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DESCRIPCION
Anticuerpos anti CD84, composiciones que comprenden los mismos y usos de los mismos
Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion, en algunas de sus realizaciones, se refiere a anticuerpos anti CD84, a composiciones que
comprenden los mismos y a usos de los mismos.

En individuos normales, el conjunto de linfocitos periféricos es de tamafio constante. El control de la homeostasis
linfoide es el resultado de un equilibrio muy fino entre la produccion, la supervivencia y la proliferacion de linfocitos.
Se ha demostrado que los factores de supervivencia desempefian una funcién critica en el mantenimiento de la
homeostasis de los linfocitos.

La leucemia linfocitica crénica, la leucemia mas frecuente en el mundo occidental, se caracteriza por la acumulacion
progresiva de pequefios linfocitos maduros CD5", en la sangre periférica, 6rganos linfoides y médula ésea. La sefia
de identidad de la enfermedad es la disminucion de la apoptosis, que da lugar a la acumulacion de estas células
malignas. A pesar de los grandes avances en los Ultimos afios en la comprension de la biologia y la fisiopatologia de
la enfermedad, asi como en el desarrollo de mejores modalidades de tratamiento, la CLL sigue siendo incurable en
la mayoria de los pacientes, e incluso el control de la enfermedad requiere un tratamiento agresivo con efectos
secundarios significativos. Una mejor comprension de los fendmenos celulares involucrados en la patogenia y la
evolucion de la enfermedad deberia conducir a tratamientos mas especificos y menos téxicos, con un tratamiento
inicial en pacientes en riesgo, que posiblemente permiten curaciones.

CD84 es un miembro del subconjunto CD2 de la superfamilia de inmunoglobulinas de las moléculas de la superficie
celular. Es una proteina de la superficie celular monocatenaria con una porcién extracelular de 199 aa, que contiene
cuatro sitios potenciales de N-glucosilacion. La region transmembranal consta de 25 aa, y la cola citoplasmatica de
83 aa contiene cuatro tirosinas [de la Fuente et al. Blood. 1997; 90: 2398-2405]. El CD84 humano es 57,3% idéntico
al CD84 murino. CD84 es expresado predominantemente por linfocitos B, linfocitos T, plaquetas, monocitos, células
dendriticas (CD) y CD84 también se expresa inicialmente en la hematopoyesis [Calpe et al. Advances in
Immunology, vol. 97. 2008; 97: 177-250].

Los presentes inventores han demostrado previamente que la expresion de CD84 es significativamente elevada
desde las etapas iniciales de la enfermedad y esta regulada por el factor inhibidor de la migracién de macréfagos y
su receptor, CD74. La activacion de la superficie celular CD84 inicia una cascada de sefializaciéon que mejora la
supervivencia de las células de CLL. Tanto la modulacién por disminucién de la expresién de CD84 como su
blogueo inmunomediado provocan la muerte celular in vitro e in vivo. Ademas, el analisis de muestras procedentes
de un estudio clinico en curso, en el que se trataron pacientes humanos con anti-CD74 humanizado (milatuzumab),
muestra una disminucién en las concentraciones de ARN mensajero de CD84 y proteinas en células tratadas con
milatuzumab. Esta disminucion a la baja se correlacioné con la reduccion de la expresion de Bcl-2 y Mcl-1. Por lo
tanto, la sobreexpresion de CD84 en CLL es un mecanismo de supervivencia importante que parece ser un
fendmeno inicial en la patogenia de la enfermedad (Binsky-Ehrenreich et al. E. Pub. 25 de febrero de 2013
Oncogene).

El documento W02010/035259 da a conocer CD84 como una proteina reguladora que es esencial para la
supervivencia de las células de la CLL. En base a este resultado, los inventores del documento W02010/035259
han sugerido el uso de CD84 como diana para el tratamiento de B-CLL y como marcador para la enfermedad.

Técnica relacionada adicional:

La Solicitud de patente de EE.UU. n° 20050027114 describe métodos para tratar enfermedades tales como la
leucemia crénica agonizando o antagonizando una actividad de un polipéptido similar a CD84.

La solicitud de patente de EE.UU. n° 20050025789 describe el tratamiento o la profilaxis de tumores en pacientes,
utilizando una célula tumoral que expresa polipéptidos coestimuladores (p. ej.,, CD84) para producir una vacuna
destinada a aumentar la actividad litica de los linfocitos NK.

Compendio de la invencion

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencién, se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende un dominio de reconocimiento de antigeno que se une especificamente a CD84 y:

(i) disminuye la actividad antiapoptética de células de estroma en células de leucemia linfocitica crénica (CLL); y/o
(i) induce la movilizacién de células de CLL desde la médula 6sea.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencién, se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende un dominio de reconocimiento de antigeno que comprende regiones determinantes de
complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 1, NO: 2, NO: 3, NO: 4, NO: 5y NO: 6 (B4), en donde el
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anticuerpo se une especificamente a CD84.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencién, se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende un dominio de reconocimiento de antigenos que comprende regiones determinantes de
complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 7, NO: 8, NO: 9, NO: 10, NO: 11y NO: 12 (B1), en donde el
anticuerpo se une especificamente a CD84.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado disminuye la actividad antiapoptética de células
estromales en las células de leucemia linfocitica cronica (CLL).

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado inhibe la secrecion de CCL3 en células de CLL.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado inhibe la expresion de BCL-2 en células de CLL y
estromales.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado inhibe la expresion de Bcl-2 del estroma,
reduciendo asi el efecto antiapoptético del estroma en la CLL.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado reduce la expresion de citocinas como IL-6 e IL-8
en células estromales que apoyan la supervivencia de CLL.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado induce la movilizacion de células de CLL
procedentes de la médula 6sea.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo aislado es una IgG.
Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo hibrido.
Segun algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica
que comprende el anticuerpo aislado y un excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para inducir
apoptosis en linfocitos B de un sujeto que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B, comprendiendo el método
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, induciendo asi la apoptosis en linfocitos B
del sujeto.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para tratar una
neoplasia maligna de linfocitos B en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, tratando asi la neoplasia maligna de linfocitos B.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona el uso del anticuerpo en la
fabricacion de un medicamento identificado para el tratamiento de una neoplasia maligna de linfocitos B.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la neoplasia maligna de linfocitos B se selecciona del grupo que
consiste en un linfoma, una leucemia y un mieloma.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la neoplasia maligna de linfocitos B se selecciona del grupo que
consiste en un linfoma de Hodgkin, un linfoma no hodgkiniano, un linfoma difuso de linfocitos B grandes, una
leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (B-CLL)/leucemia linfoide crénica (CLL), una leucemia linfocitica
cronical/linfoma linfocitico pequefio, una leucemia mielocitica crénica (LMC), un linfoma de linfocitos B de la zona
marginal extraganglionar - linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa, un linfoma folicular, un linfoma de células
del manto, un linfoma de linfocitos B de la zona marginal ganglionar, un linfoma de Burkitt, una leucemia de
tricoleucocitos, un linfoma primario del sistema nervioso central, un linfoma de linfocitos B de la zona marginal
esplénica, un linfoma linfoplasmocitico, un linfoma primario mediastinico de linfocitos B, un mieloma multiple, una
leucemia linfocitica aguda (LLA), una leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B precursores, una leucemia de
células plasmaticas, una leucemia de linfocitos B precursores, una leucemia prematura de linfocitos B precursores y
una leucemia linfoblastoide aguda de linfocitos B precursores.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la neoplasia maligna de linfocitos B es una B-CLL.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para diagnosticar B-
CLL en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica del sujeto con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
- 12 en condiciones que permitan la formacion de inmunocomplejos entre la isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 14) y
el anticuerpo; y

(b) determinar un nivel de los inmunocomplejos en la muestra biolégica, en donde un aumento en el nivel de los
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inmunocomplejos mas alla de un umbral predeterminado con respecto al nivel de los inmunocomplejos en una
muestra bioldgica de un individuo sano es indicativo de la B-CLL.

Segun algunas realizaciones de la invencion, la determinacion se efectua en la proteina.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el método comprende ademas corroborar el diagnéstico usando un
ensayo de diagnostico seleccionado de la expresion del marcador de superficie distintivo de la isoforma ¢ de CD84,
el analisis del cariotipo y las mutaciones de la estirpe germinativa.

Segun algunas realizaciones de la invencion, un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el anticuerpo.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el polinucledtido aislado es el expuesto en la SEQ ID NO: 26 o NO: 27.

Segun un aspecto de algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para identificar un
supuesto farmaco contra una neoplasia maligna de linfocitos B, comprendiendo el método:

(a) tratar un modelo animal que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B con un agente de prueba; y

(b) detectar células de neoplasia maligna de linfocitos B en un tejido periférico en comparacion con una médula ésea
del modelo animal tratado como en (a), en donde un aumento en la proporcién en comparacioén con la relacion antes
del tratamiento es indicativo de que el agente de prueba es un supuesto farmaco contra la neoplasia maligna de
linfocitos B.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el agente de prueba es un anticuerpo anti CD84.

Segun algunas realizaciones de la invencion, el modelo animal se selecciona del grupo que consiste en un modelo
de xenoinjerto inducido por trasplante de CLL humana en ratones y el modelo murino Eu-TCLA1.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y/o cientificos usados en la presente memoria
tienen el mismo significado entendido normalmente por un experto en la técnica a la que pertenece la invencion.
Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria se pueden usar en
la practica o la experimentacion de las realizaciones de la invencion, a continuacion se describen métodos y/o
materiales a modo de ejemplos. En caso de conflicto, la memoria de la patente, incluidas las definiciones,
prevaleceran. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean
necesariamente restrictivos.

Breve descripcion de los dibujos

Algunas realizaciones de la invencion se describen en la presente memoria, solo a modo de ejemplo, con referencia
a los dibujos adjuntos. Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se subraya que los detalles
mostrados son a modo de ejemplo y con fines de exposicion ilustrativa de realizaciones de la invencion. A este
respecto, la descripcion tomada con los dibujos hace evidente para los expertos en la técnica como se pueden poner
en practica las realizaciones de la invencion.

En los dibujos:

Las figuras 1A-D son graficos de dispersion que muestran la capacidad del anticuerpo anti-CD84 bloqueador del
hibridoma B4 para inducir la muerte celular de CLL. Figuras 1A-B - Se incubaron 1 x 107 células de CLL con anti-
CD84 del hibridoma B4 (5 ug/ml) o un anticuerpo de referencia (IgG2a). 24 h después, se analizé la muerte celular
de CLL mediante tincion con Anexina 7AAD. Se presentan graficos representativos de 10 experimentos
independientes. Figuras 1C-D - Se cultivaron 1,6 x 108 células de CLL junto con 1 x 105 M210B4, en presencia o
ausencia del anti-CD84 del hibridoma B4 (5 ug/ml), o un anticuerpo de referencia. Después de 48 h, se determiné la
muerte celular de CLL con tincion con Anexina 7AAD. Se presentan graficos representativos de 3 experimentos
independientes.

Las figuras 2A-C son graficos de barras que muestran la capacidad del anti-CD84 del hibridoma B4 para mediar un
efecto antiapoptotico en células estromales de médula 6sea M210B4 en cultivos conjuntos. Ademas, las
interacciones homofilicas de CD84 expresadas en células de CLL y del estroma producen la secrecién de citocinas
del estroma con el fin de apoyar ain mas la supervivencia de las células de CLL. Se cultivaron células M210B4 (1 x
10%) junto con células de CLL en presencia o ausencia del anti-CD84 del hibridoma B4 o un anticuerpo control de
isotipo. 48 h después, se recogieron las células y se analizaron las concentraciones de Bcl-2, IL-6 y de ARNm de
VCAM-1 por qRT-PCR. Los resultados presentados son un resumen de n experimentos independientes y se
expresan en numero de veces de cambio en la expresion en células M210B4 cocultivadas en comparacion con las
células cocultivadas bloqueadas por CD84 y para las células M210B4 (solo estroma), que se definié como 1. (Figura
2A) Numero de veces de cambio en la expresion de Bcl-2, n = 4, P = 0,037 (Figura 2B) numero de veces de cambio
en la expresion de IL6, n =5, P = 0,037 (Figura 2C) numero de veces de cambio en la expresion de VCAM-1n =6, P
=0,25.
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La Fig. 3 es un grafico de barras que demuestra que el CD84 regula la secrecion de CCL3 en cultivos conjuntos. Se
cultivaron 1,6 x 108 células de LLC con 1 x 10° células M210B4 en presencia o ausencia del anticuerpo anti-CD84
del hibridoma B4 o un anticuerpo control de isotipo (5 pg/ml). 48 h después, se analizé por ELISA la concentracion
de CCL3 en el medio acondicionado. Los graficos muestran el nimero de veces de cambio en las concentraciones
de CCL3 después del bloqueo de CD84. El grafico resume 6 experimentos, * P = 0,02.

Las figuras 4A-H demuestran que los anticuerpos de algunas realizaciones de la invencién son superiores en la
destruccion de linfocitos B-CLL en comparacion con el anticuerpo F8, segin se determina por el ensayo de
apoptosis Magic Red. Figuras 4A-D - Las células CLL purificadas se cultivaron en placas de 24 pocillos a una
densidad de 1 x 107 células/pocillo en medio RPMI enriquecido con FCS al 10%, glutamato 2 mM, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, con o sin sobrenadante derivado de hibridoma anti-CD84 (F8/B1/B4) o
hibridoma de referencia durante 24 h. Las células se centrifugaron, se lavaron y se incubaron con Magic Red
(Immunochemistry Technology) segun las instrucciones del fabricante, a 37°C durante 1 h. A continuacion, se midio
la tincion con Magic Red mediante analisis FACS. Figuras 4E-H - Se cultivaron células Ramos en placas de 24
pocillos a una densidad de 1 x 107 células/pocillo en medio RPMI enriquecido con FCS al
10%, glutamato 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, con o sin sobrenadante procedente de
hibridoma anti-CD84 (F8/B1/B4) o hibridoma de referencia durante 24 h. Las células se centrifugaron, se lavaron y
se incubaron con Magic Red (Immunochemistry Technology) segun las instrucciones del fabricante, a 37°C durante
1 h. A continuacién, se midi6 la tincién de Magic Red por analisis FACS.

Las figuras 5A-B son diagramas de dispersion que muestran un ndmero reducido de células CLL en M.O. de ratones
CD84KO. Se tifieron 1 x 107 células de CLL con CFSE y se inyectaron iv en ratones C57BL/6 WT o CD84KO.
Después de 1 h (Figura 5B) y 4 h (Figura 5A), los ratones se sacrificaron y se analizaron por FACS el nimero de
células de CLL en bazos y M.O. Los graficos muestran la proporcion de células marcadas recuperadas de la M.O. al
numero de células recuperadas de los bazos de 16 ratones en cada grupo (Figura 5A). * P = 0,0005 o (Figura 5B) 6
ratones en cada grupo, sin diferencia estadistica significativa entre los grupos.

Las figuras 6A-M demuestran que los anticuerpos B1 y B4 reconocen células murinas procedentes de ratones TCL-
1. Figura 6A es un histograma que muestra la expresioén de CD84 (linea negra) o la tincién con un anticuerpo control
de isotipo coincidente (linea gris) en linfocitos B220+CD5+ procedentes de ratones TCL-1; las figuras 6B-D son
graficos de puntos que muestran el porcentaje de B220+CD5+ en células esplénicas procedentes de ratones TCL-1
de 18, 11 y 6 meses de edad; y las figuras 6E-M son graficos de puntos. Se incubaron 1 x 107 linfocitos B220+CD5+
procedentes de ratones esplénicos TCL-1 con los anticuerpos (IgG2a) B1 o B4 o un control de isotipo coincidente.
48 h después, se analizé la muerte celular mediante tincién con anexina-7AAD.

Las figuras 7A-D presentan la evaluacion del potencial terapéutico de los anticuerpos B1 y B4 en diferentes estirpes
de células tumorales. La figura 7A ilustra las concentraciones de ARNm de CD84 y actina que se analizaron en
diferentes tumores solidos: MDA435 (cancer de mama humano), PC-3 (cancer de prostata humano), Hela (cancer
de cuello uterino humano), A375 (melanoma maligno humano), A549 (adenocarcinoma pulmonar humano) ), PAC1
(cancer de pancreas humano) y N87 (cancer gastrico humano); la figura 7B es un histograma que muestra la
expresion de CD84 (linea negra) o la tincién con un anticuerpo de isotipo coincidente (linea gris) en células Daudi;
las figuras 7C-D muestran 1 x 107 células Daudi que se incubaron con el anticuerpo B1 o B4, o un
anticuerpo de referencia (IgG2a). 48 h después, la muerte celular se analizé6 mediante tincién con anexina-7AAD. El
grafico resume 7 experimentos independientes, que muestran el nimero de veces de cambio en las células positivas
a Anexina en comparacion con las células Daudi incubadas con un anticuerpo control de isotipo coincidente.

Las figuras 8A-F muestran una expresion elevada de CD84 en células de CLL. (Figura 8A) Se purificaron linfocitos B
procedentes de sujetos sanos (normales; N = 4), asi como pacientes con CLL en fase inicial (N = 6) y avanzada (N =
6) y se examind la expresion de CD84. CD84 y ARNm de actina se analizaron por RT-PCR; (Figura 8B) se realiz6 la
gRT-PCR utilizando cebadores para CD84 y RP-2. Los resultados se expresan en niumero de veces de cambio en el
ARNmM de CD84 en células de CLL en comparacion con linfocitos B normales, que se defini6 como 1. El grafico
resume los resultados de tres donantes normales y siete pacientes con CLL; (figuras 8C-E) Histogramas que
muestran la expresion de CD84 (linea gris) o tincién con Ab secundario solo (linea de puntos) en linfocitos B
normales y células CLL. Los graficos resumen los resultados de 4 donantes normales y 18 pacientes con CLL en
porcentaje o MFI; (Figura 8F) Los graficos de puntos muestran la expresién de CD84 y CD5 en células positivas a
CD19 normales (N = 3) y células CLL (N = 4).

Las figuras 9A-J demuestran que los anticuerpos B1 y B4 no provocan apoptosis en las linfocitos B normales. Se
incubaron 1 x 107 células esplénicas B220+ procedentes de ratones C57BL/6 de 6, 8 y 11 meses de edad con los
anticuerpos B1 o B4 o una referencia (IgG2a). 48 h después, se analizd la muerte celular mediante tincion con
anexina-7AAD. Los graficos resumen 3 experimentos independientes, que muestran el nimero de veces de cambio
en los linfocitos B220+ vivas incubados con B1, B4 o un anticuerpo control de isotipo coincidente.

Las figuras 10A-B demuestran que CD84 se expresa en células de estroma. (Figura 10 A) Se purificaron células
CLL, NLC y M210B4 y se examind la expresion de CD84. CD84 y ARNm de actina se analizaron por RT-PCR; (Fig.
10B) Los histogramas muestran la expresion de CD84 (linea negra) o la tincién con Ab secundario solo (linea gris)
en células de CLL, NLC y M210B4.
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Las figuras 11A-G demuestran que el CD84 expresado en las células del estroma regula la supervivencia de las
células de CLL. (Figuras 11A-C) se cultivaron 1,6 x 108 células de CLL con 1 x 10° M210B4, en presencia o
ausencia del hibridoma anti-CD84 B4 (5 pg/ml), o un anticuerpo de referencia. Después de 24 h, se determind la
muerte celular de CLL con tincion con Anexina 7AAD. Se presentan graficos representativos de 3 experimentos
independientes; (figuras 11D-G) ARNsi (ON-TARGETplus SMARTpool, Human CD84 (NM_003874), Dharmacon)
para CD84 o un ARNsi aleatorizado de referencia se transfectd en 0,625 x 10° células M210B4. 18 h después se
afiadieron al cultivo 1 x 10® células de LLC. 48 h después, se recogieron las células de CLL. Se muestran graficos
de puntos representativos. El grafico resume 9 experimentos independientes que muestran células CLL vivas
relativas (promedio + error tipico). *P = 0,04, **P = 3,1x1070.

Las figuras 12A-D demuestran que el bloqueo de CD84 en el estroma con los anticuerpos B1 y B4 reduce la
supervivencia de las células de CLL. Se incubaron 0,625 x 10% células M210B4 con los anticuerpos B1 o B4 o un
anticuerpo de referencia (IgG2a). Después de 1 h, los anticuerpos se lavaron y se afiadieron 1 x 108 células de CLL.
48 h después, se midid la supervivencia celular mediante tincion con anexina-7AAD. El grafico resume 3
experimentos independientes, que muestran el numero de veces de cambio en las células de CLL vivas en
comparacion con las células de CLL incubadas con un estroma tratado con anticuerpos de control de isotipo.

Descripcion de realizaciones especificas de la invenciéon

La presente invencion, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a anticuerpos anti CD84, a las
composiciones que comprenden los mismos y usos de los mismos.

Antes de explicar al menos una realizaciéon de la invencion en detalle, debe entenderse que la invencién no esta
necesariamente limitada en su aplicacion a los detalles expuestos en la siguiente descripcion o ejemplificados por
los ejemplos. La invencién es capaz de otras realizaciones o de ser puesta en practica o llevada a cabo de varias
maneras.

La leucemia linfocitica crénica (CLL) se caracteriza por la acumulacion de linfocitos B CD5+ en la sangre periférica,
los drganos linfoides y la médula 6sea. La principal caracteristica de la enfermedad es la acumulacion de células
malignas debido a la disminucion de la apoptosis. CD84 pertenece a la familia de moléculas activadoras de linfocitos
de sefalizacion de inmunorreceptores, y tiene una funcién desconocida en las células de la CLL. Los presentes
inventores han demostrado previamente que la expresion de CD84 se eleva significativamente desde las primeras
fases de la enfermedad y esta regulada por el factor inhibidor de la migracion de macréfagos y su receptor, CD74.
La activacion de CD84 de la superficie celular inicia una cascada de sefalizacion que mejora la supervivencia de las
células de CLL. Tanto la modulacién por disminuciéon de la expresion de CD84 como su bloqueo inmunomediado
provocan la muerte celular in vitro e in vivo. Ademas, el analisis de muestras procedentes de un estudio clinico en
curso, en el que se trataron pacientes humanos con anti-CD74 humanizado (milatuzumab), muestra una disminucién
en las concentraciones de ARN mensajero de CD84 y proteina en células tratadas con milatuzumab. Esta
disminucion se correlacioné con la reduccién de la expresion de Bcl-2 y Mcl-1. Por lo tanto, la sobreexpresion de
CD84 en la CLL es un importante mecanismo de supervivencia que parece ser un fendmeno inicial en la patogenia
de la enfermedad (Binsky-Ehrenreich et al. E. Pub. 25 de febrero de 2013, Oncogene, WO2010/035259). Estos
resultados sugieren nuevas estrategias terapéuticas basadas en el bloqueo de esta via de supervivencia
dependiente de CD84.

Los presentes inventores se han dado cuenta ahora de que las interacciones homofilicas entre CD84 expresadas en
linfocitos B-CLL y células estromales inducen una sefial de supervivencia en las células cancerosas y retienen
independientemente las células en el entorno estromal de la médula ésea (véanse las figuras 5A-B). Los presentes
inventores han descubierto ademas que CD84 se expresa en varios tipos de células de linfoma (figura 7B y figura 10
A), asi como en diferentes tipos de células estromales. Esto sugiere que CD84 podria estar involucrado en la
interaccion célula-célula entre las células de la CLL y su microentorno (véase la figura 10 A).

Por lo tanto, mientras se analizan nuevos anticuerpos que bloquean la via de supervivencia dependiente de CD84
de la CLL y producen movilizacion de las células de CLL desde la médula ésea, los presentes inventores han
identificado nuevos anticuerpos que provocan apoptosis de las células de CLL y protegen contra la actividad
antiapoptética y la actividad adhesiva de las células estromales cultivadas junto con éstas. Los anticuerpos
procedentes de los hibridomas B1 y B4 pudieron regular por disminucion la secrecion de CCL3 de CLL (Ejemplo 4) y
provocar apoptosis de células CLL purificadas y la estirpe celular Ramos de una manera superior en comparacion
con un anticuerpo anti CD84 aislado previamente descrito en el documento W02010/035259 (Ejemplo 5). Estos
resultados colocan a los anticuerpos presentes como inmunoterapia importante contra la CLL.

Por lo tanto, segun un aspecto de la invencion, se proporciona un método para identificar un supuesto farmaco
contra una neoplasia maligna de linfocitos B (p. €j., B-CLL), comprendiendo el método:

(a) tratar un modelo animal que tiene neoplasia de linfocitos B (p. €j., B-CLL) con un agente de prueba; y

(b) detectar células de neoplasia maligna de linfocitos B (p. €j., B-CLL) en un tejido periférico en comparaciéon con
una médula 6sea del modelo animal tratado como en (a), en donde un aumento en la proporcién en comparacion
con la proporcion antes del tratamiento es indicativo de que el agente de prueba es un supuesto farmaco contra la
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neoplasia maligna de linfocitos B (p. €j., B-CLL).

Como se usa en la presente memoria, "un modelo animal que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B" se refiere
a un mamifero tal como un mamifero no humano que presenta manifestaciones clinicas de una neoplasia maligna
de linfocitos B que incluye la B-CLL. El modelo puede ser un modelo espontaneo, un modelo transgénico o un
modelo de xenoinjerto en el que se trasplantan células malignas de linfocitos B humanas (por ejemplo, linfocitos B-
CLL).

Kurtova et al. Blood. 12 de nov. de 2009; 114 (20): 4441-50 describe varios modelos de ratones transgénicos para
B-CLL. Las investigaciones de estos modelos de ratdn pusieron de manifiesto que la desregulacion de tres vias, la
via Tcl1-Akt, la via TNF-NF-kB y la via antiapoptotica mediada por Bcl2, dan lugar al desarrollo de B-CLL. Si bien la
desregulacion de TCL1 solo produjo un fenotipo B-CLL en ratones, la sobreexpresion de Bcl2 requiri6 la sefializacion
de la via TNF-NF-kB activada de forma anémala para producir el fenotipo de la enfermedad.

Segun una realizacion especifica, el modelo animal se selecciona del grupo que consiste en un modelo de
xenoinjerto inducido por trasplante de CLL humana en ratones y el modelo murino Eu-TCLA1.

Como se emplea en la presente memoria, "un agente de prueba" se refiere a una molécula que disminuye la
expresion o actividad de CD84. El agente de prueba puede ser una molécula pequefia, un agente asintomatico de
acido nucleico (por ejemplo, ARNsi o complementario), un anticuerpo o un péptido (p. €j., una molécula de CD84
soluble que interfiere con las interacciones homofilicas de CD84, como se describe en el documento
W02010/035259).

Segun una realizacion especifica, el agente de prueba es un anticuerpo anti CD84.

La deteccion de linfocitos B malignos (p. €j., linfocitos B-CLL) se puede hacer usando métodos que son bien
conocidos en la técnica y dependen principalmente del modelo utilizado.

Por lo tanto, cuando se utiliza el modelo de xenoinjerto, el seguimiento de la movilizacién se puede realizar
detectando restos humanos en los 6rganos del ratdon. Los ejemplos incluyen, entre otros, el analisis de marcadores
de la superficie celular (CD19 humano) o células tefidas previamente (CFSE+).

Alternativamente o ademas, los linfocitos B humanos malignos (p. €j., linfocitos B-CLL) pueden tehirse (p. €j.,
fluorescencia, tincion con radioisétopos) antes del trasplante para facilitar la deteccion.

Los ejemplos de tejidos periféricos en los que se puede controlar la cantidad de linfocitos B malignos (p. €., linfocitos
B-CLL) incluyen, entre otros, bazo, cavidad peritoneal, sangre periférica, ganglios linfaticos y médula ésea (Durig J.
et al., Cancer Res. 2007; 67: 8653-8661).

La proporcion de linfocitos B malignos (p. €j., linfocitos B-CLL) en un tejido periférico frente a una médula 6sea se
compara con un animal de referencia. Un animal de referencia puede ser el mismo animal antes del tratamiento o el
mismo animal tratado con un agente de referencia (p. ej., PBS o solucion salina) que no afecta la movilizaciéon de
linfocitos B malignos (p. €j., B-CLL).

Como se emplea en la presente memoria, un "aumento” se refiere a un aumento estadisticamente significativo. Por
lo tanto, el aumento puede ser de al menos 2, 5%, 10%, 20%, 50% o mas.

Utilizando la presente metodologia se pueden aislar anticuerpos anti CD84.

Por lo tanto, segun un aspecto de la invencioén, se proporciona un anticuerpo aislado que comprende un dominio de
reconocimiento de antigeno que se une especificamente a CD84 y

(i) disminuye la actividad antiapoptética de células estromales en células de leucemia linfocitica crénica (CLL); y/o
(es decir, ademas o alternativamente)

(i) produce movilizacion de células de CLL desde la médula dsea (a los érganos/tejidos periféricos).

Tal como se usa en la presente memoria, "disminuye" se refiere a una reduccién estadisticamente significativa. Por
lo tanto, la disminucién puede ser de al menos 2, 5%, 10%, 20%, 50% o mas.

Como se usa en la presente memoria, "células estromales” se refiere a células adherentes que residen en la médula
6sea, también denominadas "células estromales de médula". Los ejemplos de estirpes celulares de estroma medular
y estirpes celulares de estroma primario se proporcionan a continuacion en la presente memoria y en Kurtova et al.
anteriormente.

La reduccion de la actividad antiapoptética de las células del estroma se puede detectar por la reduccién de los
factores de supervivencia, como IL-6 (en el estroma), IL-8 (en el estroma) y Bcl-2 (B-CL-2, que se reduce tanto en el
estroma como en la CLL).
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Por lo tanto, segun un aspecto de la invencioén, se proporciona un anticuerpo aislado que comprende un dominio de
reconocimiento de antigeno que comprende regiones determinantes de complementariedad (CDR como se expone
en las SEQ ID NO: 1, NO: 2, NO: 3, NO: 4, NO: 5y NO: 6 (B4), en donde el anticuerpo se une especificamente a
CD84.

Segun una realizacion especifica, el anticuerpo aislado comprende las SEQ ID NO: 4 (CDR1), NO: 5 (CDR2) y NO:
6 (CDR3), (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena ligera de la proteina) y NO: 1 (CDR1), NO: 2
(CDR2) y NO: 3 (CDR3) (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena pesada de la proteina) (Clon B4).

Alternativamente, se proporciona un anticuerpo aislado que comprende un dominio de reconocimiento de antigeno
que comprende regiones determinantes de complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11y
12 (B1), en donde el anticuerpo se une especificamente a CD84.

Segun una realizacion especifica, el anticuerpo aislado comprende las SEQ ID NO: 10 (CDR1), NO: 11 (CDR2) y
NO: 12 (CDR3), (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena ligera de la proteina) y NO: 7 (CDR1), NO: 8
(CDR2) y NO: 9 (CDR3) (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena pesada de la proteina) (Clon B1).

Los anticuerpos de la presente invencion que tienen las CDR mencionadas anteriormente, se denominan en
conjunto "los anticuerpos anti-CD84 de la presente invencion”.

Como se emplea en la presente memoria, el término "CD84" se refiere a una isoforma expresada del gen CD84. Los
ejemplos incluyen, entre otros, Q9UIB8-1, Q9UIB8-2, Q9UIB8-3, Q9UIB8-4, QUIB8-5, Q9UIB8-6 y Q9UIB8-7.

Segun una realizacion especifica, el CD84 se refiere a la isoforma C del CD84, una isoforma del CD84 que se
asigna con los nimeros de acceso AF054815.1 NP_003865.1 (NM_003874, Q9UIB8-3) o las SEQ ID NO: 13 o NO:
14.

La afinidad general del anticuerpo anti CD84 es preferiblemente mayor que aproximadamente 107 M, 1077 M, 108
M, 10° M, 107'°M y como tal es estable en condiciones fisiologicas (p. €j., in vivo) ).

Segun una realizacién especifica, la afinidad es preferiblemente mayor que (es decir, al menos) aproximadamente,
108Mo 10° M, p. €j., 1-50 x 10° M, 1-100 x 10° M, 0,5-50 x 10° M 0 0,5-100 x 10™° M.

Como se usa en la presente memoria, el término "aislado" se refiere a un nivel de pureza tal que la proteina de la
invencion es la forma predominante (p. €j., mas del 50%) en la preparacion. En otras palabras, otros anticuerpos que
se caracterizan por una baja o nula afinidad con CD84 (que excede los valores anteriores) estan presentes en
general en la preparacion en menos del 50% del total de moléculas de anticuerpo de la preparacion. Segun una
realizacion especifica, el anti CD84 esta aislado en la realizacion fisiolégica, p. €j., del cuerpo (p. €j., humano o
animal). Segun una realizacion especifica, el término aislado también significa aislado de una biblioteca, tal como
una biblioteca de presentacion de fagos o lineas o bibliotecas de hibridomas.

El anticuerpo de la presente invencién se une generalmente a la porcion extracelular de CD84 (SEQ ID NO: 15).

Como se emplea en la presente memoria, el término "epitopo” se refiere a cualquier determinante antigénico en un
antigeno al que se une el paratopo de un anticuerpo.

Los determinantes epitdpicos generalmente consisten en grupos de moléculas quimicamente activos en la
superficie, tales como aminoacidos o cadenas laterales de carbohidratos, y generalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

El término "anticuerpo”, tal como se usa en esta invencion, incluye moléculas intactas, asi como sus fragmentos
funcionales, como Fab, F(ab'), y Fv que son capaces de unirse a macrofagos. Estos fragmentos de anticuerpos
funcionales se definen de la manera siguiente: (1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento de unién a antigeno
monovalente de una molécula de anticuerpo, puede producirse por digestion de un anticuerpo completo con la
enzima papaina para producir una cadena ligera intacta y una porcion de una cadena pesada; (2) Fab', el fragmento
de una molécula de anticuerpo que se puede obtener tratando el anticuerpo completo con pepsina, seguido de
reduccion, para producir una cadena ligera intacta y una parte de la cadena pesada; se obtienen dos fragmentos
Fab' por molécula de anticuerpo; (3) (Fab')2, el fragmento del anticuerpo que puede obtenerse tratando el anticuerpo
completo con la enzima pepsina sin reduccion posterior; F(ab'), es un dimero de dos fragmentos Fab' unidos por dos
enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un fragmento modificado genéticamente que contiene la region variable de la
cadena ligera y la region variable de la cadena pesada expresada como dos cadenas; y (5) anticuerpo
monocatenario ("SCA"), una molécula modificada genéticamente que contiene la regién variable de la cadena ligera
y la regién variable de la cadena pesada, unidas por un enlazador polipeptidico adecuado como una molécula
monocatenaria genéticamente fusionada.

Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como los fragmentos de los mismos, son
bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York, 1988).
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Los fragmentos de anticuerpos segun la presente invencién se pueden preparar por hidrélisis proteolitica del
anticuerpo o por expresion en E. coli o células de mamifero (p. €j., cultivo de células de ovario de hamster chino u
otros sistemas de expresion de proteinas) de ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de anticuerpos pueden
obtenerse por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos por métodos convencionales. Por ejemplo,
los fragmentos de anticuerpos pueden producirse por escision enzimatica de anticuerpos con pepsina para
proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab'),. Este fragmento puede ser escindido ademas usando un agente
reductor de tiol, y opcionalmente un grupo bloqueador para los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de
enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes 3.5S Fab'. Alternativamente, una escisiéon enzimatica que
usa pepsina produce dos fragmentos Fab' monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos métodos estan
descritos, por ejemplo, por Goldenberg, patentes de EE.UU. n° 4.036.945 y n° 4.331.647. VVéase también Porter, R.
R. [Biochem. J. 73: 119-126 (1959)]. También se pueden usar otros métodos de escision de anticuerpos, como la
separacion de cadenas pesadas para formar fragmentos de cadenas ligeras-pesadas monovalentes, ademas la
escision adicional de fragmentos u otras técnicas enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se
unan al antigeno que es reconocido por el anticuerpo intacto.

Los fragmentos Fv comprenden una asociacion de cadenas VH y VL. Esta asociacion puede no ser covalente, como
se describe en Inbar et al. [Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 69: 2659-62 (19720]. Alternativamente, las cadenas variables
pueden unirse mediante un enlace disulfuro intermolecular o pueden reticularse mediante productos quimicos tal
como glutaraldehido. Preferiblemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas VH y VL conectadas por un
enlazador peptidico. Estas proteinas monocatenarias de unién al antigeno (sFv) se preparan construyendo un gen
estructural que comprende secuencias de ADN que codifican los dominios VH y VL conectados por un
oligonucledtido. El gen estructural se inserta en un vector de expresion, que se introduce posteriormente en una
célula anfitriona como E. coli. Las células anfitrionas biotecnoldgicas sintetizan una Unica cadena polipeptidica con
un péptido enlazador que une los dos dominios V. Los métodos para producir sFv estan descritos, por ejemplo, por
[Whitlow y Filpula, Methods 2: 97-105 (1991); Bird et al., Science 242: 423-426 (1988); Pack et al., Bio/Technology
11: 1271-77 (1993); y patente de EE.UU n° 4.946.778.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica region determinante de
complementariedad (CDR). Los péptidos de CDR ("unidades de reconocimiento minimo") pueden obtenerse
construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Dichos genes se preparan, por ejemplo,
utilizando la reaccidon en cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable a partir del ARN de células
productoras de anticuerpos. Véase, por ejemplo, Larrick y Fry [Methods, 2: 106-10 (1991)].

Segun una realizacion especifica, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de cualquier subtipo, p. €j., IgG, IgM,
IgA, etc. Segun una realizacion especifica, el anticuerpo es IgG1 o IgG4.

Segun una realizacion especifica, el anticuerpo es una 1gG2a (p. €j., B4, B1) o IgG1 (p. €., B1). Las formas
humanizadas de anticuerpos no humanos (p. €j., murinos) son moléculas hibridas de inmunoglobulinas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de union a
antigeno de anticuerpos) que contienen una secuencia minima procedente de inmunoglobulina no humana. Los
anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos forman
una region determinante complementaria (CDR) del receptor se reemplazan por restos de una CDR de una especie
no humana (anticuerpo donante) como ratén, rata o conejo que tienen la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, los restos del marco Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los restos
no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender restos que no se
encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las CDR o secuencias marco importadas. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente al menos uno, y generalmente dos, dominios variables, en el que todas o
sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado también comprendera 6ptimamente al menos una porcion de una regiéon constante de
inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, un anticuerpo
humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él desde una fuente que no es humana. Estos
restos de aminoacidos no humanos a menudo se denominan restos de importacién, que normalmente se toman de
un dominio variable de importacion. La humanizacion se puede realizar esencialmente siguiendo el método de
Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)], sustituyendo las CDR de roedor o secuencias de CDR por las
secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos humanizados son
anticuerpos hibridos (Pat. de EE.UU. n° 4.816.567), en donde sustancialmente menos de un dominio variable
humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los
anticuerpos humanizados son generalmente anticuerpos humanos en los cuales algunos restos de CDR vy
posiblemente algunos restos de FR estan sustituidos por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

Los anticuerpos humanos también pueden producirse usando diversas técnicas conocidas en la técnica, incluidas
las bibliotecas de presentacion de fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol.
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Biol., 222:581 (1991)]. Las técnicas de Cole ef al. y Boerner et al. también estan disponibles para la preparacion de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77
(1985) y Boerner et al., J. Immunol., 147 (1):86-95 (1991)]. De manera similar, los anticuerpos humanos se pueden
producir mediante la introduccién de locus de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, p. €j., ratones en
los que los genes de inmunoglobulina enddgenos se han inactivado parcial o completamente. Al enfrentarse, se
observa la produccién de anticuerpos humanos, que se asemeja mucho a lo que se ve en seres humanos en todos
los aspectos, incluida la reorganizacién de genes, el ensamblaje, y repertorio de anticuerpos. Este enfoque se
describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n® 5.545.807; n° 5,545.806; n° 5.569.825; n°® 5.625.126; n°
5.633.425; n° 5.661.016, y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783
(1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature
Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern. Rev.
Immunol. 13, 65-93 (1995).

Se apreciara que las secuencias de CDR descritas en la presente memoria puedan implementarse en una
configuracion de anticuerpos biespecificos.

Como se emplea en la presente memoria, anticuerpo "biespecifico" o "bifuncional”, se refiere a un anticuerpo hibrido
artificial que tiene dos pares de cadenas pesadal/ligera diferentes y dos puntos de unién diferentes. Los anticuerpos
biespecificos se pueden producir mediante una variedad de métodos incluida la fusién de hibridomas. Véase, p. €j.,
Songsivilai y Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321; Kostelny et al. (1992) J. Immunol. 148: 1547-1553.
El anticuerpo biespecifico puede unirse a CD84 y a otro objetivo que es de esperar que coopere con CD84 en
procesos bioldgicos, como la apoptosis, o0 que pueda aumentar la especificidad a los linfocitos B malignos (p. €j., B-
CLL). Los ejemplos de dichos objetivos incluyen, entre otros a, CD74, CD19, CD5, receptores de la familia SLAM
(como NTB-A; SLAMF7). Alternativa o ademas, el anticuerpo biespecifico puede unirse a CD84 en un epitopo, que
es distintivo del epitopo al que se unen los anticuerpos B1 o B4. Alternativa o ademas, el anticuerpo biespecifico
puede incluir las CDR B1y B4.

Segun una realizacion especifica, el anticuerpo inhibe las interacciones homofilicas de CD84.

Tal como se emplea en la presente memoria, "interacciones homofilicas de CD84" se refiere a la capacidad de CD84
para autoasociarse fuertemente con una Kd en el intervalo submicromolar; la asociacién esta dirigida por el dominio
Ig-V, formando un dimero homofilico ortogonal. Segun una realizacion especifica, las interacciones homofilicas son
entre el CD84 en la CLL y el CD84 en las células del estroma, asi como entre el CD84 en las células de CLL.

Los métodos para determinar las interacciones homofilicas de CD84 incluyen, entre otros, ARNsi de CD84 en el
estroma, ratones transgénicos de CD84. Las interacciones homofilicas de CD84 se demostraron previamente en
Yan et al., PNAS 2007.

Se ha sugerido anteriormente que las células de CLL pueden manipular activamente su microentorno [Binder M. et
al, PLoS One. 2012. 5 (12): 15992, Neil E Kay et al, Leuk Res. julio de 2007; 31 (7): 899-906]. Especificamente, se
ha demostrado que las células de CLL provocan efectos antiapoptéticos en sus equivalentes estromales en el
cultivo. La interaccién de células del estoma-CLL induce la expresion y secrecion de citocinas especificas (es decir,
IL-6, IL-8) del estroma e induce la expresion de moléculas de adhesién especificas como ICAM-1, mientras que la
expresion de otras moléculas de adhesion permanece inalterada (es decir, VCAM-1) [Plander M. et al., Annals of
Hematology. 2011. 90 (12): 1381-90].

Segun una alternativa o una realizacion adicional, el anticuerpo es capaz de reducir la actividad antiapoptética de las
células estromales en las células de leucemia linfocitica crénica (CLL), asi como la de las células de CLL en las
células estromales.

Como se muestra en la seccion de ejemplos que sigue, las células de CLL cultivadas con células estromales en
presencia o ausencia de un anticuerpo CD84 de algunas realizaciones de la invencién mostraron una reduccion del
gen Bcl-2 antiapoptético (figura 2A) y se repite en la citocina IL-6 (figura 2B). La incubacién con células CLL elevd
las concentraciones de ARNm de Bcl-2 e IL-6 en células estromales, mientras que no se observaron cambios en el
mensaje de VCAM-1.

Curiosamente, el bloqueo de CD84 redujo los niveles del mensaje de Bcl-2 (figura 2A) e IL-6 (figura 2B), mientras
que los niveles de VCAM-1 no se vieron afectados por este bloqueo (figura 2C). La identificacion de los cambios en
la expresion génica (nivel de ARNm) o en la sintesis/secrecion de proteinas puede hacerse usando métodos que
son bien conocidos en la técnica. La expresion de ARNm puede cuantificarse mediante RT-PCR o PCR cuantitativa
en tiempo real, la secrecion de citocinas se puede detectar utilizando ELISA en medio de cultivo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "inhibir" o "disminuir" se refiere a una disminucion
estadisticamente significativa en la expresion génica (p. ej., Bcl-2) o la secreciéon de proteinas (p. €j., IL-6, IL-8 o
CCL3) en al menos el 10%. 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 80% o mas.

Debido a su capacidad para unirse a CD84 e inhibir su funcién (en al menos uno de los modos descritos
anteriormente), el anticuerpo anti CD84 de algunas realizaciones de la invenciéon también se conoce como un
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"anticuerpo bloqueador" o un "anticuerpo neutralizante" y como tal puede utilizarse en aplicaciones terapéuticas.

Por lo tanto, segun un aspecto de la invencion, se proporciona un método para inducir apoptosis en linfocitos B de
un sujeto que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B (p. €j., B-CLL), comprendiendo el método administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-CD84 como se describe en la presente memoria,
induciendo asi la apoptosis en los linfocitos B del sujeto.

Por consiguiente, las presentes instrucciones también contemplan un método para inducir apoptosis en células de
CLL. ElI método comprende poner en contacto las células de CLL con el anticuerpo de la presente invencion
(descrito anteriormente), induciendo asi la apoptosis de las células de CLL.

Segun una realizacion de este aspecto de la invencion, el método se efectia in vivo.
Segun una realizacion de este aspecto de la invencion, el método se efectla ex vivo.
Segun una realizacion de este aspecto de la invencion, el método se efectia in vitro.

Como se emplea en la presente memoria, "inducir apoptosis" se refiere a aumentar el nivel de apoptosis en las
células tratadas en al menos 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70% o incluso mas.

Los métodos para determinar la apoptosis incluyen, entre otros, tincion con Anexina y tincion con rojo magico. Las
caracteristicas especificas de dichos métodos se describen en la secciéon de ejemplos que sigue.

Segun otro aspecto, se proporciona un método para tratar B-CLL en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-CD84 como se describe en la
presente memoria, tratando de este modo la B-CLL.

Aun segun otro aspecto, se proporciona el uso del anticuerpo anti-CD84 como se describe en la presente memoria
en la fabricacion de un medicamento identificado para el tratamiento de una enfermedad maligna de linfocitos B.

Como se usa en la presente memoria, la terminologia "sujeto” o "sujeto que lo necesita" se refiere a un mamifero,
por ejemplo, un sujeto humano, hombre o mujer de cualquier edad, a quien se le haya diagnosticado una
enfermedad maligna de linfocitos B.

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "neoplasia maligna de linfocitos B" se refiere a una neoplasia
maligna de tejidos hematopoyéticos o linfoides que involucra linfocitos B de cualquier subtipo o fase de
diferenciacion (p. €j., linfocitos pre-B prematuros, linfocitos pre-B, linfocitos B maduros, células plasmaticas).

Segun una realizacion, la neoplasia maligna de linfocitos B comprende un linfoma, una leucemia o un mieloma.

Dichas enfermedades incluyen, pero no se limitan a, linfoma de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, linfoma difuso de
linfocitos B grandes (DLBCL), leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (BCLL)/leucemia linfoide cronica (CLL),
leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico pequefio, leucemia mielocitica crénica (LMC), un linfoma de linfocitos B
de la zona marginal extraganglionar - linfoma de tejido linfoide asociado a la mucosa, un linfoma folicular, un linfoma
de células del manto, un linfoma de linfocitos B de la zona marginal ganglionar, un linfoma de Burkitt , una leucemia
de tricoleucocitos, un linfoma primario del sistema nervioso central, un linfoma esplénico de las linfocitos B de la
zona marginal, un linfoma linfoplasmocitico, un linfoma mediastinico primario de las linfocitos B, mieloma mdiltiple,
leucemia linfocitica aguda (también conocida como leucemia linfoblastica aguda o ALL) , leucemia linfoblastica
aguda de células pre-B, leucemia de células plasmaticas, leucemia de células pre-B (p. €j., LLA pre-B), LLA de
células pre-B prematura (p. €j., LLA pre-B prematura) o leucemia linfoblastoide aguda pre-B.

Segun una realizacion, la neoplasia maligna de linfocitos B es B-CLL.

Como se emplea en la presente memoria, el término "B-CLL" o "CLL" se refiere a una proliferacién neoplasica
anormal de linfocitos B. Se considera que la CLL es idéntica a una enfermedad llamada linfoma linfocitico pequefio
(SLL), un tipo de linfoma no hodgkiniano que se presenta principalmente en los ganglios linfaticos. La Organizacion
Mundial de la Salud considera que la CLL y el SLL presentan diferentes fases de la misma enfermedad [Chiorazzi
N., Rai K. R., Ferrarini M. (2005). "Chronic lymphocytic leukemia". N. Engl. J. Med. 352 (8): 804-15].

Como se emplea en la presente memoria, el término "tratar" incluye anular, inhibir sustancialmente, ralentizar o
invertir la evolucion de una afeccion, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos o estéticos de una afecciéon o
prevenir sustancialmente la aparicién de sintomas clinicos o estéticos de una afeccion.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden administrar al sujeto de por si, o en una composicion
farmacéutica donde se mezclan con vehiculos o excipientes adecuados.

Como se emplea en la presente memoria, una "composiciéon farmacéutica" se refiere a una preparacién de uno o
mas de los principios activos descritos en la presente memoria con otros componentes quimicos, tales como
vehiculos y excipientes fisioldgicamente adecuados. El propdsito de una composicion farmacéutica es facilitar la
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administracion de un compuesto a un organismo.

En la presente memoria, la expresion "principio activo” se refiere al agente responsable del efecto bioldgico (es decir,
disminucion en la actividad o expresion de CD84).

En lo sucesivo, las expresiones "vehiculo fisiolégicamente aceptable" y "vehiculo farmacéuticamente aceptable" que
pueden usarse indistintamente se refieren a un vehiculo o diluyente que no causa irritacion significativa a un
organismo y no anula la actividad bioldgica y las propiedades del compuesto administrado. Un adyuvante se incluye
en estas expresiones.

En la presente memoria, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte agregada a una composicion
farmacéutica para facilitar ain mas la administracion de un principio activo. Los ejemplos, sin limitacion, de
excipientes incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares y tipos de almidon, derivados de
celulosa, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulacion y administracion de medicamentos se pueden encontrar en "Remington's
Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, tltima edicion.

Las vias de administraciéon adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracion oral, rectal, transmucosa,
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, incluidas inyecciones intramusculares, subcutaneas e
intramedulares, asi como intratecales, intraventriculares directos, intracardiacos, p. €j., en la cavidad ventricular
derecha o izquierda, en la arteria coronaria comun, inyecciones intravenosas, intraperitoneales, intranasales o
intraoculares.

Alternativamente, se puede administrar la composicion farmacéutica de manera local en lugar de general, por
ejemplo, por inyeccion de la composicion farmacéutica directamente en la region del tejido de un paciente.

El término "tejido" se refiere a parte de un organismo que consiste en un agregado de células que tienen una
estructura similar y/o una funcién comun. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, tejido cerebral, retina, tejido
cutaneo, tejido hepatico, tejido pancreatico, hueso, cartilago, tejido conjuntivo, tejido sanguineo, tejido muscular,
tejido cardiaco, tejido cerebral, tejido vascular, tejido renal, tejido pulmonar, tejido gonadal, tejido hematopoyético.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden fabricar mediante procesos bien conocidos en
la técnica, p. €j., por medio de procedimientos convencionales de mezcla, disolucion, granulacion, fabricacion de
grageas, levigacion, emulsificacion, encapsulacion, oclusion o liofilizacion.

Las composiciones farmacéuticas para su uso segun la presente invencidon pueden formularse de manera
convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares,
que facilitan el tratamiento de los principios activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. La
formulacién adecuada depende de la via de administracion elegida.

Para inyectables, los principios activos de la composicion farmacéutica pueden formularse en soluciones acuosas,
preferiblemente en amortiguadores fisiolégicamente compatibles, tales como solucion de Hank, solucion de Ringer o
amortiguador salino fisiologico. Para la administracion a través de las mucosas, los penetrantes apropiados para la
barrera a permear se usan en la formulacién. Dichos penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

Para administracion oral, la composicién farmacéutica puede formularse facilmente combinando los compuestos
activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos vehiculos permiten que la
composicion farmacéutica se formule en forma de comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes,
lechadas, suspensiones y similares, para ingestion oral por parte de un paciente. Las preparaciones farmacoldgicas
para uso oral se pueden preparar usando un excipiente solido, opcionalmente moliendo la mezcla resultante y
tratando la mezcla de granulos, después de agregar sustancias auxiliares adecuadas si se desea, para obtener
comprimidos o nucleos de grageas. Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como azucares,
incluidos lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparados de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz,
almidon de trigo, almidon de arroz, almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil-celulosa,
hidroxipropilmetil-celulosa, carbometil-celulosa sédica; y/o polimeros fisioldgicamente aceptables tales como
polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden agregar agentes disgregadores, como polivinilpirrolidona
reticulada, agar-agar o acido alginico o una de sus sales, como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas estan provistos de recubrimientos adecuados. Con este propédsito, se pueden usar
soluciones concentradas de azlcar que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol, didxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de disolventes
adecuados. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de grageas para la
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen capsulas duras hechas de gelatina, asi
como capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas
duras pueden contener los principios activos en mezcla con una carga tal como lactosa, aglutinantes tales como
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almidones, lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En las capsulas
blandas, los principios activos pueden disolverse o ponerse en suspension en liquidos adecuados, como aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas, se pueden afadir estabilizantes. Todas las
formulaciones para administracion oral deben estar en dosis adecuadas para la via de administracion elegida.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de
manera convencional.

Para administracion por inhalaciéon nasal, los principios activos para su uso segun la presente invenciéon se
administran convenientemente en forma de una presentacién de atomizador en aerosol desde un envase o un
nebulizador presurizado con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, dicloro tetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la dosis
individual se puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Las capsulas y
cartuchos de, p. €j., gelatina para uso en un dispensador pueden formularse con una mezcla en polvo del compuesto
y una base en polvo adecuada, como lactosa o almidén.

La composicion farmacéutica descrita en la presente memoria puede formularse para administracion parenteral, p.
ej., mediante inyeccion intravenosa rapida o infusidon continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden
presentar en forma farmacéutica individual, p. ej., en ampollas o en recipientes multidosis con opcionalmente, un
conservante agregado. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
aceitosos o0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes
y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de la preparacion
activa en forma soluble en agua. Ademas, las suspensiones de los principios activos pueden prepararse como
suspensiones inyectables apropiadas a base de agua o aceite. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados
incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos tales como oleato de
etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias, que aumentan la
viscosidad de la suspensioén, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los
principios activos para permitir la preparacion de soluciones muy concentradas.

Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para la disolucién con un vehiculo adecuado, p.
€j., una solucion a base de agua esterilizada y exenta de pir6genos, antes de su uso.

La composicién farmacéutica de la presente invencién también puede formularse en composiciones rectales tales
como supositorios o enemas de retencion, usando, p. €j., bases de supositorio convencionales tales como manteca
de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en el contexto de la presente invencion incluyen
composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propdsito
pretendido. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente efectiva significa una cantidad de principios activos
eficaces para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de un trastorno (p. €j., una neoplasia maligna de linfocitos B
incluida la B-CLL) o prolongar la supervivencia del sujeto que esta siendo tratado. En una realizacién especifica, la
cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para inducir apoptosis de linfocitos B de una neoplasia maligna de
linfocitos B (p. €j., inducir la apoptosis de linfocitos B-CLL).

La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica,
especialmente a la luz de la descripcion detallada proporcionada en la presente memoria.

Para cualquier preparacion utilizada en los métodos de la invencion, la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos in vitro y de cultivo celular. Por ejemplo, una dosis puede
formularse en modelos animales para conseguir una concentracién o valor deseado. Dicha informaciéon puede
utilizarse para determinar con mayor precision las dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los principios activos descritos en la presente memoria pueden determinarse
por procedimientos farmacéuticos normalizados in vitro, en cultivos celulares o en animales experimentales.

Un modelo animal B-CLL tal como el hibrido de raton NOD-SCID como se describié anteriormente [Shimoni A,
Marcus H., Canaan A., et al. A model for human B-chronic lymphocytic leukemia in human/mouse radiation chimera:
evidence for tumor-mediated suppression of antibody production in low-stage disease. Blood. 1997; 89: 2210-2218],
se puede usar para determinar la eficacia terapéutica de los anticuerpos de la presente invencion in vivo. Las células
mononucleares de sangre periférica humana de pacientes con B-CLL en diferentes fases de la enfermedad se
transfieren mediante inyeccion intraperitoneal. Este sistema apoya la supervivencia a largo plazo de las células
tumorales humanas. Los ratones hibridos se tratan con los anticuerpos de la presente invencion durante diferentes
periodos de tiempo, y a continuacion se evalla el efecto sobre el injerto de las células y la supervivencia.

Los datos obtenidos de estos ensayos in vitro y de cultivos celulares y estudios en animales se pueden usar para
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formular un intervalo de dosis para su uso en seres humanos. La dosificacion puede variar segun la forma galénica
empleada y la via de administracion utilizada. Cada meédico puede elegir la formulacién exacta, la via de
administracion y la dosis en funciéon del estado del paciente. (Véase, p. ej., Fingl, et al, 1975, en "The
Pharmacological Basis of Therapeutics”, cap. 1, pag. 1).

La cantidad de dosis y el intervalo pueden ajustarse individualmente para proporcionar (tejido) los niveles del
principio activo son suficientes para inducir o suprimir el efecto biolégico (concentracion minima eficaz, MEC). La
MEC variara para cada preparacion, pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las dosis necesarias para
conseguir la MEC dependeran de las caracteristicas individuales y de la via de administracién. Se pueden usar
ensayos de deteccion para determinar las concentraciones plasmaticas.

Dependiendo de la gravedad y la capacidad de respuesta de la afeccion a tratar, la administracion puede ser de una
sola o de varias administraciones, con un ciclo de tratamiento que puede durar desde varios dias hasta varias
semanas o hasta que se realice la cura o se consiga la disminucion de la enfermedad.

La cantidad de una composicion a administrar dependera, por supuesto, del sujeto a tratar, la gravedad de la
afeccion, la forma de administracion, el criterio del médico, etc.

Las composiciones de la presente invencion pueden presentarse, si se desea, en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un equipo aprobado por la FDA, que puede contener una o mas formas galénicas unitarias
que contienen el principio activo. El envase puede comprender, por ejemplo, una lamina de metal o plastico, tal
como un envase blister. El envase o dispositivo dispensador puede ir acompafado de instrucciones para la
administracion. El envase o dispensador también puede acomodarse mediante un aviso relacionado con el
recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacién, uso o venta de
productos farmacéuticos, cuyo aviso refleja la aprobacién por parte de la agencia de la forma de las composiciones o
la administracion humana o veterinaria. Dicho aviso, por ejemplo, puede ser del etiquetado aprobado por la U.S.
Food and Drug Administration para medicamentos con receta o de un prospecto de producto aprobado. Las
composiciones que comprenden un preparado de la invencién formulado en un vehiculo farmacéutico compatible
también pueden prepararse, colocarse en un recipiente apropiado y etiquetarse para el tratamiento de una afeccion
indicada, como ademas se detallé anteriormente.

Para mejorar la eficacia terapéutica, los anticuerpos de la presente invencion pueden administrarse ademas junto
con el tratamiento convencional para una neoplasia maligna de linfocitos B (p. €j., para B-CLL), como quimioterapia,
radioterapia, bioterapia, p. €j., inmunoterapia o trasplante de médula 6sea.

La siguiente es una lista no limitativa de ejemplos de tratamientos convencionales para B-CLL.

Analogos de purina - fludarabina o clorambucilo se usan generalmente en este tipo de tratamientos. Anticuerpos
monoclonales - Anticuerpos monoclonales tales como alemtuzumab (dirigido contra CD52) y rituximab (dirigido
contra CD20) se usan generalmente en este tipo de tratamientos.

Poliquimioterapia - Las opciones de la poliquimioterapia generalmente se usan en la CLL recién diagnosticada y en
recaida. Recientemente, los ensayos aleatorios han demostrado que las combinaciones de analogos de purina
(fludarabina) con agentes alquilantes (ciclofosfamida) producen mayores tasas de respuesta y una mayor
supervivencia sin progresion que los agentes por separado: p. ej., FC (fludarabina con ciclofosfamida); FR
(fludarabina con rituximab); FCR (fludarabina, ciclofosfamida y rituximab); CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina y prednisolona).

Trasplante alogénico de médula 6sea (células madre) - Rara vez utilizado como tratamiento de primera linea para
una enfermedad maligna de linfocitos B (p. €j., CLL) debido a su riesgo. Existe un interés creciente en el uso del
trasplante alogénico de células madre de intensidad reducida, que ofrece la posibilidad de curacién para pacientes
seleccionados con un donante adecuado.

La capacidad de los anticuerpos de la presente invencién para unirse a linfocitos B-CLL que expresan CD84 impulsa
su uso en aplicaciones de diagndstico.

Por lo tanto, segun un aspecto de la invencion, se proporciona un método para diagnosticar una neoplasia maligna
de linfocitos B (p. €j., B-CLL) en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica del sujeto con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
1-8 en condiciones que permitan la formacion de inmunocomplejos entre la isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 14) y
dicho anticuerpo; y

(b) determinar un nivel de dichos inmunocomplejos en dicha muestra bioldgica, en donde un aumento en el nivel de
dichos inmunocomplejos mas alla de un umbral predeterminado con respecto a un nivel de dichos inmunocomplejos
en una muestra biolégica de un individuo sano es indicativo de la neoplasia maligna de linfocitos B ( p. €j., B-CLL).

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "diagnosis" o "diagndstico" se refiere a la clasificacion de
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una patologia (p. €j., cancer, p. €j., cancer de linfocitos B, como leucemia, p. €j., leucemia linfoide crénica (CLL), p.
ej., B-CLL).

Segun este aspecto de la invencion, el término "sujeto" o "sujeto que lo necesita" se refiere a un mamifero, p. €j., un
sujeto humano que tiene una revision de rutina o un examen de la patologia, asi como a un sujeto que esta en
situacion de riesgo de tener la patologia tal como debido a antecedentes familiares, factores ambientales y/o un
sujeto que presenta signos clinicos sospechosos de la patologia. Algunos signos clinicos de una neoplasia maligna
de linfocitos B, incluida la B-CLL, incluyen, entre otros, la predisposicion a infecciones repetidas, como neumonia,
herpes simple labial y herpes z6ster; ganglios linfaticos agrandados; saciedad precoz y/o molestias abdominales que
pueden estar relacionadas con un bazo agrandado; hemorragia mucocutanea y/o petequias que pueden deberse a
trombocitopenia; cansancio y fatiga debido a anemia; fiebres, escalofrios y sudores nocturnos y pérdida de peso;
anemia hemolitica autoinmunitaria.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "isoforma C de CD84" se refiere a la isoforma de CD84 que se
asigna con los nimeros de acceso AF054815.1 NP_003865.1 (NM 003874, Q9UIB8-3). SEQ ID NO: 13y n°® 14.

Los ejemplos de "muestras biolégicas" incluyen, entre otros, sangre completa, suero, plasma, liquido
cefalorraquideo, orina, liquidos linfaticos y diversas secreciones externas de vias respiratorias, intestinos y aparato
genitourinario, lagrimas, saliva, leche asi como leucocitos, células, tejidos, cultivo celular, p. €j., cultivo primario.
Segun una realizacion especifica, la muestra biolégica comprende linfocitos B.

Los linfocitos B malignos (p. €j., linfocitos B-CLL) pueden obtenerse de la sangre, la médula dsea, el bazo y/o los
ganglios linfaticos.

La concentracién de isoforma C de CD84 puede determinarse en proteinas (nivel de expresion y/o actividad) o en
ARNm (p. gj., RT-PCR, PCR en tiempo real, etc.).

La siguiente es una lista no restrictiva de ejemplos de métodos para determinar una concentracion de CD84C
utilizando el anticuerpo de la presente invencion.

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA): Este método implica una reaccion entre una enzima y un
sustrato. Una muestra bioldégica que comprende CD84C se coloca en un placa con micropocillos. El anticuerpo
especifico de CD84 acoplado a una enzima se aplica y se deja que se una al sustrato. La presencia del anticuerpo
se detecta y cuantifica a continuacién por una reaccién colorimétrica que emplea la enzima acoplada al anticuerpo.
Las enzimas normalmente empleadas en este método incluyen la peroxidasa de rabano picante y la fosfatasa
alcalina. Si esta bien calibrado y dentro del intervalo lineal de respuesta, la cantidad de sustrato presente en la
muestra es proporcional a la cantidad de color producida. Generalmente se emplea un patron de sustrato para
mejorar la precision cuantitativa.

Inmunotransferencia Western. Este método implica la separacién de un sustrato de otra proteina por medio de un
gel de acrilamida seguido de la transferencia del sustrato a una membrana (p. €j., nailon o PVDF). La presencia del
sustrato se detecta a continuacion mediante anticuerpos especificos del sustrato (se usa el anticuerpo anti-CD84
descrito en la presente memoria), que a su vez se detectan mediante reactivos de unién a anticuerpos. Los reactivos
de unién a anticuerpos pueden ser, por ejemplo, proteina A u otros anticuerpos. Los reactivos de union a
anticuerpos pueden estar marcados radiactivamente o ligados a enzimas como se describe anteriormente en la
presente memoria. La deteccion puede ser por autorradiografia, reaccion colorimétrica o quimioluminiscencia. Este
método permite tanto la cuantificacién de una cantidad de sustrato como la determinacién de su identidad por una
posicion relativa en la membrana lo que es indicativo de una distancia de migracién en el gel de acrilamida durante
la electroforesis.

Radioinmunoanalisis (RIA): En una version, este método implica la precipitacion de la proteina deseada (es decir, el
sustrato) con un anticuerpo especifico de CD84, como se describe en la presente memoria, y la proteina de union
del anticuerpo radiomarcado (p. €j., la proteina A marcada con 1'? ) inmovilizado sobre un vehiculo precipitable tal
como perlas de agarosa. El numero de recuentos en el sedimento precipitado es proporcional a la cantidad de
sustrato.

En una versién alternativa del RIA, se emplean un sustrato marcado y una proteina de unién a anticuerpos sin
marcar. Una muestra que contiene una cantidad desconocida de sustrato se agrega en cantidades variables. La
disminucién en los recuentos precipitados del sustrato marcado es proporcional a la cantidad de sustrato en la
muestra agregada.

Clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS): Este método implica la deteccion de un sustrato in situ
en células mediante anticuerpos especificos del sustrato, es decir, el anticuerpo CD84. Los anticuerpos especificos
del sustrato estan unidos a fluoréforos. La deteccion se realiza mediante una maquina de clasificacion de células
que lee la longitud de onda de la luz emitida desde cada célula a medida que pasa a través de un haz de luz. Este
método puede emplear dos 0 mas anticuerpos simultaneamente.

Analisis inmunohistoquimico: Este método implica la deteccién de un sustrato in situ en células fijas por anticuerpos
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especificos de sustrato, es decir, un anticuerpo anti-CD84 como se describe en la presente memoria. Los
anticuerpos especificos del sustrato pueden estar ligados a enzimas o ligados a fluoréforos. La deteccion se realiza
por microscopia y evaluacion subjetiva o automatica. Si se emplean anticuerpos ligados a enzimas, puede requerirse
una reaccion colorimétrica. Se apreciara que la inmunohistoquimica a menudo vaya seguida de una tincién por
contraste de los nucleos celulares utilizando, por ejemplo, tincion con hematoxilina o Giemsa.

Como se menciond, un aumento en la concentraciéon de CD84C mas alla de un umbral predeterminado con respecto
a la concentracion del mismo en una muestra similar de un individuo sano es indicativo de la enfermedad (p. €j., B-
CLL).

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "muestra biolégica de un individuo sano" se refiere a una
muestra de referencia no afectada tomada de un sujeto sano (se sabe que no tiene una neoplasia maligna de
linfocitos B tal como B-CLL) o del mismo sujeto antes de la aparicion de la neoplasia maligna de las linfocitos B, p.
€j., B-CLL (es decir, sano). Dado que las caracteristicas bioldgicas dependen, entre otras cosas, de la especie y la
edad, es preferible que la saliva de referencia provenga de un sujeto de la misma especie y edad. Alternativamente,
los datos de referencia pueden tomarse de bases de datos y bibliografia. Se apreciara que la muestra de referencia
también puede tomarse del sujeto enfermo en un momento determinado, para analizar la evolucion (es decir, el
seguimiento) de la enfermedad.

El término "aumento” segun una realizacion especifica debe ser estadisticamente significativo.

Una vez se hace el diagndstico, el sujeto puede ser informado de la enfermedad, es decir, de su presencia o
ausencia y posibles tratamientos para la neoplasia maligna de linfocitos B, p. €j., B-CLL.

Para mejorar la sensibilidad del ensayo, el método puede comprender ademas corroborar el diagnéstico usando un
ensayo de diagndstico seleccionado de la expresion del marcador de superficie distintivo de dicha isoforma ¢ de
CD84, analisis de cariotipo y mutaciones de la estirpe germinativa.

A continuacion se incluye una lista no restrictiva de dichos ensayos/marcadores que pueden utilizarse para
corroborar el diagndstico de una neoplasia maligna de linfocitos B como la B-CLL.

Marcadores de la superficie celular - Los linfocitos B-CLL normalmente presentan antigenos de la superficie de los
linfocitos B, como lo demuestran los anticuerpos monoclonales CD19, CD20, CD21 y CD23. Ademas, expresan
CD5, que se suele encontrar mas en los linfocitos T. Debido a que los linfocitos B CD5* normales estan presentes en
la zona del manto (MZ) de los foliculos linfoides, la B-CLL es muy probablemente una neoplasia maligna de una
subpoblacién basada en MZ de células autorreactivas anérgicas dedicadas a la produccién de autoanticuerpos
naturales polirreactivos. Las linfocitos B-CLL expresan niveles extremadamente bajos de inmunoglobulina de la
membrana superficial, con mayor frecuencia inmunoglobulina M (IgM) o IgM/IgD e IgD. Ademas, también expresan
niveles extremadamente bajos de una sola cadena ligera de inmunoglobulina (kappa o lambda).

Analisis genético - Se observa un cariotipo anormal en la mayoria de los pacientes con CLL. La anomalia mas
frecuente es la eliminacion de 13q, que se produce en mas del 50% de los pacientes. Los individuos que muestran
anomalias en 13q14 tienen una enfermedad relativamente benigna que generalmente se manifiesta como una
linfocitosis aislada estable o de evolucion lenta.

La presencia de la trisomia 12, que se observa en el 15% de los pacientes, se asocia a la morfologia atipica y la
enfermedad progresiva. La eliminacion en el brazo corto del cromosoma 17 se ha asociado con la evolucién rapida,
remision corta y disminucion de la supervivencia general en la CLL. Las eliminaciones de 17p13 estan asociadas a
la pérdida de la funcion del gen p53 supresor de tumores. Las eliminaciones de las bandas 11922-q23, observadas
en el 19% de los pacientes, se asocian a una afectacion extensa de los ganglios linfaticos, una enfermedad agresiva
y una supervivencia mas corta.

Las técnicas mas sensibles han demostrado anomalias del cromosoma 12. Cuarenta a 50% de los pacientes no
muestran anomalias cromosomicas en estudios citogenéticos convencionales. Sin embargo, el 80% de los pacientes
tendran anomalias detectables por hibridacion in situ con fluorescencia (FISH). Aproximadamente el 2-5% de los
pacientes con B-CLL presentan un fenotipo de linfocitos T.

Las investigaciones también han identificado una serie de caracteristicas genéticas y marcadores de alto riesgo que
incluyen la cadena pesada variable de inmunoglobulina de la estirpe germinativa (IgVy), el uso del gen V3-21 de
IgVh , la expresion de CD38 aumentada, la expresion de Zap70 aumentada, concentraciones elevadas de beta-2-
microglobulina en suero , actividad aumentada de timidina quinasa sérica, tiempo corto de duplicacion de linfocitos
(<6 meses) y aumento de las concentraciones séricas de CD23 soluble. Estas caracteristicas se han relacionado
con la evolucién rapida, la remision corta, la resistencia al tratamiento y la supervivencia general reducida en
pacientes con B-CLL.

Mutaciones en la estirpe germinativa - Se ha demostrado que la estirpe germinativa IgVy indica un prondstico
insuficiente. Los estudios han demostrado que estos pacientes también tienen una evolucién mas temprana de B-
CLL después del tratamiento con quimioterapia. El uso de determinados genes de IgVy , V3-21, también se ha
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relacionado con un prondstico insuficiente independientemente del estado mutacional de IgV.

Para cualquiera de los propdsitos clinicos anteriores (diagndstico o terapéutico), el anticuerpo anti-CD84 de la
presente invencion puede unirse (conjugarse o acoplarse) a un agente farmacéutico.

Por consiguiente, el anticuerpo puede unirse a un agente farmacéutico.

Como se emplea en la presente memoria, un agente farmacéutico puede ser un farmaco (usado en el tratamiento) o
un resto detectable.

Varios tipos de restos detectables o indicadores pueden conjugarse con las proteinas de la invencion. Estos
incluyen, pero no se limitan a, un isétopo radioactivo (como ['?®lyodo), un producto quimico fosforescente, un
producto quimico quimioluminiscente, un producto quimico fluorescente (fluoréforo), una enzima, un polipéptido
fluorescente, una etiqueta de afinidad, y moléculas ( agentes de contraste) detectables por tomografia por emision
de positrones (PET) o resonancia magnética nuclear (MRI).

Los ejemplos de fluoréforos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceina
(FITC), Cy-chrome, rodamina, proteina verde fluorescente (GFP), proteina azul fluorescente (BFP), rojo Texas, PE-
Cy5 y similares. Para obtener orientacion adicional con respecto a la seleccion de fluoréforos, métodos de
acoplamiento de fluoréforos con varios tipos de moléculas véase Richard P. Haugland, "Molecular Probes:
Handbook of Fluorescent Sones and Research Chemicals 1992-1994", 52 ed., Molecular Probes, Inc. (1994) ; Pat.
de EE.UU. n° 6.037.137 de Oncoimmunin Inc.; Hermanson, "Bioconjugate Techniques", Academic Press Nueva
York, N.Y. (1995); Kay M. et al., 1995. Biochemistry 34: 293; Stubbs et al., 1996. Biochemistry 35: 937; Gakamsky D.
et al., "Evaluating Receptor Stoichiometry by Fluorescence Resonance Energy Transfer", en "Receptors: A Practical
Approach”, 22 ed. , Stanford C. y Horton R. (eds.), Oxford University Press, Reino Unido (2001); Pat. de EE.UU. n°
6.350.466 de Targesome, Inc.]. Los métodos de deteccion por fluorescencia que pueden usarse para detectar el
anticuerpo cuando se conjugan con un resto fluorescente detectable incluyen, por ejemplo, citometria de flujo
activada por fluorescencia (FACS), microscopia confocal de inmunofluorescencia, hibridacion in situ de fluorescencia
(FISH) y transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET).

Se pueden acoplar numerosos tipos de enzimas al anticuerpo de la invencion [p. ej., peroxidasa de rabano picante
(HPR), beta-galactosidasa y fosfatasa alcalina (AP)] y la deteccion de anticuerpos conjugados con enzimas se
puede realizar usando ELISA (p. €j., en solucién ), ensayo inmunohistoquimico ligado a enzimas (p. €j., en un tejido
fijo), ensayo de quimioluminiscencia ligado a enzimas (p. ej., en una mezcla de proteinas separadas por
electroforesis) u otros métodos conocidos en la técnica [véase, p. €j., Khatkhatay M. I. y Desai M., 1999. J.
Immunoassay 20:151-83; Wisdom G. B., 1994. Methods Mol. Biol. 32: 433-40; Ishikawa E. et al., 1983. J.
Immunoassay 4: 209-327; Oellerich M., 1980. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 18: 197-208; Schuurs A. H. y van
Weemen B. K., 1980. J. Immunoassay 1: 229-49).

Una etiqueta de afinidad (o un miembro de un par de unién) puede ser un antigeno identificable por un anticuerpo
correspondiente [p. €j., digoxigenina (DIG) que se identifica por un anticuerpo anti-DIG) o una molécula que tiene
una alta afinidad hacia la etiqueta [p. ej., estreptavidina y biotina]. El anticuerpo o la molécula que se une a la
etiqueta de afinidad se pueden marcar por fluorescencia o conjugar con la enzima como se describié anteriormente.

Se pueden emplear diversos métodos, ampliamente puestos en practica en la técnica, para acoplar una molécula de
estreptavidina o biotina al anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, se puede acoplar una molécula de biotina al
anticuerpo de la invencién mediante la secuencia de reconocimiento de una proteina ligasa de biotina (p. €j., BirA)
como se describe en el apartado Ejemplos que sigue y en Denkberg, G. et al., 2000. Eur. J. Immunol. 30: 3522-
3532. Alternativamente, una molécula de estreptavidina puede acoplarse a un fragmento de anticuerpo, como un Fv
monocatenario, esencialmente como se describe en Cloutier S. M. et al., 2000. Molecular Immunology 37: 1067-
1077; Dubel S. et al., 1995. J. Immunol. Methods 178: 201; Huston J. S. et al., 1991. Methods in Enzymology 203:
46; Kipriyanov S. M. et al., 1995. Hum. Antibodies Hybridomas 6:93; Kipriyanov S. M. et al., 1996. Protein
Engineering 9: 203; Pearce L. A. et al., 1997. Biochem. Molec. Biol. Intl. 42: 1179-1188).

Los restos funcionales, tales como fluoréforos, conjugados con estreptavidina estan disponibles en el mercado en
esencialmente todos los proveedores principales de reactivos de citometria de flujo por inmunofluorescencia (por
ejemplo, Pharmingen o Becton-Dickinson).

Como se emplea en la presente memoria, "farmaco" se refiere a un principio terapéuticamente activo como una
molécula pequefia (p. €j., quimioterapia), una toxina, una proteina, un lipido, un carbohidrato o una de sus
combinaciones.

Alternativamente o ademas, las proteinas pueden acoplarse (o conjugarse) a restos no proteicos que aumentan su
biodisponibilidad y vida media en la circulacion.

La expresion "resto no proteico”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a una molécula que no incluye
aminoacidos unidos a péptidos que estan acoplados a la proteina descrita anteriormente. Los restos no proteicos y
preferiblemente atdxicos ejemplares que se pueden usar segun las presentes instrucciones incluyen, pero no se
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limitan a, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP), poli(anhidrido comaleico y estireno) (SMA) y copolimero de
de éter divinilico y anhidrido maleico (DIVEMA).

Dicha molécula es muy estable (resistente a la actividad proteolitica in vivo probablemente debido al impedimento
estérico conferido por el resto no proteico) y puede producirse utilizando métodos comunes de sintesis en fase
soélida que son econémicos y muy eficientes, como se describe mas adelante en la presente memoria. Sin embargo,
se apreciara que todavia se pueden usar técnicas biotecnoldgicas, por lo que el producto peptidico biotecnolégico se
somete a modificacion in vitro (p. ej., PEGilacién como se describe ademas a continuacion).

Por lo tanto, dichos restos atéxicos no proteicos también pueden acoplarse a las proteinas mencionadas
anteriormente para favorecer la estabilidad y posiblemente la solubilidad de las moléculas.

La bioconjugacion de dicho resto no proteico (como la PEGilacién) puede conferir a las proteinas la secuencia de
aminoacidos con estabilidad (p. ej., contra las actividades de la proteasa) y/o solubilidad (p. €j., dentro de un fluido
bioldgico, como la sangre, el fluido digestivo), a la vez que conserva su actividad bioldgica y prolonga su vida media.

La bioconjugacion presenta ventajas particularmente en casos de proteinas terapéuticas que presentan una vida
media corta y una rapida depuracion de la sangre. El aumento de las vidas medias de las proteinas bioconjugadas
en el plasma se debe al aumento en el tamafio de los conjugados de proteinas (lo que limita su filtracion glomerular)
y la disminucion de la protedlisis debido al impedimento estérico del polimero. En general, cuantas mas cadenas de
polimeros se unen por péptido, mayor es la extension de la vida media. Sin embargo, se toman medidas para no
reducir la actividad especifica de la proteina de la presente invencion (p. €j., la union a CD84).

La bioconjugacion de la proteina con PEG (es decir, la PEGilacion) puede efectuarse utilizando derivados de PEG
como los ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) de acidos carboxilicos de PEG, monometoxi-PEG,-NHS, éster
succinimidilico de PEG carboximetilado (SCM-PEG), derivados de carbonato de benzotriazol de PEG, éteres
glicidilicos de PEG, carbonatos de pEG-nitrofenilo (PEG-NPC, tal como metoxi PEG-NPC), PEG aldehidos, disulfuro
de PEG-ortopiridilo, PEG activados con carbonildimidazol, PEG-tiol, PEG-maleimida. Dichos derivados de PEG
estan disponibles en el mercado en varios pesos moleculares [Véase, p. €j., Catalog, Polyethilene Glycol and
Derivatives, 2000 (Shearwater Polymers, Inc., Huntsville, Alabama)]. Si se desea, muchos de los derivados
anteriores estan disponibles en una forma monometoxiPEG (mPEG) monofuncional. En general, el PEG agregado a
la secuencia de aminoacidos de CCL1 de la presente invencion debe variar desde un peso molecular (PM) de varios
cientos de Dalton a aproximadamente 100 kDa (p. €j., entre 3 y 30 kDa). Se puede usar PEG de PM mayor, pero
puede dar como resultado alguna pérdida de rendimiento de péptidos PEGilados. También debe observarse la
pureza de las moléculas de PEG mas grandes, ya que puede ser dificil obtener un PEG de PM mas grande de
pureza tan grande como la que puede obtenerse para PEG de PM mas bajo. Es preferible usar PEG de al menos
85% de pureza, y mas preferiblemente de al menos 90% de pureza, de 95% de pureza o mayor. La PEGilacion de
moléculas se expone mas a fondo, por ejemplo, en Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic Press San
Diego, California (1996), en el capitulo 15 y en Zalipsky et al., "Succinimidyl Carbonates of Polyethylene Glycol", en
Dunn and Ottenbrite, eds., Drogas poliméricas y sistemas de administracion de farmacos, American Chemical
Society, Washington, DC (1991). Es preferible usar PEG de al menos 85% de pureza, y mas preferiblemente de al
menos 90% de pureza, 95% de pureza o mayor. La PEGilacion de moléculas se discute mas a fondo, por ejemplo,
en Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic Press San Diego, California (1996), en el Capitulo 15 y en
Zalipsky et al., "Succinimidyl Carbonates of Polyethylene Glycol", en Dunn and Ottenbrite, eds., Polymeric Drugs and
Drug Delivery Systems, American Chemical Society, Washington, D.C. (1991).

Se pueden emplear diversas quimicas de conjugacion de PEG activado, tales como PEG-maleimida, PEG-
vinilsulfona (VS), PEG-acrilato (AC), disulfuro de PEG-ortopiridilo. Los métodos para preparar moléculas de PEG
activadas son conocidos en la técnica. Por ejemplo, PEG-VS puede prepararse bajo argdon haciendo reaccionar una
solucion de diclorometano (DCM) del PEG-OH con NaH y a continuacion con divinilsulfona (relaciones molares: OH
1: NaH 5: divinil sulfona 50, a 0,2 gramos de PEG/mL DCM). PEG-AC se fabrica bajo argén haciendo reaccionar una
solucion de DCM de PEG-OH con cloruro de acriloilo y trietilamina (relaciones molares: OH 1: cloruro de acriloilo 1,5:
trietilamina 2, a 0,2 gramos de PEG/mlI DCM). Dichos grupos quimicos se pueden unir a moléculas de PEG
linealizadas, de 2 brazos, de 4 brazos o de 8 brazos. Se apreciara que los anticuerpos de la invenciéon pueda
producirse utilizando ingenieria genética (donde un polinucledtico que codifica el anticuerpo de la invencion se
introduce en una célula anfitriona apropiada donde se sintetiza el anticuerpo. Ejemplos de secuencias se
proporcionan en las SEQ. ID. NO: 26 y NO: 27) o por sintesis quimica tal como por técnicas en fase sélida.

Como se emplea en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a £ 10%.

Los términos "comprende”, "que comprende”, "incluye", "incluido”, "que tiene" y sus conjugados significan "incluido
pero no limitado a".

El término "que consiste en" significa "incluido y limitado a".

El término "que consiste esencialmente en" significa que la composicion, el método o la estructura pueden incluir
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, pasos y/o partes adicionales no alteran
materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la composicion, método o estructura reivindicados.
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Como se usa en la presente memoria, la forma singular "un" y "el" incluyen referencias plurales y femeninas a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la expresién "un compuesto” o "al menos un
compuesto" puede incluir una pluralidad de compuestos, incluidas sus mezclas.

En toda esta solicitud, varias realizaciones de esta invencion pueden presentarse en un formato de intervalo. Debe
entenderse que la descripcion en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no debe
interpretarse como una limitacion inflexible en el alcance de la invencion. Por consiguiente, debe considerarse que la
descripcion de un intervalo tiene que describir especificamente todos los subintervalos posibles, asi como los
valores numeéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, debe considerarse que la descripcion de un
intervalo tal como de 1 a 6 ha descrito especificamente subintervalos tales comode 1a3,de1a4,de1ab5,de2a
4,de 2 a 6, de 3 a 6, etc., asi como a cada uno de los nimeros dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5y 6.
Esto se aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Siempre que se indica un intervalo numérico en la presente memoria, significa que incluye cualquier numero citado
(fraccionario o entero) dentro del intervalo indicado. Las frases "que varia/varia entre" un primer nimero indicado "y"
un segundo numero indicado se emplean en la presente memoria indistintamente y se pretende que incluyan el

primer y segundo numeros indicado y todos los nimeros fraccionarios y enteros entre ellos.

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "método" se refiere a maneras, medios, técnicas y
procedimientos para llevar a cabo una tarea dada, incluidos, entre otros, esas maneras, medios, técnicas y
procedimientos conocidos o desarrollados facilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos de los profesionales de las técnicas quimicas, farmacolégicas, bioldgicas, bioquimicas y médicas.

Cuando se hace referencia a listas de secuencias concretas, debe entenderse que dicha referencia también abarca
secuencias que corresponden sustancialmente a su secuencia complementaria incluidas variaciones de secuencia
menores, que resultan de, p. €j., errores de secuenciacion, errores de clonacion u otras alteraciones que dan lugar a
la sustitucion de bases , eliminacion de bases o adicion de bases, siempre que la frecuencia de dichas variaciones
sea menor que 1 en 50 nucleétidos, alternativamente, menor que 1 en 100 nucleétidos, alternativamente, menor que
1 en 200 nucledtidos, alternativamente, menor que 1 en 500 nucledtidos, alternativamente , menos de 1 en 1.000
nucledtidos, alternativamente, menos de 1 en 5.000 nucleédtidos, alternativamente, menos de 1 en 10.000
nucleotidos.

Se aprecia que determinadas caracteristicas de la invencién, que se describen, por claridad, en el contexto de
realizaciones independientes, también pueden proporcionarse en combinacion en una Unica realizacion. A la
inversa, varias caracteristicas de la invenciéon, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica
realizacion, también se pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinaciéon adecuada o como sea
adecuado en cualquier otra realizacion descrita de la invencién. Determinadas caracteristicas descritas en el
contexto de varias realizaciones no deben considerarse caracteristicas esenciales de esas realizaciones, a menos
que la realizacién sea inoperante sin esos elementos.

Varias realizaciones y aspectos de la presente invencién, tal como se describe anteriormente en la presente
memoria y como se reivindica en el apartado reivindicaciones a continuacion, encuentran apoyo experimental en los
siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran algunas
realizaciones de la invencion de una manera no restrictiva.

En general, la nomenclatura utilizada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioguimicas, microbioldgicas y de ingenieria genética. Dichas
técnicas se explican a fondo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual",
Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" volumenes I-1ll Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel
et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland. (1989); Perbal, "A
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., " Recombinant ADN",
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds.) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", vols. 1-
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como las indicadas en las patentes de
EE.UU. n° 4.666.828; n°® 4.683.202; n° 4.801.531; n® 5.192.659 y n° 5.272.057; " Cell Biology: A Laboratory
Handbook ", volumenes I-lll Cellis, J. E., ed. (1994); “Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique”, de
Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), tercera edicion; "Current Protocols in Immunology" volimenes I-Ill Coligan J. E.,
ed. (1994); Stites et al. (eds), “Basic and Clinical Immunology” (82 edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT. (1994);
Mishell and Shiigi (eds.), "Selected Methods in Cellular Immunology"”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980);
los inmunoanalisis disponibles estan descritos ampliamente en las patentes y en la bibliografia cientifica; véanse, por
ejemplo, las patentes de EE. UU. n°® 3.791.932; n° 3.839.153; n°® 3.850.752; n°® 3.850.578; n° 3.853.987; n° 3.867.517;
n°® 3.879.262; n° 3.901.654; n° 3.935.074; n° 3.984.533; n° 3.996.345; n° 4.034.074; n° 4.098.876; n° 4.879.219; n°
5.011.771 y n® 5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B.
D. y Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal
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Cell Culture" Freshney, R. 1., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to
Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology", vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A
Guide To Methods And Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein
Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996).

Otras referencias generales se proporcionan a lo largo de este documento. Se cree que los procedimientos en la
presente memoria son bien conocidos en la técnica y se proporcionan para la conveniencia del lector.

Ejemplo 1
Materiales y procedimientos experimentales.

Transfeccion y expresion de proteinas de CD84-ECD segregada: Para la expresion y secrecion de la proteina CD84-
ECD (SEQ ID NO: 15), se sembraron células HEK 293T en frascos de cultivo celular de 175 cm® a una confluencia
final del 75% 24 h antes de la transfeccion. Para la transfeccion, se utilizaron 30 ml de medio DMEM completo y 3 ml
de solucidn que contenia precipitado de ADN. Los cultivos se incubaron 24 horas mas después de la transfeccion y
a continuacion el medio se cambié a DMEM sin suero durante 2 dias. Se recogié el medio acondicionado; se
centrifugd durante 1 hora a alta velocidad para eliminar las células y los residuos, se filtrd con una unidad de filtro de
0,2 ym y se realiz6 la purificacion de proteinas del medio acondicionado utilizando FLPC (cromatografia de afinidad
de niquel). Después de la union de la proteina a la columna de Ni%*, se lavo y se eluy6 con altas concentraciones de
imidazol, que compite con la etiqueta His6 y desplaza la proteina. Después de la purificacion, muestras
concentradas de cada etapa de purificacion y de los diferentes picos se analizaron por SDS-PAGE seguido de
inmunotransferencia western y tincion Coomassie del gel.

Cromatografia de exclusién por tamafio (filtracion en gel): Las fracciones agrupadas y concentradas de la
cromatografia de afinidad con Ni?* se cargaron en una columna 16/60 Superdex 200 (grado preparativo) mediante
inyeccion en el sistema FPLC. Las proteinas se eluyeron a un caudal de 5 ml/min con PBS. Las fracciones se
recogieron segun la absorcion de UV y los cambios en el pH de los eluidos. Después de agrupar y concentrar las
fracciones de diferentes picos, las muestras se analizaron por SDS-PAGE, seguido de transferencia de Western y
tincion con Coomassie.

Identificacion de proteinas por ESI-MS/MS: Con objeto de verificar la identidad de la proteina CD84-ECD, la banda
presunta del gel tefiido con Coomassie se escindié y analizé por digestion proteolitica seguida de espectrometria de
masas con ionizacion por electroatomizacion. El procedimiento lo llevé a cabo la Unidad de Servicio Biolégico del
Instituto Weizmann.

Protocolo de hibridoma: Se purificod la proteina CD84-ECD (como se describié anteriormente) en un medio
acondicionado procedente de 293 células transfectadas con el montaje CD84-ECD. Los ratones se inmunizaron con
CDB84-ECD purificada durante un periodo de 3 meses. Tras la hemorragia de la prueba de ELISA positiva para
anticuerpos contra CD84-ECD (las placas se recubrieron con ECD-CD84 purificada), se extrajeron los bazos; se
aislaron los linfocitos (con HBSS) y se fusionaron con células NSO (proporcion de 1:5) junto con polietilenglicol
(PEG). Se seleccionaron hibridomas con medio HAT (Hipoxantina Aminopterina Timidina) y se analizé su
sobrenadante para reconocimiento de CD84-ECD utilizando el ensayo ELISA [Ho M. K., Springer T. A. Methods
Enzymol. 1984; 108: 313-324].

ELISA para la deteccion de subclases de hibridomas: Se demostré que los hibridomas son de IgM, clase k de
mediante un equipo ELISA comercial. En resumen, los sobrenadantes de cultivos libres de células se recolectaron
de hibridoma, y se determinaron las concentraciones de IgM, IgG3, IgG1, ab, aa, A, A, k utilizando métodos ELISA
segun las instrucciones del fabricante (BD Bioscience).

Activacion/bloqueo del hibridoma: Se agreg6 el hibridoma B1/B4/F8 a las células de CLL que crecian en medio
RPMI que contenia 10% (v/v) de FCS incubado a 37°C durante 18 h (para extraccion de ARN) y 24 h (para
extraccion de proteinas), con o sin estimulacion de MIF.

Poblacion de pacientes con CLL: Se extrajeron linfocitos B de la sangre periférica tanto de sujetos sanos
(normales/referencia) como de pacientes con CLL que cumplian con los criterios de diagndstico e inmunofenotipo
para la CLL, en diversas fases de la enfermedad. Las células las proporcioné el Hematology Institute del Kaplan y el
Sourasky Medical Center, segun el IRB del hospital, como se describiéd anteriormente [Haran M. et al., Leukemia.
2004; 18: 1948-1950]. El diagndstico de CLL se baso en criterios habituales y los pacientes se clasificaron segun el
sistema de estadiaje de Rai [Hallek M. et al., Blood 2008; 111: 5446-5456].

Purificacion celular: Se purificaron linfocitos B utilizando a mezcla de anticuerpos RosettSep (StemCell Vancouver,
BC, Canada) como se describié anteriormente [Lantner F. et al., Proc. Natl Acad Sci. USA 2007; 104: 13408-13413].
En resumen, este método se basa en la seleccion negativa de linfocitos B. Se agregaron 50 pl de la mezcla que
contiene anticuerpos divalentes dirigidos a antigenos distintos de linfocitos B (CD3, CD2, CD16, CD56 y CD14) a
cada mililitro de sangre completa. Después de una incubacion de 20 minutos, se afiadioé una cantidad igual de PBS a
la mezcla y las células se pusieron en un gradiente de Ficoll, se centrifugaron y se aislaron del ficoll mediante
lavados con PBS. Las células se usaron frescas o posiblemente congeladas en suero de ternera fetal (FCS) mas
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10% de sulfoxido de dimetilo (DMSO) para almacenamiento en nitrégeno liquido. Las células congeladas se
cultivaron durante la noche en CO; al 5% .en RPMI con 10% de FCS y antibiéticos.

Células M210B4: Se adquirieron células M2-10B4 de ATCC (ATCC® CRL-1972™). Esta estirpe celular es un clon
procedente de células estromales de médula 6sea de un ratén F1 (C57BL/6J x C3H/HeJ). Las células se cultivaron
en medio RPMI-1640 enriquecido con 10% de FCS y penicilina-estreptomicina-glutamina y se cultivaron en 37°C en
5% de CO..

Células de tumores solidos: Se adquirieron en ATCC MDA435 (cancer de mama humano), PC-3 (cancer de prostata
humano), Hela (cancer de cuello uterino humano), A375 (melanoma maligno humano; CRL 1619), A549
(adenocarcinoma de pulmén humano), PACT (cancer de pancreas humano); 39532) y NCL-N87 (cancer gastrico
humano). Las células se cultivaron en medio DMEM, enriquecido con 10% de FCS y penicilina-estreptomicina-
glutamina y se cultivaron a 37°C en 5% de COa.

Células Daudi: Se adquiri6 en ATCC la estirpe celular de linfoma de Burkitt, Daudi, (ATCC® CCL-213™). Se
cultivaron 1 x 10° células Daudi en medio RPMI que contenia un 10% de FCS con diferentes concentraciones de los
anticuerpos anti-CD84 B1 o B4 o con un anticuerpo de referencia. Después de 48 horas, se examind la
supervivencia celular utilizando tinciéon anexa (como se describe a continuacion).

Anticuerpos: Para tincién FACS anti CD84-PE (CD84.1.21 Bio Legend). Para bloqueo: Anticuerpo CD84 antihumano
purificado LEAF™ (CD84.1.21 Bio Legend).

Citometria de flujo: La tincion de células de CLL se realizé como se describié anteriormente [Binsky |. et al., Proc.
Natl Acad Sci. USA 2007; 104: 13408-13413]. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: CD-19 (MiltenyiBiotec,
Auburn, CA), anti-CD74 (Santa Cruz), referencia de isotipo IgG1k (MOPC-21, BD Biosciences), CD49d (9F10, BD
Biosciences), anti-CD84 (Ab-2, 152-1D5 Labvision), seguido de anti-anticuerpo secundario PE de ratén (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) o anti-CD84-PE (CD84.1.21 Bio Legend), anti-anticuerpo PE de CCR1/CCR5
humano (BioLegend), anti-anticuerpo PE de IgM de raton, RMM-1 (BioLegend), anti-anticuerpo APC de ratén/human
CD45R/B220, RA3-6B2 (BioLegend), de anti-raton CD5 eFluor®, 450 53-7.3 (eBioscience). La tincion se analizd por
FACSCanto (BD Biosciences).

Tincion intracelular para Bcl-2: Se permeabilizaron y se fijaron las células usando la solucion FOXP3 Fix/Perm de
BioLegend durante 20 minutos a temperatura ambiente, a continuacién se lavaron dos veces con amortiguador de
tincion celular y nuevamente con amortiguador FOXP3 Perm de BioLegend. A continuacion, las células se incubaron
con el amortiguador FOXP3 Perm de BioLegend durante 15 minutos en la oscuridad y después se tifieron durante
30 minutos en hielo con anti-anticuerpo PE anti-Bcl-2 (BCL/10C-4, Biolegend) o control con anti-isotipo. La tincion
celular se evalué en un citometro de flujo FACSCanto (BD Biosciences).

Deteccion de muerte celular: tincion con Anexina y PI/7AAD: Se cultivaron células de CLL purificadas en placas de
24 pocillos a 1 x 107 células/pocillo en medio RPMI enriquecido con FCS al 10%, con o sin 1,5-2 g de anti-CD84 (ab-
3202 Abcam/152-1D5 Thermo) seguido de 0,5 ug de anti Fab (Jackson) o un anticuerpo de control de isotipo 1gG
(MOPC-21 BioLegend) durante 24 y 48 h. Las células se centrifugaron, se lavaron y se tifieron con Anexina (BD
Biosciences), y se afiadié yoduro de propidio (PI; 25 ug/ml) (Sigma) o 7AAD (BD Biosciences) durante 15 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. La extension de la tincidn con Annexin + PI/7AAD se analizé por FACSCanto
(BD Biosciences).

Equipo de deteccion de apoptosis Magic Red: Se incubaron 107 células de CLL por ml a 37°C durante 1 h con Magic
Red (Kit de deteccion de caspasa Magic Red para caspasa 3 y 7 MR-(DEVD)2 Immunochemistry Technology) segun
las instrucciones del fabricante . Luego, se midio la tincion con Magic Red por analisis FACSCalibur (BD
Biosciences).

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA): Se cultivaron células de CLL con un agonista anti-CD84 o
anticuerpo bloqueador o hibridoma B4, como se describié anteriormente durante 48-72 h. Los cultivos conjuntos de
células de CLL y células NLC/M210B4 se bloquearon para CD84 usando un anticuerpo antagonista o hibridoma B4
blogueador como se describié anteriormente.

Se recogieron a continuacion los sobrenadantes de cultivos sin células y se determinaron las concentraciones de
hCCL3 y mIL6 utilizando un método ELISA segun las instrucciones del fabricante (sistemas de | + D DuoSet ELISA
CCL3 humano/IL6 de raton).

Blogueo de CD84 en cultivos conjuntos de CLL y M210B4: 1 x 105 células del estroma se sembraron por pocillo en
placa de 24 pocillos. Después de 18 h, se afiadieron 1,6 x 10® células de LLC en cada pocillo, en presencia o
ausencia de anticuerpo bloqueador anti-CD84 (5 ug/pl) o hibridoma B4 (2,5-5 pg/ul) o referencia de isotipo y se
cultivaron durante otras 48 h para el ensayo de viabilidad de células de CLL o 72 h para ELISA de CCL3.

Bloqueo de CD84: se realiz6 como se describié anteriormente [Binsky-Ehrenreich et al. E. Pub. 25 de febrero de
2013 Oncogenel. En resumen, se incubaron 1 x 107células de CLL en medio RPMI que contenia un 0,1% (v/v) de
FCS a 37°C durante 3 h. A continuacion, las células se volvieron a poner en suspension en un medio que contenia
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2,5 ug de anti CD84 (CD84.1.21 BioLegend) o mediante hibridoma B4 de 2,5-5 ug (véase material y métodos) y se
incubaron a 37°C durante 18 h (para extraccion de ARN) y 24-72 h (para extraccion de proteinas, tincion intracelular
y ELISA).

Analisis de PCR-transcripcién inversa en tiempo real: Se analizaron las concentraciones de ARNm de CD84, Rp2,
Bcl-2, CCL3, IL6 y VCAM humanos por RT-PCR cuantitativa en tiempo real utilizando un instrumento Light-Cycler
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). El volumen de reaccién (10 pl) contenia MgCl, 3 mM, LightCycler
HotStart ADN SYBR Green | mix (Roche Diagnostics), pares de cebadores especificos y 2,5 ul de ADNc. Las
condiciones para la PCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95°C seguidos de 40-60 ciclos de 15 segundos a 95°C,
15 segundos a 60°C y 15 segundos a 72°C. La PCR se realiz6 por duplicado como se describié anteriormente [Luger
D. et al., J. Clin. Imnmunol. 2004; 24: 579-590].

Las secuencias de cebadores fueron las siguientes:
hBcl-2: 55GGATCAGGGAGTTGGAAG3' GCACTGCCAAACGGAG (SEQ ID NO: 16-17, respectivamente).

hCCL3: 5CGAGCAGCCAGTGCTCCAAGC 3'GGCTGTTTGGCAACAACCAGTCCA (SEQ ID NO: 18-19, respectiva-
mente).

Bcl-2 de raton: 5 'GCTACCGTCGTGACTT 3' GCCGGTTCAGGTACTC (SEQ ID NO: 20-21, respectivamente).

IL6 de raton: 5' CCACTTCACAAGTCGGAGGCT TA 3'GCAAGTGCATCATCGTTGTTCATAC (SEQ ID NO: 22-23,
respectivamente).

VCAM1 de ratén: 5 TACCAGCTCCCAAAATCCTG 3 TCTGCTAATTCCAGCCTCGT (SEQ ID NO: 24-25, respectiva-
mente).

Las concentraciones de RP-2 se utilizaron para normalizar las muestras para el calculo de los niveles de expresion
relativos de otros genes.

CD84: 5TTGTTCCGTTTGTTCAAGAG 3'CGGAATAAACTGTGTTCACTG" (SEQ ID NO: 28-29, respectivamente).

Disminucion de CD84 por ARNsi: ON-TARGETplus SMARTpool, CD84 humano (NM_003874), Dharmacon, se uso
para la disminucién de CD84.

Ratones: Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité de Investigacion Animal en el
Instituto Weizmann.

Ratones TCL1 como modelo para la leucemia linfocitica crénica: Se determiné el porcentaje de poblacion cancerosa
en diversas edades de ratones TCL-1. Se obtuvieron células esplénicas de ratones TCL-1 de 18, 11 y 6 meses de
edad y se analizaron para determinar su poblacion B220+CD5+ por FACSCanto (BD Bioscience).

Los linfocitos B esplénicos se incubaron a continuacion con anti-CD84 (B1 o B4) o un anticuerpo de referencia
compatible con el isotipo en el medio de Iscove que contenia FCS al 2% durante 48 h. La supervivencia celular se
analizo por tincién con anexina-7AAD (como se describio anteriormente).

Modelo de xenoinjerto para CLL: Se marcaron células de CLL con éster succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina 5 yM (CFSE; Anaspec) durante 5 minutos a 37°C. CFSE no tuvo ningun efecto sobre la
supervivencia celular en todo el experimento. Se inyectaron iv a continuacion 1 x 107 células en ratones
transgénicos con C57BL/6 de referencia y CD84. El retorno de células de CLL al bazo, M.O. y PB se determin6 1 hy
4 h después por analisis FACS de células aisladas de tejidos.

Linfocitos B normales: Se obtuvieron linfocitos B esplénicos de ratones C57BL/6 de 6, 8 y 11 meses de edad. Las
células se aislaron y se estimularon con 5 pyg/ml de anticuerpos anti-CD84 B1 o B4, y se compararon con el efecto
de un anticuerpo de referencia de isotipo coincidente.

Modelo Eu-TCL1 para CLL: Se usaron ratones transgénicos Eu-TCL1 para seguir la evolucion de la CLL controlando
la expansion de linfocitos B CD5* como se describié previamente [Bichi R. et al., Proc Natl/ Acad Sci USA. 2002. 99:
6955-6960]. Se generaron ratones hibridos mediante el trasplante de ratones transgénicos WT y CD84 con 5 x 108
células de la M.O. de ratones Ep-TCL1. Después de 4, 6, 8 y 13 meses, la cavidad peritoneal, el PB, el bazo y la
M.O. de los ratones receptores se sacrificaron y se extrajeron las células, se tifieron para CD5 (450 53-7.3
(eBioscience), IgM (RMM-1 BioLegend), y B220 (RA3-6B2 (BioLegend) y se analizaron por FACSCanto (BD
Bioscience).

Ejemplo 2
El anticuerpo B4 provoca apoptosis en células CLL

Los presentes inventores han determinado si los anticuerpos B4 generados segun las presentes instrucciones son
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capaces de provocar apoptosis en células CLL humanas primarias. Como se demuestra en las figuras 1A-D, el
anticuerpo B4 derivado del hibridoma, provocé la muerte celular en células de CLL cultivadas solas (figuras 1A-B).
Como se mostré anteriormente, diferentes tipos de células estromales, como las células humanas primarias tipo
Nurse (NLC) y las células estromales medulares (MSC) (estirpe celular M210B4, CRL-1972™) protegen las células
de CLL en el cultivo conjunto de la apoptosis, y son una parte integral del microentorno de la CLL (Burger J. A. et al.,
Blood. 2009. 114: 3367-3375, Kurtova A. V. et al., Blood. 2009. 114: 4441-4450). Curiosamente, el anticuerpo
derivado del hibridoma B4 super6 el efecto protector del estroma y provocé la muerte de la CLL cuando se cultivd
conjuntamente con células M210B4 (figuras 1C-D). Por lo tanto, el hibridoma B4 puede usarse como un anticuerpo
bloqueador. La medicién de la apoptosis incluye todas las células positivas a anexina (simple y doble) la poblacion
total positiva a anexina aumenta del 46,18% al 55,75%.

Ejemplo 3
CD84 regula un efecto antiapoptético en las células estromales B4 de la médula 6sea

Se ha sugerido anteriormente que las células de CLL pueden manipular activamente su microentorno [Binder M. et
al, PLoS One. 2012.5 (12): e15992, Neil E. Kay et al, Leuk. Res. julio de 2007; 31 (7): 899-906]. Especificamente, se
ha demostrado recientemente que las células de CLL provocan efectos antiapoptéticos en sus contrapartes
estromales en el cultivo. La interaccion de células del estoma con CLL provoca la expresion y secrecion de citocinas
especificas (es decir, IL-6, IL-8) del estroma e induce la expresion de moléculas de adhesion especificas como
ICAM-1, mientras que la expresion de otras moléculas de adhesion (es decir, VCAM-1) permanece sin cambios
[Plander M. et al, Annals of Hematology. 2011.90 (12): 1381-90].

Para determinar si la interaccion de las células del estroma con las de CLL mediada por CD84 induce una cascada
similar en el estroma, se cultivaron células de CLL con células estromales M210B4 en presencia o ausencia de un
hibridoma bloqueador de CD84 (B4) como se describié anteriormente (figuras 1C-D), y se controlaron la expresion
del gen Bcl-2 antiapoptético (figura 2A), la citocina IL-6 (figura 2B) y VCAM-1 (figura 2C) en las células M210B4. La
incubacién con células de CLL elevé las concentraciones de ARNm de Bcl-2 e IL-6 en células M210B4, mientras que
no se observaron cambios en el mensaje de VCAM-1.

Curiosamente, el bloqueo de CD84 redujo los niveles de mensaje de Bcl-2 (figura 2A) e IL-6 (figura 2B), mientras
que los niveles de VCAM-1 no se vieron afectados por este bloqueo (figura 2C).

Ejemplo 4
CD84 regula la expresion de CCL3 en cultivos conjuntos con B4

Anteriormente se demostré que las células de CLL pueden incorporar activamente células y crear un microambiente
solidario mediante la secrecion de CCL3 [Zucchetto A. et al., Cancer Res. 2009.69 (9): 4001-4009. Burger J. A. et
al., 2009. 113: 3050-3058]. La estimulacién de CD84 expresada en células de CLL produce la expresion y secrecion
de CCL3 (resultados no publicados de los inventores). Para demostrar directamente el papel regulador de CD84 en
la secrecion mediada por CCL3 en el cultivo conjunto de células CLL y del estroma, se analizaron los niveles
segregados de CCL3 en los sobrenadantes procedentes de los cultivos conjuntos de células del estroma CLL, que
se incubaron en presencia o ausencia de un hibridoma (B4) bloqueador de CD84 o un anticuerpo de control de
isotipo. Como se demuestra en la figura 3, el bloqueo de CD84 en el cultivo conjunto de CLL y M210B4, disminuyo
los niveles de CCL3 humano, procedente de las células de CLL, segregado al medio condicionado segun se detecto
por ELISA (figura 3).

Asimismo, se analizé la secrecion de CCL3 de células de CLL cultivadas junto con células NLC en presencia o
ausencia de anticuerpo bloqueador anti-CD84. El bloqueo de CD84 redujo significativamente la secrecion de CCL3
procedente de las células de CLL al medio acondicionado (datos no mostrados). Sin embargo, como las NLC son de
origen humano, se comprobé ademas que CD84 regula especificamente la secrecion de CCL3 procedente de las
células CLL en estos cultivos conjuntos. Por lo tanto, se analizaron las concentraciones de ARNm de CCL3 en
células de CLL cultivadas con células NLC y demostraron una expresion reducida del mensaje de CCL3 en células
de CLL (datos no mostrados).

Por lo tanto, la interaccién de CLL con el microentorno esta mediada por CD84, que estimula la secreciéon de CCL3
procedente de células CLL.

Ejemplo 5
Comparacion entre los anticuerpos F8, B1 y B4

Como se muestra en Las figuras 4A-H y en la tabla 1 a continuacion, los anticuerpos de algunas realizaciones de la
invencion (B1 y B4) fueron capaces de destruir mayormente células CLL purificadas, como se demuestra por el
mayor porcentaje de células apoptoéticas (figuras 4A-D), y las células de Ramos (RA-1) del linfoma de Burkitt (ATCC
CRL-1596™, figuras 4E-H) en comparacion con un anticuerpo de bloqueo descrito en la técnica (F8, publicacion
PCT n° WO2010/035259).
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Tabla 1: Comparacion de apoptosis de células CLL por los anticuerpos F8, B1y B4

CCL purificada Células Ramos

(% de apoptosis) (% de apoptosis)
F8 34 16
B1 73 45
B4 75 39

Ejemplo 6
Los ratones CD84KO presentan un numero reducido de células de CLL humanas en su M.O.

Para estudiar la supervivencia y la distribucion de células de CLL humanas en los diferentes compartimentos de
ratones trasplantados, las células de CLL primarias humanas se marcaron de forma fluorescente con CFSE. Las
células se inyectaron a continuacion a ratones CD84KO y WT. Después de 4 horas, se comparé el nimero de
células que residian en los diferentes compartimentos, y se calculd la proporciéon entre el nimero de células en la
M.O. y el bazo de cada raton. Como se muestra en las figuras 5A-B, la proporcion de células de CLL detectadas en
la M.O. de los ratones de referencia se redujo significativamente en ratones CD84KO (figura 5A). Para determinar si
este fendmeno es el resultado de un deterioro en la llegada de las células de CLL al compartimiento de la M.O. en
ratones CD84KO, o debido a su incapacidad para mantenerse o sobrevivir en este compartimiento, las células de
CLL se inyectaron a ratones CD84KO o WT y la movilizacién de las células a la M.O. se siguié 1 hora después de la
inyeccion. Como se muestra en la figura 5B, la concentracion de células de CLL en la M.O. después de 1 hora fue
similar en ratones WT y CD84 KO (figura 5B). Este resultado podria sugerir que las células de CLL se movilizan
normalmente a la M.O. que carece de expresidon de CD84 en el microentorno. El nimero reducido de células
detectadas en la M.O. en un momento posterior es posiblemente debido a la incapacidad de las células para
mantenerse o sobrevivir en el microentorno de la M.O. en ausencia de la sefial de CD84.

Ejemplo 7
Evaluacién de reactividad cruzada de especies

Se utilizd Ep-TCL1 un modelo de ratén transgénico de la enfermedad CLL. En los ratones transgénicos Ep-TCLA1,
hay una acumulacién de B220 bajo en linfocitos B IgM+CD5 + en la cavidad peritoneal, sangre periférica, médula
6sea y o6rganos linfoides de los ratones. Los linfocitos B IgM+CD5+ expresan CD84 en su superficie (figura 6A).

Se determin6 a continuacion si el bloqueo de la actividad de CD84 con los anticuerpos B1 y B4 se producia la
muerte celular. En primer lugar, se determinaron los porcentajes de poblacidon cancerosa en varias edades de
ratones TCL-1. Se analizaron células esplénicas procedentes de ratones TCL-1 de 18, 11 y 6 meses de edad para
determinar su poblacion B220+CD5+ por FACS. Si bien la mayoria de las células esplénicas de los ratones TCL-1
de 18 y 11 meses de edad fueron las células malignas (B220+CD5+), la poblacion B220+CD5+ dificilmente se pudo
detectar en bazos de ratones TCL-1 de 6 meses de edad (figuras 6B-D). A continuacion, se siguio el efecto de los
anticuerpos sobre la supervivencia celular. Los linfocitos B esplénicos malignos se incubaron con anti-CD84 (B1 o
B4) o un anticuerpo de referencia de isotipo coincidente en medio de Iscove que contiene 2% de FCS. 48 h después,
se analizo la supervivencia celular por tinciéon con anexina-7AAD. Como puede verse en las figuras 6E-M, el bloqueo
de CD84 con anticuerpos B1 y B4 produjo apoptosis en la poblacion cancerosa B220+CD5+. Sorprendentemente, la
supervivencia de la poblacion de linfocitos B B220+CD5- periféricos no malignos no se vio afectada por este
tratamiento (como se describe en las figuras 9A-J). Estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-CD-84
humanos, B1y B4, pueden bloquear a CD84 murino en células de ratdon malignas y reducir su supervivencia.

Ejemplo 8
Analisis de la expresion de CD84 en tumores

Varias estirpes celulares expresan CD84 como se ilustra en la direccion de Internet www.broadinstitute.org/ccle/. La
mayoria de las estirpes celulares pertenecen al origen hematopoyético, sin embargo, se seleccionaron algunos
tumores solidos para analizar la expresion de CD84. Se extrajo ARNm de diferentes estirpes celulares de tumores
solidos: MDA435 (cancer de mama humano), PC-3 (cancer de prostata humano), Hela (cancer de cuello uterino
humano), A375 (melanoma maligno humano), A549 (adenocarcinoma de pulmén humano), PAC1 (cancer de
pancreas humano) y NCL-N87 (cancer gastrico humano). El mensaje CD84 fue analizado por RT-PCR. Como puede
verse en la figura 7A, el ARNm de CD84 no se detectd en ninguna de estas células.

El andlisis de la cascada inducida por CD84 en CD84 que expresa células tumorales hematopoyéticas se llevo a
cabo en la estirpe celular de linfoma de Burkitt, Daudi. Como puede verse en la figura 7B, las células Daudi expresan
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CD84 en su superficie celular.

A continuacion, se determiné el efecto de los anticuerpos anti-CD84 B1 y B4 sobre la induccion de la apoptosis en
células Daudi. Se cultivaron células Daudi con diferentes concentraciones de los anticuerpos B1 o B4 anti-CD84 o
con un anticuerpo de referencia. Después de 48 horas, se examind la supervivencia celular utilizando tincién con
Anexina. El bloqueo de CD84 provoco la muerte de las células Daudi (en la figura 7C se muestra una concentracion
representativa).

Ejemplo 9
Anédlisis de la expresion y funcion de CD84 en tejidos normales

Varios tejidos normales expresan CD84 como se ilustra en la direccion de Internet www.gtexportal.org/home/. Como
se muestra en la misma, CD84 se expresa principalmente en células transformadas con EBV y en el bazo.

Se analizé el papel de CD84 como receptor de supervivencia en tejidos normales. Se compararon los niveles de
expresion de CD84 en células sanas y de CLL de pacientes en diversas fases de la enfermedad. Los linfocitos B
purificados de sujetos sanos, asi como las células de CLL en fase inicial y avanzada se analizaron para detectar la
presencia de ARNm de CD84 (que se dirige a un segmento comun a todas las isoformas). Como se muestra en las
figuras 8A-B, se detectaron bajas concentraciones de ARNm de CD84 en linfocitos B normales, mientras que se
observaron concentraciones elevadas de ARNm de CD84 en todos los pacientes con LLC, independientemente de
la fase de la enfermedad.

Ademas, las concentraciones de CD84 en la superficie celular fueron significativamente mas altas en todas las
células de CLL en comparacion con el total (figuras 8C-E) o linfocitos B CD5+ normales (figura 8F). Por lo tanto, los
linfocitos B normales expresan CD84 en concentraciones mas bajas.

A continuacion, se evalud el efecto de los anticuerpos anti-CD84 B1 y B4 sobre la supervivencia de linfocitos B
normales. Se aislaron linfocitos B esplénicos procedentes de ratones C57BL/6 de 6, 8 y 11 meses de edad, con 5
pg/ml de anticuerpos anti-CD84 B1 o B4, y se compararon con el efecto de un anticuerpo de referencia de isotipo
coincidente. Como se puede ver en las figuras 9A-J, tanto B1 como B4 no tuvieron efecto en la viabilidad de los
linfocitos B periféricos normales. Estos resultados sugieren que, si bien los anticuerpos B1 y B4 pueden bloquear la
actividad de CD84 murino en células malignas de ratén y reducir la supervivencia celular (figura 6C), no provocan
apoptosis en linfocitos B normales.

Ejemplo 10
Analisis de la expresion de CD84 en el microentorno tumoral

Se siguid la expresion de CD84 en células estromales de médula 6sea (MSC) y células de la enfermera (NLC)
presentes en el microentorno tumoral. Para las MSC, se utilizaron las MSC primarias de médula 6sea procedentes
de pacientes con LLC, estas células se aislaron y se cultivaron como se describié anteriormente [Kay et al.,
Leukemia Research 31, 899-906 (2007)] y las estirpes de MSC murinas (M210B4) de raton F1 también se utilizaron.
Se demostrd que estas estirpes celulares protegen las células de CLL de la apoptosis espontanea e inducida por
farmacos [Kurtova et al., Blood 114, 4441-4450 (2009)]. Las NLC se aislaron y se cultivaron como se describid
anteriormente [Burger et al., Blood 96, 2655-2663 (2000)].

Como se mostré anteriormente, se detectdé ARNm de CD84 en células de CLL (figura 10 A). Ademas, se detecto
ARNmM de CD84 en células M210B4 asi como en NLC (figura 10 A). A continuacion, se analizo la expresion de CD84
en la superficie de estas células. Como se muestra en la figura 10B, ademas de su expresion en células de CLL, se
detectd CD84 en la superficie de NLC asi como en células estromales M210B4. Esto sugiere que CD84 podria estar
involucrado en la interaccion célula-célula entre las células de CLL y su microentorno.

Ejemplo 11

Andlisis de la funciéon de CD84 en la regulacién de la proteccion inducida por microentonos de la apoptosis
espontanea e inducida por farmacos de la CLL

Para determinar si CD84 desempefia una funciéon en la interaccion de las células de CLL con su microentorno que
da como resultado supervivencia celular, las células de la CLL se cultivaron junto con células del estroma (como se
describié anteriormente) en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueadores anti-CD84. M210B4 (figuras 11A-G)
provoco un efecto antiapoptotico en las células de CLL, medido por la tincion con Anexina-Pl/7AAD (descrita en
detalle en el ejemplo 1 anterior). El bloqueo de CD84, por el hibridoma B4 (figuras 11A-C), superd parcialmente el
efecto antiapoptético inducido por el estroma, dando como resultado la induccién de la muerte celular de la CLL.

A continuacion, los presentes inventores querian determinar si la apoptosis inducida por el bloqueo de CD84 era un
efecto directo sobre las células de CLL, o si los anticuerpos podian evitar la interaccién de las células de CLL con el
estroma, provocando asi su muerte. Por lo tanto, la expresion de CD84 disminuy6 en las células M210B4 por ARNsi.
A continuacion se agregaron células de CLL al cultivo y se controlé su supervivencia. Como se demuestra en la
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figura 11D-G, la eliminacion de CD84 redujo especificamente la supervivencia mediada por estroma de las células
de CLL. Por lo tanto, CD84 expresado en el estroma media la supervivencia de las células de CLL por contacto
célula a célula. Para demostrar aiin mas la funcién de CD84 expresada en el microentorno en la supervivencia de
las células de CLL, CD84 expresado en M210B4 fue bloqueado por los anticuerpos B1 y B4. Después de 1 hora, los
anticuerpos se lavaron y a continuacion se agregaron células de CLL al cultivo conjunto. 48 horas después, se midid
la supervivencia celular mediante tincion con anexina-7AAD. El bloqueo de CD84 del estroma provocd
significativamente la apoptosis de las células de CLL (figuras 12A-D), lo que sugiere que la supervivencia inducida
por el estroma esta mediada por la interacciéon CLL estromal con CD84.
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<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B4-CDR1 de cadena pesada

<400> 1
Ser Tyr Trp Met Gln
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B4-CDR2 de cadena pesada

<400> 2
Ala Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Arg Tyr Thr Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B4-CDRS3 de cadena pesada

<400> 3
Leu Leu Arg Thr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> B4-CDR1 de cadena ligera

<400> 4

Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala Val Ala
10

1 5

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B4-CDR2 de cadena ligera

<400> 5
Trp Ala Ser Thr Arg His Thr
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B4-CDR3 de cadena ligera

<400> 6
Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210>7

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B1-CDR1 de cadena pesada

<400> 7
Ser Phe Gly Met His
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<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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1 5
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<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B1-CDRS3 de cadena pesada

<400> 9
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1 5
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Ser Val Ser Ser Ser Ile Ser Ser Ser Asn Leu His

1 5

<210> 11

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B1-CDR2 de cadena ligera

<400> 11
Tyr Gly Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B1-CDR3 de cadena ligera

<400> 12
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Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Phe Thr Phe

1 5

<210> 13

<211> 1067

<212> ADN
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<400> 13
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cggctcaagt
ctgaaagaga
gaagcagctg
actttccctg
acatctgttg
cacagaaatt
gatctgagga
tacaccacca
acacagagtt
gagaaagaag
cttcaaatct
cctgtcageca
ggcttcegta
ctcattctgt
aagaaaacca
atctatgatg
gtttattceg
cctectggga
<210> 14

<211> 328
<212> PRT

gaactgactc
tggctcageca
gaaaagactc
taaatatcca
cttatgtaac
attatgaacg
tggaagacgce
ccaagcgcta
taatggcatc
aaaagaatgt
tccagactce
acaattctga
ctcaccacac
cttcagtgtt
tatacacata
aaatcctgca
aagtgcagtt

cttcaagcta

<213> Homo sapiens

<400> 14

tgctagaaca
ccacctatgg
agaaatcttce
agaaccacgg
accaggagac
gatacatgcc
aggagactac
caacctgcaa
tgtgaacagc
gacatacaat
tgaggaccaa
ctccatctet
cgggttgctg
tttgttecegt
tatcatggct
gtccaaggtg
tgctgataag

tgaaattgtg
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gtgcecgtget
atcttgctcce
acagtgaatg
caagttaaaa
tcagaaacag
ttaggtccga
aaagcagaca
atctatcgtce
acctgtaatg
tggagtccce
gagctgactt
gcccggcage
agcgtgcetgg
ttgttcaaga
tcaaggaaca
cttcecteca
atggggaaag

atctaggctg

Met Ala Gln His His Leu Trp Ile Leu Leu Leu

1

5

10

Pro Glu Ala Ala Gly Lys Asp Ser Glu Ile Phe

20

25

tttccacaga
tttgecctgea
ggattctggg
tcattgcettg
cacccgtagt
actacaatct
taaatacaca
ggcttgggaa
tcacactgac
tgggagaaga
acacgtgtac
tctgtgcaga
ctatgttctt
gaagacaaga
cccagccagce
aggaagagcc
ccagcacaca

ctgggcet

aggttagacc
aacctggecg
agagtcagtc
gacttctaaa
tactgtgacc
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ggctgatccce
accaaaaatt
atgctctgta
gggtaatgtc
agcccagaac
catcgcaatg
tctgettgtt
tgctgectca
agagtccaga
agtgaacaca

ggacagtaaa

Cys Leu Gln Thr Trp
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360
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660

720

780
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900
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Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arg Gln

Val Lys Ile Ile Ala Trp Thr Ser Lys Thr Ser Val Ala Tyr Val Thr
50 55 60

Pro Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Val Thr Val Thr His Arg Asn
65 70 75 80

Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val Ile

Ser Asp Leu Arg Met Glu Asp Ala Gly Asp Tyr Lys Ala Asp Ile Asn
100 105 110

Thr Gln Ala Asp Pro Tyr Thr Thr Thr Lys Arg Tyr Asn Leu Gln Ile
115 120 125

Tyr Arg Arg Leu Gly Lys Pro Lys Ile Thr Gln Ser Leu Met Ala Ser
130 135 140

Val Asn Ser Thr Cys Asn Val Thr Leu Thr Cys Ser Val Glu Lys Glu
145 150 155 160

Glu Lys Asn Val Thr Tyr Asn Trp Ser Pro Leu Gly Glu Glu Gly Asn
165 170 175

Val Leu Gln Ile Phe Gln Thr Pro Glu Asp Gln Glu Leu Thr Tyr Thr
180 185 190

Cys Thr Ala Gln Asn Pro Val Ser Asn Asn Ser Asp Ser Ile Ser Ala
195 200 205

Arg Gln Leu Cys Ala Asp Ile Ala Met Gly Phe Arg Thr His His Thr
210 215 220

Gly Leu Leu Ser Val Leu Ala Met Phe Phe Leu Leu Val Leu Ile Leu
225 230 235 240

Ser Ser Val Phe Leu Phe Arg Leu Phe Lys Arg Arg Gln Asp Ala Ala
245 250 255

Ser Lys Lys Thr Ile Tyr Thr Tyr Ile Met Ala Ser Arg Asn Thr Gln
260 265 270

Pro Ala Glu Ser Arg Ile Tyr Asp Glu Ile Leu Gln Ser Lys Val Leu
275 280 285

Pro Ser Lys Glu Glu Pro Val Asn Thr Val Tyr Ser Glu Val Gln Phe
290 2395 300

Ala Asp Lys Met Gly Lys Ala Ser Thr Gln Asp Ser Lys Pro Pro Gly
305 310 315 320

Thr Ser Ser Tyr Glu Ile Val Ile
325

30
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<210> 15
<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Porcion extracelular de CD84

<400> 15
Met Ala
1

Pro Glu

Leu Gly

Val Lys
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Pro Gly
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Ser Asp
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<210> 16
<211> 18

Gln
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Glu
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Ile

Asp
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Leu
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Val
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Thr
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Asp

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

His His Leu Trp Ile

Ala

20

Ser

Ile

Ser

Arg

Arg

100

Asp

Thr

Trp

Pro

Ser

180
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Leu

Leu

5

Gly

Val
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Glu

Ile

Met

Pro

Leu

Ser

Glu

165

Asn

Met

Glu

Asn

Lys

Thr

Trp

Thr

70

His

Glu

Tyr

Thr

Pro
150

Asp

Asn

Gly

Ser

Met
230

Asp

Phe

Thr

55

Ala

Ala

Asp

Thr

Cys

135

Leu

Gln

Ser

Phe

Arg

215

His

Ser

Pro

40

Ser

Pro

Leu

Ala

Thr

120

Ser

Gly

Glu

Asp

Arg

200

Gly

Thr
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Leu

Glu

25

Val

Lys

Val

Gly

Gly

105

Leu

Val

Glu

Leu

Ser

185

Glu

Pro

Gly

Leu

10

Ile

Asn

Thr

Vval

Pro

Asp

Met

Glu

Glu

Thr

170

Ile

Phe

Phe

His

Leu

Phe

Ile

Ser

Thr

75

Asn

Tyr

Ala

Lys

Gly
155

Tyr

Ser

Cys

Glu

His
235

Cys

Thr

Gln

Vval

60

Val

Tyr

Lys

Ser

Glu

140

Asn

Thr

Ala

Arg

Gln

220

His

31

Leu

Val

Glu

45

Ala

Thr

Asn

Ala

Val

125

Glu

Val

Cys

Arg

Tyr

205

Lys

His

Gln

Asn

30

Pro

Tyr

His

Leu

Asp

110

Asn

Lys

Leu

Thr

Gln

190

Pro

Leu

His

Thr

15

Gly

Arg

val

Arg

Val

95

Ile

Ser

Asn

Gln

Ala

175

Leu

Ala

Ile

His

Trp

Ile

Gln

Thr

Asn

80

Ile

Asn

Thr

Vval

Ile
160

Gln

Cys

Gln

Ser
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<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 16
ggatcaggga gttggaag 18

<210> 17

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 17
gcactgccaa acggag 16

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 18
cgagcagcca gtgctccaag ¢ 21

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 19
ggctgtttgg caacaaccag tcca 24

<210> 20

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 20
gctaccgtcg tgactt 16

<210> 21

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 21
gccggttcag gtactc 16

<210> 22

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

32
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<400> 22
ccacttcaca agtcggaggc tta 23

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 23
gcaagtgcat catcgttgtt catac 25

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 24
taccagctcc caaaatcctg 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 25
tctgctaatt ccagcectegt 20

<210> 26

<211> 11456

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> B4 -mulgG2a

<400> 26

33



attgatcata
acacctccce
tgcagcettat
tttttcactg
gcggccgecg
taactgatat
cgcttatatc
tgtcgcaaat
gaggcgacat
ggccattagce
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagccce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg

gtttgttttg

atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca
cattctagtt
atatttgaaa
cgccattttt
gtttacgggg
atcgcagttt
caagctggca
catattattc
gtatccatat
acattgatta
atatatggag
cgacccccge
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgce
agtcatcgcect
gtttgactca

gcaccaaaat

ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa
gtggtttgtc
atatggcata
ccaaaagtga
gatggcgata
cgatataggt
catggccaat
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt
ttcegegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggatttce

caacgggact
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agaggtttta
gaatgcaatt
tagcatcaca
caaactcatc
ttgaaaatgt
tttttgggca
gacgactttg
gacagacgat
gcatatcgat
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgcecccectat
ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca

ttccaaaatg

cttgctttaa
gttgttgtta
aatttcacaa
aatgtatctt
cgccgatgtg
tacgcgatat
gtgacttggg
atgaggctat
ctatacattg
caatattggce
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttccc
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ccccattgac

tcgtaacaac

34

aaaacctccce
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
agtttctgtg
ctggcgatag
cgattctgtg
atcgccgata
aatcaatatt
tattggccat
ccaacattac
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgc
gccecacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggc
gtcaatggga

tecegeccecat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatc
agagtgacgt
gctatactgt
tatagcttag
gatactttce
atgccaatac
tcatttatta
attaaacata
tctceggtag
ggtcgctegg
ccaccaccac
tcggggageg
atgcaggcag
tgttaacggt
gacataatag
gtccttgaca
gcaacagcta
gcttcagtga
tgggtaaaac
ggtgatacta
tccagcacag
tgtgcaagat
accgtctect
tgtggagata
gagccagtga
gctgtectge
tggceccagee
aagaaaattg

cctaacctcet

gggcggtagg
gatecgectgg
cagcctcecege
aagtaccgcece
ttttggettg
cctataggtg
attactaatc
actgtcectte
tttacaaatt
acgtgggatc
cggcggagct
cagctcettg
cagtgtgeceg
ggcttgcacc
ctgagttgtt
ggagggcagt
ctgacagact
cgaagcttge
caggtgaggt
agttgtcctg
agaggcctgg
ggtacactca
cctacatgca
tactacgtac
cattcgaagce
caactggctc
ccttgacctg
agtctgacct
agtccatcac
agcccagagyg

tgggtggacc

cgtgtacggt
agacgccatce
ggccgggaac
tatagagtct
gggtctatac
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgecgaa
tctacatcceg
ctcctaacag
cacaaggccg
gctgacgecat
gtgttctgat
gtagtctgag
aacagactgt
cgccaccatg
gaagctggtg
caaggcttct
acagggtctg
gaagttcaag
actcagcagc
ctactggtac
caaaacaaca
ctcggtgact
gaactctgga
ctacacccte
ctgcaatgtg
gcccacaate

atccgtctte
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gggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgg
ataggcccac
acccccegett
accattattg
ctctttgeca
acggactctg
acaccaccgt
tctegggtac
agccctgetce
tggaggccag
tggcggtagg
ttggaagact
aagagtcaga
cagtactecgt
tcctttecat
ggatggagct
gagtctgggg
ggctacacct
gaatggattg
ggcaaggcca
ttggcatctg
ttcgatgtct
gccccategg
ctaggatgcce
tccetgteca
agcagctcag
gcccacecgg
aagccctgte

atcttcccte

tataagcaga
tgacctcecat
aacgcggatt
cccettgget
cctcatgtta
accactccce
caactctctt
tatttttaca
ccccagtgece
gtgttcegga
ccatgcctcece
acttaggcac
gtatgtgtcet
taaggcagcg
ggtaactccc
tgctgeegeg
gggtctttte
gtatcatcct
ctgagctggc
ttactagcta
gggctattta
cattgactgc
aggactctgc
ggggcgcagg
tctatccact
tggtcaaggg
gtggtgtgca
tgactgtaac
caagcagcac
ctccatgcaa

caaagatcaa

35

gctegtttag
agaagacacc
ccccgtgeca
tcttatgcat
taggtgatgg
tattggtgac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagttttt
catgggectct
agcgactcat
agcacgatgce
gaaaatgagc
gcagaagaag
gttgcggtge
cgcgccacca
tgcagtcacce
cttcttggta
aagacctggg
ctggatgcag
tectggagat
agataaatcc
ggtctattac
gaccacggtc
ggcecctgtg
ttatttccet
caccttecceca
ctcgagcacce
caaggtggac
atgcccagceca

ggatgtactc

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



atgatctcce
gatgtccaga
catagagagg
gactggatga
atcgagagaa
cctccaccag
ttcatgectg
aagaacactg
gtggaaaaga
ctgcacaatc
attgatcata
acacctcecce
tgcagcttat
tttttcactg
gatcctctac
cgcectatate
cgecttgttte
ctccttgecat
ctgecttecta
gttttteccat
gtggcgaaac
gcgectctect
aagcgtggeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga

taaatcaatc

tgagcccecat
tcagctggtt
attacaacag
gtggcaagga
ccatctcaaa
aagaagagat
aagacattta
aaccagtcct
agaactgggt
accacacgac
atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca
cattctagtt
gccggacgca
gccgacatca
ggcgtgggta
gcaccattcc
atgcaggagt
aggctcegece
ccgacaggac
gttccgaccc
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa

taaagtatat

agtcacatgt
tgtgaacaac
tactctecgg
gttcaaatge
acccaaaggg
gactaagaaa
cgtggagtgg
ggactctgat
ggaaagaaat
taagagcttc
ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa
gtggtttgtc
tcgtggeegg
ccgatgggga
tggtggcagg
ttgcggcgge
cgcataaggg
cccctgacga
tataaagata
tgccgecttac
gctcacgcectg
acgaaccccece
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac

atgagtaaac
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gtggtggtgg
gtggaagtac
gtggtcagtg
aaggtcaaca
tcagtaagag
caggtcactc
accaacaacg
ggttcttact
agctactcct
tcceggacte
agaggtttta
gaatgcaatt
tagcatcaca
caaactcatc
catcaccggce
agatcggget
ccecegtggee
ggtgctcaac
agagcgtcga
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctce
cgttcagece
acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt

ttggtctgac

atgtgagcga
acacagctca
ccctecccat
acaaagacct
ctccacaggt
tgacctgcat
ggaaaacaga
tcatgtacag
gttcagtggt
cgggtaaatg
cttgctttaa
gttgttgtta
aatttcacaa
aatgtatctt
gccacaggtg
cgccactteg
gggggactgt
ggcctcaacc
cctegggecg
aatcgacgcet
cccectggaa
tcecgecttte
agttcggtgt
gaccgcetgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgegetetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa

agttaccaat

36

ggatgaccca
gacacaaacc
ccagcaccag
cccagegece
atatgtcttg
ggtcacagac
gctaaactac
caagctgaga
ccacgagggt
ataagaattc
aaaacctcce
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
cggttgctgg
ggctcatgag
tgggcgecat
tactactggg
cgttgetgge
caagtcagag
gctcectegt
tccetteggg
aggtcgttceg
ccttateegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt

gcttaatcag

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcecgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
tteggggega
tcgtgecacce
aacaggaagg
catactcttce
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
ccgaggacaa
tgcgtttata
agccaagcta
ccccagcagg
agtccccagg
ccatagtccc
ctcegeecea
ctgagctatt
tagcttgggg
gaacaaaaac
gtatatctgg
tgagcccaag

gtctgaggge

atctcagega
actacgatac
cgctcacecgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacget
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtet
aggccctgat
ccctcaagag
aggagacact
gatececggetg
cagaagtatg
ctcceccagea
gcccctaact
tggctgacta
ccagaagtag
ccaccgctca
atcaagcaaa
gttgatggta
tgtgtagaag

tccaacagtg

tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
ccceccatgtt
agttggecege
tgccatccegt
agtgtatgceg
atagcagaac
ggatcttace
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
ggctctttge
aaaatgtaat
ttatgtttaa
tggaatgtgt
caaagcatgc
ggcagaagta
ccgcccatce
atttttttta
tgaggaggct
gagcacctte
tgtacttgtg
ctggagaagg
agttacctga

acatgtatct
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tcgttcatcec
accatctgge
atcagcaata
cgcctcecatce
tagtttgcege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcettt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcace
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
ggcacccatc
cacactggct
gaaggttggt
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccctaac
tttatgcaga
tttttggagg
caccatggcc
cctgececcag
actgcgetge
gtggaatttt

cagcccetgtt

atagttgcct
cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctettgece
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttcegegea
acattaacct
gttcgtaatg
caccttcggg
aaattccttg
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tccgeccagt
ggccgaggece
cctaggcettt
acctcagcaa
ggtgagaaag
aaaacccgca
gatggctcta

gccatgtttce

37

gactcccegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgcceg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtece
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttceceeg
ataaaaatag
ttcegtggea
tgggcctttc
cggcetttgge
tececcagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tcecgeccatt
gccteggect
tgcaaaaagc
gttcccactt
tccaagccat
ccectggactg
gtacctttca

gggaccccett

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840



ccgcagagat
agagaccaat
ctggtttgga
gcctteccaat
agcctatgge
gattacagga
tgaaggaatc
tgaagacttt
tgcaggctge
catcgaggag
tcccaagggg
caacgacttt
cggccaggag
tgcagtgaca
ccaatacaaa
cgccccagag
ctacctacag
aaactactga
gagcagtggt
agtgatgatg
gtagaagacc
agtaatagaa
tacaagaaaa
cataacatac
gctcaaaaat
atgtatagtg
tgctttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
aaatgtgtgt

gcgegatagt

cccaacaagc
ttaaggcact
atggaacagg
ggctttectg
agggatatcg
acaaatgctg
cgcatgggag
ggggtaatag
cataccaact
gccatcgaga
ggcctggaca
tctgetggtg
aagaaaggtt
gaagccatcg
aactaattag
agatctttgt
agatttaaag
ttctaattgt
ggaatgcctt
aggctactge
ccaaggactt
ctcttgcttg
ttatggaaaa
tgttttttet
tgtgtacctt
ccttgactag
aacctcccac
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtctgga
ttgtccgaaa

ggtgtttatc

tggtgttctg
cgtgtaaacg
agtatactct
ggccccaagg
tggaggctca
aggtcatgcc
atcatctctg
caacctttga
ttagcaccaa
aactaagcaa
atgccegteg
tcgeccaateg
actttgaaga
tcegecacatg
actttgagtg
gaaggaacct
ctctaaggta
ttgtgtattt
taatgaggaa
tgactctcaa
tccttcagaa
ctttgctatt
atattctgta
tactccacac
tagcttttta
agatcataat
acctccccct
cagcttataa
tttcactgca
tctagetteg
tacgegtttt

gccgatagag
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tgaagttttc
gataatggac
gatgggaaca
tcegtattac
ctaccgegece
tgcccagtgg
ggtggccegt
ccccaagecce
ggccatgcgg
gcggcaccgg
tctgactggg
cagtgccage
ccgecgcecece
ccttectcaat
atcttgagcce
tacttectgtg
aatataaaat
tagattccaa
aacctgtttt
cattctacte
ttgctaagtt
tacaccacaa
acctttataa
aggcatagag
atttgtaaag
cagccatacc
gaacctgaaa
tggttacaaa
ttctagttgt
tgtcaaggac
gagatttctg

atggcgatat

aagtacaacc
atggtgagca
gatgggcacc
tgtggtgtgg
tgcttgtatg
gagttccaaa
ttcatcttge
attcctggga
gaggagaatg
taccacattc
ttccacgaaa
atccgecatte
tctgccaatt
gagactggcg
tttcectagtt
gtgtgacata
ttttaagtgt
cctatggaac
gctcagaaga
ctccaaaaaa
ttttgagtca
aggaaaaagc
gtaggcataa
tgtctgetat
gggttaataa
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtcca
ggtgactgca
tecgeegacta

tggaaaaatc

38

ggaagcctge
accagcaccc
cttttggttg
gcgcagacaa
ctggggtcaa
taggaccctg
atcgagtatg
actggaatgg
gtctgaagca
gagcctacga
cgtccaacat
cccggactgt
gtgacccecctt
acgagccctt
catcccacce
attggacaaa
ataatgtgtt
tgatgaatgg
aatgccatct
gaagagaaag
tgctgtgttt
tgcactgcta
cagttataat
taataactat
ggaatatttg
aggttttact
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
gtgaataata
aattcatgtc

gatatttgaa

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760



aatatggcat
tccaaaagtg
ggatggcgat
tcgatatagg
acatggccaa
cattggttat
tcataatatg
attgactagt
gttcegegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
gagacgccat
cggccgggaa
ctatagagtc
ggggtctata
gtgggttatt
ccataacatg
cagagactga
tcacatatac
ctccacgecga
ttctacatce
gctcctaaca
gcacaaggcc
cgctgacgca

tgtgttctga

attgaaaatg
atttttgggce
agacgacttt
tgacagacga
tgcatatcga
atagcataaa
tacatttata
tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggagtatt
acgccccecta
accttatggg
gtgatgcggt
ccaagtctcc
tttccaaaat
tgggaggtct
ccacgctgtt
cggtgcattg
tataggccca
cacccecgcet
gaccattatt
gctetttgece
cacggactct
aacaccaccg
atctcgggta
gagccctget
gtggaggcca
gtggcggtag
tttggaagac

taagagtcag

tcgeecgatgt
atacgcgata
ggtgacttgg
tatgaggcta
tctatacatt
tcaatattgg
ttggctcatg
aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
tttggcagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
ttgacctcca
gaacgcggat
cccecttgge
tecctecatgtt
gaccactcce
acaactctct
gtatttttac
tcececagtge
cgtgttcegg
cccatgecte
gacttaggca
ggtatgtgtce
ttaaggcagce

aggtaactcc
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gagtttctgt
tctggcgata
gcgattctgt
tatcgccgat
gaatcaatat
ctattggcca
tccaacatta
ggggtcatta
cccgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
catcaatggg
cgtcaatggg
ctcecgecccea
agctcgttta
tagaagacac
tcceegtgec
ttcttatgeca
ataggtgatg
ctattggtga
ttattggcta
aggatggggt
ccgecagtttt
acatgggctce
cagcgactca
cagcacgatg
tgaaaatgag
ggcagaagaa

cgttgeggtg

gtaactgata
gcgcttatat
gtgtcgcaaa
agaggcgaca
tggccattag
ttgcatacgt
ccgccatgtt
gttcatagcce
tgaccgccecca
ccaataggga
gcagtacatc
tggcecegect
atctacgtat
cgtggatagce
agtttgtttt
ttgacgcaaa
gtgaaccgtc
cgggaccgat
aagagtgacg
tgctatactg
gtatagctta
cgatactttc
tatgccaata
ctcatttatt
tattaaacat
ttcteccggta
tggtcgcteg
cccaccacca
ctcggggage
gatgcaggca

ctgttaacgg

39

tcgecatttt
cgtttacggg
tatcgcagtt
tcaagctgge
ccatattatt
tgtatccata
gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatge
tagtcatcge
ggtttgactc
ggcaccaaaa
tgggcggtag
agatcgcectg
ccagccteeg
taagtaccgc
tttttggett
gcctataggt
cattactaat
cactgtcctt
atttacaaat
aacgtgggat
gcggcggagce
gcagctccett
ccagtgtgece
gggcttgecac
gctgagttgt

tggagggcag

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620
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tgtagtctga
taacagactg
ccgecaccat
ttgtgctgac
cctgcaagge
aatctcctaa
tcacaggcag
acttggcaga
ccaagctgga
caccatccag
tctaccccaa
tcctgaacag
tcacgttgac
agacatcaac
<210> 27

<211> 11438
<212> ADN

gcagtactcg
ttcctttcca
gggatggagc
ccagtctcac
cagtcaggat
actactgatt
tggatctggg
ttatttctgt
gctgaaacgg
tgagcagtta
agacatcaat
ttggactgat
caaggacgag

ttcacccatt

<213> Secuencia artificial

<220>

ttgctgecege
tgggtectttt
tgtatcatcce
aaattcatgt
gtgggtactg
tactgggcat
acagatttca
cagcaatata
cgtacgegtg
acatctggag
gtcaagtgga
caggacagca
tatgaacgac

gtcaagagct

<223> B1-secuencia de migG1

<400> 27
attgatcata

acacctccce
tgcagcttat
tttttcactg
gcggccgecg
taactgatat
cgcttatatc
tgtcgcaaat
gaggcgacat
ggccattage
tgcatacgtt
cgccatgttg

ttcatageccce

atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca
cattctagtt
atatttgaaa
cgccattttt
gtttacgggg
atcgcagttt
caagctggca
catattattc
gtatccatat
acattgatta

atatatggag

ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa
gtggtttgtc
atatggcata
ccaaaagtga
gatggcgata
cgatataggt
catggccaat
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt

ttecegegtta
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gcgcgecace
ctgcagtcac
tcttettggt
ccacatcagt
ctgtagectg
ccacccggcea
ctctcaccat
gcagctatcc
ctgatgctge
gtgcctcagt
agattgatgg
aagacagcac
ataacagcta

tcaacaggaa

agaggtttta
gaatgcaatt
tagcatcaca
caaactcatc
ttgaaaatgt
tttttgggca
gacgactttg
gacagacgat
gcatatcgat
tagcataaat
acatttatat
attaatagta

cataacttac

agacataata
cgtcettgac
agcaacagct
aggagacagg
gtatcaacag
cactggagtc
tagcaatgtg
gtacacgttc
accaactgta
cgtgtgcette
cagtgaacga
ctacagcatg
tacctgtgag

tgagtgttaa

cttgctttaa
gttgttgtta
aatttcacaa
aatgtatctt
cgcecgatgtg
tacgcgatat
gtgacttggg
atgaggctat
ctatacattg
caatattggce
tggctcatgt
atcaattacg

ggtaaatggce

40

gctgacagac
acgaagcttg
acaggtgaca
gtcagcatca
aaaccagggc
cctgatceget
cagtctgaag
ggagggggga
tccatcttce
ttgaacaact
caaaatggcg
agcagcaccc
gccactcaca

gaattce

aaaacctccce
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
agtttctgtg
ctggcgatag
cgattctgtg
atcgccgata
aatcaatatt
tattggccat
ccaacattac
gggtcattag

ccgectgget

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11456

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatc
agagtgacgt
gctatactgt
tatagcttag
gatactttce
atgccaatac
tcatttatta
attaaacata
tctceggtag
ggtcgctcgg
ccaccaccac
tcggggageg
atgcaggcag
tgttaacggt
gacataatag
gtccttgaca
gcaacagcta
gggtcccgga
tgggttegte
agtaccatct
aagaacaccce

tgtgcaagat

cgacccccgce
ttteccattga
agtgtatcat
gcattatgcc
agtcatecgcet
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgcecctgg
cagcctecege
aagtaccgcc
ttttggcttg
cctataggtg
attactaatc
actgteccttce
tttacaaatt
acgtgggatc
cggcggagcet
cagctccttg
cagtgtgececg
ggcttgcace
ctgagttgtt
ggagggcagt
ctgacagact
cgaagcttge
caggtgaggt
aactctcctg
aggctccaga
actatgcaga
tgttcctgea

gggggtggac

ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggattte
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatc
ggccgggaac
tatagagtct
gggtctatac
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac
cacatataca
tccacgecgaa
tctacatcceg
ctcctaacag
cacaaggccg
gctgacgeat
gtgttctgat
gtagtctgag
aacagactgt
cgccaccatg
gaagctggtg
tgcagcctcet
gaaggggctg
cacagtgaag
aatgaccagt

tgggacagga
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caataatgac
tggagtattt
cgcccectat
ccttatggga
tgatgecggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgg
ataggcccac
acccccegett
accattattg
ctctttgeca
acggactctg
acaccaccgt
tctegggtac
agccctgcete
tggaggccag
tggcggtagg
ttggaagact
aagagtcaga
cagtactcgt
tcctttecat
ggatggagct
gaatctgggg
ggattcactt
gagtgggtcg
ggccgattca
ctaaggtctg

cttgactact

gtatgttccc
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttecctact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaacaac
tataagcaga
tgacctccat
aacgcggatt
ccecettgget
cctcatgtta
accactccce
caactctctt
tatttttaca
ccccagtgece
gtgttccgga
ccatgcectce
acttaggcac
gtatgtgtct
taaggcagcg
ggtaactccc
tgctgeegeg
gggtcttttce
gtatcatcct
gaggcttagt
tcagtagctt
catacattag
ccatctccag
aggacacggc

ggggccaagg

41

atagtaacgce
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tecegecccat
gctegtttag
agaagacacc
cceegtgeca
tcttatgcecat
taggtgatgg
tattggtgac
tattggctat
ggatggggtc
cgcagttttt
catgggctct
agcgactcat
agcacgatgc
gaaaatgagce
gcagaagaag
gttgcggtge
cgcgccacca
tgcagtcacc
cttcttggta
gcagcctgga
tggaatgcac
tagtggcagt
agacaatccc
catgtattac

caccactctc

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



acagtctcct
tctgctgece
gagccagtga
gcetgteetge
tggcccageg
aagaaaattg
tcatctgtcet
aaggtcacgt
tttgtagatg
agcactttcc
gagttcaaat
aaaaccaaag
atggccaagg
actgtggagt
atggacacag
gaggcaggaa
gagaagagcc
cacatttgta
acataaaatg
ataaagcaat
tggtttgtce
cgtggcecgge
cgatggggaa
ggtggcagge
tgcggeggeg
gcataaggga
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettacce
ctcacgetgt
cgaacccccc

cccggtaaga

cattcgaagce
aaactaactc
cagtgacctg
agtctgacct
agaccgtcac
tgcccaggga
tcatcttecce
gtgttgtggt
atgtggaggt
gctcagtcag
gcagggtcaa
gcagaccgaa
ataaagtcag
ggcagtggaa
atggctctta
atactttcac
tctceccacte
gaggttttac
aatgcaattg
agcatcacaa
aaactcatca
atcaccggcg
gatcgggctce
cecegtggecg
gtgctcaacg
gagcgtcgac
catcacaaaa
caggcgtttc
ggatacctgt
aggtatctca
gttcageceeg

cacgacttat

caaaacgaca
catggtgacc
gaactctgga
ctacactctg
ctgcaacgtt
ttgtggttgt
cccaaagceec
agacatcagc
gcacacagct
tgaacttccc
cagtgcagct
ggctccacag
tctgacctge
tgggcagcca
cttegtectac
ctgctcetgtg
tcctggtaaa
ttgctttaaa
ttgttgttaa
atttcacaaa
atgtatctta
ccacaggtgc
gccacttegg
ggggactgtt
gcctcaacct
ctcgggecge
atcgacgctc
ccecctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege

cgccactgge
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cccccatetg
ctgggatgcc
tccctgteca
agcagctcag
gcccacccgg
aagccttgca
aaggatgtgc
aaggatgatc
cagacgcaac
atcatgcacc
ttcecctgeee
gtgtacacca
atgataacag
gcggagaact
agcaagctca
ttacatgagg
tgagaattca
aaacctccca
cttgtttatt
taaagcattt
tcatgtctgg
ggttgctgge
gctcatgage
gggcgccate
actactgggce
gttgectggeg
aagtcagagg
ctcecectegtg
ccecttcecggga
ggtcgttege
cttatccggt

agcagccact

tctatccact
tggtcaaggyg
gcggtgtgea
tgactgtcece
ccagcagcac
tatgtacagt
tcaccattac
ccgaggtccea
ccecgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
ttccacctce
acttcttcce
acaagaacac
atgtgcagaa
gcctgecacaa
ttgatcataa
cacctccccece
gcagcttata
ttttcactge
atcctctacg
gcctatatcg
gcttgttteg
tcettgecatg
tgcttectaa
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagctgg
aactatcgtce

ggtaacagga

42

ggccecctgga
ctatttcecct
cacctteccca
ctccagcacce
caaggtggac
cccagaagta
tctgactccet
gttcagetgg
gcagttcaac
caatggcaag
aaccatctce
caaggagcag
tgaagacatt
tcagcccatce
gagcaactgg
ccaccatact
tcagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
ccggacgcat
ccgacatcac
gcgtgggtat
caccattcct
tgcaggagtc
ggctcecgece
cgacaggact
ttcecgacccet
tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa

ttagcagage

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



gaggtatgta
aagaacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacce
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggcegea
gccatcegta
gtgtatgcegg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa
agaaaccatt
gctctttgeg
aaatgtaatc
tatgtttaag
ggaatgtgtg
aaagcatgca
gcagaagtat

cgcccatcee

ggcggtgeta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
tcagcaataa
gcctccatcece
agtttgegceca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgectttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
attatcatga
gcacccatcg
acactggctc
aaggttggta
tcagttaggg
tctcaattag
gcaaagcatg

gccectaact

cagagttctt
gcgcetetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgcetge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagectce
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cattaaccta
ttcgtaatgt
accttcgggt
aattccttge
tgtggaaagt
tcagcaacca
catctcaatt

ccgeccagtt
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gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccecgte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccccga
taaaaatagg
tcegtggeac
gggcctttet
ggctttggeca
ccccaggcete
ggtgtggaaa
agtcagcaac

ccgeccatte

cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttec
tacatatttg
aaagtgccac
cgtatcacga
cgaggacaac
gcgtttataa
gccaagctag
cccagcaggce
gtcceccagge
catagtcccg

tccgeccecat

43

gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgcte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccege
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta
ggccctgatg
cctcaagaga
ggagacactt
atccggetgt
agaagtatgc
tcceccageag
cccctaacte

ggctgactaa

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



ttttttttat
gaggaggctt
agcaccttce
gtacttgtge
tggagaagga
gttacctgag
catgtatctc
ggtgttctgt
gtgtaaacgg
gtatactctg
gccccaaggt
ggaggctcac
ggtcatgcct
tcatctectgg
aacctttgac
tagcaccaag
actaagcaag
tgccecgtegt
cgccaatcge
ctttgaagac
ccgcacatgce
ctttgagtga
aaggaacctt
tctaaggtaa
tgtgtatttt
aatgaggaaa
gactctcaac
ccttcagaat
tttgctattt
tattctgtaa
actccacaca

agctttttaa

ttatgcagag
ttttggaggc
accatggcca
ctgececcagg
ctgcgetgea
tggaattttg
agccctgttg
gaagttttca
ataatggaca
atgggaacag
ccgtattact
taccgegect
gcccagtggg
gtggccegtt
cccaagccca
gccatgeggg
cggcaccggt
ctgactgggt
agtgccagca
cgecgeeccet
cttctcaatg
tcttgagect
acttctgtgg
atataaaatt
agattccaac
acctgttttg
attctactcc
tgctaagttt
acaccacaaa
cctttataag
ggcatagagt

tttgtaaagg

gccgaggecg
ctaggctttt
cctcagcaag
gtgagaaagt
aaacccgcac
atggctctag
ccatgttteg
agtacaaccg
tggtgagcaa
atgggcaccc
gtggtgtggg
gcttgtatge
agttccaaat
tcatcttgea
ttcectgggaa
aggagaatgg
accacattceg
tccacgaaac
tcegeattee
ctgeccaattg
agactggcga
ttcctagttc
tgtgacataa
tttaagtgta
ctatggaact
ctcagaagaa
tccaaaaaag
tttgagtcat
ggaaaaagct
taggcataac
gtctgectatt

ggttaataag
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ccteggecte
gcaaaaagct
ttcccacttg
ccaagccatg
cctggactgt
tacctttcag
ggaccccette
gaagcctgeca
ccagcacccce
ttttggttgg
cgcagacaaa
tggggtcaag
aggaccctgt
tcgagtatgt
ctggaatggt
tctgaagcac
agcctacgat
gtccaacatc
ccggactgte
tgaccccttt
cgagccctte
atcccaccce
ttggacaaac
taatgtgtta
gatgaatggg
atgccatcta
aagagaaagg
gctgtgttta
gcactgctat
agttataatc
aataactatg

gaatatttga

tgagctatte
agcttggggce
aacaaaaaca
tatatctggg
gagcccaagt
tctgagggcet
cgcagagatc
gagaccaatt
tggtttggaa
ccttccaatg
gcctatggea
attacaggaa
gaaggaatcc
gaagactttg
gcaggctgec
atcgaggagg
cccaaggggg
aacgactttt
ggccaggaga
gcagtgacag
caatacaaaa
gccccagaga
tacctacaga
aactactgat
agcagtggtg
gtgatgatga
tagaagaccc
gtaatagaac
acaagaaaat
ataacatact
ctcaaaaatt

tgtatagtgce

44

cagaagtagt
caccgctcag
tcaagcaaat
ttgatggtac
gtgtagaaga
ccaacagtga
ccaacaagct
taaggcactc
tggaacagga
gctttcctgg
gggatatcgt
caaatgctga
gcatgggaga
gggtaatagc
ataccaactt
ccatcgagaa
gcctggacaa
ctgctggtgt
agaaaggtta
aagccatcgt
actaattaga
gatctttgtg
gatttaaagc
tctaattgtt
gaatgccttt
ggctactgcet
caaggacttt
tcttgettge
tatggaaaaa
gttttttett
gtgtaccttt

cttgactaga

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340



gatcataatc
cctececectg
agcttataat
ttcactgcat
ctagcttegt
acgcgttttg
ccgatagaga
cgccgatgtg
tacgcgatat
gtgacttggg
atgaggctat
ctatacattg
caatattggce
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatggce
gtatgttcce
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttecctact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaacaac
tataagcaga
tgacctcecat
aacgcggatt
ccecttgget
cctcatgtta
accactccce
caactctctt

tatttttaca

agccatacca
aacctgaaac
ggttacaaat
tctagttgtg
gtcaaggacg
agatttctgt
tggcgatatt
agtttctgtg
ctggcgatag
cgattctgtg
atcgccgata
aatcaatatt
tattggccat
ccaacattac
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgce
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tcecgeecceat
gctcgtttag
agaagacacc
ccccgtgeca
tcttatgcat
taggtgatgg
tattggtgac
tattggctat

ggatggggtc

catttgtaga
ataaaatgaa
aaagcaatag
gtttgtccaa
gtgactgcag
cgccgactaa
ggaaaaatcg
taactgatat
cgcttatatc
tgtcgcaaat
gaggcgacat
ggccattage
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagecce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatc
agagtgacgt
gctatactgt
tatagcttag
gatactttce
atgccaatac

tcatttatta
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ggttttactt
tgcaattgtt
catcacaaat
actcatcaat
tgaataataa
attcatgtceg
atatttgaaa
cgccattttt
gtttacgggg
atcgcagttt
caagctggca
catattattc
gtatccatat
acattgatta
atatatggag
cgacccccge
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgcc
agtcatcgcet
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgcctgg
cagcctcege
aagtaccgcce
ttttggcttg
cctataggtg
attactaatc
actgtcectte

tttacaaatt

gctttaaaaa
gttgttaact
ttcacaaata
gtatcttatc
aatgtgtgtt
cgcgatagtg
atatggcata
ccaaaagtga
gatggcgata
cgatataggt
catggccaat
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt
ttccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggattte
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatc
ggccgggaac
tatagagtct
gggtctatac
tgggttattg
cataacatgg
agagactgac

cacatataca

45

acctcccaca
tgtttattge
aagcattttt
atgtctggat
tgtccgaaat
gtgtttatecg
ttgaaaatgt
tttttgggceca
gacgactttg
gacagacgat
gcatatcgat
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgccccectat
ccttatggga
tgatgecggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgg
ataggcccac
accccegett
accattattg
ctctttgeca
acggactctg

acaccaccgt

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200
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15

ccccagtgee
gtgttcecgga
ccatgcctece
acttaggcac
gtatgtgtct
taaggcagcg
ggtaactccc
tgctgeegeg
gggtcttttce
gtatcatcct
cactcatggce
taagttccag
tttatggcac
ggacctctta
gtcaacagtg
ggcgtacgeg
taacatctgg
atgtcaagtg
atcaggacag
agtatgaacg
ttgtcaagag
<210> 28

<211> 20
<212> ADN

cgcagttttt
catgggctct
agcgactcat
agcacgatgce
gaaaatgagc
gcagaagaag
gttgcggtge
cgcgccacca
tgcagtcacc
cttcttggta
tgcatctcca
caacttgcac
atccaacctg
ttctctcaca
gagtagttac
tgctgatget
aggtgcctca
gaagattgat
caaagacagc
acataacagc

cttcaacagg

<213> Secuencia artificial

<220>

attaaacata
tcteecggtag
ggtcgetcegg
ccaccaccac
tcggggageg
atgcaggcag
tgttaacggt
gacataatag
gtccttgaca
gcaacagcta
ggggagaagg
tggtaccagce
gcttctggag
atcagcagca
ccattcacgt
gcaccaactg
gtecgtgtget
ggcagtgaac
acctacagca
tatacctgtg

aatgagtgtt
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acgtgggatc
cggcggagcet
cagctccttg
cagtgtgceg
ggcttgcacc
ctgagttgtt
ggagggcagt
ctgacagact
cgaagcttge
caggtgatat
tcaccatcac
agaagtcaga
tcecetgtteg
tggaggctga
tcggeteggg
tatccatctt
tcttgaacaa
gacaaaatgg
tgagcagcac
aggccactca

aagaattc

<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 28

ttgttccgtt tgttcaagag

<210> 29
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Oligonucledtido de ADN de cadena sencilla

<400> 29

cggaataaac tgtgttcact g

21

tccacgecgaa
tctacatceg
ctcctaacag
cacaaggccg
gctgacgcecat
gtgttctgat
gtagtctgag
aacagactgt
cgccaccatg
tgtgctaact
ctgcagtgtce
aacctcccecec
cttcagtggce
agatgctgcce
gaccaagctg
cccaccatce
cttctacccce
cgtcctgaac
cctcacgttg

caagacatca

46

tctecgggtac
agcccectgete
tggaggccag
tggcggtagg
ttggaagact
aagagtcaga
cagtactcgt
tcctttecat
ggatggagct
cagtctccag
agctcaagta
aaaccctgga
agtggatctg
acttattact
gaaataaaac
agtgagcagt
aaagacatca
agttggactg
accaaggacg

acttcaccca

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11438
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo aislado que comprende un dominio de reconocimiento de antigeno que comprende:

regiones determinantes de complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 1, NO: 2, NO: 3, NO: 4, NO:
5y NO: 6 (B4), 0

regiones determinantes de complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 7, NO: 8, NO: 9, NO: 10,
NO: 11y NO: 12 (B1),

en donde el anticuerpo se une especificamente a CD84.
2. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1,

que disminuye la actividad antiapoptética de las células de estroma en las células de leucemia linfocitica crénica
(CLL); o

que inhibe la secrecion de CCL3 procedente de células de CLL; o
que inhibe la expresién de BCL-2 en CLL; o
que inhibe la expresién de BCL-2 de estroma; o
que reduce la expresion de IL-6 e IL-8 en células de estroma; o
que produce movilizacion de células de CLL de la médula dsea.
3. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que es una IgG.

4. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo hibrido.

5. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico.

6. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 y un excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

7. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en
provocar apoptosis en linfocitos B de un sujeto que tiene neoplasia de linfocitos B.

8. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso en el
tratamiento de una neoplasia de linfocitos B en un sujeto que la necesita.

9. La cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo para el uso de la reivindicacion 7 u 8, en donde dicha
neoplasia de linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en un linfoma, una leucemia y un mieloma.

10. Un método de diagnostico de B-CLL en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica del sujeto con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5 en condiciones que permitan la formaciéon de inmunocomplejos entre la isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 14) y
el anticuerpo; y

(b) determinar una concentracion de los inmunocomplejos en dicha muestra bioldgica, en donde un aumento en el
nivel de dichos inmunocomplejos mas alla de un umbral predeterminado con respecto a la concentracion de dichos
inmunocomplejos en una muestra biolégica de un individuo sano es indicativo de la B-CLL.

11. El método de la reivindicacion 10, que comprende ademas corroborar el diagndstico utilizando un analisis de
diagnéstico seleccionado de la expresion del marcador de superficie distintiva de dicha isoforma ¢ de CD84, analisis
de cariotipo y mutaciones de la estirpe germinativa.

12. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

13. El polinucledétido aislado de la reivindicacién 12 como se expone en la SEQ. ID. NO: 26 o NO: 27.
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FIG. 6E FIG. 6F FIG. 6G
IgG2a 5 pg/mi B1 5 pg/ml B4 5 pg/ml
1 9,36 206 1 133 33,1| 1 15,1 35,3
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33.2: %8| (228 | 57| las | 2
FIG. 6H FIG. 6l FIG. 6J
IgG2a 5 pg/ml B1 5 pg/ml B4 5 ug/ml
12,24 919| 12,09 18,6

T

FIG. 6K

IgG2a 20 ug/ml
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FIG. 6M

B4 20 pg/mi
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