAGCTTGTCCTTGTGGAAAGCATCCCCCAGGACCTGCCATCTGCAGCCGGLAGCCCC
TCTGCCCAGCCTCTGGGCCAGGCCTGGCTGCAGCTGCTGGACACTGCCCAGGAGAGCGTCCACGTGGCTTCATACTACTG
GTCCCTCACAGGGCCTGACATCGGGGTCAACGACTCGTCTTCCCAGCTGGGAGAGGCTCTTCTGCAGAAGCTGCAGCAGC
TGCTGGGCAGGAACATTTCCCTGGCTGTGGCCACCAGCAGCCCGACACTGGCCAGGACATCCACCGACCTGCAGGTTCTG
GCTGCCCGAGGTGCCCATGTACGACAGGTGCCCATGGGGCGGCTCACCAGGGGTGTTTTGCACTCCAAATTCTGGGTIGT
GGATGGACGGCACATATACATGGGCAGTGCCAACATGGACTGGCGGTCTCTGACGCAGGT GAAGGAGCTTGGCGCTGICA
TCTATAACTGCAGCCACCTGGCCCAAGACCTGGAGAAGACCTTCCAGACCTACTGGGTACTGGGGGTGCCCAAGGCTGTC
CTCCCCAAAACCTGGCCTCAGAACTTCTCATCTCACTTCAACCGTTTCCAGCCCTITCCACGGCCTCTTTGATGGGGTGCC
CACCACTGCCTACTTCTCAGCGTCGCCACCAGCACTCTGTCCCCAGGGCCGCACCCGGGACCTGGAGGCGCTGCTGGCGG
TGATGGGGAGCGCCCAGGAGTTCATCTATGCCTCCGTGATGGAGTATTTCCCCACCACGCGCTTCAGCCACCCCCCGAGG
TACTGGCCGGTGCTGGACAACGCGCTGCGGGCGGCAGCCTTCGGCAAGGGCGTGCGCGTGCGCCTGCTGGTCGGCTGLGG
ACTCAACACGGACCCCACCATGTTCCCCTACCTGCGGTCCCTGCAGGCGCTCAGCAACCCCGCGGCCAACGTCTCTGTIGG
ACGTGAAAGTCTTCATCGTGCCGGTGGGGAACCATTCCAACATCCCATTCAGCAGGGTGAACCACAGCAAGTTCATGGTC

ACGGAGAAGGCAGCCTACATAGGCACCTCCAACTGGTCGGAGGATTACTTCAGCAGCACGGCGGGGGTGGGCTTGGTGGT

CACCCAGAGCCCTGGCGCGCAGCCCGCGGGGGCCACGETGCAGGAGCAGETGCGGCAGCTCTTTGAGCGGGACTGGAGTT
CGCGCTACGCCGTCGGCCTGGACGGACAGGCTCCGGGCCAGGACTGCGTTTGGCAGGGCTGA

> Proteina de fusion PLD4-lg humana (713 aminoacidos) (SEQ ID NO: 126)

MEFQTQVFVFVLLWLSGVDGDYKDDDDEGSPRGPT IKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDYLMISLSPIVICVVYD
VSEDDPDVQISWFYNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALP I QHQDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPTERT I SKPKGSVRA
PQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVIDFMPED] YVEWTNNGK TELNYKNTEPVLDSDGSYFMY SKLRVEKKNWVERNSYSC
SYVHEGLHNHHTTKSFSRTPGKRPPTWGQVQPKDVPRSWEHGS SPAWEPLEAEARQQRDSCQLVLVES IPQDLPSAAGSP
SAQPLGQAWLQLLDTAQESVHVASYYWSLTGPDIGVNDSSSQLGEALLQKLQQLLGRNISLAVATSSPTLARTSTDLQVL
AARGAHVRQVPMGRL TRGVLHSKFWYVDGRHI YMGSANMDWRSLTQVKELGAVIYNCSHLAQDLEKTFQTYWVL GVPEAY
LPKTWPQNF SSHENRFQPFHGLFDGVPTTAYF SASPPALCPQGRTRDLEALLAVMGSAQEF 1 YASVMEYFPTTRF SHPPR
YWPVLDNALRAAAFGKGYRVRLLVGCGLNIDPTMFPYLRSLQALSNPAANVSVDVKVE IVPVGNHSN] PFSRVNESKFHYV
TEKAAYIGTSNWSEDYFSSTAGVGLVVTQSPGAQPAGATVQEQLRQLFERDWS SRYAVGLDGQAPGADCVIQG

[Numero de acceso]

NITE BP-1211
NITE BP-1212
NITE BP-1213
NITE BP-1214

[Lista de secuencias de texto libre]

SEQ ID NO 45:
SEQ ID NO 46:
SEQ ID NO 47:
SEQ ID NO 48:
SEQ ID NO 49:
SEQ ID NO 50:
SEQ ID NO 51:
SEQ ID NO 52:
SEQ ID NO 53:

Cebador directo
Cebador inverso
Cebador directo
Cebador inverso
Cebador directo
Cebador inverso
Cebador directo
Cebador inverso
Cebador directo
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SEQ ID NO 54: Cebador inverso
SEQ ID NO 70: Cebador de anclaje
SEQ ID NO 70: n es desoxiinosina
SEQ ID NO 71: Cebador AUAP

SEQ ID NO 72:
SEQ ID NO 73:
SEQ ID NO 114
SEQ ID NO 115
SEQ ID NO 116
SEQ ID NO 117
SEQ ID NO 118
SEQ ID NO 119

Cebador

Cebador

: Cebador
: Cebador
: Cebador
: Cebador
: Cebador
: Cebador
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r1ﬂet Leu Lys Pro |5.eu Trp Lys Ala Ala ¥8l Ala Pro
Ser Met Pro Pro Arg Arg Pro Trp Asp Arg Glu Ala
20 25
Val Leu Gly Ala Leu Ala Val Léu Trp Leu Gly Ser
35 40
Cys Leu Leu Trp GIn Val Pro Arg Pro Pro Thr Trp
50 55 60
Pro Lys Asp Val Pro Arg Ser Trp Glu His Gly Ser
65 70 75
Glu Pro Leu Glu Ala Glu Ala Arg Gin Gin Arg Asp
85 90
Val Leu Val Glu Ser Ile Pro Gln Asp Leu Pro Ser
100 105
Pro Ser Ala GIn Pro Leu Gly GIn Ala Trp Leu GIn
115 120
Ala GIn Glu Ser Val His Val Ala Ser Tyr Tyr Trp
T 130 135 140
ProvAsp [le Gly Val Asn Asp Ser Ser Ser Gin Leu
145 : 150 ) 155
Leu GIn Lys Leu GIn Gin Leu Leu Gly Arg Asn lle
165 170
Ala Thr Ser Ser Pro Thr Leu Ala Arg Thr Ser Thr
180 185 ‘
Leu Ala Ala Arg Gly Ala His Val Arg GIn Val Pro
195 200 .

Thr Arg Gly Val Leu His Ser Lys Phe Trp Val Val

52

Thr Trp Pro Cys
15
Gly Thr Leu Gin
30 :
Val Afa Leu lle
45
Gly Gin Val GIn
Ser Pro Ala Trp
80
Ser Cys Gin Leu
95
Ala Ala Gly Ser
110
Leu Leu Asp Thr
125
Ser Leu Thr Gly
Gly Glu Ala Leu
160
Ser Leu Ala Val
175
Asp Leu G!n Val
190

Met Gly Arg Leu
- 205

Asp Gly Arg His



<210> 2

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

ES 2694 165 T3

210 215 220

lle Tyr Met Gly Ser Ala Asn Met Asp Trp Arg Ser Leu Thr Gln Val
225 : 230 235 240

Lys G

c

Leu Gly Ala Val lie Tyr Asn Cys Ser His Leu Ala GIn Asp
245 250 255

Leu G

=

Lys Thr Phe GIn Thr Tyr Trp Val Leu Gly Val Pro Lys Ala
260 265 270
Val Leu Pro Lys Thr Trp Pro Gin Asn Phe Ser Ser His Phe Asn Arg
275 280 285

Phe G
290

5

Pro Phe His Gly Leu Phe Asp Gly Val Pro Thr Thr Ala Tyr
295 300

Phe Ser Ala Ser Pro Pro Ala Leu Cys Pro GIn Gly Arg Thr Arg Asp
305 310 315 320

Leu G

u Ala Leu Leu Ala Val Met Gly Ser Ala GIn Gfu Phe lle Tyr
325 330 335
Ala Ser Val Met Glu Tyr Phe Pro Thr Thr Arg Phe Ser His Pro Pro
340 , 345 350
Arg Tyr Trp Pro Val Leu Asp Asn Ala Leu Arg Ala Ala Ala Phe Gly
355 360 365
Lys Gly Val Arg Val Arg Leu Leu Val Gly Cys Gly Leu Asn Thr Asp
370 375 - 380
Pro Thr Met Phe Pro Tyr Leu Arg Ser Leu Gin Ala Leu Ser Asn Pro
385 390 395 400
Ala Ala Asn Val Ser Val Asp Val Lys Val Phe lle Val Pro Val Gly
405 410 415
Asn His Ser Asn lle Pro Phe Ser Arg Val Asn His Ser Lys Phe Met
420 : ‘ 425 430
Val Thr Glu Lys Ala Ala Tyr lle Gly Thr Ser Asn Trp Ser Glu Asp
435 440

445

Tyr Phe Ser Ser Thr Ala Gly Val Gly Leu Val Val Thr Gin Ser Pro
450 455 460

Gly Ala Gin Pro Ala Gly Ala Thr Val GIn Glu GIn Leu Arg GIn Leu

465 470 475 480

Phe Glu Arg Asp Trp Ser Ser Arg Tyr Ala Val Gly Leu Asp Gly GIn
485 A% 495

Afa Pro Gly Gin Asp Cys Val Trp Gin Gly
500 505

?er Tyr Trp Met Eis

53
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<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

?sp lle Tyr Pro gly Ser Asp Ser Thr Aik(s)n Tyr Asn Glu Lys }"ge Lys

Ser

ES 2694 165 T3

?ly Gly Trp Leu ls\sp Ala Met Asp Tyr

/i\rg Ala Ser Gln ésp Ile Ser Asn Tyr %gu Asn

{yr Thr Ser Arg ls.eu His Ser

(]iln Gin Gly Asn ;hr Leu Pro Trp

54
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<210>9

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

?Ia lle Tyr Pro gly Asn Ser Glu Thr ?gr Tyr Asn GIn Lys l;ge Lys

Gly

ES 2694 165 T3

}'hr‘ Tyr Trp Met Elis

(]ily Tyr Ser Asp ls’he Asp Tyr

His Ala Ser GIn Gly lle Arg Ser Asn lle Gly
i .5 10

}1|is Gly Thr Asn %eu Glu Asp

\1/al GIn Tyr Val gln Phe Pro

55
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<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

<210> 16

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

<210> 20

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

ES 2694 165 T3

ll\sp Tyr Asn Leu gis

{yr Ife Tyr Pro gyr Asn Gly Asn Thr ?(l)y Tyr Asn Gin Lys I;lge Lys

(lily Gly lle Tyr ésp Asp Tyr Tyr Asp }'gr Ala 1ie Asp Tyr

ﬁ\rg Ala Ser Glu esn tie Tyr Ser His %6e Ala

?ly Ala Thr Asn Is.eu Ala His

%iln His Phe Trp gly Thr Pro

56
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<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

<210> 25

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

<210> 26

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

ES 2694 165 T3

?er Tyr Tyr Leu gyr

lieu 1le Asn Pro ghr Asn Ser Asp Thr ‘%(l)e Phe Asn G'Iu‘Lys I;?swe Lys

Ser

?Iu Gly Gly Tyr gly Tyr Gly Pro Phe %a Tyr

Ihr Ser Ser GIn ghr Leu Val His Ser ?(s)n Gly Asn Thr Tyr I].gu His

I1.ys Val Ser Asn érg Phe Ser

lliis Ser Thr His-\5lal Pro

57
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<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

<210> 32

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

ES 2694 165 T3

?er Tyr Gly Met ger

}'hr Ile Ser Ser (sily Gly Ser Tyr lle }'%r Tyr Pro Glu Ser \{gl Lys

Gly

%eu Tyr Gly Gly érg Arg Gly Tyr Gly I1.8u Asp Tyr

'1\rg Ser Ser Lys ger lLeu Leu His Ser ?(s)p Gly [le Thr Tyr Il_gu Tyr

(15ln Met Ser Asn lgeu Ala Ser

?Ia Gin Asn Leu glu Leu

?er His Tyr Tyr l—".’ Thr

58
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<210> 33

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

<210> 34

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

<210> 36

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

<210> 37
<<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens.

<400> 37

<210> 38

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

<210> 39
<211> 16
<212> PRT

ES 2694 165 T3

gyr' tle Ser Tyr ésp Gly Ser Asn Asn %r Asn Pro Ser Leu ligs Asn

?lu Gly Pro Leu gyr Tyr Gly Asn Pro %r Trp Tyr Phe Asp \{g!

11\rg Ala Ser Gin ésp |le Asp Asn Tyr ll.gu Asn

Pr Thr Ser_Arg |5.eu His Ser

?In GIn Phe Asn ghr Leu Pro

?er His Tyr Tyr grp Ser

59
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<213> Homo sapiens

<400> 39

<210> 40

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

<210> 41

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

<210> 42

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

<210> 44

<211> 1521

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

ES 2694 165 T3

1Tyr Ile Ser Tyr ésh Gly Ser Asn Asn %r Asn Pro Ser Leu ligs Asn

?Iu Gly Pro Leu 15'yr Tyr Gly Asn Pro }'gr Trp Tyr Phe Asp ¥gl

?rg Ala Ser Gin éspv lie Asp Asn Tyr Iigu Asn

ﬁyr Thr Ser Arg lgeu His Ser

'(liln Gin Phe Asn vghr Leu Pro

60
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15

20

25

~ goctgeetge agotgotgea cactgeccag

<210> 45
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 45
atggactggc ggtctctg

<210> 46
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2694 165 T3

atgetgaage ctotttggaa ageageagte
cgeecgecogt gggacagaga ggctggeacy
tggctegeget cogtggctet tatctegocte
ggccaggtge agecccaagga cgtgcccagg
gagecccoteg éagcagaggc caggcagcag

agcatccccc aggapctgcc atctgcagee

tcectcacag ggoctgacat cggggteaac
ctgcagaage tgcagecaget gotgggcage
ccgacactgg ccaggacate caccgacctg
cgacaggtec ccatggggeg getcaccagg
gatggacggc acatatacat gggcagtece
aaggagettg gogotgtoat ctataactge
ttccaéacct actgggtact ggeeggtecce
aacttctcat ctcacttéaa cegtttecag
accactgect acttctcage gtogccacea
ctggaggege tgotggoget gategegage
gagtatttcc ccaccacgeg cttcagecac
gegetgogeg cggeagectt cggeaaggge
ctcaacacgg accccaccat gttcccctac
gcggccaacg tctctgtgga cgtgaaagte
atcccattca geagggtgaa ccacagcaag
ggcaccteca actggfcgga geattactte
acccagagec ctggcecgea Zoccgogess

tttgagegee actggagttc gogctacecc

gactgegttt ggcagggetg a

18

<223> cebador inverso

<400> 46
tggaaggtct tctccaggte

<210> 47

20

geeeccacat
ttgcaggtec
ctgtgegcaag
tectgggage
agggactcct
ggcageccet
gagagegtce
gactegtett
aacatttcce
caggttotgg
gﬁtgttttgc
aacatggact
agccacctgg
aaggctgtce
cccttccacg
geactotgte
goccaggagt
coccogaget
gtecgeetec
ctgcgetece
ttecategtge
ttcateggtea
agcagcacgg
gecacggtee

gtoggcotee

61

geccatgetc
tgggageget
teccecgtee
atggotccag
gecagettet
ctgeccagee
acgtggottc
cccagetgee
teggotgtego
ctgcccgagg
actccaaatt

ggegetotet

cccaagacct

tecccaaaac
goctetttea
cCcCagggceg
tcatctatge
actggeeget
gectgotget
tgcaggeget
cegetggggaa
cggagaagge
cgegeeteee
aggagcaget

acggacagge

catgecgece
ggctgtgotg
teccacctgg
cccagotteg
cettgtggaa
tetgggccag
atactactgg
agaggctott
caccagcage
tecccatgta
ctgegttgte
gacgeaggte
ggagaagace
ctggecteag
tggggtgccé
cacccgggac
ctecgteate
gotggacaac
cggetgegea
cagcaaccce
ccattccaac
agcctacata

cttgstggtc

gcggcagctcv

tccggeccag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1521
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60

ES 2694 165 T3

<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 47
agccacatcg ctcagacac 19

<210> 48
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 48
gcccaatacg accaaatcc 19

<210> 49
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 49
atggactggc ggtctctg 18

<210> 50
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 50
tggaaggtct tctccaggtc 20

<210> 51
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 51
agccacatcg ctcagacac 19

<210> 52
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 52
gcccaatacg accaaatcc 19

62
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35

<210> 53
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador directo

<400> 53

tttgaattcg ccgccaccat gctgaagcect 30

<210> 54
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso

<400> 54

aaagcggccg ctcagcecctg ccaaacgcag tect

<210> 55
<211> 1473
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
Gen <221>
<222> (1)..(1473)

<400> 55

atgaageccta aactgatgta
ctgeccatga atgagatiga
ctggtcctca'ttctggcggt
gaatacggeg acttgeatct

tgogaageag tgotggteea

gegaaccott- ccaccageca

gacatcgect cettctactg
goccageagg gtgaggagst
gtccgeateg ctgtgageaa
ctgcagageg gtgcccaggt
cataccaagt tctgeetegt

btggcgttcac tgacccagg_t

ES 2694 165 T3

34

ccaggagetg
gecgtegaag
tetggectic
ctttegggcce
aagcattcct
gecotggety
gaccctcace
cctecggeag
gCccagegeg
ccgeatgegte
ggaccagacc

caaggagetg

aaggtgeotg
getgeggaaa
ggagccctga
aaccagegce
gaggecctee
ggeetgoteg
aacaatgaca
ctgcagacce
ccccagecac
gacatgcaga
cacttctace

gecgteggtea

63

cagaggagec cgocaatgag
agaaagcceg ctgggtecty
tgactcaget gtttctétgg
cagccccctg ctatgaccet
acttccccaa tgectccacg
ccggtgcgca cagcagectg

cccacacgca ggagecctet

tgecaccaaa gggegtgaac

aggcggacct geaggetetg
agetgaccea tggegtectg
tgggcagtege caacatggac
tgtacaactg cagetgectg

60
120
180
240

. 300

360
420
480
540
600
660

- 120



10

15

<210> 56

<211> 1338

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> Gen
<222>(1)..(1338)

<400> 56

getcgagace
atcccatcaa
atctgectea
ccaagtggce
ttcatctacg
ttetggecte
cgoctgetea
ctggetecce
cccgoggatg
gtgactgaac
acggcgggca
gaggccattt

gacagegteg

atgggagagg
ctggtggaaa
cttttccaag
teccattggg
aagttgctee
gattcaaagg
accgettaca
tatatcgeca
atcttcotaca
tcattaaaat
gacaatgaaa
aattctccaa
gtgatagatg
agcacaagea

gttttacgaa

acgtttaact

aaagttaaat

. cacaccttte

ggaaattitg

atgaggatgg
atattcctga
gotggatgaa
atctcaacca
agctgactte
tattagaage
acaagggocg
gtgeeggttt
actgcagetg
tcaaaagcag

agaaattgea

“aactcttttg

atgccaagea
ccaaaaggac
gegttagagt
ttatttcate
tttttgatet
ctaggttaaa
attgggtage

tgaccaagat
cttggceceg
atggaaccce
geactccaga
tegotgtcat
ccattgacga
tcagctgetg
tecgtgacaa
aggeccages
gegecaccta
cetogetget
tectgaggga

gcaacgeotg

btcttaaagcg

ggaaagagag

vgaatgatttc

ES 2694 165 T3

ctttgaggce tactggttce

gttotatgac acccgetaca
tgctotggee tacctggega
cctgaagget ctactcaacg
gaactacctg cccactctze
tegectgege cgggccacct
gggacactcg gagecatcea
ccatacccac totgacatoc
tcgaatccca tatgocegte
catcggaacc tccaactggt
getgacgoag aatgggageg
ctgggactce cottacagee

cegectgotc tga

actctcagaa aaaaattgcc

aggecttaac tattcagaaa
tttactcaac atggccaéaa
cactcatcca tcagcatgte
goaaaatatt gaaatcaage
cttgaaatta
gotgeagtee tocttotgga
ggactggcaa tcoctgggac
cctggtocta gatttacaaa
agtgectcaa acctegtoca
acttcagttg aatgaaacca
ccctaaaaac agaagttttg
gtatgtgtac atcgetgtcoa
ttactggcca gacttggate
tcgactcdtt ttaagettet
atttgcactg
aatgettgte
tcgeaacaag tacatzgtga

actcagaatg

64

aaaataaatg
atgcaccatt
agtctgttga
agggtcaacg
tagtgagtga
aagggagecg aggtgacgta
tegtggacaa
agatgaaaga
ggatatttge
aaagactcta
aatctcaage
acatagatge
tggactacct
caaaaataag
ggaaggaaac
aaatagccaa
ctacaaaaga
cagatggage

ctggcacgee

tgggecagge aggeagetec
accaagagac accaatggag
gtgegecoee acccotgtgt
tggtgeacaa tgocoggagt
agttctccca ccctcacage
acgagogteg cgtcaagetg
tgcgggoctt cetgototeot
aggtgaaact ctitgtggtc
tcaaccacaa caagtacatg
ctggcaacta cttecacggag
geggoctgeg gagecagote

atgaccttga cacctcaget

tecgaattece
tcacttatca
catagtgtct
totttttgaa
tgtaacagct
catgaacatg
acagecacgtg
actcggtete
tctatatagt
tggagtotat
atttgtateg
catctacagt
gectateotee
agaagcattab
tgatccoott
ctgeagtttg
acaaaagaat
agcttatatt '
ccttgttate

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1473

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
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ES 2694 165 T3

aaccaggcag atgtgaggaa caacagaagc atcattaagc aacttaaaga tgtgtttgaa

agggactggt attcaccgta tgccaaaacc ttacagccaa ccaaacagcc gaactgctca

agcectgttca aactcaaacc cctctccaac aaaactgeca cagacgacac aggoggaaag

gatccccgga acgtatga

<210> 57
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 57
tttaagcttg ccgccaccat gaagcctaaa ctgatgtac

<210> 58
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 58

39

tttgaattct cacttatcgt cgtcatcctt gtaatcgagc aggcggcagg cgttgcc 57

<210> 59
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 59
tttaagcttg ccgccaccat gggagaggat gaggatgga

<210> 60
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 60

39

tttgaattct cacttatcgt cgtcatcctt gtaatctacg ttccggggat cctttcc 57

<210> 61
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 61
agatgctgaa gcctcttcgg agageg 26

<210> 62

65

1200
1260
1320
1338
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15

20

25

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador inverso

<400> 62

tcagccctge caaacgcagt cctgg

<210> 63

<211> 1521

<212> ADN

<213> Macaca fascicularis

<220>

Gen <221>

<222> (1).. (1521)

<400> 63
atgetgaage
cgecgeotgt
tggetgggct
gegccagetee
gagccoctgg
agcatcccce
geetggetge
tccetcacag
ctgcagaage
ccaacactgg
cgacgggtge
gatgegacgge
aaggagcttg
ttccagacet
aacttcteat

- accactgect

ctggaggcge
gagtatttec
gegeteeggg
ctcaacacgg
geggecaacg
atcccgttca
gegcacctcea
acccagagee
tttgagezee
gactgogttt

<210> 64

<211> 36

<212> ADN

25

ctottcggag
gggacagaga
ccatggetet
agcccaagga
aagcggaget
aggacctgee
agetgetgga
ggcccgacat
tgcageaget
ccaggaagtc
ccatggggce
acatatacat
gogotgtoat
actgeggtget
ctcacatcaa
acttctcage
tetteggeget
ctaccacgeog
cggeagectt
accccaccat
tetotgtega
geagggtgaa
actggtecgea
ccggogogca
actggagttc

ggcagggoty

ES 2694 165 T3

ageggeagteg
gectggeacg
tacctaccte
cgtegcccagg
caggaageag
atttgcagee
cactgcccag
tggegtcaac
gotgggcags
caccgacctg
gotcaccagg
gggeagtgee
ctataactge
gegegtgeco
ccgtttocag
atcgecacce
gatggggage
cttcagecac
cagcaagggt
gttceocotat
cgtgaaagtc
ccacagcaag
ggattactte
ECCCECEREE
gegetacgee

a

acccocatgt
ttgcagetee
ctgtegcaag
toctggzeeec
agggacteot
ggoagectot
gagagogtce
gactcatctt
aacatttect
caggtecotee
ggegttttge
aacatggact
agccacctgg
aaggctgtoc
ccettocagg
geactetgte
geccaggagt
ccocgeaggt
gtecgegtee
ctgegetece
tteategtge
tteatggtea
agcagcacga
gecacggtac

gtegecotgg

66

ggcegtgete
tgggagtget
tgegeecgtoe

catgctgcce
ggctatgetg

tcccaceteg

atggttccag vcocagetetg

gecagettgt
GCECCCagee
acgtggotte
cccagetggg
tgactgtege
ctgcccgagg
actccaaatt
gecggtecet
cccaagacct
tceccaaaac
gectotttga
cccaggeccg
tcatctatge
actggecggt
gectgetggt
tecaggeget
cggtegggaa
cEgagaaggc
cgegesteee
aggageaget

acggacaggc'

cottgtegaa
tetggeccag
atactactgg
agaggccctt
caccagcagt
tgcocaggta
ctegettete
gacgoagetg
ggagaagacc
ctggectcag
tegegtgoce
cacccctgac
ctecgtgatg
getggacaac
cagctgegga
cagcaaccoe
tcattccaac
agcctacata
cotegteete
geggcagete

tcegggccag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1521
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 64
ccaggagagt gggagaggct cttctcagta tggtgg

<210> 65
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 65
ggctcaggga aatagccctt gaccaggcat cc

<210> 66
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 66
tccagagttc caggtcactg tcac 24

<210> 67
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 67
aggggccagt ggatagacag atgg 24

<210> 68
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 68
tccagagttc caagtcacag tcac 24

<210> 69
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 69
aggggccagt ggatagactg atgg 24

<210> 70

32

ES 2694 165 T3

36

67
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ES 2694 165 T3

<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de anclaje

<220>

<221>rasgo_misc

<222> (24).. (25)

<223> n es desoxiisosina.

<220>

<221>rasgo_misc

<222> (29).. (30)

<223> n es desoxiisosina.

<220>

<221>rasgo_misc

<222> (34)..(35)

<223> n es desoxiisosina.

<400> 70
ggccacgcgt cgactagtac gggnngggnn gggnng 36

<210> 71
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador AUAP

<400> 71
ggccacgcegt cgactagtac 20

<210> 72
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 72
cactacttcc tgttgaagct cttgacgatg g 31

<210> 73
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 73
gtgagtggcc tcacaggtat agc 23

<210> 74

<211> 504

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 74
68
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15

<210> 75

<211> 168

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 75

<210> 76

<211> 437

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 76

ES 2694 165 T3

atgagatcac agttctctat acagttactg agcacacaga
tgtatcatce tottcttget agcaacaget acaggtgtce
cagcetggee ctgaactget gaagectgpg acttcagtga
gectacacct tcaccageta ctggatgeac tgggtgaage
gagtggattg gagatattta tococtggtagt gatagtacta
agcaaggeca cactgactgt agacacatcc tccagcacag
ctgacatctg aggactctge ggtotattac tgtgoaagag
gactactgge gtcaaggaac ctcagtcacc gtctcctcag

gtctatccac tggccoctaa ggge

‘acctcacctt gggatggage

actcccaggt ccaactgeag
aaatgtectg caaggcttet
agaggecgeg acaaggcctt
actacaatga gaagttcaag
cotacatgeca actcageage
gagggtegtt ggatgotatg

ccaaaacaac acccccatca

Met Arg Ser Gin Phe Ser tle Gin Leu Leu Ser Thr GIn Asn Leu
1 5 10 15

Leu Gly Trp ggr Cys Ile Ile Leu
Val His Ser Gin Val GIn Leu Gin
35 40
Pro Gly Thr Ser Val Lys Met Ser
50 55
Thr Ser Tyr Trp Met His Trp Vat
65 70
Glu Trp lle Gly Asp lle Tyr Pro
: 85
Glu Lys Phe Lys Ser Lys Ala Thr
100
Thr Afa Tyr Met Gin Leu Ser Ser
115 120
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Trp
130 135
GIn Gly Thr Ser Val Thr Val Ser
145 150

Val Tyr Pro Léu ?ég Pro Lys Giy

69

Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr

25 30

Gin Pro Gly Ala Glu Leu Val
45

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr

: 60

Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly

75
Gly Ser Asp Ser Thr Asn Tyr
90 95

Leu Thr Val Asp.Thr Ser Ser

105 110

Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala
125

Leu Asp Ala Met Asp Tyr Trp
140

Thr

Gly

Lys

Phe

60
120
180
240
300
360
420
480 .
504

Leu,

80

Asn

Gly

Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser
155 160
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15

<210> 77

<211> 145

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 77

<210> 78

<211> 475

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 78

ES 2694 165 T3

atggaatgta actggatact tecttttatt ctgtcggtaa tttcaggeet
gttcagetee agcagtctgg gactgtgetg tcaaggcctg gegettoosgt
‘tgeaaggctt ctggegacag ctttaccace tabtggatgc actgggtaaa
ggacaggegtc tagaatggat tggtectatc tatcctzgaa atagtgaaac
cagaagttca agggcaagge caaactgact gcagtcacat ccgccageac
gagttcacta geotgacaaa tgaggactet geggtetatt actgtacgee
gactttgact actggggcca aggcaccact ctcacégtct cctcagecaa

ccatctgtct atccact

¥et Glu Cys Asn grp Ile Leu Pro Phe {ée Leu Ser Val
Val Ser Ser Glu Val GIn Leu GIn Gln Ser Gly Thr Val
20 25
Pro Gly Ala Ser Val Thr Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly
35 40 45
Thr Thr Tyr Trp Met His Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly
50 55 60
Glu Trp 1le Gly Ala lle Tyr Pro Gly Asn Ser Glu Thr
65 10 75
GIn Lys Phe Lys Gly Lys Ala Lys Leu Thr Ala Val Thr
85 90
Thr Ala Tyr Met Glu Phe Thr Ser Leu Thr Asn Glu Asp
100 105
Tyr Tyr Cys Thr Gly Gly Tyr Ser Asp Phe Asp Tyr Trp
115 120 125
Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro
130 _ 135 140

Pro
145

70

ctecteagag
gacgatgtce
acagaggect
tagctacaac
tgectatatg
gegttattee

_aacgacaccc

Ile Ser Gly
15

Leu Ser Arg

30

Asp Ser Phe

Gln Gly Leu

Ser Tyr Asn

80

Ser Afa Ser
95

Ser Ala Val

110

Gly Gin Gly

Ser Val Tyr

60
120
180
240
300
360
420
437
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20

<210> 79

<211> 158

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

<210> 80

<211> 470

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 80

atgggatgga
gtecagette

tgcaaggott

- ggaaagagcc

cagaagttca

- gagetecgea

tatgatgatt

tcetcageca

?et Gly Trp Ser’grp I1e Phe Leu Phe %gu Leu Ser Gly Thr ?éa Gly

ES 2694 165 T3

gotggatett tetottectc ctgtcaggaa ctgeaggegt
agcagtcagg acctgaactg gtgaaacotg gggoctceagt
ctggatacac attcactgac tacaac{tgc actgggtgaa
ttgagtggat tggatatatt tatccttaca atggtaatac
agaggaagge cacattgact gtagacaatt cctecggeac
gcctgacaté tgaggactct geagtctatt actgtgcaag
actacgacta tgctatcgac tattgggétc aaggaacctc

aaacaacacc cccatcagtc tatccactgg cccctaaggg

ccactctgag
gaagatatcc
gcagagecat
tgectacaac
agtctacatg
aggagggate
agtcéccgtc

cgaat

60
120
180
240
300
360
420

475

Val His Ser Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Pro G]h Leu Val Lys

Pro Gly Ala Ser Vél Lys lle Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
Thr Asp Tyr Asn Leu His Trp Val Lys GIn Ser His Gly Lys Ser Leu
50 55 60
Glu Trp lle Gly Tyr le Tyr Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Gly Tyr Asn
65 70 75 80
Gin Lys Phe Lys Arg Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Asn Ser Ser Gly
85 90 95
Thr Val Tyr Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly tle Tyr Asp Asp Tyr Tyr Asp Tyr Ala
115 _ 120 125 :

Ile Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys
130 . 135 140

20 25

30

Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Lys Gly Glu
145 150 155

71
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20

<210> 81

<211> 156

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 81

<210> 82

<211> 462

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 82

ES 2694 165 T3

atgggatgga gotggatett
gtecagettc ageagtcage
tgcaaggett ctggatacac
ggaaagagec ttgagtggat
cagaagttca agaggaaggc
gagctcogea gectgacatce
tatgatgatt actacgacta

tcctcageca aaacaacace

totettecte ctgteaggaa
acctgaactévgtgaaacctg
attcactgac tacaacttge
tggatatatt tatccttaca
cacattgact gtagacaétt
tgaggactot goagtctatt
tectatcgac tattggggtce

cccatcagtc tatccactgg

ctgeoaggegt
gegccteagt
actggetgaa
atggtaatac
cctecggeac
actgtgcaag
aaggaaccte

cccotaaggg

ccactctgag
gaagatatcc
geagagecat
tggctacaac
agtctacatg
aggagggatc

agtcaccgte

Met Gly Trp Ser Trp ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Alé Gly

i : 5 10 15

Val His Ser Glu Val GlIn Leu GIn Gln Ser Gly Pro Giu Leu Val Lys
- 20 : 25 _ 30

Pro Gly Ala Ser Val Lyé Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 o 40 ‘ 45

Thr Asp Tyr Asn Leu His Trp Val Lys GIn Ser His Gly Lys Ser Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Tyr lle Tyr Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Gly Tyr Asn
65 70 75 80

Gin Lys Phe Lys Arg Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Asn Ser Ser Gly
85 90 95

Thr Val Tyr Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly lle Tyr Asp Asp Tyr Tyr Asp Tyr Ala
1156 120 125

e Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys
130 135 . 140

Thr Thr Pro Pro Sér Val Tyr Pro Leu Ala Pro Lys'
145 150 155

72

60
120
180
240
300
360
420
470
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<210> 83

<211> 154

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 83

<210> 84

<211> 450

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 84

atgggatgga
gtccaactge
tgcaaggott
ggacaaggec
gagaagttca
caactcagca
tatggttacg

aaaacaacac

ES 2694 165 T3

gotatatcat cotettittg
agcagtéggg gectgaactg
ctggctacac cttecaccage
ttgagtggat tggactgatt
agagcaaggc cabactgact
goctgacate tgaggactct
geecegtttge ttactggese

ccccatcagt ctatccactg

gtagcaacag caacaggggt ccactcocag
gtgaagcctg ggecttcagt gaagttetec
tactatttgt actgggtgag goagaggeot
aatcctacca atagtgatac tatcttcaat
gtagacaaat cotccagoac ageatacatg
geggtetatt actgtacacg agagggggea
caagggactc tggtcactgt ctetgeagee

geecctaagg go

Met Gly Trp Ser Tyr Ile |le Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1 5 10 15

Val His Ser GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys

20 25 v 30
Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Thr Ser Tyr Tyr Leu Tyr Trp Val Arg Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu

- 50 55 o 60 .

Glu Trp 1le Gly Leu Ile Asn Pro Thr Asn Ser Asp Thr Ile Phe Asn
65 0 75 80

Glu Lys Phe Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
. 85 20 95

Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val

100 105 110

Tyr Tyr Cys Thr Arg Glu Gly Gly Tyr Gly Tyr Gly Pro Phe Ala Tyr
115 120 125

Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Lys Thr Thr Pro

130 135 140

Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Lys Gly
145 150

73

60
120
180
240
300
360
420
462
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atgaacttog ggetoagett gattttoott geoctcattt taaaagstet ccagtgtsag
gtgcageteg tggagtctgg ggegagactta gtgaggocte gagggtccoct gaaactctce
tgtgcagect étggattcag tttcagtage tatgecatgt cttggttteg ccagactcca
gacaagaggc tggagtgget cgeaaccatt agtagtggts gtagttacat ctactatcca
gaaagtgtga aggggcgatt caccatctcc agagacaatg ccaggaacat cotgtacctg
caaatgagca gtctgaagtc tgaggacaca gocatgtatt attgtgtaag actctacget
ggtaggagag gotatggttt ggactactgg ggtcaaggaa cctcagtecac cgtctcctéa

gccaaaacaa cagecccatc ggtctatceca

<210> 85

<211> 150

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 85

Met Asn Phe Gly Leu Ser Leu ile Phe Leu Ala Leu Ile Leu Lys Gly
1 5 : 10 15
Val Gin Cys Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Arg
20 25 30
Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe
- 35 40 45 )
Ser Ser Tyr Gly Met Ser Trp Phe Arg Gin Thr Pro Asp Lys Arg Leu
50 55 60
Glu Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr tle Tyr Tyr Pro
65 . 70 75 . . 80
Glu Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn
’ 85 90 ) 95

Ile Leu Tyr Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met
100 105 110

Tyr Tyr Cys Val Arg Leu Tyr Gly Gly Arg Arg Gly Tyr Gly Leu Asp
115 120 : 125
Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr
130 135 140 .
Ala Pro Ser Val Tyr Pro
145 150
<210> 86
<211> 450
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 86

74

60
120
180
240
300
360
420
450
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<210> 87

<211> 150

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 87

<210> 88
<211> 472
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 88

ES 2694 165 T3

atgaactteg ggotcagett
gtgcagctgé fggagtctgg
tgtgeageot ctggattoag
gacaagaggc tggagteggt
gaaagtgtga agggecgatt
caaatgagca gtotgaagtc
ggtaggagag getatggttt

gecaaaacaa cacccccatce

?et Asn Phe Gly %eu Ser Leu lle

gattttcott gcccteattt taaaaggtet ccagtgtgag
gggagactta gtgaggcctg'gagggtccct gaaactctee
tttocagtage tatggcatgt cttggtttcg ccagactcca
cgcaaccatt agtagtggtg gtagttacat ctactatcca
caccatctcc agagacaatg ccaggaacat cctgtacctg
tgaggacaca gocatgtatt attgtgtaag actctaceggt
ggactactgg ggtcaaggaa cctcagtcac cgtcfcctca

agtctatcea

Phe Leu Ala Leu Ile Leu Lys Gly
10 15

Val GIn Cys Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Arg
20 25 I

Pro Gly Gly Ser. Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe
35 40 45

Ser Ser Tyr Gly Met Ser.Trp Phe Arg GIn Thr Pro Asp Lys Arg Leu

50 55 60

Glu Trp Val Ala Thr- Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr lle Tyr Tyr Pro

65 70 ) 15 80

Glu Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr 1le Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn

85 90 95

Ile Leu Tyr Leu Gin Met Sér Ser -Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met

i 100 105 110

Gly Arg Arg Gly 1‘2’5 Gly Leu Asp

Tyr Tyr Cys Val Arg Leu Tyr Gly
115 120 _

Tyr Trp Gly GIn.Gly Thr Ser Val Thr Va] Ser Ser Ala-Lys Thr Thr

130 135 140

Pro Pro Ser Val Tyr Pro
145 150

75

60

120

180
240
300
360
420
450
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atgaaagtgt tgagtetgtt
cagcttcagg agtcaggacc
tetgtcactg getactecat
ggaaacaaac tggaatggat
tctotcaaaa atcgaatcte
ttgaattctg tgactactga
tactatggta acccoctactg

tcctcageca aaacaacace

ES 2694 165 T3

gtacctgttg
tggecctogte
caccagtcat
gggctacata
catcactegt
ggacacaget
gtatttegat

cccatecagtc

acagccattc
aaaccttcte
tattactgga
agctacgacg
gacacatcta
acatataact
gtctggggee
tatccactgg

<210> 89

<211> 157

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 89

<210> 90

<211> 471

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 90

ctggtatect
aatctctgte
cctggatceg

gtagcaataa

-agaaccagtt

gtgcaagaga
cagggaccac

cccctaages

gtotgatgta
tetcacetge
geagtttoea
ctacaaccca
tttcctgaag
geggeeegeote
getcacogte

Cg

60
120
180
240
300
360
420
472

?et Lys Val Leu ger Leu Leu Tyr Leu %Su Thr Ala lle Pro ?éy lle

Leu Ser Asp Val GIn Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys
20 25 30

Pro

Ser .GIn Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser lle Thr
35 . 40 45

Ser His Tyr Tyr Trp Thr Trp lle Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu
50 .55 60

Glu Trp Met Gly Tyr tle Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro
65 70 15 80

Ser Leu Lys Asn Arg lle Ser lle Thr Arg Asp Thr Sér Lys Asn Gln
85 90 95

Phe Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110

Asn Cys Ala Arg Glu Gly Pro Leu Tyr Tyr Gly Asn Pro Tyr Tfp Tyr
115 120 126

Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Va) Thr Vai Ser Ser Ala Lys
130 . 135 140

Thr Thr Pro Pro>Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Lys Gly
145 150 - 155

76
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atgaaagtgt tgagtetgtt gtacctgttg acagecattc
cagettcageg agtcaggacc tggectogte aaaccttete
tetgtoactg gotactccat ctccagtcat fattactgga
gegaaacagac tggaatggat gggctacata agetacgacg
tctctcaaaa atcgaatctc catcactegt gacacatcta
ttgaattotg tgactactga ggacacaget acatataact
tactatggta acccctactg gtatttcgat gtetggggceg

tcctcageca aaacaacacc cccatcagtc tatccactgg

ctggtatcot gtotgatgta
agtetctgtc totcacctge
gttggatceg goagtttcca
gtagcaataa ctacaaccca
agaaccagtt tttcctgaag
gtgcaagaga gggcocgete
cagggaccac ggtcaccgtc

cccctaaggeg ¢

60

120

180
240
300
360
420

LY}

<210> 91
<211> 157
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 91
Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala lle Pro Gly lle
1 5 10 15
Leu Ser Asp Val GIn Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro
20 25 30
Ser Gin Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser !le Ser
35 . 40 45
Ser His Tyr Tyr Trp Ser Trp !le Arg Gin Phe Pro Gly Asn Arg Leu
50 © 55 60
Glu Trp Met Gly Tyr lle Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro
65 70 75 - 80
Ser Leu.Lys Asn Arg lle Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Ash Gin
85 90 95
Phe Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val Thf Thr Giu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110
“Asn Cys Ala Arg Glu Gly Pro Leu Tyr Tyr Gly Asn Pro Tyr Trp Tyr
115 120 125
Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Lys
130 135 140
Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Lys Gly
145 150 155
<210> 92
<211> 470
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 92

atgaaagtgt tgagtctgtt gtacctgtig acagecattc ctggtatect gtetgatgta

77

60
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<210> 93

<211> 156

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 93

<210> 94

<211> 421

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 94

ES 2694 165 T3

cagcttcagg agtcaggace tggeootogtg aaaccttcte agtctctgte tctcacctge

tetgtcactg getactccat ctecagtcat tattactgga gttgegatcecg geagtttcca
ggaaacagac tggaatggat gggcotacata agctacgacg gtagcaataa ctacaaccea
tctctcaaaa atcgaatetc catcactogt gacacatcta agaaccagtt tttcctgaag
ttgaattctg tgactactga ggacacagcet acatataact gtgcaagaga gggcccgctc
tactatggta acccctactg gtatttcgat gtetgggeee cagggaccac geteacegte

tcctcageca aaacgacacc cccatctgtc tatccactgg cecctaaggg

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Ile Pro Gly lle

1 5 10 15

Leu Ser Asp Val Gin Leu Gin Giu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro

: 20 25 30
Ser GIn Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser tle Ser
35 40 45

Ser His Tyr Tyr Trp Ser Trp lle Arg Gin Phe Pro Gly Asn Arg Leu
50 55 60

Glu Trp Met Gly Tyr lle Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asnh Pro

65 70 75 80

Ser Leu Lys Asn Arg ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn
: - 85 ‘ 90 95

Phe Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
100 105 110

Asn Cys Ala
115

Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Lys
130 135 140

Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Lys
145 150 . 155

78

Arg Glu Gly Pro Leu Tyr Tyr Gly Asn Pro Tyr Trp Tyr
120 125 :

120
180
240
300
360
420
470
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<210> 95

<211> 140

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 95

<210> 96
<211> 459
<212> ADN

ES 2694 165 T3

atgatgteot otgotcagtt ccttggtete ctgttgetot gttttcaagg taccagatgt

60

gatatccaga tgacacagac tacatectce btgtctgcct ctetgggaga cagagtcace - 120

atcagttgea gggcaagtca ggacattage aattatitaa actggtatca gcagaaacca 180

gatggaactg ttasactect gatctactac acatcaagat tacactcagg agtcccatca 240

aggttcagte geagtgggtc tggaacagat tattctctca ccattagcaa cctggagcaa
gaagatattg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacge ttcegtegac gttoggtgga
gegcaccaage tggaaatcaa acgggetgat gotgcaccaa ctgtatccat caagggegaa

t

Met Met Ser Ser Ala GIn Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gin
1 5 10 15
Gly Thr Arg Cys Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser
20 - 25 .30
Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr lie Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp
35 40 45
Ile Ser Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Asp Gly Thr Val
50 55 60

Lys Leu Leu lle Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 80

300
360
420
421

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr ile Ser
i 85 90 95 .

Asn Leu Glu Gin Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gin Gln Gly Asn
100 - 105 110

Thr Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
115 120 125

Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Lys Gly Glu
130 135 140

<213> Mus musculus

<400> 96

79



10

15

<210> 97

<211> 153

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 97

<210> 98

<211> 467

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 98

atgatggtce ttgeteagtt
gacatcctga tgacccaate
atcacttgec atgcaagtca
gggaaatcat ttaagggcct
aggttcagtg gcagaggatc
gaagattttg cagactatta
gggacaaagt tggaaataag

tccagtgage agttaacatc

ES 2694 165 T3

tottgeatte ttgttgcttt getttccage tgcageatgt
tccatectoc atgtctgtat ctctgggaga cacagtcage
gggeattaga agtaatatag ggtegtteca geagaaacca
gatctttcat ggaaéoaact tggaagatgg agttccatca
tggagecagat tattctctca ccétcaacag cctggaatet
ctgtgtacag tatgttcagt ttcctccaac gttcegetcg

acgggctgat getgeaccaa ctgtatccat cticccacca

tggagetgce tcagtegte

Met Met Val Leu éla GIn Phe Leu Ala ?ge Leu Leu Leu Trp ?ge Pro
1

Gly Ala Gly Cys Asp tle Leu Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Met Ser
20 25 30

Val Ser Leu Gly Asp Thr Val Ser

35 40

Ile Arg Ser Asn lle Gly Trp Leu
50 55

Lys Gly Leu Ile Phe Hig Gly Thr
65 70

Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Gly
45
GIn Gin Lys ggo Gly Lys Ser Phe

Asn Leu Glu Asp Gly Val Pro Ser
75 80

Arg Phe Ser Gly Arg Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr lle Asn
85 90 95

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Val Gin Tyr Val
100 105 110

Gin Phe Pro Pro Thr Phe Gly Ser
115 120

Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser
130 135

Gly Thr Lys Leu Glu lle Arg Arg
125

I1e Phe Pro Pro Ser Ser Glu GIn
140

Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val
145 150

80

60
120
180
240
300
360
420
459
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15

20

<210> 99

<211> 155

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 99

<210> 100
<211> 454
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 100

atgagtgtge ccactcaggt
gacatccaga tgacfcagtc
atcacatgtc gagcaagtga
ggaaaatctc ctcagogect
agsttcagtg geagtggate
gaagattttg ggagttatta
ggcaccaage tggaaatcaa

tocagtgage agttaacate

?et Ser Val Pro ghr GIn Val Leu Gly Leu Leu Leu Léu frp Lgu Thr
10 1

ES 2694 165 T3

cctgegstte ctgotgectgt gecttacaga tgeccagatgt

tccagectce ctatctgtat ctgtgggaga aactgtegee

gaatatttac agtcatatag catggtatca gcagaaagag
ggtetatggt geaacaaact tagcacatge tgtgccatca
aggcacacag tattccctca agatcaacég ccttcagtet
ctgteaacat ttttggggta cteogtggac gttcggtggé
acgggctgat getgeaccaa ctgtatccat cttcccacea

tegaggtgec tcagtegtgt gottott

60
120
180
240
300
360
420
467

Asp Ala Arg Cys Asp lle Gin Met Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ser
20 25 30

Val Ser Val Gly Glu Thr Val Ala Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn
35 40 45

Ile Tyr Ser His {le Ala Trp Tyr Gin GIn Lys Glu Gly Lys Ser Pro
50 55 60

GIn Arg Leu Val Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala His Gly Val Pro Ser
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gin Tyr Ser Leu Lys lle Asn
. 85 80 95

Ser Leu Gin Ser Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gin His Phe Trp
, 100 105 ~ 110

Gly Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
115 120 125

Ala Asp Ala Ala Pro Thr
130

Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe
145 150 155

81

Val Ser 1le Phe Pro Pro Ser Ser Glu Gln
135 o 140



10

15

20

<210> 101

<211> 151

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 101

<210> 102
<211> 457
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 102

ES 2694 165 T3

atgagtgtge ccactcaggt cctggegttg ctgotgetgt ggcttacaga tgccagatgt -

gacatccaga tgactcagtc tccagectce ctatctgtat ctgtgggaga aactgtegec
atcacatgtc gagcaagtga gaatatttac agtcatatag catggtatca gcagaaagag
ggaaaatctc ctcagegoct ggtctatget gcaacaaact tagcacatgg tgtgccatca
aggttcagty geagtegatc aggcacacag tattcectca agatcaacag cbttcagtct
gaagatttte gpagttatta ctgtcaacat ttttgggsta ctocgtggac gtteggtega
ggcaccaage tggaaatcaa acgggetgat getgeaccaa ctgtatecat ctteccacca

tccagtgage agttaacatc tggagetgec tcag

¥et Ser Val Pro ghr Gln Val Leu Gly %gu Leu Leu Leu Trp Lgu Thr
: : 1

- Asp Ala Arg Cys Asp Ile GIn Met Thr Gin Ser Pro Ala Ser Leu Ser
B 20 S 25 30

Val Ser Val Gly Glu Thr Val Ala Ile Thr. Cys Arg Ala Ser Glu Asn

35 40 45

Ile Tyr Ser His 1le Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Glu Giy Lys Ser Pro
50 55 60
Gin Arg Leu Val Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala His Gly Val Pro Ser
65 70 75 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys lle Asn
85 90 95
Ser Leu GIn Ser Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gin His Phe Trp
100 105 110
Gly Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu 1le Lys Arg
115 120 125
Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser lle Phe Pro Pro Ser Ser Glu GIn
130 135 140

Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser
145 - 150

82

60
120
180
240
300
360
420
454
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15

20

<210> 103
<211> 152
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 103

<210> 104
<211> 423
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 104

ES 2694 165 T3

atgaagttge ctgttagget gttggtgetg atgttotgega ttoctgotte cageagtgat
gttgtgatga cccaaactce actotcectg cotgtcagtc ttggagateca agectecate
tcettgeacat ctagtcagac cottgtacac agtaatggaa acacctattt acattggtac
ctgcagaage caggccagtc tccaaagetic ctgatctaca aagtttccaa cogattitet
gegeteccag acaggttcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact caagatcage
agagtggage ctgaggatct gggagtttat ttctgctotc acagtacaca tgttccattc
acgttcgect cggggacaaa gttggaaata aaacgggcetg atgectgecace aactgtatce

atcttcccac catccagtga gecagttaaca tetggag

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe‘Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15
Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30
Ser Leu Gly Asp GIn Ala Ser lie Ser Cys Thr Ser Ser Gln Thr Leu
‘ 35 40 45 »

Val His Ser Asn.Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GIn LYs'Pro
50 55 60 .

Gly GIn Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

65 70 15 80

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

85 90 85

Leu Lys lle Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys
} 100 105 110

Ser His Ser Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu
115 120 125

Glu ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser 1le Phe Pro Pro

130 135 140

Ser Ser Glu GIn Leu Thr Ser Gly
145 150+

83

60
120
180
240
300
360
420
457



10

15

20

<210> 105

<211> 141

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105

<210> 106
<211> 423
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 106

ES 2694 165 T3

atgaggttct ctgecteaget totggsgote
gaaattgtga tgacgcagge tgcattctcc
atctcctgea ggtctagtaa gagictcota
tatctgcaga agccaggeca gteteoteag
tcaggagtcc cagacaggtt cagtagcagt
agcagagtge aggctgagga tgteggtett
acgttoggag gegggaccaa gotggaaata

atc

cttgtgctet
aatccagtca
catagtgatg
ctectgattt

gggtcaggaa
tattactgtg

aaacgggetg

ggatcocteg
ctottegaac
geatcactta
atcagatgte
ctéatttcac
ctcaaaatct

atgctgeace

atccactgeg
atcagettce
tttgtatteg
caacottgec
actgagaatc
agaactttac

aactgtatce

¥et Arg Phe Ser éla GIn Leu Leu Gly %gu Leu Val Leu Trp %ge Pro

Gly Ser'Thr Ata Glu Ile Val Met Thr Gin Ala Ala Phe Ser Asn Pro
20 25 30

Val Thr Leu Gly Thr Ser Ala Ser lle Ser Cys Arg Sef Ser Lys Ser
35 40 ) 45

~ Leu Leu His Ser Asp Gly lle Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu GIn Lys
50 55 60

Pro-Gly Gin Ser Pro GIn Leu Leu lle Tyr Gin Met Ser Asn Leu Ala
65 ' 70 . 15 80

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Ser Ser Giy Ser Gly Thr Asp'Phe'
85 90 95

Thr Leu Arg lle Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ala Gln Asn Leu Glu Leu Tyr Thr Phe Gly Gly G
115 120 1

ly
25

Glu lle Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser |le
130 135 140

84

Thr Lys Leu

60
120
180
240
300
360
420
423



10

15

atgaggttct
gaaattgtga
atctoctgea
tatctgcaga
tcaggagtce
agcagagteg
acgttcggag

ate

<210> 107

<211> 141

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 107
Met
1
Gly
Val
Leu
Pro
65
Ser
Thr
Cys
Glu

<210> 108

<211> 404

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 108

ES 2694 165 T3

ctgetcaget tetgggegetg cttgtgotet
tgacgcagge tgcattcicc aatccagtca
ggtetagtaa gagtotocta catagtgatg
agccaggeca gtotectcag ctectgattt
cagacaggtt cagtagcagt gggtcaggaa
aggctgagga tetgggtett tattactgte
ggggeaccaa getggaaata aaacgggctg

ggatcceotgg
ctcttggaac
gcafcactta
atcagatgtc
ctgatttoac
ctcaaaatct

atgctgcace

atccactgeg

atcagcttee-

tttgtatteg
caaccttgce
actgagaatc
agaactttac

aactgtatcc

60
120
180
240
300
360
420
423

Arg Phe Ser gla Gin Leu Leu Gly %gu Leu Val Leu Trp %ée Pro

Sér Thr Ala Glu Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Phe Ser Asn Pro
20 25 30

Thr Leu Gly Thr Ser Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser
35 40 45

Leu His Ser Asp Gly lle Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu GIn Lys
50 55 60 )

Gly Gin Ser Pro Gin Leu Leu lle Tyr Gin Met Ser Asn Leu Ala
70 75 80

Gly Val Pro Asp.Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95

Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr
100 105 110

Ala GIn
- 115

Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser
130 135

85

140

Ile

Asn Leu Glu Leu Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
_ 120 RV



10

15

20

<210> 109
<211> 134
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 109

<210> 110
<211> 414
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 110

ES 2694 165 T3

atgatgtoot ctgetecagtt cettggtete ctgttgetet gttttcaagg taccagatgt
gatatccaga tgacacagac tacatcctce ctgtetgect ctcfggggga cagagtcace
atcagttgeca gggecaagtca ggacattgac aattatttaa actggtatca gcagaaacca
gatggaactg ttaaactcct gatctactac acatcaagat tacactcagg agtcccatca
agettoagte geagtgeete tggaacagat tattctotca ccattagcaa cotggagcaa
gaagatgtte ccacttactt ttgccagecag tttaatacge ttcctcoggac gttegetgga

ggecaccaaac tggaaatcaa acgggetgat getgeaccaa ctgt

Met Met Ser Ser Ala Gin Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gin
1 5 . 10 15
Gly Thr Arg Cys Asp lle Gin Met Thr Gin Thr Thr Ser Ser Leu Ser
20 25 30
* Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gin Asp
35 40 45
Ile Asp Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val
50 55 60
Lys Leu Leu lle Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
65 70 : 75 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
85 - 90 95
Asn Leu Glu Gin Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Phe Ash
100 ’ 105 110
Thr Leu Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu [le Lys Arg
115 120 125

Ala Asp Ala Ala Pro Thr
130

atgatgtect ctgetcagtt cocttggtete ctgttgctct gttttcaagg taccagatgt
gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtetgect ctctgggzeg cagegtcace
atcagttgca gggcaagtca ggacattgac aattatttaa abtggtatca gcaaaaacca

86

60
120
180
240
300
360
404

60
120
180



10

15

20

<210> 111

<211> 138

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 111

<210> 112

<211> 465

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 112

<210> 113

ES 2694 165 T3

gatggaactg ttaaactcet gatctactac acatcaagat tacactcagg agtcccatca
aggtteagty goagtgggtc tggaacagat tattctotca ccattagcaa cctggaacaa
gaagatattg ccacttactt ttgccaacag tttaatacge ttcctecggac gtteggtgga

ggcaccaagc tggaaatcaa acgggotgat getgeaccaa ctgtatccat ctte

240
300
360
414

?et Met Ser Ser éla Gin Phe Leu Gly %gu Leu Leu Leu Cys ?26 GIn

Gly Thr Arg Cys Asp lle GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu-Ser
. 20 : 25 30

Ala Ser Leu Gly Gly Ser Val Thr |le Ser Cys Arg Ala Ser GIn Asp
35 40 45

Ile Asp Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Asp Gly Thr Val
50 55 60

Lys Leu Leu lle Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 : 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr |le Ser
: 85 90 95

Asn Leu Glu GIn Glu Asp [le Ala Thr Tyr Phe Cys Gln GlIn
100 105 110

Phe- Asn

Thr Leu qqg Arg Thr Phe Gly ?é% Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

125

Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser 1le Phe
130 135

atgatgtcct ctgctcagtt cettggtete ctgttgetet gttttcaageg taccagatgt
gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtctgcét ctetgggege cagegtcace
atcagttgea gggcaagtcé ggaéattgac aattatttaa actggtatca gcaaaaacca
gatggaactg ttaaactcct gatctactac acatcaagat tacactcagg agtcccatca
agettcagte geagtgegte tggaacagat tattctctca ccattagcaa cctggaacaa
gaagatattg ccacttactt ttgccaacag tttaatacge ttcctcggac gttcggtega
ggcaccaage tggaéatcaa acgggetgat gotgcaccaa ctgtatccat cttcccacca

tccagtgage agttaacate tggaggtgcé tcagtegtgt gette

87

60
120
180
240
300
360
420
465
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15

20

25

30

<211> 155
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 113

<210> 114
<211> 93
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 114

<210> 115
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 115

ES 2694 165 T3

Met Met Ser Ser Ala Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln
1 ) 5 10 15
Gly Thr Arg Cys Asp lle GIn Met Thr Gin Thr Thr Ser Ser Leu Ser
20 25 30
Ala Ser Leu Gly Gly Ser Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp
35 40 45
I1e Asp Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val
50 55 60
Lys Leu Leu Ilé Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
85 90 95
Asn Leu Glu Gin Glu Asp |le Ala Thr Tyr Phe Cys GIn GIn Phe Asn
100 105 110
Thr Leu Pro Arg Thr Phe Giy Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
115 120 - 125

Ala Asp Ala Ala Pro. Thr Val Ser |le Phe Pro Pro Ser Ser Glu GIn
130 135 140

Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe
145 150 155

accaagettg ccgecaccat gaaagtgttg agtcotgttegt acctgttgac agecattect
ggtatcotgt ctcaggtcca actgeageag cet

cgatgggccc ttggtgctag ctgaggagac ggtgactgag gt 42

<210> 116
<211> 39
<212> ADN

88

60
93
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15

20

25

30

35

40

45

<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 116
accaagcttg ccgccaccat gatgtcctct gctcagttc

<210> 117
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 117
agccacagtt cgtttgattt ccagcttggt gec 33

<210> 118
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 118

ctggaaatca aacgaactgt ggctgcacca tct 33

<210> 119
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 119
aaagaattcc tagcactctc ccctgttgaa 30

<210> 120
<211> 1401
<212> ADN
<213> Quimera sp.

<400> 120

ES 2694 165 T3

39

89



10

<210> 121
<211> 466
<212> PRT

<213> Quimera sp.

<400> 121

atgaaagtgt
caactgcage
aaggettote
caaggectteg
aagttcaaga
ctcageagee
gatgetatgg
gegcccatege
ctggegctgce
gccctgécca
ctcageageg
gtgaatcaca
aaaactcaca

ctetteccee

gtgeteetes
gtggaggtec
gtggtcageg
aaggtctcca
cagcccegag
caggtcagee
gagagcaatg
ggctecttet
gtctteteat
tecotgtete

tgagtctgtt
ageotgggee
getacacott
agtggatteg
gcaaggccac
tgacatctga
actactggge
tetteccect
tggtcaagga
gegeegteca
teggtgacegt
ageccageaa
catgdccacc

caaaacccaa

acgtgagcca
ataatgccaa
tecteacegt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgect
gecagecgga
tectotacag
geteegtgat

cgggtaaatyg

ES 2694 165 T3

gtacctgttg
tgaactggtyg
caccagctac
agatatttat
actgactgta
geactctgeg
tcaaggaace
ggcaccctee
ctacttccce
caccttcceg
geectecage
caccaaggtg
gtgcccégca

geacaccctc

cgaagaccet
gacaaagcog
cctgeaccag
CCCagecoee
gtacaccetg
getcaaagge
gaacaactac
caagctcace
geatgagget

a

acagccattc
aagcctggea
tggatgeact
cotggtagty
gacacatcct’
gtctattact
tecagtcaceg
tccaagagea
gaaccggtega
getgtectac
agcttggeca
gacaagaaag
cctgaacfcc

atgatctece

gaggtcaagt
Ggggaggage
gactggctga
atcgagaaaa
cccecatece
ttetatcoca
aagaccacge
gtggacaaga

ctgcacaacc

90

ctggtateoct
cttcagtgaa
ggetgaagea
atagtactaa
ccagcacage
gtgcaagagg
tetecteage
cctetggees
cggtgtogte
agtcctcagg
cccagaccta
ttgégccéaa
tgggeegace

ggacccctga

tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gegatgaget
gcgacatege
cteecegtect
goaggtggca

actacacgca

gtcteaggte
aatgtcotge
gaggcceggga
ctacaatgag
ctacatgcaa
agggtegtte
tagcaccaag
Cacagegece
gaactcagge
actctactce
catctgcaac
atcttgtgéc
gteagtette
ggtcacatge

cgtggacgec
cacgtaccgt
gtacaagtge
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagteg
ggactcogac
gcaggggaac

gaagagectc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

- 780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1401



ES 2694 165 T3

¥et Lys Val Leu ger Leu Leu Tyr Leu %gu Thr Ala Ile Pro ?éy le

Leu Ser Gln Val Gin Leu GIn GIn Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro
20 25 30

Gly Thr Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

35 40 45
Ser Tyr Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly GIn Gly Leu Glu
50 55 60

Trp Ile Gly Asp Ile Tyr Pro Gly Ser Asp Ser Thr Asn Tyr Asn Glu

65 70 75 80

Lys Phe Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ser Ser Thr

85 90 95

Ala Tyr Met GlIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr

100 105 110

Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Trp Leu Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin
1 120 125

la
15
Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
130 135 140

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser.Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
145 150 155 160
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
. 165 170 175

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vai His Thr Phe Pro Ala Val
. 180 185 » 190

Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

91



ES 2694 165 T3

195 200 205

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys
210 215 220

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
225 230 235 240

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Giy Gly
245 250 255

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met |le
260 265 270
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Giu
215 280 285
Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
290 295 300
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
305 310 315 320
Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330 335
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu
340 345 350
Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr
355 360 .. 365
Thr Leu Pro Pro Ser. Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
370 375 380
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
385 390 395 400
Glu Ser Asn Gly Gin Pro-Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
405 410 415
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
420 425 430
Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
435 440 445
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460
Gly Lys
465

<210> 122

<211> 705

<212> ADN

<213> Quimera sp.

<400> 122

92
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<210> 123
<211> 234
<212> PRT

<213> Quimera sp.

<400> 123

ES 2694 165 T3

atgatgtcect ctgetcagtt ccottggtote ctgttgetet gttttcaagg taccagatgt
gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtotgect ctotgggaga cagagtcace
atcagttgca gggcaagtca ggacattage aattatttaa actggtatca gecagaaacca
gatggaactg ttaaactcot gatctactac acatcaagat tacactcagg agtcccatca
aggttcagtg gcagtgggtc tggaacagat tattctctca ccattagcaa cotggagecaa
gaagatattg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacge ticcgtggac gttcggtegga
gegcaccaage tggaaatcaa acgaactgtg getgoaccat ctgtcettcat cttoccgoca
totgatgage agttgaaatc tggaactgec tetgttgtet gectectgaa taacttctat
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggte gataacgccc tccaatcoggg taactcccag
gagagtgtca cagagcagga cageaaggac agcacctaca gectcagecag caccctgacg
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtcta?gcct gegaagtcac ccatcaggge

ctgagetege cbgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt getag

Met Met Ser Ser Ala GIn Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gin
1 5 . 10 15
Gly Thr Arg Cys Asp lle Gln Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser
20 : 25 30
Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gin Asp
35 40 45
Ile Ser Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Asp Gly Thr Val
50 55 60
Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 80
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser.Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser
85 90 95
Asn Leu Glu Gin Glu Asp lle Ala Thr Tyr Phe Cys GIn Gln Gly Asn
100 105 110
Thr Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg
115 - 120 125
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Iie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
130 135 140
~Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
145 150 155 160
Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Sef
165 - 170 175

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp_Ser Thr

93

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600 -

660
705
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15

<210> 124

<211> 1521

<212> ADN

<213> Macaca mulata

<220>
Gen <221>
<222> (1)..(1521)

<400> 124

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Yau Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
195 200 205 .

ES 2694 165 T3

180

185 190

His Lys Val Tyr Afa Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

atgctgaage
cgeecgectegt
tggctgegct
geccaggtec
gagecectgg
agcatcccco
geotggetge
teectcacag
ctgcagaage
ccaacactgg
cgaceegtec
gatggacggc
aaggagettg
ttcecagacct
aacttctcat
accactgect
ctggagecgo
gagtatttcc
gegetgeees
ctcaacacgg
goggccaacg

atcccgttca

: ggcécctcca

acccagagcec

tttgageggg
gactgegttt

ctetteggag ageggcagte
gggacagaga ggotggcace
ccatggetet tacctaccte
agcccaggga cgtgcccagg
aagcggaget caggaageag
aggacctgee atttgeagee
agetgotgga cactegcccag
ggeccgacat tgggegtoaac
tgcageaget getgggcage
ccaggaagtc caccgacctg
ccatggggcg gcetcaccagg
acatatacat gggcagtgce
gegetgteat ctataactge
actgggtgct gegegtgcce
ctcacatcaa cogtttccag
acttctcage atcgecacee
tgttegoget gatggegage
ctaccacgeg ctteagecac
cggeagoctt cagoaagggt
accccaccat gttecectat
tetotgtega cgtgaaagte
geagggtgaa ccacagcaag
actggtcgga ggattacttc

CCgEogcgca gCCCECEees

actggagtic gegetacgec

ggcagggcte a

acccccatgt ggecegtgote
ttgcaggtce tgggagtget
ctgtegcaag tecgetgtee
tectegggge atggttecag
agggactoct gecagettgt
gecagectet cogeccagee
gagagegtec acgtggettc
gacteatctt cccagetgge
aacatttect teggotetgec
caggtectagg ctgeocgagg
ggogttttege actccaaatt
aacatggact ggeggtecct
agccacctgg cccaagacct
aaggetgtee tocccaaaac
cccttecagg goctotttga
geactctgtc cccagggecg
goccaggagt tcatctatge
ccccgcaggt actggeceget
gtgegegtec gootgotegt
ctgoggtece tgeaggoget
ttcatcgtee cgatgeggaa
ttcatggteca cggagaagge
agcageacga cgggeeteeg
gcbacggtac aggagcagct

gteggootge acggacagge

94

catgetgeee
ggctatgotg
tcccaccteg
cctagetetg
ccttgteggaa
tctgegccag
atactacteg
agaggecctt
caccagecagt
tgcccageta
ctgggttate
gacgcaggtg
ggagaagacc
ctggcctcag
tzgegtecce
cacccectgac

ctcogteate

gctggacaac

cagetgegga
€agcaaccee
tcattccaac
agectacata
cotggtegte
geggeagete

tcogggccag

60
120
180
240
300
360
420
489
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440

1500
1521
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<210> 125

<211> 2142

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 125

atggagtttc agacccaget
gattacaagg atgabgacga
ccatgcaaat geccagcace
aagatcaagg atgtactcat
gtgagegage atgacccaga
acagctcaga cacaaaccea
ctceccatec ageaccagga
aaagacctcc cagegeccat
ccacaggtat atgtcttgcc
acctgcatgg tcacagactt
aaaacagagc taaactacaa
atgtacagca agotgagagt
tcagtggtcc acgagggtcet
ggtaaacgtc ctcccacctg
catggeteca geccagottg
tgccagette tecttgtgga
totgeccage ctotgggcea

cacgtggett catactactg

 toccagetge gagaggotet

ctggctgtee ccaccageag

getgoccgag gtgcccatgt

cactccaaat tctgggttet

tgegcegtete tgacgeaggt
geccaagace tggagaagac
ctccccaaaa cotggectea
ggéctctttg atggegtgce
GCCCAgEECC ECaccCggea
ttcatctatg cotcegtgat
tactggcbgg tgctgegacaa
cgectgotge toggctgoes
ctgcaggege tcagcaacce
ccggtgegga accattccaa

acggagaagg cagectacat

geggeeetee gettggtget cacccagage cotggegege ageocgeggg ggocacggtyg
caggagcage tgcggcagot ctttgagegg gactggagtt cgcgetacec cgteggcote

ES 2694 165 T3

ctttgtattc
taaaggatce
taacctctte
gatctcectg
tgtccagate
tagagaggat
ctggatgagt
cgagagaacc
tecaccagaa
catgcctgaa
gaacactgaa
ggaaaagaag
goacaatcac
gegccagetg
ggageceetg
aagcatccce
ggootgecte
gtecctecaca
totgcagaag
cccgacactg
acgacaggtg
ggatggacge
gaaggagett
ctteccagace
gaacttctca
caccactgec
cetggagegcg
ggagtatttc
cgegetgogg
actcaacacg
cgcggecaac
catcccattc

aggcacctee

gtettgetct
cccagagggc
getggaccat
agccccatag
agotgettte
tacaacagta
ggcaaggagt
atctcaaaac
gaagagatga
gacatttacg
ccagtcoteg
aactgggteg
cacacgacta
cagecccaagg
gaagcagagg
caggacetge
cagetgoteg
gggectgaca
ctgcagcage
gecaggacat
cccatggggc
cacatataca
ggcgetgtea
tactgggtac
tetcacttca
tacttctcag
ctgotgecge
cccaccacge
geggcagect
gaccccacca
gtetetpgteg
agcagggtga

aactggtege

getigtetge
ccacaatcaa
ccgtotteat
tcacatgtet
tgaacaacgt
ctetecgggt
tcaaatgcaa
ccaaagggtc
ctaagaaaca
tzgagtegac
actctgateg
aaagaaatag
agagcttcte
acgtgcccag
ccaggeagea
catctgcage
acactgccea
tcgggeticaa
tactggecag
ccaccgacct
ggctcaccag
teggoagtegoe
totataactg
teegestace
accgttteca
cgtcgccace
teatggegag
gocttcageca
tcgecaagegg
tettccecta
acgtgaaagt
accacagcaa

aggattactt

gacggacagg ctccgggeca ggactgegtt tggcaggget ga

95

tgtigatega
geectgtect

ctteceteca

getgetggat
ggaagtacac
ggtcagtgee
ggtcaacaac
agtaagaget
ggteactety
caacaacggg
ttcttactte
ctactcctet
ccggactecg
gtectgggag
gagggactee
GgECagecee
ggagagegte
cgactegtet
gaacatttec
geaggttctg
gegtgtttte
caacatggac
cagccacctg
caaggetgte
geccttecac
agcactetgt
cgcccaggag
ccccecgage
cgtgegcetyg
cctgeggtec
cttcatcgtg
gttcatggte

cagcagcacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
2100
2142



<210> 126
<211>713
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 126

ES 2694 165 T3

Met Glu Phe GIn Thr GIn Val Phe Val Phe Va! Leu Leu Trp Leu Ser

1 5 10 15

Gly Val Asp Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Ser Pro Arg
20 25 30

Gly Pro Thr lle Lys Pro Cys Pro Pro Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn

35 40 45
Leu Leu Gly Giy Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys lle Lys Asp
50 55 . 60

Val Leu Met |le Ser Leu Ser Pro Ile Val Thr Cys Val Val Val Asp

65 . 70 75 80

Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val GIn lle Ser Trp Phe Val Asn Asn

85 90 95

Val Glu Val His Thr Ala GIn Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn

100 105 . 110

Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro Ile GIn His GIn Asp Trp
115 : 120 125

Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro
130 135 140

"Ala Pro lle Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys Gly Ser Val Arg Ala
145 150 155 160

Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu Glu Met Thr Lys Lys
: 165 170 175
GIn Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr Asp Phe Met Pro Glu Asp lie
180 185 190
Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu Leu Asn Tyr Lys Asn
195 200 205
Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys °
210 215 220
Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys
225 230 235 © 240

Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn His His Thr.Thr Lys Ser Phe
' . 245 250 . 255

96



ES 2694 165 T3

Ser Arg Thr Pro Gly Lys Arg
260
Lys Asp Val Pro Arg Ser Trp
275
Pro Leu Glu Ala Glu Ala Arg
290 295
Leu Val Glu Ser tle Pro Gin
305 310
Ser Ala GIn Pro Leu Gly GIn
325
Gin Glu Ser Val His Val Ala
340
Asp tle Gly Val Asn Asp Ser
355
GIn Lys Leu Gin GIn Leu Leu
370 375
Thr Ser Ser Pro Thr Leu Ala
385 390
Ata Afa Arg Gly Ala His Val
405
Arg Gly Val Leu His Ser Lys
420
Tyr Met Gly Ser Ala Asn Met
435
Glu Leu Gly Ala Val lle Tyr
450 455
Glu Lys Thr Phe GIn Thr Tyr
465 470
Leu Pro Lys Thr Trp Pro Gin
: 485
GIn Pro Phe His Gly Leu Phe
: 500
Ser Ala Ser Pro Pro Ala Leu
515
Glu Ala Léu Leu Ala Val Met
530 535

Ser Val Met Glu Tyr Phe Pro
545 , 550

Pro Pro Thr Trp Gly GIn Val GIn Pro
265 270
Glu His Gly Ser Ser Pro Ala Trp Glu
280 285
Gln GIn Arg Asp Ser Cys Gin Leu Val
300 ‘
Asp Leu Pro Ser Ala Ala Gly Ser Pro
315 320
Ala Trp Leu GIn Leu Leu Asp Thr Ala
330 335
Ser Tyr Tyr Trp Ser Leu Thr Gly Pro
345 350
Ser Ser GIn Leu Gly Glu Ala Leu Leu
360 365
Gly Arg Asn lle Ser Leu Ala Val Ala
380
Arg Thr Ser Thr Asp Leu GIn Val Leu
395 400
Arg Gin Val Pro Met Gly Arg Leu Thr
410 415
Phe Trp Val Val Asp Gly Arg His Ile
425 430
Asp Trp Arg Ser Leu Thr Gin Val Lys
440 445
Asn Cys Ser His Leu Ala GIn Asp Leu
460 »
Trp Val Leu Gly Val Pro Lys Ala Val
475 480
Asn Phe Ser Ser His Phe Asn Arg Phe
490 495
Asp Gly Val Pro Thr Thr Ala Tyr Phe
505 510
Cys Pro Gln Gly Arg Thr Arg Asp Leu
520 525

Gly Ser Ala.GIn Glu Phe lle Tyr Ala
. 540 »

Thr Thr Arg Phe Ser His Pro Pro Arg
555 560

97
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<210> 127
<211> 490
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 127

ES 2694 165 T3

Tyr Trp Pro Val Leu Asp Asn Ala Leu Arg Ala Ala Ala Phe Gly Lys
565 570 575
Gly Val Arg Val Arg Leu Leu Val Gly Cys Gly Leu Asn Thr Asp Pro
580 585 590
Thr Met Phe Pro Tyr Leu Arg Ser Leu GIn Ala Leu Ser Asn Pro Ala
595 600 605
Ala Asn Val Ser Val Asp Val Lys Val Phe |le Val Pro Val Gly Asn
610 615 620
His Ser Asn lle Pro Phe Ser Arg Val Asn His Ser Lys Phe Met Val
625 630 635 640
Thr Glu Lys Ala Ala Tyr lle Gly Thr Ser Asn Trp Ser Glu Asp Tyr
645 650 . 655
Phe Ser Ser Thr Ala Gly Val Gly Leu Val Val Thr Gin Ser Pro Gly
. 660 665 670
Ala Gin Pro Ala Gly Ala Thr Val Gin Glu GIn Leu Arg GIn Leu Phe
675 680 685
Glu Arg Asp Trp Ser Ser Arg Tyr Ala Val Gly Leu Asp Gly GIn Ala
690 695 700

Pro Giy GIn Asp Cys Val Trp Gin Gly
705 7o

Met Lys Pro Lys Leu Met Tyr Gin Glu Leu Lys Val Pro Ala Glu Glu
1 5 10 15
Pro Ala Asn Glu Leu Pro Met Asn Glu lle Glu Ala Trp Lys Ala Ala
20 . 25 30
Glu Lys Lys Ala Arg Trp Val Leu Leu Val Leu lle Leu Ala Val Val
35 40 45
Gly Phe Gly Ala Leu Met Thr Gln Leu Phe Leu Trp Glu Tyr Gly Asp
50 55 60 .
Leu His Leu Phe Gly Pro Asn Gln Arg Pro Ala Pro Cys Tyr Asp Pro
65 70 15 80
Cys Glu Ala Val Leu Val Glu Ser ile Pro Glu Gly Leu Asp Phe Pro
85 . 90 : 95
Asn Ala Ser Thr Gly Asn Pro Ser Thr Ser Gin Ala Trp Leu Gly Leu
100 _ 105 ST 110

Leu Ala Gly Ala His Ser Ser Leu Asp |le Ala Ser Phe Tyr.Trp Thr
115 . 120 125
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ES 2694 165 T3

Leu Thr Asn Asn Asp Thr His Thr Gin Glu Pro Ser Ala GIn GlIn Gly
130 135 140

Glu Glu Val Leu Arg GIn Leu Gln Thr Leu Ala Pro Lys Gly Val Asn
145 150 155 160
Val Arg lle Ala Val Ser Lys Pro Ser Gly Pro GIn Pro Gin Ala Asp
165 170 175
Leu GIn Ala Leu Leu Gin Ser Gly Ala Gln Val Arg Met Val Asp Met
180 185 190
GIn Lys Leu Thr His Gly Val Leu His Thr Lys Phe Trp Val Val Asp
195 200 205
GIn Thr His Phe Tyr Leu Gly Ser Ala Asn Met Asp Trp Arg Ser Leu
215 220

210

Thr GIn Val Lys Glu Leu Gly Val Val Met Tyr Asn Cys Ser Cys Leu
225 230 235 240
Ala Arg Asp Leu Thr Lys Ile Phe Glu Ala Tyr Trp Phe Leu Gly GIn
. 245 250 255
Ala Gly Ser Ser Ile Pro Ser Thr Trp Pro Arg Phe Tyr Asp Thr Arg
260 . 265 270
Tyr Asn GIn Glu Thr Pro Met Glu Ile Cys Leu Asn Gly Thr Pro Ala
275 280 285
Leu Ala Tyr Leu Ala Ser Ala Pro Pro Pro Leu Cys Pro Ser Gly Arg
- 290 - 295 300
Thr Pro Asp Leu Lys Ala Leu Leu Asn Val Val Asp Asn Ala Arg Ser
305 310 315 320
Phe Ile Tyr Val Ala Val Met Asn Tyr Leu Pro Thr Leu Glu Phe Ser
326 - 330 335
His Pro His Arg Phe Trp Pro Ala Ile Asp Asp Gly Leu Arg Arg Ala
340 345 350
» Thr Tyr Glu Arg Gly Val Lys Val Arg Leu Leu Ile Ser Cys Trp Gly
: 355 360 365
His Ser Glu Pro Ser Met Arg Ala Phe Leu Leu Ser Leu Ala Ala Leu
370 375 380
Aré Asp Asn His Thr His Ser Asp. lle Gln Val Lys Leu Phe Val Val
38 . 390 395 400

Pro Ala Asp Glu Ala Gin Ala Arg 1le Pro Tyr Ala Arg Val Asn His
405 410 _ 415

Asn Lys Tyr Met Val Thr Glu Arg Ala Thr Tyr lle GIyIThr Ser Asn
420 - 425 430
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<210> 128
<211> 445
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 128

ES 2694 165 T3

Trp Ser ny Asn Tyr Phe Thr Glu Thr Ala Gly Thr Ser Leu Leu Val
435 440 445

Thr GIn Asn Gly Arg Gly Gly Leu Arg Ser GIn Leu Glu Ala |le Phe
450 455 460

Leu Arg Asp Trp Asp Se
465 47

Asp Ser Val Gly Asn Ala Cys Arg Leu Leu
485 490

?et Gly Glu Asp glu Asp Gly Leu

Cys Arg lle géa Leu Val Glu Asn

Glu Asn Ala Pro Phe His Leu Ser
35 40

Leu Asn Met Ala Lys Lys Ser Val

50 55

Leu Asn His Thr His Pro Ser Ala

65 70

Lys Leu Leu Gin %gu Thr Ser GIn

Asp Val Thr Ala Asp Ser Lys Val
. 100

Ala Glu Val
115

Thr Tyr Met Asn Met
120

Ser Glu Lys Asn Cys GIn
10

Ile Pro Glu Gly Leu Asn

25 30

Leu Phe Gin Gly.Trp Met

45
Asp Ile Val Ser Ser His
60
Cys Gin Gly GIn Arg Leu
15

Asn lle Glu lle Lys Leu
90

Leu Glu Ala Leu Lys Leu

110

105

Thr Ala Tyr Asn Lys Gly
125

Gln Ser Ser Phe Trp lle Val Asp Lys Gln His Val Tyr lle
130 135 140

Ala Gly Leu Asp Trp GlIn Ser Leu Gly GIn Met Lys Glu Leu
145 150 : 155

Ile Phe Tyr Asn Cys Ser Cys Leu Val Leu Asp Leu Gin Arg
) 165 170

r Pro Tyr Ser His Asp Leu Asp Thr Ser Ala
0 475 480

Asn Lys
15
Tyr Ser
Asn Leu
Trp Asp
Phe Glu
80
Val Ser
95
Lys Gly
_Arg Leu .

Gly Ser

Ala Leu Tyr Ser Ser Leu Lys Phe Lys Ser Arg Val Pro GIn Thr Trp
180 ‘ 185 190

Ser Lys Arg Leu Tyr Gly Val Tyr Asp Asn Giu Lys Lys Leu GIn Leu
- 195 : 200 205

Gln Leu Asn Glu Thr Lys Ser GIn Ala Phe Val Ser Asn Ser Pro Lys

100
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<210> 129
<211> 506
<212> PRT
<213> Macaca fascicularis

<400> 129

ES 2694 165 T3

210 215 220

Leu Phe Cys Pro Lys Asn Arg Ser Phe Asp lle Asp Ala |le Tyr Ser
225 230 235 240
Val Ile Asp Asp Ala Lys GIn Tyr Val Tyr 1le Ala Val Met Asp Tyr
245 250 255

Leu Pro 1le Ser Ser Thr Ser Thr Lys Arg Thr Tyr Trp Pro Asp Leu
. 260 265 270

Asp Ala Lys lle Arg Glu Ala Leu Val Leu Arg Ser Val Arg Val Arg

. 215 285

280
Leu Leu Leu Ser Phe Trp Lys Glu Thr Asp Pro Leu Thr Phe Asn Phe
290 295 300
Ile Ser Ser Leu Lys Ala lle Cys Thr Glu Ile Ala Asn Cys Ser Leu
305 310 315 320
Lys Val Lys Phe Phe Asp Leu Glu Arg Glu Asn Ala Cys Ala Thr Lys
325 330 335

Glu GIn Lys Asn His Thr Phe Pro Arg Leu Asn Arg Asn Lys Tyr Met
340 345 350

Val Thr Asp Gly Ala Ala Tyr
. 355 3

o —
oo

Gly Asn Phe Asp Trp Val Gly Asn
365

Asp Phe Thr GIn Asn Ala Gly Thr Gly Leu Val lle Asn GIn Ala Asp .
370 375 - 380

Val Arg Asn Asn Arg Ser lle lle Lys GIn Leu Lys Asp Val Phe Glu
385 390 395 0

400
Arg Asp Trp Tyr Ser Pro Tyr Ala Lys Thr Leu GIn Pro Thr Lys GIn
‘ 405 410 415

Pro Asn Cys Ser Ser Leu Phe Lys Leu Lys Pro Leu Ser Asn Lys Thr
420 425 430

Ala Thr Asp Asp Thr Gly Gly Lys Asp Pro Arg Asn Val
435 440 445

Met Leu Lys Pro Leu Arg Arg Ala Ala Val Thr Pro Met Trp Pro Cys

1 -5 10 15

Ser Met Leu Pro Arg Arg Leu Trp Asp Arg Glu AIaIGIy‘Thr Leu Gin
20 25 30

Val Leu Gly Val Leu Ala Met Leu Trp Leu Gly Ser Met Ala Leu Thr
; ‘ 35 40 ' 45.
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Tyr Leu Leu Trp GIn Val Arg Arg Pro Pro Thr Trp Gly GIn Val GIn
50 55 60
Pro Lys Asp Val Pro Arg Ser Trp Gly His Gly Ser Ser Pro Ala Leu
65 , 70 75 80
Glu Pro Leu Glu Ala Glu Val Arg Lys GIn Arg Asp Ser Cys Gin Leu
85 90 95
" Val Leu Val Glu Ser Ile Pro Gin Asp Leu Pro Phe Ala Ala Gly Ser
100 105 110
Leu Ser Ala Gin Pro Leu Gly GIn Ala Trp Leu Gin Leu Leu Asp Thr
115 120 125
. Ala Gln Glu Ser Val His Val- Ala Ser Tyr Tyr Trp Ser Leu Thr Gly
130 135 140
v Pro Asp lle Gly Val Asn Asp Ser Ser Ser GlIn Leu Gly Glu Ala Leu
145 150 155 160
Leu GIn Lys Leu Gin GIn Leu Leu Gly Arg Asn |le Ser Leu Ala Val
) 165 170 175
Ala Thr Ser Ser Pro Thr Leu Ala Arg Lys Ser Thr Asp Leu GIn Val
180 185 190
Leu Ala Ala Arg Gly Ala Gin Val Arg Arg Val Pro Met Gly Arg Leu
-~ 195 200 205
Thr Arg Gly Val Leu His Ser Lys Phe Trp Val Vél Asp Gly Arg His
210 . 215 - 220
Ile Tyr Met Gly Ser Ala Asn Met Asp Trp Arg Ser Leu Thr Gin Val
225 . 230 235 240
Lys Glu Leu Gly Ala Val lle Tyr Asn Cys Ser His Leu Ala Gln Asp
245 250 255
Leu Glu Lys Thr Phe GIn Thr Tyr Trp Val Leu Gly Val Pro Lys Ala
260 265 270
Val Leu Pro Lys Thr Trp Pro Gln Asn Phe Ser Ser His lle Asn Arg
275 280 285
Phe Gin Pro Phe GIn Gly Leu Phe Asp Gly Val Pro Thr Thr Ala Tyr
290 . 295 300°
Phe Ser Ala Ser Pro Pro Ala Leu Cys Pro Gln Gly Arg Thr Pro Asp
305 310 315 320

Leu Glu Ala Leu Leu Ala Val Met Giy Ser Ala Gln Glu Phe |le Tyr
325 330 335 )

Ala Ser Val Met Glu Tyr Phe Pro Thr Thr Arg Phe Ser His Pro Arg
340 345 ) 350
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<210> 130
<211> 506
<212> PRT
<213> Macaca mulata

<400> 130

ES 2694 165 T3

Arg Tyr Trp Pro Val Leu Asp Asn Ala Leu Arg Ala Ala Ala Phe Ser
355 360 365
Lys Gly Val Arg Val Arg Leu Leu Val Ser Cys Gly Leu Asn Thr Asp
370 : 375 380
Pro Thr Met Phe Pro Tyr Leu Arg Ser Leu GIn Ala Leu Ser Asn Pro
385 390 395 400
Ala Ala Asn Val Ser Val Asp Val Lys Val Phe lle Val Pro Val Gly
405 410 415
Asn His Ser Asn |le Pro Phe Ser Arg Val Asn His Ser Lys Phe Met
420 425 430
Val Thr Glu Lys Ala Ala Tyr fle Gly Thr Ser Asn Trp Ser Glu Asp
435 440 445 :
Tyr Phe Ser Ser Thr Thr Gly Val Gly Leu Val Val Thr GIn Ser Pro
450 455 460 ,
Gly Ala GIn Pro Ala Gly Ala Thr Val Gin Glu Gln Leu Arg Gin Leu
465 470 475 480

Phe Glu Arg Asp Trp Ser Ser Arg Tyr Ala Val Gly Leu Asp Gly Gin
485 490 495

Ala Pro Gly GIn Asp Cys Val Trp Gln Gly
500 505

?et Leu Lys Pro %eu Arg Arg Ala Ala ¥Sl Thr Pro Met Trp ?go Cys
Ser Met Leu Pro Arg Arg Leu Trp Asp Arg Glu Ala Gly Thr Leu Gin
20 25 . 30
Val Leu Gly Val Leu Ala Met Leu Trp Leu Gly Ser Met Ala Leu Thr
35 40 45
Tyr Léu Leu Trp GIn Val Arg Cys Pro Pro Thr Trp Gly Glh Val Gin
50 55 60
Pro Arg Asp Val Pro Arg Ser Trp Gly His Gly Ser Ser Leu Ala Leu
65 70 15 80
Glu Pro Leu Glu Ala Glu Val Arg Lys GIn Arg Asp Ser Cys GIn Leu
85 90 95
Val Leu Val Glu Ser Ile Pro Gin Asp Leu Pro Phe Ala Ala Gly Ser
100 105 110

Leu Ser ?

la Gln Pro Leu Gly Gin Ala Trp Leu Gin Leu Leu Asp Thr
15 : . ‘120 125 o
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Ala Gin Glu Ser Val His Val Ala Ser Tyr Tyr Trp Ser Leu Thr Gly
130 135 140
Pro Asp lle Gly Val Asn Asp Ser Ser Ser GIn Leu Gly Glu Ala Leu
145 150 185 160
Leu GIn Lys Leu GIn GIn Leu Leu Gly Arg Asn |le Ser Leu Ala Val
165 170 175
Ala Thr Ser Ser Pro Thr Leu Ala Arg Lys Ser Thr Asp Leu GlIn Val
180 185 190
Leu Ala Ala Arg Gly Ala GlIn Val Arg Arg Val Pro Met Gly Arg Leu
195 200 205
Thr Arg Gly Val Leu His Ser Lys Phe Trp Val Val Asp Gly Arg His
210 215 220 .
Ile Tyr Met Gly Ser Ala Asn Met Asp Trp Arg Ser Leu Thr Gin Val
225 230 235 - 240
Lys Glu Leu Gly Ala Val lle Tyr Asn Cys Ser His Leu Ala Gin Asp
245 250 255
Leu Glu Lys Thr Phe GIn Thr Tyr Trp Val Leu Gly Val Pro Lys Ala
260 270

265

Val Leu Pro Lys Thr Trp Pro GIn Asn Phe Ser Ser His lle Asn Arg
275 280 285

23
=}

Phe GIn Pro Phe GIn Gly Leu Phe Asp Gly Val Pro Thr Thr Ala Tyr
290 295 300

Phe Ser Ala Ser Pro Pro Ala Leu Cys Pro Gin Gly Arg Thr Pro Asp

305 .. 310 315 320

~Leu Glu Ala Leu Leu Ala Val Met Gly Ser Ala GIn Glu Phe |le Tyr

: 325 330 335
Ala Ser Val Met Glu Tyr Phe Pro Thr Thr Arg Phe Ser His Pro Arg
340 345 350
Arg Tyr Trp Pro Val Leu Asp Asn Ala Leu Arg Alé Ala Ala Phe Ser
355 360 365 :

Lys Gly Val Arg Val Afg Leu Leu Val Ser Cys Gly Leu Asn Thr Asp
T 370 378 380

" Pro Thr Met Phe Pro Tyr Leu Arg Ser Leu GIn Ala Leu Ser Asn Pro

385 390 ‘ 395 - 400

Ala Ala Asn Val Ser Val Asp Val Lys Val Phe Ile Val Pro Val Gly
405 410 415

Asn His Ser Asn lle Pro Phe Ser Arg Val Asn His Ser Lyé Phe Met
’ 420 T 425 430
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Val Thr Glu Lys Ala Ala Tyr lle Gly Thr Ser Asn Trp Ser Glu Asp
435 440 445
Tyr Phe Ser Ser Thr Thr Giy Val Gly Leu Val Val Thr Gln Ser Pro
450 455 460
Gly Ala GIn Pro Ala Gly Ala Thr Val GIn Giu GIn Leu Arg GIn Leu
465 470 475 480
Phe Glu Arg Asp Trp Ser Ser Arg Tyr Ala Val Gly Leu Asp Gly GIn
485 490 495

Ala Pro Gly GIn Asp Cys Val Trp GIn Gly
500 : 505

atggacaaga agaaagagca cccagagatg cggataccac tccagacage agtggagetc
totgattgge cctactecac atctcatgat ccacatageg gacttggeat ggtactggeg
atgotagete tactgggact cagetctgte actctcatct tgttcctgtg geaagggece
acttctttca ccagtcatcg gatgttccct gaggaagtge cctectggte ctgeggagace
ctgaaaggag acgetgagea geagaataac tcctgtcage toatccttgt ggaaagcatc
cccgaggact tgeocatttge agetggcage - cccactgece ageccctgge ccaggeottge
ctgeagette ttgacactgc fcgggagagc gtocacattg cotcgtacta ctggtccote
actggactgg acattggagt caatgactcg tcttctcgec agggagagge ccttctacag
aagttccaac agettctict caggaacatc totgtggtge tggccaccca cagcccaéca
ttggecaaga catccactga cotccaggte ttggetgece atggteccea gatacgacaa
gtgeccatga aacagettac tgggggtett ctacactcca aattctgggt tgtgegatege
cgacacgtct acgtgggcag cgccaacatg gactggcggt ccctgactca ggtgaaggaa
cttggtgcaa tcatctacaa ctgecagecaac ctggctcaag accttgagaa aacattccag
acctactgge tgctagggac tccccaaget gttetcccta aaacctggec teggaacttc

tecatcccaca tcaaccgett ccatcecttg cggggtecot ttgatgeest tcoccaccacg

. gectatttet cggectecece tecoctoccto tgeccgeatg gecggacceg geatctggac

geagtgttgg gagtgatgega gegtegctege cagttcatcet atgtoteggt gatggagtat
ttcectacea cgegettecac ccaccatgee aggtactgge ccgtgetgega caatgegeta

cgggeagegg coctcaataa gggtgtgeat gtgegettac tggtcagetg ctggticaac

.acagacccca ccatgttege ttatctgagg tccctgcage ctttcagtaa cccctegget

gecatcteag tggatgtgaa agtottcatc gtgectgteg gaaatcatte caacatcocg
ttcagecgeg tgaaccacag caagttcatg gtcacagaca agacagecta tgtaggecace
tctaactggt cagaagacta cttcagccac accgeotggty tgégcctgat tgtcagccag
aagaccccca gageccagee aggogeaacc accgtgeage agcagetgag geaactcttt

gaacgagact ggagftccca ctatgctatg gacctagaca gacaagtccc gagccaggac

tgtgtetget ag

105

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1512



<210> 132
<211> 503
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 132

ES 2694 165 T3

Met Asp Lys Lys Lys Glu His Pro Glu Met Arg |le Pro Leu Gln Thr
1 5 10 15
Ala Val Glu Val Ser Asp Trp Pro Cys Ser Thr Ser His Asp Pro His
20 25 30
Ser Gly Leu Gly Met Val Leu Gly Met Leu Ala Val Leu Gly Leu Ser
35 40 45
Ser Val Thr Leu Ile Leu Phe Leu Trp GIn Gly Ala Thr Ser Phe Thr
50 55 60
Ser His Arg Met Phe Pro Glu Glu Val Pro Ser Trp Ser Trp Glu Thr
65 70 75 80
Leu Lys Gly Asp Ala Glu Gin GIn Asn Asn Ser Cys GIn Leu lle Leu
85 90 95
Val Glu Ser Ile Pro Glu Asp Leu Pro Phe Ala Ala Gly Ser Pro Thr
100 105 110
Ala Gin Pro Leu Ala GIn Ala Trp Leu Gin Leu Leu Asp Thr Ala Arg
115 120 125
Glu Ser Val His lle Ala Ser Tyr Tyr Trp Ser Leu Thr Gly Leu Asp
130 135 140
Ile Gly Val Asn Asp Ser Ser Ser Arg Gln Gly Glu Ala Leu Leu Gin
145 150 155 160
Lys Phe Gin Gin Leu Leu Leu Arg Asn lle Ser Val Val Val Ala Thr
165 . 170 175
His Ser Pro Thr Leu Ala Lys Thr Ser Thr Asp Leu Gln Val Leu Ala
180 185 . 190
Ala His Gly Ala Gin lle Arg GIn Val Pro Met Lys GIn Leu Thr Gly
195 200 205

Gly Val Leu His Ser Lys Phe Trp Val Val Asp Gly Arg His Val Tyr
210 215 220

Val Gly Ser Ata Asn Met Asp Trp Arg Ser Leu Thr GIn Val Lys Glu
225 230 235 240

 Leu Gly Ala tte lle Tyr Asn Cys Ser Asn Leu Ala GIn Asp Leu Glu
245 7 250 255

Lys Thr Phe GIn Thr Tyr Trp Val Leu Gly Thr Pro GIn Ala Val Leu
260 - 265 270
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'Pro Lys Thr Trp Pro Arg Asn Phe Ser Ser His |le Asn Arg Phe His
275 . 280 285
Pro Leu Arg Gly Pro Phe Asp Gly Val Pro Thr Thr Ala Tyr Phe Ser
290 295 300
Ala Ser Pro Pro Ser Leu Cys Pro His Gly Arg Thr Arg Asp Leu Asp
305 310 315 320
Ala Val Leu Gly Val Met Glu Gly Ala Arg Gin Phe ile Tyr Val Ser
325 330 335
Val Met Glu Tyr Phe Pro Thr Thr Arg Phe Thr His His Ala Arg Tyr
340 345 350 .
Trp-Pro Val Leu Asp Asn Ala Leu Arg Ala Ala Ala Leu Asn Lys Gly
355 360 365
Val His Val Arg Leu Leu Val Ser Cys Trp Phe Asn Thr Asp Pro Thr
370 375 380
Met Phe Ala Tyr Leu Arg Ser Leu Gin Ala Phe Ser Asn Pro Ser Ala
385 390 395 400
Gly fle Ser Val Asp Val Lys Val Phe |le Val Pro Val Gly Asn His
405 410 : 415
Ser Asn lle Pro Phe Ser Arg Val Asn His Ser Lys Phe Met Val Thr
420 425 430
Asp Lys Thr Ala Tyr Val Gly Thr Ser Asn Trp Ser Glu Asp Tyr Phe
435 440 445
Ser His Thr Ala Gly Vél Gly Leu lle Val Ser Gln Lys Thr Pro Arg
450 455 460
Ala Gln Pro Gly Ala Thr Thr Val Gin Glu Gln Leu Arg Gin Leu Phe
465 470 475 480

Glu Arg Asp Trp Ser Ser His Tyr Ala Met Asp Leu Asp Arg Gin Val
485 490 495

Pro Ser GIn Asp Cys Val Trp
500
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo que contiene una regioén de unién a antigeno del mismo
que se une a la proteina fosfolipasa D4 humana (PLD4) en una célula dendritica plasmocitoide.

2. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1,

(a) que tiene la secuencia SYWMH como CDR1, la secuencia DIYPGSDSTNYNEKFKS como CDR2 y la
secuencia GGWLDAMDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada;

(b) que tiene la secuencia RASQDISNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR2 y la secuencia
QQGNTLPW como CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(c) que tiene la secuencia SYWMH como CDRH1, la secuencia DIYPGSDSTNYNEKFKS como CDR2 y la
secuencia GGWLDAMDY como CDRS3 en la regiéon variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RASQDISNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR?2, y la secuencia QQGNLLPWC en la region
variable de cadena ligera;

(d) que tiene la secuencia TYWMH como CDR1, la secuencia AIYPGNSETSYNQKFKG como CDR2 vy la
secuencia GYSDFDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada;

(e) que tiene la secuencia HASQGIRSNIG como CDR1, la secuencia HGTNLED como CDR2 y la secuencia
VQYVQFP como CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(f) que tiene la secuencia TYWMH como CDR1, la secuencia AIYPGNSETSYNQKFKG como CDR2, y la
secuencia GYSDFDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
HASQGIRSNIG como CDR1, la secuencia HGTNLED como CDR2, y la secuencia VQVVVQQQ en la region
variable de cadena ligera;

(g) que tiene la secuencia DYNLH como CDR1, la secuencia YIYPYNGNTGYNQKFKR como CDR2 y la
secuencia GGIYDDYYDYAIDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada;

(h) que tiene la secuencia RASENIYSHIA como CDR1, la secuencia GATNLAH como CDR2 y la secuencia
QHFWGTP como CDRS3 en la regién variable de cadena ligera;

(i) que tiene la secuencia DYNLH como CDRH1, la secuencia YIYPYNGNTGYNQKFKR como CDR2, y la
secuencia GGIYDDYYDYAIDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RASENIYSHIA como CDR1, la secuencia GATNLAH como CDR2, y la secuencia QHFWGTP como CDR3 en
la region variable de cadena ligera;

(i) que tiene la secuencia SYYLY como CDRH1, la secuencia LINPTNSDTIFNEKFKS como CDR2, y la
secuencia EGGYGYGPFAY como CDR3 en la region variable de cadena pesada;

(k) que tiene la secuencia TSSQTLVHSNGNTYLH como CDR1, la secuencia KVSNRFS como CDR2, y la
secuencia HSTHVP como CDRS3 en la regioén variable de cadena ligera;

(I) que tiene la secuencia SYYLY como CDRH1, la secuencia LINPTNSDTIFNEKFKS como CDR2, y la
secuencia EGGYGYGPFAY como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
TSSQTLVHSNGNTYLH como CDR1, la secuencia KVSRRFS como CDR2, y la secuencia HSTHVP como
CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(m) que tiene la secuencia SYGMS como CDRH1, la secuencia TISSGGSYIYYPESVKG como CDR2 y la
secuencia LYGGRRGYGLDY como CDR3 en la region variable de cadena pesada;

(n) que tiene la secuencia RSSKSLLHSDGITYLY como CDR1, la secuencia QMSNLAS como CDR2, y la
secuencia AQNLEL como CDR3 en la region variable de cadena ligera;

(o) que tiene la secuencia SYGMS como CDR1, la secuencia TISSGGSYIYYPESVKG como CDR2, y la
secuencia LYGGRRGYGLDY como CDR3 en la regiéon variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RSSKSLLHSDGITYLY como CDR1, la secuencia QMSNLAS como CDR2, y la secuencia AQNLEL como
CDRS3 en la region variable de cadena ligera;

(p) que tiene la secuencia SHYYWT como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN como CDR2, y la
secuencia EGPLYYGNPYWYFDV como CDR3 en la regién variable de cadena de la cadena pesada;

(q) que tiene la secuencia RASQDIDNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR2 y la secuencia
QQFNTLP como CDR3 en la regién variable de cadena ligera;

(r) que tiene la secuencia SHYYWT como CDRH1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN como CDR2, y la
secuencia EGPLYYGNPYWYFDV como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RASQDIDNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS, como CDR2, y la secuencia QQFNTLP como CDR3 en
la region variable de cadena ligera;

(s) que tiene la secuencia SHYYWS como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN como CDR2, y la
secuencia EGPLYYGNPYWYFDV como CDR3 en la region variable de cadena pesada;

(t) que tiene la secuencia RASQDIDNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR2 y la secuencia
QQFNTLP como CDR3 en la regién variable de cadena ligera;

(u) que tiene la secuencia SHYYWS como CDR1, la secuencia YISYDGSNNYNPSLKN como CDR2, y la
secuencia EGPLYYGNPYWYFDV como CDR3 en la region variable de cadena pesada, y tiene la secuencia
RASQDIDNYLN como CDR1, la secuencia YTSRLHS como CDR2, y la secuencia QQFNTLP como CDR3 en
la region variable de cadena ligera.
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3. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contienen la regidon de union a antigeno del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 2, que tiene una cadena pesada expuesta en SEQ ID: 121 y una cadena ligera
expuesta en SEQ ID: 123.

4. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo
suprimen una actividad de la célula dendritica plasmocitoide.

5. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regiéon de union a antigeno del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la actividad es la produccion de interferén (IFN) y/o la supervivencia de la
célula dendritica plasmocitoide.

6. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o un
anticuerpo humanizado.

7. Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de union a antigeno del mismo,
que esta siendo producido por uno cualquiera de los hibridomas mp5B7, mp7B4, mp13D4 y mpl3HI 1 que se
depositan bajo los Numeros de Acceso: NITE BP-1211, NITE BP-1212, NITE BP-1213, y NITE BP-1214.

8. Un método para preparar una célula que produce un anticuerpo monoclonal que se une a PLD4 de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4 y 5, que comprende los siguientes procedimientos:

1) un procedimiento de administracion de la proteina de fusion PLD4-Ig recombinante que codifica una
secuencia de aminodacidos que contiene un dominio extracelular de PLD4 para inmunizar a un animal no
humano; y

2) un procedimiento de seleccion de una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que se
une a PLD4 a partir de células productoras de anticuerpos del animal no humano inmunizado mediante la
union de dicho anticuerpo de unién a PLD4 a una célula que expresa PLD4; y opcionalmente

3) un procedimiento de clonacién de las células productoras de anticuerpos obtenidas de forma gradual.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la célula que expresa PLD4 es una célula que retiene un
polinucleétido extrinseco que codifica una secuencia de aminoacidos que contiene el dominio extracelular de PLD4
de una manera expresable.

10. Un método para preparar un anticuerpo monoclonal que se une a un dominio extracelular de PLD4, que
comprende cultivar células animales productoras de anticuerpos obtenidas mediante el método de acuerdo con la
reivindicacion 9 y recoger un anticuerpo monoclonal del cultivo.

11. El anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regidon de unién a antigeno del mismo
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4 y 5, que se puede obtener mediante los siguientes
procedimientos;

1) administrando una proteina de fusién PLD4-Ig recombinante que codifica una secuencia de aminoacidos
que contiene un dominio extracelular de PLD4 para inmunizar a un animal no humano,

2) seleccionando una célula productora de anticuerpos que produce un anticuerpo que se une a PLD4 de
células productoras de anticuerpos del animal no humano inmunizado, y

3) cultivando las células productoras de anticuerpos seleccionadas en el procedimiento 2), y recolectando un
anticuerpo que reconoce PLD4 del cultivo.

12. Un método ex vivo para detectar una célula dendritica plasmocitoide humana, que comprende poner en contacto
con una célula de prueba el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una region de union a
antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y detectar el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo que contiene una region de union a antigeno del mismo que se une a la célula.

13. El uso del anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regioén de union a antigeno del
mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 como reactivo para la deteccién de una célula
dendritica plasmocitoide ex vivo.

14. Un método para suprimir una actividad de una célula dendritica plasmocitoide humana ex vivo, que comprende
poner en contacto con la célula cualquiera de los componentes descritos a continuacion:

(a) el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regiéon de unién a antigeno del
mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a7,y
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(b) una inmunoglobulina o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno en la que
se transplantan las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo monoclonal de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

5 15. Cualquiera de:

(a) el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo que contiene una regiéon de unién a antigeno del

mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a7,y

(b) una inmunoglobulina o un fragmento de anticuerpo que contiene una regién de unién a antigeno en la que
10 se transplantan las regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo monoclonal de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,

para su uso en un método para suprimir una actividad de una célula dendritica plasmocitoide humana en un ser
humano vivo, que comprende administrar cualquiera de (a) y (b) al ser humano vivo.
15
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FIG. 20
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