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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CXCR3

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad en virtud del titulo 35 del Cédigo de los Estados Unidos,
articulo 119, de la solicitud provisional de los EE. UU. n.° 61/588.936, presentada el 20 de enero de 2012.

Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de secuencias que se ha presentado en formato ASCII a través de EFS-
Web. Dicha copia ASCII, creada el 28 de enero de 2013, lleva el nombre 12423304.ixt y tiene un tamaro de 307.524
bytes.

La invencion se refiere a anticuerpos y métodos para usar los anticuerpos para tratar trastornos asociados a la
sefalizacion de CXCRB3, tal como la diabetes mellitus tipo 1 (diabetes tipo I; T1D).

La diabetes se caracteriza por una hiperglucemia crénica que resulta de la falta de accién de la insulina, junto con
diversas anomalias metabdlicas caracteristicas. La diabetes se puede dividir en general en tipo | y tipo Il. La T1D se
caracteriza por la pérdida de las células B pancreaticas de los islotes de Langerhans, mientras que la diabetes tipo Il
se caracteriza por reducciones en la secrecion de insulina y en la sensibilidad a la insulina (resistencia a la insulina).
En los Estados Unidos, la prevalencia de la diabetes es de aproximadamente 2 a 4 por ciento de la poblacién, donde
la diabetes tipo | (también conocida como insulinodependiente o IDDM, por sus siglas en inglés) representa
aproximadamente 7 a 10 por ciento de todos los casos.

La diabetes tipo | se caracteriza por la incapacidad de producir suficiente insulina para mantener la homeostasis de
la glucosa. Se cree que la causa de este trastorno es la destruccion autoinmunitaria de las células B pancreaticas. La
autoinmunidad asociada a la diabetes tipo | implica la participacion de linfocitos autorreactivos B y T. De hecho,
hasta el 98 % de los pacientes con diabetes tipo | tiene anticuerpos contra uno o mas de sus propios antigenos de
células B, incluidos insulina, acido glutamico descarboxilasa (GAD, por sus siglas en inglés), antigeno de insulinoma
2 y antigeno de insulinoma 2b (IA-2 e IA-2 B) y los antigenos citoplasmaticos de células del islote heterogéneos
(ICA, por sus siglas en inglés). Aunque no siempre puede ser determinante, el nivel de uno o méas autoanticuerpos
generalmente se correlaciona con el estado de destruccién de las células . Irvine, et al., Diabetes, 26:138-47
(1997); Riley, et al., N. Engl. J. Med., 323:1167-72 (1990). Por consiguiente, los autoanticuerpos pueden servir como
indicadores del desarrollo de la diabetes autoinmunitaria y junto con cambios metabdlicos pueden predecir el riesgo
de desarrollar diabetes en parientes de pacientes con T1D.

El desarrollo de la diabetes tipo | puede estar mediado por linfocitos T autorreactivos, como lo indican las biopsias de
tejido obtenidas alrededor del momento del diagnéstico de T1D que muestran los islotes infiltrados con linfocitos T
activados. Bottazzo et al., N. Engl. J. Med., 313:353-60 (1985); Hanninen et al., J. Clin. Invest., 90:1901-10 (1992);
Itoh et al., J. Clin. Invest., 92:2313-22 (1993); Imagawa, et al., Diabetes, 50:1269-73 (2001).

El receptor de quimiocina (motivo C-X-C) 3 (CXCRS3), también conocido como receptor acoplado a la proteina G 9
(GPR9, por sus siglas en inglés), CD183, receptor de IP-10 y receptor de Mig, es un receptor de quimiocina
expresado en linfocitos T autorreactivos que se han relacionado con una gama de procesos fisioldgicos y trastornos
relacionados, tales como la T1D. El CXCR3 esta ausente en gran medida en linfocitos T indiferenciados, pero
aumenta tras la activacion con el antigeno y reldne a células activadas en sitios de inflamacion tisular en respuesta a
sus ligandos primarios: CXCL9, CXCL10 y CXCL11. Se ha demostrado que las células B expresan
predominantemente CXCL10, con niveles mas bajos de CXCL9, en modelos de T1D en ratén (Christen et al The
Journal of Immunology, 2003, 171: 6838-6845; Morimoto et al. J Immunol 2004;173;7017-7024; Sarkar et al.
Diabetes. 2012 Feb;61(2):436-46); y en islotes de pacientes con T1D que padecen insulitis (Uno et al 2010; Roep et
al Clinical and Experimental Immunology, 2003, 159: 338-343; Sarkar et al. Diabetes. 2012 Feb;61(2):436-46).
Ademas, se ha demostrado que los linfocitos T que han infiltrado el pancreas expresan CXCR3 en modelos de T1D
en ratones y muestras de pancreas de pacientes con diabetes tipo 1 (Christen et al, The Journal of Immunology,
2003, 171: 6838-6845; Van Halteren et al., Diabetologia 48:75-82 (2005); Uno et al 2010; Roep et al., Clinical and
Experimental Immunology, 2003, 159: 338-343; Sarkar et al., Diabetes. 2012 Feb;61(2):436-46). Ademas, los
ratones con genes inactivados con CXCRS3 deficiente demuestran un retraso significativo en la aparicién de la T1D y
una reduccioén en su incidencia (Frigerio et al., Nature Medicine 8:1414-1420 (2002)), mientras que la sobreexpresién
de CXCL10 en los islotes de ratones transgénicos promueve la infiltracién por linfocitos T y acelera la aparicion de la
T1D (Rhode et al., J. Immunol. 175(6): 3516-24 (2005)). Se ha demostrado que la neutralizacion de CXCL10
mediante tratamiento con anticuerpos es protectora (Christen et al., The Journal of Immunology, 2003, 171: 6838-
6845).

Existen tres isoformas de CXCRS, indicadas como A, B y Alt., que se han identificado en humanos (Lasagni et al. J.
Exp. Med. 2003 197:1537; Ehlert et al J. Immunol. 2004;173;6234-6240). El CXCR3-A se une a las quimiocinas CXC
CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10) y CXCL11 (I-TAC); CXCR3-B también se une a estas dianas, pero también se une a
CXCL4; CXCR3-Alt parece interactuar con CXCL11. Aunque el empalme alternativo conduce a la generacién de
diversas isoformas proteicas de CXCR3, CXCRB3-A es la forma predominante in vivo, dado que CXCR3-B y CXCR3-
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Alt se expresan a niveles mucho mas bajos a los niveles proteicos. Lasagni et al. J. Exp. Med. 2003 197:1537; Ehlert
et al J. Immunol. 2004;173;6234-6240.

Los esfuerzos para interrumpir la via de CXCR3 mediante el uso de inhibidores de molécula pequefia de CXCR3 no
han demostrado ser completamente eficaces. Christen et al.,, Clin Exp. Immunol. 165: 318-328 (2011). Por
consiguiente, la investigacion se ha centrado en anticuerpos y otros métodos para interrumpir CXCL10,
principalmente antes de la apariciéon de la diabetes. Morimoto et al., J. Immun. 173: 7017-7024 (2004); Oikawa et al.,
Rev. Diabet. Stud. 7: 209-224 (2010).

La solicitud internacional WO 2005/030793 describe anticuerpos anti-CXCR3 humano monoclonales humanos, 5H7
y 7H5.

La solicitud internacional WO 01/72334 describe el anticuerpo anti-CXCR3 de ratén monoclonal de rata 1G3.

La solicitud internacional WO 2008/094942 describe anticuerpos anti-CXCR3 humano humanizados, incluido el mAb
anti-CXCR3 humano de ratén humanizado V44D7.

La patente estadounidense n.° US 6.184.358 describe anticuerpos monoclonales murinos (de ratén) contra CXCR3
humano, incluido en particular 1C6.

En virtud de la prevalencia de la T1D y otros trastornos en los que esta implicado CXCRS, existe la necesidad de
métodos adicionales dirigidos a la sefalizacion de CXCR3, p. €j., para tratar o reducir la progresion de un trastorno
tal como T1D en un paciente.

En la presente se describen anticuerpos y métodos para usar los anticuerpos que son capaces de unirse a CXCR3.
En algunas realizaciones, los anticuerpos se pueden usar para prevenir, tratar o reducir la progresiéon temprana de la
T1D en un sujeto al dirigirse a la via de CXCR3. Los anticuerpos y métodos dependen, al menos en parte, del
sorprendente resultado de que anticuerpos neutralizantes dirigidos a CXCR3 pueden prevenir la aparicién de la T1D
en ratones NOD cuando se administran antes de la aparicion de la enfermedad, o pueden revertir la evolucion de la
enfermedad cuando se administran en la fase de aparicion reciente de la T1D en ratones NOD. Ademas, la
neutralizacion de la actividad de CXCR3 no se asocia con una alteracion significativa del funcionamiento normal del
sistema inmunitario del paciente, lo que reduce, de esta manera, los efectos secundarios indeseables del tratamiento
con anticuerpos.

Por consiguiente, en un aspecto, en la presente memoria se describen anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno
capaces de neutralizar la actividad de CXCRS3. En ciertas realizaciones, los anticuerpos que neutralizan CXCR3
pueden caracterizarse por la capacidad de unirse a un péptido seleccionado de los residuos 1-58, 1-16 0 1-37 de la
SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, los anticuerpos comprenden clones de anticuerpo (Cl) enteros o porciones
designados Cl 12, Cl 135, CI 82, Cl 53 y/o Cl 4. En ciertas realizaciones, se proporcionan las variantes de anticuerpo
Cl 12, Cl 135, ClI 82, Cl 53 y/o Cl 4, incluidas variantes injertadas con CDR, humanizadas, retromutadas y
completamente humanas de los anticuerpos descritos. En realizaciones especificas, el anticuerpo comprende una o
mas regiones de determinacién de la complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés), p. €j., una o mas de
CDR1, CDR2 y CDRS3 de cadena pesada y/o una o mas de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera, de los clones Cl
12, Cl 135, Cl 82, ClI 53 y/o Cl 4 o cualquiera de las variantes de los clones 4, 12, 53, 82 y 135 descritos en la
presente memoria. En algunas realizaciones, los anticuerpos de Cl 12, Cl 135, ClI 82, Cl 53 y/o Cl 4, o las versiones
quiméricas y humanizadas de estos, exhiben ciertas propiedades beneficiosas, en comparacién con los clones anti-
CXCR3 5H7, 7H5, V44D7, 1C6 y/o 49801. Por ejemplo, los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden
exhibir mayor afinidad de unién en comparacion con los clones anti-hCXCR3 5H7, 7H5, V44D7, 1C6 y 49801. Por
ejemplo, el anticuerpo puede exhibir afinidad 1, 2, 3, 4, 5 0 mas veces mejor (o cualquier valor intermedio) con
respecto a los anticuerpos anti-CXCRS3 tales como 1C6, p. €j., segun se mide mediante resonancia de plasmones
superficiales (p. €j., usando un ensayo BIACORE™). Los anticuerpos humanizados descritos en la presente
memoria también tienen una reduccién prevista de la inmunogenicidad en comparacién con los clones anti-hCXCR3
de ratén 5H7, 7H5, V44D7, 1C6 y 49801. Ademas, los clones de cadena pesada 4.7-4.11 descritos en la presente
memoria se han optimizado para retirar un sitio de desamidacion en las posiciones 58 y 59 (usando la numeracion
de IMGT) para potenciar, de esta manera, la estabilidad con respecto a la secuencia de CDR2 de dominio variable
de cadena pesada (VH) anti-hCXCRS3 de ratén inicial.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona métodos de profilaxis antes de la aparicion de la T1D, asi como
métodos para tratar o reducir la progresion de la T1D de aparicion reciente en un sujeto mediante la administracion
de una cantidad eficaz de un anticuerpo neutralizante de CXCRS3. El sujeto puede ser un mamifero, tal como un
humano.

El sujeto que presenta T1D de aparicion reciente puede tratarse mediante los métodos descritos en la presente
memoria en los 6 meses posteriores al diagnostico clinico. En otras realizaciones, el sujeto se trata mas de 6 meses
después del diagnéstico clinico, en donde el sujeto conserva los niveles séricos integrados de péptido C en ayunas
residuales de al menos aproximadamente 0,2 nmol/L.
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Los sujetos se pueden caracterizar por niveles de glucosa en sangre en ayunas elevados en ausencia de insulina
exdgena mayores que 120 mg/dL o un nivel sérico integrado de péptido C en ayunas anormalmente bajo de
aproximadamente 0,033 a 1,0 nmol/L x min durante la estimulacién con péptido C. El anticuerpo neutralizante de
CXCRS3 se administra a una dosis de aproximadamente 0,03-3,7 mg/kg/dosis. Se puede administrar al sujeto al
menos una dosis de anticuerpo. Se pueden administrar al sujeto dosis repetidas de anticuerpo (p. ej., al menos
anualmente, trimestralmente, bimensualmente, mensualmente, bisemanalmente, semanalmente o diariamente). Los
métodos descritos anteriormente pueden comprender, ademas, la etapa de administrar un inmunosupresor y/o
agente estimulante de células B de manera simultanea o secuencial (antes o después) de administrar el anticuerpo
neutralizante de CXCR3.

Los anticuerpos anti-CXCR3 descritos en la presente memoria se administran para tratar una afeccion caracterizada
por la expresion anormal de CXCR3. Se pueden administrar para tratar cualquier afeccién que se pueda beneficiar
de la disminucién y/o neutralizacién de la actividad de CXCR3. Los anticuerpos anti-CXCR3 descritos en la presente
memoria se administran para tratar la T1D.

Las realizaciones y ventajas de la invencion, asi como ejemplos comparativos adicionales se expondran en parte en
la descripcion a continuacion.

Se entendera que tanto la descripcion general precedente como la siguiente descripcion detallada son solamente
ilustrativas y explicativas y no limitan la invencion, que se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Los dibujos adjuntos, que se incorporan en y constituyen parte de la presente memoria descriptiva, ilustran una
(diversas) realizacion(es) de la invencidén y junto con la descripcion, sirven para explicar los principios de la
invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la expresién de insulina (panel izquierdo), CXCL10 (panel central) y CD3 (panel derecho) en
secciones del pancreas de ratones NOD hembra de 6 semanas (primera hilera), ratones NOD hembra de 10
semanas (segunda hilera) y ratones NOD hembra con diabetes de aparicidn reciente (tercera hilera).

La Figura 2 es un analisis de citometria de flujo de la expresién de CXCR3 en linfocitos T del pancreas de ratones
NOD hembra con diabetes de aparicién reciente. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se identificaron y tifieron para
determinar la expresion de CXCR3, como se muestra mediante la linea continua en los dos graficos inferiores. La
tincién con el testigo de isotipo se muestra mediante la curva sombreada en los mismos dos graficos.

La Figura 3 muestra el porcentaje de ratones NOD hembra no diabéticos a lo largo del tiempo para animales
tratados con PBS, anti-CXCR3 e IgG testigo comenzando a las 10 semanas de edad, antes de la apariciéon de la
diabetes. Los resultados de dos estudios independientes se muestran en las Figuras 3A y 3B.

La Figura 4 muestra secciones de pancreas de ratones NOD hembra no diabéticos de 26 semanas tratados
profilacticamente con el anticuerpo anti-CXCR3 comenzando a las 10 semanas de edad y la tincién para determinar
la insulina (panel izquierdo) o CD3/Foxp3 (paneles central y derecho). El panel derecho es una imagen ampliada de
la seccion que se muestra en el panel central.

La Figura 5 muestra los niveles de glucosa en sangre diarios en la mafiana para ratones NOD hembra tratados con
PBS, anticuerpo anti-CXCRS3, IgG testigo y anticuerpo globulina anti-timocito murino (timoglobulina murina, mATG)
comenzando 3-4 dias después de que se consider6 al ratén diabético. Cada linea representa un ratdn individual. Las
flechas indican los dias en que se proporcion6 tratamiento.

La Figura 6A es un gréafico de barras que muestra el porcentaje de linfocitos T de ratones NOD hembra tratados con
PBS, anticuerpo anti-CXCR3, IgG testigo y anticuerpo mATG que eran CD4+ (gréafico izquierdo) y CD8+ (grafico
derecho). Se extrajo el pancreas de ratones durante el ciclo de tratamiento después de la quinta inyeccion del
articulo de prueba y de ratones de la misma edad tratados con mATG. La Figura 6B es un grafico de la expresion de
CD44 (eje vertical) con respecto a la expresiéon de CD62L (eje horizontal) en linfocitos T CD4+ del pancreas de
ratones tratados con PBS, anticuerpo testigo o anticuerpo anti-CXCR3. G1 y G2 hace referencia a los linfocitos T
adquiridos por CD44 elevado / CD62L bajo y CD44 bajo / CD62L bajo, respectivamente. La Figura 6C muestra la
expresion de CXCR3 en linfocitos T CD4+ en G1 y G2, en comparacion con la expresion de CXCR3 en células
tefiidas con el anticuerpo testigo de isotipo y adquiridos en linfocitos.

La Figura 7 muestra secciones de pancreas de ratones NOD hembra tratados con IgG testigo (paneles izquierdos),
anticuerpo anti-CXCR3 (paneles centrales) y mATG (paneles derechos) y tefiidas para determinar la insulina (hilera
superior) o0 CD3 / Foxp3 (hilera inferior).

La Figura 8A-D es un gréafico de los niveles de glucosa en sangre tras la exposicion a glucosa en ratones NOD
hembra no diabéticos (Figura 8A), ratones NOD diabéticos tratados con PBS (Figura 8B), ratones NOD en remision
de la enfermedad tras tratamiento con el anticuerpo anti-CXCRS3 (Figura 8C) y ratones NOD diabéticos tratados con
el anticuerpo IgG testigo (Figura 8D) de la misma edad. La exposicion a glucosa se llevo a cabo en ratones 100 dias
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después del diagnéstico inicial de diabetes y su inclusidn en el estudio. Cada linea representa datos de un animal
individual.

La Figura 9A-B muestra el porcentaje de ratones no diabéticos a lo largo del tiempo para receptores de NOD.Scid
que recibieron linfocitos T CD4+ y CD8+ de donantes reunidos aislados a partir de ratones NOD hembra tratados
con PBS, anti-CXCR3, IgG testigo o anticuerpos mATG. Los linfocitos T se aislaron a partir de ratones NOD hembra
diabéticos aproximadamente 80-90 dias después del tratamiento con PBS o IgG testigo, o a partir de ratones NOD
hembra en remision de la enfermedad aproximadamente 80-90 dias después del tratamiento con anticuerpos anti-
CXCR3 0 mATG. Los resultados de dos estudios independientes se muestran en las Figuras 9A y 9B.

La Figura 10A muestra el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ de donantes aislados a partir de ratones NOD
hembra tratados con PBS, anti-CXCRS, IgG testigo o anticuerpos mATG (panel izquierdo) segun se describe en la
Figura 9. El porcentaje de células efectoras y de memoria central en las concentraciones de donantes de linfocitos T
CD4+ y CD8+ para cada grupo de tratamiento se muestran en los paneles derechos de la Figura 10A. La Figura 10B
muestra el porcentaje de linfocitos T reguladores en las concentraciones de linfocitos T de donantes identificados por
la expresion de CD4 y CD25 o por la expresion de CD4, CD25 y Foxp3. La Figura 10C muestra el porcentaje de
CD8+ (panel izquierdo) y CD4+ (panel derecho) en las concentraciones de linfocitos T de donantes que también
expresan CXCRS3.

La Figura 11A-B muestra el porcentaje de ratones no diabéticos a lo largo del tiempo tras la transferencia adoptiva
de linfocitos T desde ratones transgénicos TCR especificos de OVA donantes a ratones receptores RIP-OVA que se
dejaron sin tratamiento o se trataron con anticuerpo anti-CXCR3 o IgG testigo. Los resultados de dos estudios se
muestran en las Figuras 11Ay 11B.

La Figura 12A muestra la expresion de CXCR3 en linfocitos T donantes analizada mediante citometria de flujo antes
de la transferencia adoptiva a los ratones receptores RIP-OVA (curva continua). La tincion con el anticuerpo testigo
de isotipo se muestra en la curva sombreada. La Figura 12B muestra el porcentaje de células donantes en la sangre,
bazo y ganglios linfaticos pancreaticos de ratones receptores tratados con anticuerpo anti-CXCR3 o IgG testigo a los
2,4,7,9y 15 dias después de la transferencia adoptiva. La Figura 12C muestra el porcentaje de células donantes
proliferantes en la sangre, bazo y ganglios linfaticos pancreaticos de ratones receptores tratados con anticuerpo anti-
CXCRS3 o IgG testigo tras la transferencia adoptiva. La Figura 12D muestra el porcentaje de células donantes
CXCR3+ en la sangre, bazo y ganglios linfaticos pancreaticos de ratones receptores tratados con anticuerpo anti-
CXCR3 o IgG testigo tras la transferencia adoptiva.

La Figura 13 muestra secciones de pancreas de ratones receptores RIP-OVA que se dejaron sin tratamiento y
tefiidas para determinar la insulina (izquierdo superior) o CD3 (derecho superior), o tratados con anticuerpo anti-
CXCRS y tefidas para determinar la insulina (izquierdo inferior) o CD3 (derecho inferior). El pancreas se extrajo 60
dias después de la transferencia adoptiva de los linfocitos T de donantes.

Las Figuras 14A-C muestran el nivel de inhibicion de la quimiotaxia mediada por CXCR3 a CXCL11 mediada por los
clones Cl 4, 12, 53, 82 y 135. Los datos se muestran como unidades de fluorescencia relativa media (UFR) de las
células que migran en el ensayo de quimiotaxia. La Figura 14D muestra la concentracién del anticuerpo necesaria
para inhibir la movilizacién de calcio un 50 % para los clones de anticuerpo Cl 4, 12, 53 y 135.

La Figura 15A-C muestra el nivel de inhibicion de la quimiotaxia mediada por CXCR3 a CXCL9 (Figura 15A),
CXCL10 (Figura 15B) y CXCL11 (Figura 15C) mediada por los clones Cl 4, 12, 53, 82 y 135. Los datos se muestran
como unidades de fluorescencia relativa media (UFR) de las células que migran en el ensayo de quimiotaxia.

La Figura 16 muestra histogramas de anticuerpo que se une a células que expresan diversos receptores de
quimiocina diferentes. La concentraciéon de anticuerpo unido aumenta a lo largo del eje horizontal de cada
histograma.

La Figura 17A muestra una alineacién de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon
4.0 (etiquetado como «genitor») y ciertas variantes humanizadas (etiquetadas como VH1-3 y 7-11 y VK 1-3). La
Figura 17B muestra una alineacién de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon 12.0
(etiguetado como «genitor») y ciertas variantes humanizadas (etiquetadas como VH1-3 y VK 1-3). La Figura 17C
muestra una alineacion de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon 53.0 (etiquetado
como «genitor») y ciertas variantes humanizadas (etiquetadas como VH1-6 y VK 1-9). La Figura 17D muestra una
alineacion de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon 82.0 (etiquetado como
«genitor») y ciertas variantes humanizadas (etiquetadas como VH1-3 y VK 1-3). La Figura 17E muestra una
alineacion de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon 135.0 (etiguetado como
«genitor») y ciertas variantes humanizadas (etiquetadas como VH1-3 y VK 1-83). La Figura 17F muestra una
alineacion de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon 4.0 (etiquetado como
«genitor») y ciertas variantes humanizadas 4D (etiquetadas como VH4-6 y VK4-7). La Figura 17G muestra una
alineacion de los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera (VK) para el clon 53.0 (etiquetado como
«genitor») y ciertas variantes humanizadas 4D (etiquetadas como VH7-10 y VK10-13). La secuencia inferior en cada
alineacion en las Figuras 17A-G representa las secuencias de linea germinal humana mas cercanas. Los recuadros
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negros indican los dominios CDR, los residuos sombreados varian en secuencia con respecto al residuo de la linea
germinal correspondiente (Figuras 17A-E) o al residuo genitor correspondiente (Figuras 17F-G), se usa la
numeracion IMGT vy la delimitacion de CDR. La Figura 17H muestra una alineacién de los dominios variables de
cadena pesada (VH) y ligera (VK) para los clones 4.0, 12.0, 82.0 y 135, asi como para los clones de anticuerpo 5H7
y 7H5. Los recuadros negros indican los dominios CDR, los residuos sombreados varian en secuencia con respecto
a la secuencia anterior en la alineacion, se usa la numeracion IMGT.

La Figura 18 muestra los limites de los residuos de epitopo minimo para los clones de anticuerpo 4, 12, 53, 82 y
135. Los residuos importantes para la actividad de union se indican mediante una X.

La Figura 19 es un histograma que muestra la unién del anticuerpo en células humanas 300.19 transfectadas con
CXCRS3 para los clones quiméricos 4, 12, 53, 82 y 135, asi como las variantes humanizadas Hu1, Hu2, Hu3. El
anticuerpo se administré a 5 pug/ml (linea negra), 0,5 pug/ml (linea gris oscura) o 0,1 ug/ml (linea punteada negra) o 5
pg/ml de anticuerpo secundario solo (histograma relleno gris) y los datos se grafican como la cantidad de células (eje
horizontal) con respecto al porcentaje de fluorescencia maxima.

La Figura 20A-C muestra el porcentaje de inhibicién de la migracion (eje vertical) de células humanas transfectadas
con CXCR3 a CXCL9 (Figura 20A), CXCL10 (Figura 20B) y CXCL11 (Figura 20C) en presencia o ausencia de 10
pg/ml de variantes de anticuerpo quiméricas (Quim) o humanizadas (Hu1, Hu2 o Hu3) de los clones 4, 12, 53, 82 y
135, o el clon comercial 1C6.

La Figura 21 es un grafico que muestra la capacidad de las variantes de anticuerpo quiméricas (Quim) y
humanizadas (Hu1, Hu2 o Hu3) de los clones 4, 12, 53, 82 y 135 y el clon comercial 1C6 para inhibir la movilizacion
de calcio en células CHO humanas transfectadas con CXCR3-Ggqi4qi4. La concentracion del anticuerpo (eje
horizontal) se grafica con respecto al porcentaje de inhibicion maxima (eje vertical).

La Figura 22A-D muestra los efectos del tratamiento con el anticuerpo anti-CXCRS3 sobre el porcentaje de linfocitos T
CD3+/CD4+ (Figura 22A), linfocitos T CD3+/CD8+ (Figura 22B), linfocitos T CXCR3+/CD3+/CD4+ (Figura 22C) y
linfocitos T CXCR3+/CD3+/CD8+ (Figura 22D) en ratones NOD-scid IL2ry™" (NSG). HulgG1 indica IgG1 humana
(Herceptin), los clones 4, 12, 53, 82 y 135 hacen referencia a los clones de anticuerpo quiméricos.

La Figura 23A representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena pesada y ligera 12.0. La Figura
23B representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 12.1. La Figura 23C
representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena pesada y ligera 12.2. La Figura 23D representa
las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 12.3.

La Figura 24A representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 135.0. La Figura
24B representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena pesada y ligera 135.1. La Figura 24C
representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 135.2. La Figura 24D representa
las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 135.3.

La Figura 25A representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.0. La Figura 25B
representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.1. La Figura 25C representa las
secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.2. La Figura 25D representa las secuencias de
aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.3. La Figura 25E representa las secuencias de aminoacidos
para clones de cadena pesada y ligera 4.4. La Figura 25F representa las secuencias de aminoacidos para clones de
cadena pesada y ligera 4.5. La Figura 25G representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena
pesada y ligera 4.6. La Figura 25H representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y
ligera 4.7. La Figura 25l representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.8. La
Figura 25J representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.9. La Figura 25 K
representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.10. La Figura 25L representa las
secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 4.11. La Figura 25M representa las secuencias
de aminoacidos para clones de cadena ligera y ligera 4.4. La Figura 25N representa las secuencias de aminoacidos
para clones de cadena ligera y ligera 4.5. La Figura 250 representa las secuencias de aminoacidos para clones de
cadena ligera y ligera 4.6. La Figura 25P representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena ligera y
ligera 4.7.

La Figura 26A representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.0. La Figura
26B representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.1. La Figura 26C
representa las secuencias de aminodcidos para clones de cadena pesada y ligera 53.2. La Figura 26D representa
las secuencias de aminodcidos para clones de cadena pesada y ligera 53.3. La Figura 26E representa las
secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.4. La Figura 26F representa las secuencias
de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.5. La Figura 26G representa las secuencias de
aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.6. La Figura 26H representa las secuencias de aminoacidos
para clones de cadena ligera y ligera 53.4. La Figura 26l representa las secuencias de aminoacidos para clones de
cadena ligera y ligera 53.5. La Figura 26J representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena ligera y
ligera 53.6. La Figura 26K representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena ligera y ligera 53.7. La
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Figura 26L representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena ligera y ligera 53.8. La Figura 26M
representa las secuencias de aminodcidos para clones de cadena ligera y ligera 53.9. La Figura 26N representa las
secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.7. La Figura 260 representa las secuencias
de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.8. La Figura 26P representa las secuencias de
aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 53.9. La Figura 26Q representa las secuencias de aminoacidos
para clones de cadena pesada y ligera 53.10. La Figura 26R representa las secuencias de aminoacidos para clones
de cadena ligera y ligera 53.10. La Figura 26S representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena
ligera y ligera 53.11. La Figura 26T representa las secuencias de aminodcidos para clones de cadena ligera y ligera
53.12. La Figura 26U representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena ligera y ligera 53.13.

La Figura 27A representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena pesada y ligera 82.0. La Figura
27B representa las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 82.1. La Figura 27C
representa las secuencias de aminodacidos para clones de cadena pesada y ligera 82.2. La Figura 27D representa
las secuencias de aminoacidos para clones de cadena pesada y ligera 82.3.

La Figura 28A-P muestra las secuencias de acido nucleico para los clones de cadena pesada 12.0-12.3 y los clones
de cadena ligera 12.0-12.3, los clones de cadena pesada 135.0-135.3 y los clones de cadena ligera 135.0-135.3, los
clones de cadena pesada 4.0-4.11 y los clones de cadena ligera 4.0-4.7, los clones de cadena pesada 53.0-53.6 y
los clones de cadena ligera 53.0-53.9 y los clones de cadena pesada 82.0-82.3 y los clones de cadena ligera 82.0-
82.3.

Realizaciones ilustrativas

A continuacion, se hara referencia en detalle a ciertas realizaciones ilustrativas segln la presente descripcién, de las
cuales se ilustran ciertos ejemplos en los dibujos adjuntos.

CXCR3

El CXCR3 (MIM: 300574, ID de gen humano: 2833, receptor de quimiocina (motivo C-X-C) 3; también conocido
como CD182, CD183, CKR-L2, CMKARS3, GPR9, IP10-R, Mig-R, MigR, receptor acoplado a la proteina G 9, receptor
de IP-10, receptor de IP10, receptor de Mig, receptor de quimiocina (C-X-C) 3, receptor de proteina 10 inducible por
interferén) es un receptor de quimiocina que esta en gran medida ausente en linfocitos T indiferenciados, pero
aumenta tras la activacion con el antigeno y retne a estas células en sitios de inflamacion tisular en respuesta a sus
ligandos primarios: CXCL9 (ID de gen humano: 4283), CXCL10 (ID de gen humano: 3627) y CXCL11 (ID de gen
humano: 6373). Las células B en el islote de Langerhans expresan CXCL9 y CXCL10 (Frigerio et al., Nature
Medicine 8:1414-1420 (2002) y los linfocitos T que han infiltrado el pancreas expresan CXCR3 (Christen et al, The
Journal of Immunology, 2003, 171: 6838-6845; Van Halteren et al., Diabetologia 48:75-82 (2005); Uno et al 2010;
Roep et al., Clinical and Experimental Immunology, 2003, 159: 338-343; Tanaka et al., Diabetes 58: 2285-2291
(2009); Sarkar et al., Diabetes. 2012 Feb;61(2):436-46).

El CXCR3 se expresa en una variedad de organismos, incluidos, por ejemplo, humano, raton, rata, vaca, chimpancé,
macaco, perro, rana, ornitorrinco, cerdo y pez cebra. La Tabla 1 incluye la ID de gen del Centro nacional de
informacién biotecnolégica de los Estados Unidos (NCBI, por sus siglas en inglés) y la secuencia de referencia
proteica para CXCR3 de una variedad de organismos. La SEQ ID NO:1 es la secuencia de CXCR3 humano de
longitud completa (variante de empalme A). La secuencia peptidica de la variante de empalme B se proporciona
mediante la secuencia de referencia NP_001136269.1. Los dominios extracelulares previstos de la variante de
empalme A de CXCR3 humano se describen en Colvin et al., Mol. Cell. Bio., 26: 5838-49 (2006) e incluyen los
residuos 1-58, 1-16, 111-126, 190-223, 278-301 de la SEQ ID NO:1, segun se muestran a continuacion.

SEQ ID NO:1 NP_001495 CXCR3 humano, isoforma A

1 mvlevsdhqv Indaevaall enfsssydyg enesdsccts ppcpqgdfsin fdraflpaly
61 slifligllg ngavaavlls rrtalsstdt fllhlavadt livitiplwa vdaavqwvfg

121 sglckvagal fninfyagal llacisfdry Inivhatgly rrgpparvtl tclavwglcl

181 Ifalpdfifl sahhderlna thcqynfpqgv grtalrvigl vagflipllv maycyahila

241 vllvsrgarr Iramrlvvvv vvafalewtp yhlvvivdil mdlgalarnc gresrvdvak
301 svtsglgymh cclnpllyaf vgvkfrermw mlllrigcpn grglgrgpss srrdsswset

361 seasysg|
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Tabla 1
Especie ID de gen Secuencia proteica
Homo sapiens 2833 NP_001495.1 (A) NP_ 001136269.1 (B)
Mus musculus 12766 NP_ 034040.1
Rattus norvegicus 84475 NP_ 445867.1
Bos taurus 497018 NP_001011673.1
Macaca mulatta 699438 NP_001138512.1
Xenopus tropicalis 496477 NP_001011067.1
Xenopus laevis 443669 AAH73571.1
Canis lupus familiaris 491952 NP_001011887.1
Pan troglodytes 465704 XP_521125.2 XP_001137964.1
XP_001137867.1
Sus scrofa 492278 CAH64842.1
Danio rerio 791973 NP_001007315.1, XP_001330996.1
654692 NP_001082899.2, XP_001923160.1
Salmo salar 100195464 NP_ 001133965.1
Ornit'horhynchus 100085584 XP_001515888.1
anatinus

CXCR3 y CXCL10 se expresan en pacientes humanos con T1D. Uno et al., Endocrine J. 57: 991-996 (2010); Roep
et al., Clin. and Exp. Immun. 159: 338-343 (2009); Tanaka et al., Diabetes 58: 2285-2291 (2009). En estos pacientes,
CXCL10 se expresa en las células beta productoras de insulina restantes en los islotes. CXCR3 se expresa en los
linfocitos T invasores que rodean a los islotes. Se han reproducido patrones de expresion similares en ratones
diabéticos no obesos (NOD, por sus siglas en inglés), un modelo de diabetes en ratén. Morimoto et al., J. Immun.
173: 7017-7024 (2004); Li et al., World J Gastroenterol. 11(30): 4750-4752 (2005); Sarkar et al. Diabetes. 2012
Feb;61(2):436-46).

CXCR3 también se expresa en linfocitos T presentes en ciertos tipos de tejidos inflamados, mientras que CXCL9,
CXCL10 y CXCL11 se producen a menudo por células locales en lesiones inflamatorias. Por consiguiente, en
algunas realizaciones, se describen tratamientos para interrumpir el CXCR3 para tratar la T1D.

Anticuerpos

El término «anticuerpo», segun se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier polipéptido que comprende un
sitio de union a antigeno independientemente de la fuente, especie de origen, método de produccion y/o
caracteristicas, y abarca inmunoglobulinas o partes o fragmentos de unién a antigeno de estas. Como ejemplo no
limitante, el término «anticuerpo» incluye anticuerpos humanos, de orangutan, ratdn, rata, cabra, oveja y pollo. El
término incluye, pero no se limita a, anticuerpos policlonales, monoclonales, monoespecificos, poliespecificos, no
especificos, humanizados, completamente humanos, camelizados, de cadena simple, quiméricos, sintéticos,
recombinantes, hibridos, mutados, retromutados e injertados con CDR. A los efectos de la presente invencion,
también incluye, a menos que se indique lo contrario, fragmentos de anticuerpo tales como Fab, F(ab')2, Fv, scFv,
Fd, dAb, VHH (también denominados nanocuerpos), y otros fragmentos de anticuerpo que conservan la funcion de
unién a antigeno, incluidos anticuerpos biespecificos o multiespecificos. El término «anticuerpo» también se refiere a
moléculas de unién a antigeno que no se basan en inmunoglobulinas. Por ejemplo, las estructuras distintas de
inmunoglobulina conocidas en la técnica incluyen productos inmunofarmacéuticos modulares pequefios (véanse, p.
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€/., las publicaciones de solicitud de patente estadounidense nims. 20080181892 y 20080227958 publicadas el 31
de julio de 2008 y el 18 de septiembre de 2008, respectivamente), tetranectinas, dominios de fibronectina (p. e/,
AdNectins, véase la publicacion de solicitud de patente estadounidense nium. 2007/0082365, publicada el 12 de abril
de 2007), proteina A, lipocalinas (véase, p. €j., la patente estadounidense nium. 7.118.915), repeticiones de anquirina
y tiorredoxina.

El término «dominio de unién a antigeno» se refiere a la parte de una molécula de anticuerpo que comprende el area
que se une especificamente o que es complementaria a una parte o un antigeno completo. Cuando un antigeno es
grande, un anticuerpo puede unirse solo a una parte especifica del antigeno. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
para CXCRS3 o fragmento de unién a antigeno comprende al menos un dominio de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento es multiespecifico y comprende dos o mas (p. €j., 2, 3, 4, 5 0 mas) dominios
de unién a antigeno, de manera que el anticuerpo o fragmento es capaz de unirse a dos 0 mas moléculas de
CXCR3 en el mismo epitopo o en diferentes, o es capaz de unirse a CXCR3 y a al menos un otro antigeno con
afinidad elevada. La porcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede comprender uno o mas fragmentos de un
anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno. Estos fragmentos pueden
comprender la regién variable de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo genitor o de una variante de un
anticuerpo genitor.

El «epitopo» o «determinante antigénico» es una porcion de una molécula de antigeno que es responsable de
interacciones especificas con el dominio de unién a antigeno de un anticuerpo. Un dominio de unién a antigeno
puede proporcionarse mediante uno o0 mas dominios variables de anticuerpo. El dominio de union a antigeno puede
comprender al menos una regién variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) y al menos una region variable de
cadena pesada de anticuerpo (VH). Un dominio de unién a antigeno puede comprender también regiones solo VH o
solo VL. Por ejemplo, los anticuerpos de camellos y llamas (Camelidae, camélidos) incluyen un tipo de anticuerpo
Unico, que esta formado por cadenas pesadas solo y esta desprovisto de cadenas ligeras. El sitio de unién a
antigeno de dichos anticuerpos es de un dominio simple, denominado VHH. Han recibido el nombre de «anticuerpos
camelizados» o0 «nanocuerpos». Véanse, p. €j., las patentes estadounidenses nums. 5.800.988 y 6.005.079 y las
publicaciones de solicitud internacionales nims. WO 94/04678 y WO 94/25591.

Los anticuerpos anti-CXCR3 descritos en la presente memoria se pueden generar mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos pueden comprender anticuerpos policlonales o
anticuerpos monoclonales. Los métodos para preparar anticuerpos policlonales son conocidos para el experto en la
técnica (Harlow et al., Antibodies: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2a ed. (1988)). Los
inmundgenos que comprenden polipéptidos de CXCRS3, fragmentos de estos (p. €j., uno o mas dominios
extracelulares, o los 58 aminoacidos del extremo N, o los 37 aminoacidos del extremo N, o los 20 aminoacidos del
extremo N, o los 16 aminodcidos del extremo N, etc.), proteinas de fusion o variantes de estos se pueden usar para
generar los anticuerpos anti-CXCRS3.

El inmundégeno se puede producir mediante una célula que produce o sobreproduce CXCRS3, que puede ser una
célula de origen natural, una célula mutante de origen natural o una célula genéticamente manipulada. Dependiendo
de la naturaleza de los polipéptidos (p. €j., porcentaje de hidrofobicidad, porcentaje de hidrofilicidad, estabilidad,
carga neta, punto isoeléctrico, etc.), el inmunégeno puede modificarse o conjugarse para alterar su
inmunogenicidad. Por ejemplo, el CXCR3 o una porcion de este puede conjugarse con un vehiculo. La conjugacion
puede incluir una conjugacion quimica como derivacién con grupos funcionales quimicos activos, o a través de una
metodologia basada en proteinas de fusion u otros métodos conocidos para el experto en la técnica. Los ejemplos
de vehiculos y/u otras proteinas para alterar la inmunogenicidad incluyen, pero no se limitan a, KLH, ovoalbumina,
albumina sérica, tiroglobulina bovina, inhibidor de tripsina de semilla de soja y péptidos T cooperadores promiscuos.

También se pueden usar diversos adyuvantes con el inmunégeno de CXCR3 para aumentar la respuesta
inmunolégica. Los ejemplos de adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, adyuvante de Freund (completo e
incompleto), aceites minerales, geles, alumbre (hidroxido de aluminio), sustancias surfactantes tales como
lisolecitina, polioles plurdnicos, polianiones, péptidos, emulsiones en aceite, hemocianinas de lapa californiana (KLH,
por sus siglas en inglés), dinitrofenol y adyuvantes humanos, tales como BCG (Bacille Calmette-Guerin) y
Corynebacterium parvum. Los ejemplos adicionales de adyuvantes que se pueden emplear incluyen el adyuvante
MPL-TDM (monofosforil Lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético). Los protocolos de inmunizacién se
conocen en la técnica y se pueden llevar a cabo mediante cualquier método que desencadene una respuesta
inmunitaria en el hospedante animal elegido. Por lo tanto, se pueden usar diversas vias de administracién en
diversos periodos de tiempo como disefio de eleccion.

Por ejemplo, un inmunégeno, como se ejemplifica en la presente memoria, se puede administrar a diversos animales
hospedantes que incluyen, pero no se limitan a, conejos, ratones, camélidos, ratas, etc., para inducir la produccion
de suero que contiene anticuerpos policlonales especificos para CXCR3. La administracion del inmunédgeno puede
implicar una o mas inyecciones de un agente inmunizante y, opcionalmente, un adyuvante. En algunas
realizaciones, el inmundgeno (con o sin adyuvante) se inyecta en el mamifero mediante multiples inyecciones
subcutaneas o intraperitoneales, o intramuscularmente o intravenosamente. En algunas realizaciones, después de
que se obtiene una preparacion policlonal adecuada, se pueden aislar anticuerpos especificos mediante técnicas de
separacion conocidas, tales como cromatografia de afinidad, inmunoadsorcién, absorcién, etc., de manera que se
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pueda obtener una especie de anticuerpo individual. En algunas realizaciones, la especie de anticuerpo individual se
somete a estudio adicional, por ejemplo, secuenciacién para obtener las secuencias de amino&cidos de una 0 mas
CDR.

En algunas realizaciones, los anticuerpos para CXCR3 son monoclonales. Un anticuerpo monoclonal incluye
cualquier anticuerpo derivado de un clon simple eucariético, fagico o procariotico que expresa el anticuerpo. Los
anticuerpos monoclonales pueden producirse, por ejemplo, a través de técnicas de hibridoma tradicionales (Kohler y
Milstein, Nature 256: 495-499 (1975) y la patente estadounidense N.° 4.376.110), métodos de ADN recombinante (la
patente estadounidense n.° 4.816.567), o técnicas de visualizacion en fagos usando bibliotecas de anticuerpos
(Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991)). Para diversas otras
técnicas de produccion de anticuerpo, véase Antibodies: A Laboratory Manual, eds. Harlow et al., Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988. Otros ejemplos de métodos que se pueden emplear para producir anticuerpos
monoclonales incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridoma de célula B humana (Kosbor et al., Immunology
Today 4:72 (1983); y Cole et al., Proc Natl Acad Sci USA 80:2026 (1983)), y la técnica de EBV-hibridoma (Cole et
al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pp. 77-96, Alan R. Liss (1985)). Dichos anticuerpos pueden ser de
cualquier clase de inmunoglobulina, incluidas IgG, IgM, IgE, IgA e IgD, y cualquier subclase o variante de estas. El
hibridoma que produce el mAb de la invencién puede cultivarse in vitro o in vivo.

En algunas realizaciones, un inmun6geno que comprende polipéptidos de CXCRS3, fragmentos de estos (p. €j., uno o
mas dominios extracelulares, o los 58 aminoacidos del extremo N, o los 37 aminoacidos del extremo N, o los 20
aminoacidos del extremo N, o los 16 aminoacidos del extremo N, etc.), proteinas de fusion o variantes de estos se
pueden usar para inmunizar un animal hospedante (p. €j., conejos, ratones, camélidos, ratas, etc.) para generar los
hibridomas que producen los anticuerpos monoclonales. Los linfocitos que producen o son capaces de producir
anticuerpos que se unen especificamente a CXCR3 se pueden recoger del hospedante inmunizado y fusionarse con
células de mieloma usando un agente de fusion adecuado, tal como, polietilenglicol, para formar células de
hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)).

Se pueden generar multiples hibridomas que producen anticuerpos monoclonales y se pueden seleccionar aquellos
que exhiben propiedades beneficiosas o sugieren potencial terapéutico, por ejemplo, al prevenir la union del ligando
de CXCRS3 con su receptor. Los anticuerpos seleccionados se pueden modificar adicionalmente para obtener o
potenciar propiedades beneficiosas, tal como tener estabilidad in vivo mejorada. Por ejemplo, después de que se
identifican las células de hibridoma que producen anticuerpos con la especificidad, afinidad y/o actividad deseadas,
los clones pueden subclonarse usando procedimientos de dilucion y cultivarse mediante métodos de cultivo
estandares (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103 (1986)). Los
medios de cultivo adecuados incluyen, por ejemplo, medio de Eagle modificado de Dulbecco (D-MEM) o medio
RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como tumores en un animal. Los subclones
se pueden someter a ensayo para determinar su especificidad, afinidad y/o actividad, y los subclones que exhiben
las propiedades mas beneficiosas se pueden seleccionar para someterse a caracterizacion adicional.

Existe una variedad de métodos alternativos en la técnica para la produccién de anticuerpos monoclonales,
cualquiera de los cuales se puede usar para producir los anticuerpos anti-CXCR3 descritos en la presente memoria.
Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden producir mediante métodos de ADN recombinante, tales como
los descritos en la patente estadounidense N.° 4.816.567.

El ADN que -codifica anticuerpos monoclonales puede aislarse y secuenciarse usando procedimientos
convencionales (p. ej., mediante el uso de sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse a genes que
codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos, o las cadenas de anticuerpos humanos, humanizados
u otros) (Innis et al. PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, Academic (1990) y Sanger et al., Proc Natl
Acad Sci USA 74:5463 (1977)). Las células de hibridoma pueden servir como fuente de dicho ADN. Después de que
se aisla, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que se pueden transfectar en células hospedantes tales
como células de E. coli, células NSO, células COS, células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en
inglés), células de mieloma que de cualquier otra manera no producen proteina inmunoglobulina, para obtener la
sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedantes recombinantes. EI ADN también se puede
modificar, por ejemplo, al sustituir la secuencia codificante por dominios constantes de cadena pesada y ligera
humanos en lugar de las secuencias murinas homologas (patente estadounidense N.° 4.816.567; y Morrison et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 81:6851 (1984)) o al unir covalentemente la secuencia codificante de inmunoglobulina a
toda o parte de la secuencia codificante de un polipéptido distinto de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, un
polipéptido distinto de inmunoglobulina se puede sustituir por los dominios constantes de un anticuerpo, o se puede
sustituir por los dominios variables de un sitio de combinacién con CXCR3 de un anticuerpo para crear un anticuerpo
bivalente quimérico.

En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden modificar para generar
anticuerpos injertados con CDR y/o humanizados de cualquier otra manera. El injerto de CDR es una forma de
humanizaciéon, pero también se pueden usar otras técnicas de humanizaciéon conocidas en la técnica. Los
procedimientos de injerto de CDR son conocidos para los expertos en la técnica y se pueden basar en
designaciones de numeracién de CDR incluidos los esquemas de numeracion de IMGT (el international
ImMunoGeneTics information system®, Montpellier, Francia), Kabat, Chothia y Chothia modificado. Véase, p. €.,
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imgt.org (que resume el uso del sistema de numeracion continuo de IMGT, que toma en cuenta y combina la
definicion de las regiones de marco y de determinacién de la complementariedad, datos estructurales de estudios de
difraccion de rayos X y la caracterizacion de los bucles hipervariables, para proporcionar la numeracién Unica para
todas las regiones V IG y TR de todas las especies); Abhinandan and Martin, Mol Immunol., 45:3832-9 (2008); véase
también Abhinandan and Martin, J. Mol. Biol., 369(3):852-62 (2007) (que describe métodos para evaluar la
«humanidad» de un anticuerpo quimérico); Retter et al., Nucleic Acids Res. 33(Database issue):D671-4 (2005) (que
describe la base de datos VBASE2 de genes de dominio variable); y Johnson and Wu, Int. Immunol. 10(12):1801-5
(1998) (que describe la distribucién de longitudes de CDRH3).

Por ejemplo, mediante el uso del sistema de numeracion de IMGT, los aminoacidos conservados siempre tienen la
misma posicién. Los aminoacidos hidréfobos de las regiones de marco también se numeran en posiciones
conservadas, lo que permite que los aminoacidos de marco (y codones) ubicados en las mismas posiciones en
diferentes secuencias se comparen sin requerir alineaciones de secuencias. En otro ejemplo, el sistema de
numeracion de Kabat es el siguiente, la CDR-HI comienza aproximadamente en el aminoéacido 31 (es decir,
aproximadamente 9 residuos después del primer residuo cisteina), incluye aproximadamente 5-7 aminodcidos y
termina en el siguiente residuo tirosina. La CDR-H2 comienza en el decimoquinto residuo después del fin de CDR-
HI, incluye aproximadamente 16-19 aminoacidos y termina en el siguiente residuo arginina o lisina. La CDR-H3
comienza aproximadamente en el trigésimo tercero residuo de aminoacido después del fin de CDR-H2; incluye 3-25
aminoacidos; y termina en la secuencia W-G-X-G, donde X es cualquier aminoacido. La CDR-LI comienza
aproximadamente en el residuo 24 (es decir, tras un residuo cisteina), incluye aproximadamente 10-17 residuos; y
termina en el siguiente residuo tirosina. La CDR-L2 comienza aproximadamente en el decimosexto residuo después
del fin de CDR-LI e incluye aproximadamente 7 residuos. La CDR-L3 comienza aproximadamente en el trigésimo
tercero residuo después del fin de CDR-L2; incluye aproximadamente 7-11 residuos y termina en la secuencia F-G-
X-G, donde X es cualquier aminoacido. Los anticuerpos que contienen al menos una de estas CDR pueden usarse
en los métodos de la presente descripcion.

Los anticuerpos con injerto de CDR pueden comprender secuencias de region variable de cadena pesada y ligera de
un anticuerpo humano, en donde una o mas de las regiones CDR de VH y/o VL se reemplazan con secuencias de
CDR de los anticuerpos donantes, p. €j., de los anticuerpos murinos descritos méas adelante que se unen a CXCRS3.
Una secuencia de marco de cualquier anticuerpo humano puede servir como plantilla para injertar la CDR. Sin
embargo, el reemplazo directo de la cadena de CDR en dicho marco puede conducir a alguna pérdida de afinidad de
unién al antigeno. Cuanto mas homélogo es un anticuerpo humano con respecto al original, p. €j., un anticuerpo
murino, menor es la probabilidad de que combinar las CDR del donante con el marco humano introduzca
alteraciones en las CDR que podrian reducir la afinidad. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los anticuerpos para
CXCRS3 con injerto de CDR de la presente descripcion comprenden un marco variable humano que tiene al menos
un 65 % de identidad de secuencia con el marco de regién variable del anticuerpo neutralizante de CXCR3 murino
donante. Los métodos para producir dichos anticuerpos se conocen en la técnica (véanse EP 239.400; la publicacion
PCT n.° WO 91/09967; y las patentes estadounidenses nims. 5.225.539; 5.530.101; y 5.585.089), e incluyen el
rebarnizado o rechapado (EP 592.106; EP 519.596; Padlan (1991) Mol. Immunol. 28(4/5): 489-498; Studnicka et al.
(1994) Prot. Engineer. 7(6): 805-814; y Roguska et al. (1994) Proc. Acad. Sci. USA 91: 969-973), transposicion de
cadena (patente estadounidense n.° 5.565.352) y anticuerpos antiidiotipicos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden humanizar. Los «anticuerpos
humanizados» son moléculas de anticuerpo que se unen al antigeno deseado, tienen una o mas CDR de una
especie no humana y tiene regiones de marco y/o dominios constantes de una molécula de inmunoglobulina
humana. Las secuencias de Ig humanas conocidas se describen en, p. ej., www.ncbi.nim.nih.gov/entrez- /query.fcgi;
www.atcc.org/phage/hdb.html; www.sciquest.com/; www.abcam.com/; www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
y Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Dept. Health (1983). Las secuencias humanas
importadas se pueden usar para reducir la inmunogenicidad o reducir, potenciar o modificar la union, afinidad,
asociacion, disociacién, avidez, especificidad, semivida o cualquier otra caracteristica adecuada, segin se conoce
en la técnica. Los anticuerpos se pueden humanizar usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica, tales
como, pero sin limitarse a, las descritas en Jones et al. (1986) Nature 321: 522; Verhoeyen et al. (1988) Science
239: 1534; Sims et al. (1993) J. Immunol. 151: 2296; Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901; Carter et al.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285; Presta et al. (1993) J. Immunol. 151: 2623; las patentes
estadounidenses nims. 5.589.205; 565.332; 6.180.370; 6.632.927; 7.241.877; 7.244.615; 7.244.832; 7,262,0505; y
la publicacién de patente estadounidense n.° 2004/0236078 (presentada el 30 de abril de 2004).

En ciertas realizaciones, los residuos de marco en anticuerpos humanizados o con injerto de CDR se pueden
sustituir con el residuo correspondiente del anticuerpo donante de CDR, p. €j., sustituir con los residuos de marco de
un anticuerpo neutralizante anti-CXCRS3 de ratdn, para alterar, p. €j., mejorar, la unién al antigeno. Véase Queen et
al.,, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 86:10029-33 (diciembre de 1989). Estas sustituciones de marco se identifican
mediante métodos conocidos en la técnica, p. ej., mediante modelado de las interacciones de los residuos de CDR y
marco para identificar residuos de marco importantes para la uniéon a antigeno y comparacion de secuencia para
identificar residuos de marco inusuales en posiciones especificas. Véanse, p. €j., la patente estadounidense n.°
5.585.089; y Riechmann et al. (1988) Nature 332:323. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales se
encuentran disponibles cominmente y son conocidos para los expertos en la técnica. Existen programas
informaticos disponibles que ilustran y exhiben las probables estructuras de conformacion tridimensionales de
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secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién de estas exhibiciones permite el analisis
del probable papel de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el
andlisis de los residuos que influyen sobre la capacidad de la inmunoglobulina candidata de unirse a su antigeno. De
este modo, los residuos de marco se pueden seleccionar y combinar a partir de las secuencias de consenso e
importacién, para obtener las caracteristicas de anticuerpo deseadas, tal como la afinidad aumentada por CXCRS3.

Los anticuerpos se pueden humanizar o injertar con CDR vy los residuos de marco de los donantes de CDR que son
utiles para mejorar la unién a antigeno se pueden identificar mediante el uso de una variedad de técnicas conocidas
en la técnica, tales como, pero sin limitarse a, las descritas en Jones et al. (1986) Nature 321: 522; Verhoeyen et al.
(1988) Science 239: 1534; Sims et al. (1993) J. Immunol. 151: 2296; Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901;
Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285; Presta et al. (1993) J. Immunol. 151: 2623; y las patentes
estadounidenses nims. 5.565.332; 5.723.323; 5.976.862; 5.824.514; 5.817.483; 5.814.476; 5.763.192; 5.723.323;
5.766.886; 5.714.352; 6.204.023; 6.180.370; 5.693.762; 5.530.101; 5.585.089; 5.225.539; y 4.816.567. En algunas
realizaciones, se usa humanizacion 4D para preparar variantes de anticuerpo de la presente descripcion (p. €j., para
preparar las variantes humanizadas 4D del clon 4, que comprenden una cualquiera de las cadenas pesadas 4.4-4.6
y una cualquiera de las cadenas ligeras 4.4-4.7). Véase WO 2009/032661, p. €j., en los parrafos [0037]-[0044] para
métodos usados en la humanizacién 4D. De manera resumida, la humanizacion 4D puede comprender: a) construir
un modelo 3-D del dominio variable que se va a humanizar; b) identificar los residuos flexibles en el dominio variable
mediante el uso de una simulacion de dinamica molecular del modelo 3-D del dominio; c) identificar la linea germinal
humana mas préxima al comparar la trayectoria de la dindamica molecular del modelo 3-D con las trayectorias de la
dinamica molecular de 49 lineas germinales humanas; y d) mutar los residuos flexibles, que no son parte de la CDR,
en su contraparte de la linea germinal humana (segun se identificé en la etapa c).

En algunos ejemplos descritos en la presente memoria, los anticuerpos injertados con CDR y/o humanizados de
cualquier otra manera pueden comprender variante injertadas con CDR y/o humanizadas de los clones 4, 12, 53, 82
y 135. Por ejemplo, las regiones de cadena pesada y ligera correspondientes de uno cualquiera de los clones 4, 12,
53, 82 y 135 (p. €j., la cadena pesada del clon 4 y la cadena ligera del clon 4) se pueden unir a los dominios
constantes humanos para formar anticuerpos quiméricos. Los anticuerpos quiméricos se pueden humanizar
adicionalmente al cambiar uno 0 mas aminoacidos de marco o CDR por el residuo humano correspondiente.
Asimismo, en algunos ejemplos, las seis regiones de CDR de cadena pesada y ligera de uno cualquiera de los
clones 4,12, 53, 82 y 135 (p. €j., las CDR1, CDR2 y CDRS3 de cadena pesada del clon 4 y las CDR1, CDR2 y CDR3
de cadena ligera del clon 4) o de cualquiera de las variantes de los clones 4, 12, 53, 82 y 135 se pueden subclonar
en los dominios de marco y/o constantes humanos para formar anticuerpos humanizados. La humanizaciéon puede
incluir usar dominios variables humanos, excluidos los aminoacidos de las CDR y/o cualesquiera residuos en la
posicion de Vernier. Los anticuerpos humanizados también pueden incluir cambios retromutados adicionales en los
residuos posicionados a cuatro aminoacidos de las CDR y/o en posiciones identificadas como «muy distintas» entre
la secuencia del anticuerpo original y las secuencias humanas, p. ej., mediante el uso del modelado basado en
IMGT. Se pueden introducir mutaciones adicionales en las regiones de marco o CDR para potenciar la estabilidad o
eficacia terapéutica del anticuerpo, por ejemplo, al introducir mutaciones para retirar un sitio de desamidacién en las
posiciones 58 y 59 (numeracion de IMGT) de la CDR2 de VH del clon 4.

Por ejemplo, los anticuerpos, anticuerpos quiméricos y los anticuerpos humanizados descritos en la presente
memoria pueden comprender las seis CDR y/o los dominios variables de cadena pesada y ligera de cualquiera de
los clones 4, 12, 53, 82 y 135 y sus variantes quiméricas o humanizadas. Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento
capaz de unirse a CXCR3 puede comprender las tres CDR de una cualquiera de las cadenas pesadas 4.0-4.11, las
cadenas pesadas 12.0-12.3, las cadenas pesadas 53.0-53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las cadenas
pesadas 135.0-135.3. De manera similar, el anticuerpo o fragmento puede comprender las tres CDR de una
cualquiera de las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-12.3, las cadenas ligeras 53.0-53.13, las cadenas
ligeras 82.0-82.3 y las cadenas ligeras 135.0-135.3. En algunos casos, las CDR de cadena pesada y ligera son del
mismo clon, pero pueden ser de diferentes variantes de dicho clon (p. €j., las tres CDR de la cadena pesada 4.1
apareadas con las tres CDR de la cadena ligera 4.2). Las cadenas pesada y ligera 4.0, 12.0, 82.0 y 135.0 se refieren
al dominio variable en los clones del anticuerpo de ratdén y los anticuerpos quiméricos (donde los anticuerpos
comprenden dominios variables de raton y regiones de marco humanas). El resto de las cadenas pesada y ligera se
refieren a las cadenas humanizadas segun se muestran en la Tabla 11.

El anticuerpo o fragmento capaz de unirse a CXCR3 puede comprender una cualquiera de las cadenas pesadas 4.0-
4.11, las cadenas pesadas 12.0-12.3, las cadenas pesadas 53.0-53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las
cadenas pesadas 135.0-135.3. De manera similar, el anticuerpo o fragmento puede comprender una cualquiera de
las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-12.3, las cadenas ligeras 53.0-53.13, las cadenas ligeras 82.0-
82.3 y las cadenas ligeras 135.0-135.3.

Las cadenas pesada y ligera se pueden seleccionar de manera que las tres CDR de una cadena pesada de un clon
especifico (p. ej., las CDR de una cadena pesada del clon 4) se apareen con las tres CDR de cualquiera de las
cadenas ligeras de dicho clon (p. €j., las CDR de una cadena ligera del clon 4). Las cadenas pesada y ligera se
pueden seleccionar de manera que una cadena pesada de un clon especifico (p. €j., una cadena pesada del clon 4)
se aparee con cualquiera de las cadenas ligeras de dicho clon (p. €j., una cadena ligera del clon 4).
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Las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 4.0-4.11 se pueden aparear con las
tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 4.0-4.7; las tres CDR de uno cualquiera de
los dominios variables de cadena pesada 12.0-12.3 se pueden aparear con las tres CDR de uno cualquiera de los
dominios variables de cadena ligera 12.0-12.3; las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena
pesada 53.0-53.10 se pueden aparear con las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena
ligera 53.0-53.13; las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 82.0-82.3 se pueden
aparear con las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 82.0-82.3; o las tres CDR de
uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 135.0-135.3 se pueden aparear con las tres CDR de
uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 135.0-135.3.

Uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 4.0-4.11 se puede aparear con uno cualquiera de los
dominios variables de cadena ligera 4.0-4.7, uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 12.0-12.3
se puede aparear con uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 12.0-12.3, uno cualquiera de los
dominios variables de cadena pesada 53.0-53.10 se puede aparear con uno cualquiera de los dominios variables de
cadena ligera 53.0-53.13, uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 82.0-82.3 se puede aparear
con uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 82.0-82.3 o uno cualquiera de los dominios variables
de cadena pesada 135.0-135.3 se puede aparear con uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera
135.0-135.3.

Una alineacién de ciertos dominios variables de cadena pesada y ligera se muestra en la Figura 17. Un anticuerpo,
segun se describe en la presente memoria, puede comprender los dominios variables de cadena ligera y pesada
apareados segln se muestran en la Tabla 2 (Ch = quimérico, Hu = humanizado, VH = cadena pesada, VK = cadena
ligera). Por ejemplo, la primera linea en la Tabla 2 indica una variante del clon 4 que comprende la cadena pesada
4.0 y la cadena ligera 4.0. La segunda linea indica una variante del clon 4 que comprende la cadena pesada 4.1 y la
cadena ligera 4.1. A cada anticuerpo, que comprende la secuencia de cadena pesada y cadena ligera indicada, se le
asignd también un identificador de anticuerpo en la segunda columna de la Tabla 2. Por ejemplo, a la primera linea
en la tabla (que comprende la cadena pesada 4.0 y la cadena ligera 4.0) se le asigné el identificador de anticuerpo
4Ch, mientras que al segundo anticuerpo en la tabla (que comprende la cadena pesada 4.1 y la cadena ligera 4.1)
se le asigno el identificador 4Hu1.

Clon Anticuerpo |Cadena Pesada |SEQ ID NOde VH |Cadenaligera |SEQ ID NO de VK

Clon4 [4Ch VH 18 VK 19
Clon4 |4Hul VH1 20 VK1 21
Clon4 |4Hu2 VH2 22 VK2 23
Clon4 |4Hu3 VH3 24 VK3 25
Clon4 |4Hu4 VH2 22 VK3 25
Clon4 |4Hub5 VH3 24 VK2 23
Clon4 4Hu6 VH4 26 VK4 34
Clon4 |4Hu7 VH4 26 VK7 37
Clon4 4Hu8 VH5 27 VK5 35
Clon4 4Hu9 VH5 27 VK6 36
Clon4 [4Hu10 VH6 28 VK4 34
Clon4 |4Hut1 VH2 22 VK1 21
Clon4 [4Hu12 VH1 20 VK2 23
Clon4 |4Hu13 VH3 24 VK1 21
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Clon Anticuerpo |Cadena Pesada |SEQ ID NOde VH |Cadenaligera |SEQ ID NO de VK
Clon4 |4Hu14 VH1 20 VK3 25
Clon4 |4Hu15 VH7 29 VK2 23
Clon4 |4Hu16 VH8 30 VK2 23
Clon4 |4Hu17 VH9 31 VK2 23
Clon4 |4Hu18 VH10 32 VK2 23
Clon4 |4Hu19 VH11 33 VK2 23
Clon 12 {12Ch VH 2 VK 3
Clon 12 |12Hul VH1 4 VK1 5
Clon 12 |12Hu2 VH2 6 VK2 7
Clon 12 |12Hu3 VH3 8 VK3 9
Clon 82 |82Ch VH 55 VK 56
Clon 82 |82Huf VH1 57 VK1 58
Clon 82 |82Hu2 VH2 59 VK2 60
Clon 82 |82Hu3 VH3 61 VK3 62
Clon 135Ch VH 10 VK 11
135

Clon 135Hu1 VHA1 12 VK1 13
135

Clon 135Hu2 VH2 14 VK2 15
135

Clon 135Hu3 VH3 16 VK3 17
135

Clon 53 |53Ch VH 38 VK 39
Clon 53 |53Hut VH1 40 VK1 41
Clon 53 |53Hu2 VH2 42 VK2 43
Clon 53 |53Hu3 VH3 44 VK3 45
Clon 53 |53Hu4 VH1 40 VK2 43
Clon 53 |53Hu5 VH2 42 VK1 41
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Clon Anticuerpo |Cadena Pesada |SEQ ID NOde VH |Cadenaligera |SEQ ID NO de VK

Clon 53 |53Hu6 VH2 42 VK4 49
Clon 53 |53Hu7 VH2 42 VK5 50
Clon 53 |53Hu8 VH2 42 VK6 51
Clon 53 |53Hu9 VH2 42 VK7 52
Clon 53 |53Hu10 VH2 42 VK8 53
Clon 53 |53Hu11 VH2 42 VK9 54
Clon 53 |53Hu12 VH4 46 VK2 43
Clon 53 |53Hu13 VH5 47 VK2 43
Clon 53 |53Hu14 VH6 48 VK2 43
Clon 53 |53Hu15 VHA1 40 VK4 49
Clon 53 |53Hu16 VHA1 40 VK6 51
Clon 53 |53Hu17 VH6 48 VK4 49
Clon 53 |53Hu18 VH6 48 VK6 51
Clon 53 |53Hu19 VH7 63 VK10 67
Clon 53 |53Hu20 VH7 63 VK11 68
Tabla 2

El término «interaccién especifica» o0 «se une especificamente», o similares, significa que dos moléculas forman un
complejo que es relativamente estable en condiciones fisioldgicas. La union especifica se caracteriza por una
afinidad elevada y una capacidad baja a moderada. La unién no especifica generalmente tiene una afinidad baja con
una capacidad moderada a elevada. Tipicamente, la unién se considera especifica cuando la constante de afinidad
Ka es mayor que 108 M o, preferiblemente, mayor que 108 M-'. En algunas realizaciones, los anticuerpos, variantes
y fragmentos de estos se unen a su(s) antigeno(s) con una constante de asociacion de al menos 108, 107, 108, 10°
M- o mayor. En algunas realizaciones, los anticuerpos, variantes y fragmentos de estos se unen a CXCR3 con al
menos la cinética de uniéon que se muestra en una cualquiera de las Tablas 7A-B, 8-10 y/o 12. Si es necesario, la
unién no especifica se puede reducir sin afectar sustancialmente la unién especifica al variar las condiciones de
unién. Dichas condiciones se conocen en la técnica y un experto en la técnica puede seleccionar las condiciones
adecuadas mediante el uso de técnicas de rutina. Las condiciones normalmente se definen en términos de
concentracién de anticuerpos, fuerza iénica de la disolucién, temperatura, tiempo para la unién, concentracion de
moléculas de bloqueo, tales como seroalbumina y caseina lactea.

En la presente se describen anticuerpos anti-CXCR3 que pueden, en algunas realizaciones, neutralizar el CXCR3.
Un «anticuerpo neutralizante de CXCR3», se une a CXCR3 y bloquea la actividad del receptor, tal como las
respuestas fisiolégicas y genéticas tipicas que resultan de la unién de los ligandos de CXCR3 a CXCRS3. La actividad
neutralizante puede ser completa (100 % de neutralizacién) o parcial, p. ej., aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 95 (o cualquier porcentaje intermedio) o mas de neutralizacion y dependera de diversos factores
conocidos para el experto en la técnica, tal como la concentracion del anticuerpo, la afinidad y el epitopo, asi como
el ensayo especifico usado para evaluar la actividad de neutralizacion. La actividad de neutralizaciéon de un
anticuerpo neutralizante de CXCRS3 se puede exhibir mediante ensayos para medir la inhibicién de, p. €j., la unién al
ligando, la unién a GTP, la movilizacién de calcio, la quimiotaxia celular y/o la internalizacién del receptor. El experto
en la técnica conoce numerosos ensayos para determinar la actividad de anticuerpos neutralizantes vy,
particularmente, el anticuerpo neutralizante de CXCR3, y se pueden adaptar facilmente para verificar que un
anticuerpo especifico sea neutralizante.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 698 606 T3

Por ejemplo, la actividad neutralizante de un anticuerpo para su uso en los métodos de la invencion se puede
evaluar mediante un ensayo de quimiotaxia, sustancialmente como se establece en el prospecto del envase del
anticuerpo producido mediante el clon 49801 y comercializado por R&D Systems® (n.° de cat. MAB160). La dosis de
neutralizacion 50 (NDso, por sus siglas en inglés) se define como la concentracién de anticuerpo necesaria para
producir la mitad de la inhibicion maxima de la respuesta rhl-TAC mediada por CXCRS3 en la superficie celular en
una linea celular sensible, a una concentracion de rhl-TAC especifica. Para medir la capacidad del anticuerpo para
bloquear la quimiotaxia inducida por rhl-TAC de células BaF/3 transfectadas con hCXCR3, se agrega rhl-TAC a 7
ng/mL al compartimento inferior de una cdmara de quimiotaxia de 96 pocillos (NeuroProbe, Cabin John, MD). A
continuacion, la camara de quimiotaxia se ensambla usando un filtro de policarbonato sin PVP (tamafo de poro 5u).
Se agregan diluciones en serie del anticuerpo (p. ej., de 0,001 a 10 000 pg/mL) y 0,25 x 108 células/pocillo a los
pocillos superiores de la camara. Tras 3 horas de incubacién a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2 al 5
%, la camara se desensambla y las células que migran a través de la camara inferior se transfieren a una placa de
trabajo y se cuantifican usando, por ejemplo, fluorescencia de resazurina.

Colvin et al., Mol. Cell. Bio., 26: 5838-49 (2006) describen ensayos adicionales que se pueden usar, en ciertas
realizaciones, para determinar la actividad neutralizante de anticuerpos neutralizantes de CXCR3 para su uso en la
invencion. De manera resumida, se pueden usar células 300-19, una linea celular de leucemia precélula B murina
que expresa funcionalmente CXCR4. Tras la transfeccién, esta linea puede expresar funcionalmente otros
receptores de quimiocina, p. ej.,, CXCR3 humano (véanse, p. €j., los parrafos 201-209 de la publicacion de solicitud
de patente estadounidense n.° 2010/0061983). Las células 300-19 que expresan CXCR3 humano se pueden cultivar
en medio RPMI completo que contiene suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés) al 10 %. Para evaluar la
unién de los ligandos de CXCR3 a CXCR3 en presencia de anticuerpos neutralizantes de CXCR3 candidatos, se
colocaron 400 000 células CXCR3/300-19 en placas de cultivo tisular de 96 pocillos en un volumen total de 150 pL
de tampén de union (BSA al 0,5 %, 5 mM de MgCI2, 1 mM de CaCl2, 50 mM de HEPES, pH 7,4). Se puede agregar
a las células un total de 0,04 nM de CXCL10 (New England Nuclear, Boston, MA) o CXCL11 (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) etiquetados con 251y 5 x 10 nM a 500 nM de CXCL10 o CXCL11 no etiquetados
(Peprotech, Rocky Hill, NJ) e incubar durante 90 min a temperatura ambiente con agitacion. Las células se
transfieren a placas de filtro de 96 pocillos (Millipore, Billerica, MA) que se prerremojaron en polietilenimina al 0,3 %
y se lavaron tres veces con 200 pl de tampdn de uniéon complementado con 0,5 M NaCl. Las placas se secan y se
mide la radioactividad después de la adicién del fluido de centelleo en un contador de centelleo Wallac Microbeta
(Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA). La unién de CXCL9 se puede evaluar de manera analoga a CXCL10y 11.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden prevenir o reducir el flujo de calcio hacia células que
expresan CXCRB3. El flujo de calcio se puede detectar en células tales como células CXCR3/300-19. Se suspenden
aproximadamente 5 x 10° células en 2 ml de medio RPMI con BSA al 1 %. Se agregan quince microgramos de Fura-
2 (Molecular Probes, Eugene, OR) y las células se incuban a 37 °C durante 20 min. Las células se lavan dos veces
en PBS y se resuspenden en 2 ml de tampodn de flujo de calcio (145 mM de NaCl, 4 mM de KCI, 1 mM de NaHPOsx,
1,8 mM de CaClz, 25 mM de HEPES, 0,8 mM MgClz y 22 mM de glucosa). Las lecturas de fluorescencia se miden a
37 °C en un fluorimetro DeltaRAM (Photon Technology International, Lawrenceville, NJ). Antes y después de la
adicién de las quimiocinas (p. ej.,, CXCL9, 10 o 11), se registran las concentraciones de calcio intracelular como la
intensidad de fluorescencia de excitacion emitida a 510 nm en respuesta a la excitacién secuencial a 340 nm y 380
nm y presentada como la relacion relativa de fluorescencia a 340 nm con respecto a 380 nm.

La neutralizacion de CXCR3 se puede evaluar al medir una reduccién en la internalizacion del receptor. Los ensayos
de internalizacion del receptor se pueden llevar a cabo al incubar aproximadamente 2,5 x 10° células, tales como
células CXCR3/300-19 en medio RPMI con BSA al 1 % con diversas concentraciones de CXCL10, CXCL11 o
CXCL9 durante 30 min a 37 °C. A continuacion, las células se pueden lavar con tampon separador de células
activado por fluorescencia helado y posteriormente analizarse para determinar la expresion superficial de CXCR3
usando un anticuerpo para CXCR3 conjugado con PE.

Se describen ensayos adicionales para evaluar la actividad neutralizante en, por ejemplo, los Ejemplos 2-4 de la
patente estadounidense n.° 7.405.275.

Segun se somete a ensayo mediante cualquiera de los ensayos mencionados anteriormente, un anticuerpo
neutralizante de CXCRS3 puede tener una NDso de aproximadamente 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5,1, 2,3, 4,5, 6, 7,
8,9, 10, 15, 20, 40, 50 o 100 pg/mL. Preferiblemente, la NDso puede ser de 0,5-12 ug/mL y, mas preferiblemente, 1-
6 pg/mL.

Los anticuerpos para CXCRS3 aislados descritos en la presente memoria pueden incluir aquellos que se unen a
epitopos especificos de CXCR3. Por ejemplo, los anticuerpos para su uso en la invencion pueden unirse a un
péptido que comprende todo o parte (p. gj., un fragmento de al menos 5, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 18 o0 20 residuos)
de una secuencia seleccionada de los residuos 1-58, 1-16 o0 1-37 de la SEQ ID NO:1. Los anticuerpos descritos en
la presente memoria incluyen aquellos que se unen a uno o mas de los epitopos identificados en la Figura 18. Un
anticuerpo anti-CXCR3 puede comprender un anticuerpo que se une a un epitopo de CXCR3 que comprende
SDHQVLNDAE. En algunas realizaciones, el epitopo comprende SDHQVLND, DHQVLND y/o VLNDAE. El epitopo
puede comprender la secuencia VLND. El epitopo puede comprender XDXXVXNDXX, donde X indica cualquier
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aminoacido. El epitopo puede comprender XDXXVXND, DXXVXND y/o VXNDXX, donde X indica cualquier
aminoacido. El epitopo puede comprender la secuencia VXND, donde X indica cualquier aminoacido.

Los anticuerpos anti-CXCR3 pueden ser panespecificos para secuencias de CXCR3 de diferentes especies o
selectivos para secuencias de CXCR3 de una especie especifica o un isotipo especifico de CXCRS3. El anticuerpo
para CXCR3 puede ser especifico para la especie del sujeto al cual se administra. Por consiguiente, un anticuerpo
para CXCRS3 puede ser especifico para una secuencia de CXCR3 humano (p. €j., capaz de unirse a un péptido que
comprende una secuencia homéloga a cualquiera de las subsecuencias de SEQ ID NO:1 indicada anteriormente).
Un experto en la técnica identificara facilimente la secuencia homéloga por medios tales como alineaciones de
secuencias proteicas (p. ej., BLASTp, ClustalW, etcétera). Un anticuerpo para su uso en la invenciéon puede unirse a
un péptido que comprende una secuencia al menos 90, 95 0 99 % (o cualquier porcentaje intermedio) similar o
idéntica a la SEQ ID NO:1 a lo largo de toda la longitud de la secuencia o una ventana de al menos 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 o 70 residuos (o cualquier valor intermedio). El anticuerpo puede ser capaz de unirse a
un epitopo al menos 80, 85, 90, 95 0 99 % (o cualquier porcentaje intermedio) similar o idéntico a uno de los
epitopos descritos anteriormente (véase también la Figura 18).

Los anticuerpos especificos descritos en la presente memoria incluyen, por ejemplo, los clones de anticuerpo (Cl)
12, Cl 135, Cl 82, CI 53 y Cl 4, asi como sus variantes quiméricas y humanizadas.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden exhibir ciertas propiedades mejoradas con respecto a
anticuerpos conocidos en la técnica, incluidos los anticuerpos 5H7 y 7H5 (descritos en, p. ej., la patente
estadounidense n.° 7.405.275; las CDR para los anticuerpos se describe en las Tablas 1 y 2 y en el listado de
secuencias mencionado); V44D7 (descrito en la publicacion internacional WO 2008/094942), 1C6 (descrito en la
patente estadounidense n.° 7.407.655; con el mapeo del epitopo descrito en los Ejemplos 8 y 9), y 49801,
comercializado por R&D Sistema con el n.° de catdlogo MAB160.

En algunas realizaciones, los clones de anticuerpo descritos en la presente memoria (clones 4, 12, 53, 82y 135y
sus contrapartes quiméricas y humanizadas) exhiben ciertos beneficios sorprendentes con respecto a los
anticuerpos conocidos 5H7, 7H5, V44D7, 1C6 y 49801. Por ejemplo, los clones descritos en la presente memoria
exhibir mayor afinidad de unién en comparacién con los clones anti-hCXCR3 5H7, 7H5, V44D7, 1C6 y 49801. Los
clones humanizados descritos en la presente memoria también pueden tener una inmunogenicidad reducida en
comparacién con los clones anti-hCXCR3 de ratén 5H7, 7H5, V44D7, 1C6 y 49801. Ademas, los anticuerpos
descritos en la presente memoria, tales como los que comprenden los clones de cadena pesada 4.7-4.11 se han
optimizado mediante modificacién en las posiciones 58 y 59 (usando la numeracién de IMGT) para retirar un sitio de
desamidacion para potenciar la estabilidad. En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en la presente
memoria conservan actividad neutralizante de CXCR3.

Los anticuerpos o fragmentos descritos en la presente memoria pueden comprender secuencias de CDR de VH y/o
VL que son aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 % (p. €j., aproximadamente 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idénticas a las secuencias de CDR de VH y/o VL en uno cualquiera de los
anticuerpos Cl 12, Cl 135, Cl 82, Cl 53 y Cl 4 o en las variantes quiméricas o humanizadas de estos clones (p. €j.,
80-100 % idénticas a las seis CDR en Cl 12, o a las seis CDR en Cl 12.1, etc.). Los anticuerpos o fragmentos
pueden comprender secuencias de CDR de VH y VL que contienen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 sustituciones de
aminoacidos (incluidas adiciones, supresiones y sustituciones, tales como sustituciones conservadoras) con
respecto a las secuencias de CDR de VH y/o VL en uno cualquiera de los anticuerpos Cl 12, Cl 135, Cl 82, CI 53 y
Cl 4.

Segun se usan en la presente memoria, los términos «porcentaje (%) de identidad de secuencia» u «homologia» se
definen como el porcentaje de residuos aminoacidicos o nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos a
los residuos aminoacidicos o a los nucleétidos en las secuencias de referencia después de alinear las secuencias e
introducir los espacios, si es necesario, para obtener el porcentaje de identidad de secuencia maximo, y excluidas
las sustituciones de acido nucleico conservadoras. La alineacién 6ptima de las secuencias para la comparacion se
puede producir, ademas de manualmente, por medio de algoritmos de homologia locales conocidos en la técnica o
por medio de programas informaticos que usan estos algoritmos (p. ., BLAST P).

Un anticuerpo para CXCRS3 o fragmento de unioén a antigeno aislado, segun se describen en la presente memoria,
puede comprender una secuencia de amino&cidos de VH que comprende al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % (o cualquier porcentaje intermedio) de identidad con respecto a la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de las cadenas pesadas 4.0-4.11, las cadenas pesadas 12.0-12.3, las cadenas
pesadas 53.0-53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3. El anticuerpo o fragmento
puede comprender una secuencia de aminoacidos de VH que tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 mutaciones (incluidas
adiciones, supresiones y sustituciones, asi como sustituciones conservadoras) en la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera SEQ de las cadenas pesadas 4.0-4.11, las cadenas pesadas 12.0-12.3, las cadenas pesadas 53.0-
53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3. Segun se usa en la presente memoria,
una «sustitucion conservadora» se refiere al reemplazo de un primer aminoacido mediante un segundo aminoacido
que no altera sustancialmente las propiedades quimicas, fisicas y/o funcionales del anticuerpo o fragmento (p. ej., el
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anticuerpo o fragmento conserva la misma carga, estructura, polaridad, hidrofobicidad/hidrofilicidad y/o conserva
funciones tales como la capacidad para reconocer, unirse a y/o neutralizar la actividad de CXCR3).

Un anticuerpo para CXCRS3 o fragmento de union a antigeno aislado, segin se describen en la presente memoria,
puede comprender una secuencia de aminoacidos de VL que comprende al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % (o cualquier porcentaje intermedio) de identidad con respecto a la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-12.3, las cadenas ligeras
53.0-53.13, las cadenas ligeras 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3. El anticuerpo o fragmento puede
comprender una secuencia de aminodcidos de VL que tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 mutaciones (incluidas
adiciones, supresiones y sustituciones, asi como sustituciones conservadoras) en la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-12.3, las cadenas ligeras 53.0-53.13, las
cadenas ligeras 82.0-82.3 y las cadenas ligeras 135.0-135.3.

Un anticuerpo para CXCRS3 o fragmento de union a antigeno aislado, segin se describen en la presente memoria,
puede comprender un dominio variable de cadena pesada que comprende al menos 80 % de identidad con respecto
a la secuencia de aminodacidos de una cualquiera de las cadenas pesadas 4.0-4.11, las cadenas pesadas 12.0-12.3,
las cadenas pesadas 53.0-53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3, y comprende
un dominio variable de cadena ligera que comprende al menos 80 % de identidad con respecto a la secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-12.3, las cadenas ligeras
53.0-53.13, las cadenas ligeras 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3. Las cadenas pesada y ligera se
pueden seleccionar de manera que una cadena pesada de un clon especifico (p. €j., una cadena pesada del clon 4)
se aparee con cualquiera de las cadenas ligeras de dicho clon (p. €j., una cadena ligera del clon 4). Las cadenas
pesada y ligera se pueden aparear segin se muestra en la Tabla 2. El anticuerpo o fragmento que comprende las
secuencias de VH y/o VL descritas puede retener la capacidad de neutralizar la actividad de CXCRS3.

El anticuerpo descrito en la presente memoria puede ser una variante humanizada de Cl 12, 135, 82, 53 y/o 4. El
anticuerpo puede ser completamente humano. El anticuerpo puede ser un derivado humanizado o completamente
humano de un anticuerpo seleccionado de los clones 12, 135, 82, 53 y 4. El anticuerpo puede tener una constante
de afinidad de al menos 108 M (p. ej., al menos 108 M!, al menos 10° M!, al menos 10'® M 0 al menos 10" M, o
cualquier valor intermedio). Puede ser capaz de unirse a todas las isoformas de CXCRS3. El anticuerpo puede ser
capaz de unirse a las isoformas A y B de CXCRS3. Alternativamente, el anticuerpo no se une a la isoforma B de
CXCRS.

Un anticuerpo para CXCR3 o fragmento de unién a antigeno aislado puede comprender la CDR1 de VH, la CDR2 de
VH, la CDR3 de VH, la CDR1 de VL, la CDR2 de VL y/o la CDR3 de VL que comprenden las secuencias de
aminoacidos aproximadamente 90 % a aproximadamente 100 % (p. €j., aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %) idénticas a las secuencias de CDR de VH y VL de uno cualquiera de
los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas. Un anticuerpo para CXCRS3 o fragmento de
unién a antigeno aislado puede comprender la CDR1 de VH, la CDR2 de VH, la CDR3 de VH, la CDR1 de VL, la
CDR2 de VL y/o la CDR3 de VL que comprenden secuencias de aminoacidos idénticas o que comprenden 1, 2, 3, 4
o 5 mutaciones de residuo aminoacidico (incluidas adiciones, supresiones y sustituciones, tales como sustituciones
conservadoras) con respecto a las secuencias de CDR de VH y VL de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y
4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.

El anticuerpo anti-CXCR3 o fragmento puede comprender una cadena pesada que tiene tres CDR (CDR1, CDR2 y
CDRS3 de cadena pesada) y una cadena ligera que tiene tres CDR (CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera). La
CDR1 de VH puede tener 1, 2 0 3 mutaciones aminoacidicas con respecto a la secuencia de CDR1 de VH de uno
cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas. La CDR2 de VH puede tener
1, 2 0 3 mutaciones aminoacidicas con respecto a la secuencia de CDR2 de VH de uno cualquiera de los clones 12,
135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas. La CDR3 de VH puede tener 1, 2 o 3 mutaciones
aminoacidicas con respecto a la secuencia de CDR3 de VH de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82,53 y 4 y
sus variantes quiméricas y humanizadas. La CDR1 de VL puede tener 1, 2 o 3 mutaciones aminoacidicas con
respecto a la secuencia de CDR1 de VL de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes
quiméricas y humanizadas. La CDR2 de VL puede tener 1 o 2 mutaciones aminoacidicas con respecto a la
secuencia de CDR2 de VL de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y
humanizadas. La CDR3 de VL puede tener 1, 2 o 3 mutaciones aminoacidicas con respecto a la secuencia de CDR3
de VL de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas. Las CDR 1,
CD2 y CDRS de la cadena pesada y ligera pueden ser las CDR de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82,53y 4 y
sus variantes quiméricas y humanizadas, o pueden comprender 1-3 mutaciones aminoacidicas con respecto a la
CDR establecida en el seleccionado de uno cualquiera de los clones de anticuerpo o sus variantes
quiméricas/humanizadas. Las mutaciones pueden estar en las posiciones resaltadas que se muestran en las
alineaciones en las Figuras 17A-H. La mutacién puede estar en una o mas de las posiciones 58 y 59 en la CDR2 de
VH de uno cualquiera de los clones 4.0-4.11.

El anticuerpo anti-CXCR3 o fragmento puede comprender una cadena pesada y una cadena ligera. La cadena
pesada puede ser al menos aproximadamente 90 % idéntica (p. €j., al menos aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica, o cualquier porcentaje intermedio) o puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10
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mutaciones aminoacidicas con respecto a una cualquiera de las cadenas pesadas 4.0-4.11, las cadenas pesadas
12.0-12.3, las cadenas pesadas 53.0-53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3. La
cadena ligera puede ser al menos aproximadamente 90 % idéntica (p. ej., al menos aproximadamente 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica, o cualquier porcentaje intermedio) o puede tener 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,90 10
mutaciones aminoacidicas con respecto a una cualquiera de las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-
12.3, las cadenas ligeras 53.0-53.13, las cadenas ligeras 82.0-82.3 y las cadenas ligeras 135.0-135.3. La cadena
pesada puede ser al menos aproximadamente 90 % idéntica (p. €j., al menos aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica, o cualquier porcentaje intermedio) o puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10
mutaciones aminoacidicas con respecto a una cualquiera de las cadenas pesadas 4.0-4.11, las cadenas pesadas
12.0-12.3, las cadenas pesadas 53.0-53.10, las cadenas pesadas 82.0-82.3 y las cadenas pesadas 135.0-135.3 y/o
la cadena ligera es al menos aproximadamente 90 % idéntica (p. ej., al menos aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica, o cualquier porcentaje intermedio) o tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0o 10 mutaciones
aminoacidicas con respecto a una cualquiera las cadenas ligeras 4.0-4.7, las cadenas ligeras 12.0-12.3, las cadenas
ligeras 53.0-53.13, las cadenas ligeras 82.0-82.3 y las cadenas ligeras 135.0-135.3. Las mutaciones pueden estar en
las posiciones que se muestran en las alineaciones en las Figuras 17A-H.

Un anticuerpo para CXCR3 o fragmento de union a antigeno aislado que comprende las secuencias de CDR de VH
y/o VL descritas anteriormente puede conservar la actividad neutralizante de CXCRS3.

Los dominios variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo para CXCR3 o fragmento pueden comprender al
menos una region de marco (p. €j., al menos una de FR1, FR2, FR3 y FR4). Las regiones de marco de la cadena
pesada se designan FR de VH, mientras que las regiones de marco de la cadena ligera se designan en la presente
FR de VL. Las regiones de marco pueden contener sustituciones, inserciones u otras alteraciones. Las alteraciones
pueden resultar en una mejora u optimizacion de la afinidad de unién del anticuerpo. Los ejemplos no limitantes de
residuos de region de marco que se pueden modificar incluyen aquellos que se unen no covalentemente a CXCR3
directamente, interactian con o producen la conformacion de una CDR y/o participan en la interfaz VL-VH.

La cadena pesada (VH) de un anticuerpo para CXCR3 o fragmento puede comprender FR1, FR2, FR3 y/o FR4 que
tienen las secuencias de aminoacidos que son aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 % idénticas (p. €j.,
80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 Y%, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %, o cualquier porcentaje
intermedio) a las regiones de marco de VH correspondientes dentro de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53
y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas. En ciertas realizaciones, un anticuerpo para CXCR3 o fragmento
puede comprender al menos una FR de VH (FR1, FR2, FR3 y/o FR4) que tiene una secuencia de aminoacidos
idéntica a, o que tiene 1, 2, 3, 4 o 5 mutaciones de aminodacidos (incluidas adiciones, supresiones y sustituciones,
tales como sustituciones conservadoras) con respecto a, las regiones FR de VH correspondientes dentro de uno
cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.

La cadena ligera (VL) de un anticuerpo para CXCR3 o fragmento puede comprender FR1, FR2, FR3 y/o FR4 que
tienen las secuencias de aminoacidos que son aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 % idénticas (p. €j.,
80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %, o cualquier porcentaje
intermedio) a las regiones de marco de VL correspondientes dentro de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53
y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas. Un anticuerpo para CXCR3 o fragmento puede comprender al menos
una FR de VL (FR1, FR2, FR3 y/o FR4) que tiene una secuencia de aminodacidos idéntica a, o que tiene 1,2, 3,4 0
5 mutaciones de aminodcidos (incluidas adiciones, supresiones y sustituciones, tales como sustituciones
conservadoras) con respecto a, las regiones FR de VL correspondientes dentro de uno cualquiera de los clones 12,
135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.

Un anticuerpo para CXCRS3 o fragmento puede comprender regiones FR de VH (FR1, FR2, FR3 y/o FR4) que tienen
secuencias de aminodacidos idénticas a, o que comprenden 1, 2, 3, 4 o 5 mutaciones de aminoacidos con respecto a,
las regiones FR de VH correspondientes dentro de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes
quiméricas y humanizadas, y comprende regiones FR de VL (FR1, FR2, FR3 y/o FR4) que tienen secuencias de
aminodcidos idénticas a, o que comprenden 1, 2, 3, 4 0 5 mutaciones de aminoacidos con respecto a, las regiones
FR de VL correspondientes dentro de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y
humanizadas. Un anticuerpo para CXCR3 o fragmento puede comprender regiones FR de VH (FR1, FR2, FR3 y/o
FR4) que tienen secuencias de aminoacidos aproximadamente 80-100 % idénticas a las regiones FR de VH
correspondientes dentro de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y
humanizadas, y comprende regiones FR de VL (FR1, FR2, FR3 y/o FR4) que tienen secuencias de aminoacidos
aproximadamente 80-100 % idénticas a las regiones FR de VL correspondientes dentro de uno cualquiera de los
clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.

Las regiones CDR y FR descritas en la presente memoria pueden combinarse en una variedad de combinaciones,
dado que cada una de las regiones CDR y FR puede seleccionarse independientemente y combinarse con cualquier
otra region CDR o FR para un anticuerpo dado. En ciertas realizaciones, las secuencias de CDR y FR de VH y/o VL
pueden estar presentes en cualquier combinaciéon en un anticuerpo o fragmento que conserva la capacidad de
neutralizar la actividad de CXCRS.
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Los anticuerpos y fragmentos, segun se describen en la presente memoria, pueden comprender una 0 mas
secuencias de aminoacidos que no alteran sustancialmente las secuencias de aminoacidos descritas en la presente
memoria. Las secuencias de aminoacidos que son sustancialmente las mismas incluyen secuencias que
comprenden sustituciones de aminoacidos conservadoras, asi como supresiones y/o inserciones de aminoacidos
que no alteran la capacidad del anticuerpo o fragmento de neutralizar la actividad de CXCR3.

Los anticuerpos y fragmentos descritos en la presente memoria pueden conjugarse adicionalmente a una o mas
moléculas adicionales. Por ejemplo, un conjugado puede comprender un anticuerpo unido directamente o a través
de un enlazador a uno o mas agentes terapéuticos, agentes de solubilizacion, agentes de estabilizacion,
inmunosupresores, receptores y fragmentos de estos, péptidos de unién a antigeno y/u otros restos dirigidos a
ligandos. En algunas realizaciones, el agente terapéutico es un agente Util para tratar la T1D y/u otros trastornos
asociados a CXCRS. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento se conjuga con un agente estimulante de
células B o insulina.

Secuencias nucleotidicas

Ademas de las secuencias de aminoacidos descritas anteriormente, en la presente memoria se describen
secuencias nucleotidicas correspondientes a dichas secuencias de aminoacidos. Una secuencia nucleotidica puede
codificar un anticuerpo o fragmento capaz de neutralizar la actividad de CXCRS3. Las secuencias nucleotidicas se
pueden usar para preparar vectores de expresion para la expresion de anticuerpos anti-CXCR3 en células (p. €j.,
expresion en células de mamiferos).

También se describen en la presente memoria polinucleétidos sustancialmente idénticos a los que codifican las
secuencias de aminodcidos descritas en la presente memoria. Las secuencias sustancialmente idénticas pueden ser
secuencias polimorficas, es decir, secuencias o alelos alternativos en una poblacion. Las secuencias
sustancialmente idénticas también pueden comprender secuencias mutagenizadas, incluidas secuencias que
comprenden mutaciones silenciosas. Una mutacion puede comprender uno o mas cambios en residuos
nucleotidicos, una supresion de uno o mas residuos nucleotidicos o una insercion de uno o mas residuos
nucleotidicos adicionales. Las secuencias sustancialmente idénticas también pueden comprender diversas
secuencias nucleotidicas que codifican el mismo aminoacido en cualquier posicién de aminoacido dada en una
secuencia de aminoacidos descrita en la presente memoria, debido a la degeneracion del cédigo de &cido nucleico.
También se incluyen en las secuencias sustancialmente idénticas secuencias que codifican una cadena o cadenas
de un anticuerpo que conserva la capacidad de neutralizar CXCRS.

También se describen en la presente memoria, cualesquiera polinucledtidos que se hibridan en condiciones de
hibridacion de elevada rigurosidad o baja rigurosidad a polinucleétidos que codifican un anticuerpo o fragmento
neutralizante de CXCRS3. El término «rigurosidad», segun se usa en la presente memoria, se refiere a condiciones
experimentales (p. ej., temperatura y concentracion de sal) de un experimento de hibridacion llevado a cabo para
evaluar el grado de homologia entre dos acidos nucleicos; cuanto mayor es la rigurosidad, mayor sera el porcentaje
de homologia entre dos &acidos nucleicos. Segun se usa en la presente memoria, la frase «hibridar» o sus
variaciones gramaticales, hace referencia a la unién de una primera molécula de acido nucleico a una segunda
molécula de acido nucleico en condiciones de rigurosidad alta, media o baja o en condiciones de sintesis de acido
nucleico. La hibridacién puede incluir casos donde una primera molécula de acido nucleico se une a una segunda
molécula de acido nucleico, y donde la primera y segunda moléculas de acido nucleico son complementarias.

Las condiciones de hibridacién rigurosas incluyen, pero no se limitan a, hibridacion con ADN unido a filtro en 6X
cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 grados Celsius, posteriormente uno o mas lavados en
0,2X SSC/SDS al 0,1 % a aproximadamente 50-65 grados Celsius. Otras condiciones rigurosas incluyen hibridacién
con ADN unido a filtro en 6X SSC a aproximadamente 45 grados Celsius, posteriormente uno o mas lavados en
0,1X SSC/SDS al 0,2 % a aproximadamente 65 grados Celsius. Los expertos en la técnica estan familiarizados con
otras condiciones de hibridacion de rigurosidad conocida y se incluyen en la presente memoria.

Un acido nucleico, segln se describe en la presente memoria, puede codificar la secuencia de aminoacidos de una
cadena o cadenas en un anticuerpo o fragmento capaz de neutralizar la actividad de CXCR3, o el acido nucleico
puede hibridarse en condiciones rigurosas con un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de una
cadena o cadenas en el anticuerpo o fragmento.

En la presente memoria se describe una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia nucleotidica
que codifica una secuencia de aminoacidos de un dominio VH de un anticuerpo o fragmento neutralizante de
CXCR3, y que es al menos aproximadamente 80-100 %, (p. ej., aproximadamente 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica (o cualquiera porcentaje intermedio) a la secuencia
nucleotidica que codifica la cadena pesada de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes
quiméricas y humanizadas. La secuencia de polinucleétidos puede comprender una secuencia nucleotidica que
tiene 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 mutaciones (incluidas adiciones, supresiones y sustituciones, tales como
sustituciones conservadoras) con respecto a la secuencia nucleotidica que codifica la cadena pesada de uno
cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.
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En la presente memoria se describe una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia nucleotidica
que codifica una secuencia de aminoacidos de un dominio VL de un anticuerpo o fragmento neutralizante de
CXCR3, y que es al menos aproximadamente 80-100 %, (p. €j., aproximadamente 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica (o cualquiera porcentaje intermedio) a la secuencia
nucleotidica que codifica la cadena ligera de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes
quiméricas y humanizadas. La secuencia de polinucleétidos puede comprender una secuencia nucleotidica que
tiene 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 mutaciones (incluidas adiciones, supresiones y sustituciones, tales como
sustituciones conservadoras) con respecto a la secuencia nucleotidica que codifica la cadena ligera de uno
cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53 y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.

En la presente memoria se describe una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia nucleotidica
que es al menos aproximadamente 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica (o cualquiera porcentaje intermedio) a una secuencia de aminoacidos de VH y al menos
aproximadamente 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica (o
cualquiera porcentaje intermedio) a una secuencia de aminodacidos de VL, donde las secuencias nucleotidicas
codifican las secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera de uno cualquiera de los clones 12, 135, 82, 53
y 4 y sus variantes quiméricas y humanizadas.

Los polinucleétidos descritos pueden obtenerse mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, si
se conoce la secuencia nucleotidica de un anticuerpo, un polinucleétido que codifica el anticuerpo puede
ensamblarse a partir de oligonucleétidos sintetizados quimicamente. Esto implicaria, por ejemplo, la sintesis de
oligonucledtidos superpuestos que contienen porciones de la secuencia que codifica el anticuerpo, el apareamiento
y ligadura de dichos oligonucleétidos y, después, la amplificacion de los oligonucleétidos liados mediante PCR. Los
polinucleétidos descritos también se pueden generar a partir de cualquier otra fuente adecuada de acidos nucleicos,
tal como una biblioteca de ADNc de anticuerpo, o una biblioteca de ADNc aislada a partir de cualquier tejido o
células que expresen el anticuerpo (p. €j., de células de hibridoma seleccionadas para expresar un anticuerpo).

Cualquiera de los polinucleétidos descritos puede incorporarse en un vector de expresion. Los vectores adecuados
para la expresion en diversos tipos de células humanas y animales se conocen en la técnica. La descripcién
proporciona células hospedantes que comprenden los vectores. Las células hospedantes adecuadas incluyen, p. €j.,
CHO, COS, SF9 y/u otras lineas celulares humanas o no humanas. Las células hospedantes expresan de manera
transitoria o estable el acido nucleico en el vector cuando se cultivan en medio de cultivo y proporcionan, de esta
manera, un método para producir los anticuerpos o fragmentos descritos en la presente memoria.

Composiciones farmacéuticas

Una composicién farmacéutica puede comprender cualesquiera de los anticuerpos descritos en la presente
memoria, o fragmentos de estos. También se describen composiciones farmacéuticas que comprenden acidos
nucleicos que codifican los anticuerpos o fragmentos de estos, p. €j., para su uso en aplicaciones de tratamiento
génico y/o para expresion transitoria o estable en células hospedantes (p. ej., CHO, COS, SF9 y/u otras lineas
celulares humanas o no humanas) para producir las proteinas o fragmentos de estas.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden comprender un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y/o al menos un aditivo tal como un disolvente, carga, agente espesante,
desintegrante, tampén o estabilizador. Las técnicas de formulacién farmacéutica estandares son conocidas para los
expertos en la técnica (véanse, p. gj., 2005 Physicians' Desk Reference®, Thomson Healthcare: Montvale, NJ, 2004;
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20a ed., Gennado et al., Eds. Lippincott Williams & Wilkins:
Philadelphia, PA, 2000). Los aditivos farmacéuticos adecuados incluyen, p. ej., manitol, almidén, glucosa, lactosa,
sacarosa, gelatina, maltosa, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco,
cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. Las composiciones
farmacéuticas pueden contener también reactivos de tamponado de pH y agentes humectantes o emulsionantes (p.
ej., disolucion salina tamponada con fosfato, disolucién salina para inyeccion, etc.). Las composiciones pueden
contener conservantes u otros estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden cualesquiera de los anticuerpos descritos en la presente
memoria, o fragmentos de estos, o acidos nucleicos que codifican los anticuerpos o fragmentos, pueden
comprender, ademas, uno o mas de los siguientes: manitol, polisorbato 80, fosfato sddico dibasico heptahidratado y
fosfato sédico monobasico monohidratado. En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas pueden contener
10mM de Histidina, pH 6,5, con hasta 2 % de glicina, hasta 2 % de manitol y hasta 0,01 % de polisorbato 80.

La formulacién de las composiciones farmacéuticas puede variar dependiendo de las vias de administracion
previstas y otros parametros (véase, p. ej., Rowe et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 4th ed., APhA
Publications, 2003.) La composicion farmacéutica puede ser una torta o polvo liofilizado. La composicion liofilizada
puede reconstituirse para administracién por inyeccién intravenosa, por ejemplo, con agua estéril para inyeccion,
USP. La composicion puede ser una disolucién estéril, no pirégena.
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Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden comprender un anticuerpo segun se
describe en la presente memoria, o un fragmento de este, o acidos nucleicos que codifican los anticuerpos o
fragmentos, como el Unico compuesto activo, o la composicion farmacéutica puede comprender una combinacion
con otro compuesto, composicion o material bioldgico. Por ejemplo, la composicién farmacéutica puede comprender
también una o mas moléculas pequefas u otros agentes Utiles para el tratamiento de una enfermedad o trastorno
asociado con CXCR3, tal como T1D. La composicion farmacéutica puede comprender un agente estimulante de
células B, insulina y/o una célula productora de insulina. La composicion farmacéutica también puede comprender
uno o0 mas inmunosupresores, inhibidores de mTOR o inhibidores de autofagia. Los ejemplos de inmunosupresores
incluyen rapamicina y velcade. La rapamicina es también un inhibidor de mTOR.

Administracion y dosificacion

En la presente memoria se describe un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno
asociado a CXCRS3 que comprende administrar al paciente uno o mas de los anticuerpos anti-CXCR3 descritos en la
presente memoria, y/o un fragmento de estos. Segun se describe en la presente memoria, el anticuerpo o fragmento
puede ser capaz de neutralizar CXCR3. Segun se describe en la presente memoria, la enfermedad o trastorno
puede ser un trastorno inflamatorio. Segun se describe en la presente memoria, el trastorno puede ser T1D. Segun
se describe en la presente memoria, administrar una composicion (p. ej., una composicién farmacéutica) que
comprende el anticuerpo o fragmento puede prevenir, tratar, reducir la gravedad y/o de cualquier otra manera
mejorar los sintomas de una enfermedad o trastorno asociado a CXCR3. Segun se describe en la presente
memoria, el anticuerpo o fragmento se puede administrar a una dosis y frecuencia suficientes para prevenir, tratar,
reducir la gravedad y/o de cualquier otra manera mejorar los sintomas de una enfermedad o trastorno asociado a
CXCRS.

En ciertos ejemplos, se proporciona una composicion para su uso en la fabricacion de un medicamento para tratar
una enfermedad o trastorno, en donde el medicamento comprende cualquiera de los anticuerpos descritos en la
presente memoria, o fragmentos de estos. Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento puede comprender las tres CDR
de uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 4.0-4.11 apareadas con las tres CDR de uno
cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 4.0-4.7; las tres CDR de uno cualquiera de los dominios
variables de cadena pesada 12.0-12.3 apareadas con las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de
cadena ligera 12.0-12.3; las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 53.0-53.10
apareadas con las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 53.0-53.13; las tres CDR
de uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 82.0-82.3 apareadas con las tres CDR de uno
cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 82.0-82.3; o las tres CDR de uno cualquiera de los dominios
variables de cadena pesada 135.0-135.3 apareadas con las tres CDR de uno cualquiera de los dominios variables
de cadena ligera 135.0-135.3.

El anticuerpo o fragmento en el medicamento puede comprender uno cualquiera de los dominios variables de
cadena pesada 4.0-4.11 apareados con uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 4.0-4.7, uno
cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 12.0-12.3 apareados con uno cualquiera de los dominios
variables de cadena ligera 12.0-12.3, uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 53.0-53.10
apareados con uno cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 53.0-53.13, uno cualquiera de los
dominios variables de cadena pesada 82.0-82.3 apareados con uno cualquiera de los dominios variables de cadena
ligera 82.0-82.3 o uno cualquiera de los dominios variables de cadena pesada 135.0-135.3 apareados con uno
cualquiera de los dominios variables de cadena ligera 135.0-135.3.

Las dosis del anticuerpo CXCR3 para su uso en los métodos descritos en la presente memoria variaran en funcion
de numerosos parametros conocidos para el experto en la técnica, tal como la fisiologia del paciente (tamafo o area
superficial, peso, edad y metabolismo) y el estado de la enfermedad, asi como parametros farmacolégicos, tales
como el mecanismo de suministro, la formulacién y cualesquiera tratamientos simultaneos o secuenciales. Una
«cantidad eficaz» de anticuerpo para CXCR3 puede producir un efecto in vivo deseado tal como uno o mas de
mantenimiento o disminucién de los niveles de HA1bc (hemoglobina A1c) (menos de aproximadamente 7 %, p. €j.,
menos de 7,5, 7,4,7,3,7,2,7,1,7,0, 6,9, 6,8, 6,7, 6,6 0 6,5 %, 0 cualquier porcentaje intermedio), produccion de
insulina enddgena y/o niveles de insulina circulante aumentados, mantenimiento o aumento de niveles de péptido C
en ayunas, tolerancia a la glucosa mejorada, niveles de glucosa en sangre en ayunas reducidos en ausencia de
insulina exdgena, reduccion del uso de insulina exégena, reduccién de inflamacién por células B y/o aumento de la
poblacién y/o el crecimiento de células B. También se pueden usar ensayos celulares directos para determinar la
inhibicion de CXCR3, tal como una reduccion en la sangre de células CXCR3+ (incluidos, pero sin limitarse a,
linfocitos T), inhibicién de unién al ligando de CXCR3, unién a GTP, aflujo y/o movilizacién de calcio, quimiotaxia
celular e/o internalizacion de receptor.

Una cantidad eficaz de anticuerpo para CXCR3 puede resultar en aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % (o cualquier porcentaje intermedio) o 1, 2, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o 100 veces
(o cualquier cantidad intermedia), o mas, de mejora en cualquiera de los parametros in vivo mencionados
anteriormente, con respecto a los testigos. Una mejora se puede caracterizar por un nivel de glucosa en sangre en
ayunas en ausencia de insulina exdégeno que se reduce por debajo de 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 180, 200,
220, 240, 250, 300 o 350 mg/dL (o cualquier valor intermedio). Una mejora se puede caracterizar por un aumento en
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los niveles séricos basales de péptido C a mas de 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 o 1,0 nmol/L (o cualquier valor
intermedio). Una mejora se puede caracterizar por un aumento en los niveles séricos integrados de péptido C en
ayunas durante una exposicion a péptido C (prueba de tolerancia a la glucosa posoral) a mas de aproximadamente
0,03, 0,033, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 o 1,0 nmol/L x min (o cualquier valor
intermedio). La dosis eficaz de anticuerpo para CXCR3 puede caracterizarse, ademas, por reducir la concentracion
de células CD4+ y/o CD8+ en el pancreas en al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % 0 90 % (o
cualquier porcentaje intermedio) o al menos 1, 2, 3, 4 o 5 veces (0 cualquier valor intermedio) con respecto a los
sujetos testigo.

Una dosis eficaz de anticuerpo también puede seleccionarse para que sea una dosis segura para administracion a
un sujeto humano. Una dosis segura de anticuerpo anti-CXCR3 se puede caracterizar como una que no resulta en
una reduccion sustancial considerable de linfocitos T o actividad de linfocitos T (distinta de la actividad de CXCR3)
en el sujeto (p. €j., segun se mide mediante la concentracion o actividad de linfocitos T en la sangre del sujeto). En
ejemplos especificos, «reduccidén no sustancial considerable de linfocitos T o actividad de linfocitos T» significa una
reduccion de 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 % (o cualquier porcentaje intermedio) o menos en la
concentracién y/o actividad (distinta de la actividad de CXCR3) de células CD4+ y/o CD8+ en el sujeto tratado con el
anticuerpo neutralizante de CXCRS3, con respecto a los sujetos testigo tratados con placebo y/o con respecto a
sujetos del tratamiento antes del tratamiento. En algunos casos, la dosis segura se caracteriza, ademas, por una
reduccion de 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 % (o cualquier porcentaje intermedio) o menos en la
concentracién de uno o mas tipos celulares seleccionados de linfocitos T reguladores, linfocitos B, células mieloides,
células dendriticas y/o granulocitos, con respecto a los sujetos testigo.

Las dosis no limitantes ilustrativas para un sujeto, tal como un humano, incluyen aproximadamente 0,03, 0,06, 0,12,
0,24,0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 0 3,7 mg/kg/dosis (0 cualquier valor intermedio) para un anticuerpo con una NDso
de aproximadamente 1-6 pg/mL en un ensayo de quimiotaxia in vitro. Segun se describe en la presente memoria, el
anticuerpo se puede administrar en un intervalo de aproximadamente 0,03-3,7 mg/kg/dosis, 0,15-0,7 mg/kg/dosis o
0,25-0,5 mg/kg/dosis.

El anticuerpo anti-CXCR3 se puede administrar en una Unica administracién o en administraciones repetidas a lo
largo de diferentes periodos de tiempo, tal como diariamente, semanalmente, bisemanalmente, mensualmente,
bimensualmente, trimestralmente o anualmente. Por consiguiente, en un ejemplo no limitante basado en los
intervalos de dosificacion descritos anteriormente, un paciente puede recibir una dosis total aproximada de 0,16-18
mg/kg de anticuerpo para CXCRS3 en el transcurso de un régimen de tratamiento.

Los anticuerpos anti-CXCRS3 se pueden administrar mediante cualquier medio adecuado conocido para el experto en
la técnica, incluido, por ejemplo, intravenoso, intraperitoneal, nasal, ocular, oral, parenteral, subcutdneo o
transdérmico. Segun se describe en la presente memoria, el anticuerpo se puede administrar directamente al
pancreas del sujeto o proximo al pancreas o a regiones especificas del pancreas, tal como las células de los islotes
del pancreas.

Las dosificaciones eficaces obtenidas en un animal se pueden convertir para su uso en otro animal, incluidos
humanos, mediante el uso de factores de conversiéon conocidos en la técnica. Véase, p. gj., Reagan-Shaw et al.,
FASEB J. 22:659-61 (2008); Schein et al., Clin. Pharmacol. Ther. 11: 3-40 (1970); y Freireich et al., Cancer
Chemother. Reports 50(4):219-244 (1966). Por ejemplo, la dosificacion equivalente para humano (HED, por sus
siglas en inglés) en mg/kg basada en la dosificacion para animal se puede proporcionar mediante la siguiente
ecuacion: HED (mg/kg)= dosis para animal (mg/kg) X (Kmanimal/Kmhumano) “donde Km = peso/area superficial (kg/ m?).

Los factores de conversion ilustrativos basados en la ecuacion anterior se muestran en la siguiente tabla. Las dosis
ilustrativas proporcionadas anteriormente para un humano se pueden ajustar para otras especies u otros pacientes
humanos en funcién de estos coeficientes u otros medios conocidos para el experto en la técnica.

Tabla 3
De: Ratén | Rata Mone | Perro |Humano
Para: (20g) | (1504@) | (3.5kq) | (Bkg) | (60 kg)
Raton 1 0.5 0.25 017 0,03
Rata 2 1 0.4 0.25 0,14 |
Mono. 4 2 1 0.6 0.33
Perro 6 4 1.7 1 0.4
Humano 12 7 3 2 1

Sujetos

Los sujetos que van a tratarse mediante los métodos descritos en la presente memoria pueden incluir humanos o
animales, tales como ganado, animales domésticos y salvajes. Los animales pueden ser aves, bovinos, caninos,
cetaceos, equinos, felinos, ovinos, peces, porcinos, primates, roedores o ungulados. Los sujetos pueden estar en
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cualquier etapa de desarrollo, incluidos adultos, jovenes, fetos o embriones. Preferiblemente, el paciente es un
mamifero y, mas preferiblemente, un humano.

Segun se describe en la presente memoria, un sujeto puede tratarse profilacticamente o después de la aparicion de
cualquier afeccion asociada a la actividad aberrante de CXCR3 o cualquier afecciéon en la que la interrupcion de la
sefalizacion de CXCR3 podria ser terapéuticamente beneficiosa. Seglin se describe en la presente memoria, un
sujeto puede tratarse profilacticamente o después de la aparicion de la T1D. Segun se describe en la presente
memoria, un sujeto puede tratarse profilacticamente antes de la aparicion de la T1D mediante el uso de los métodos
proporcionados en la presente memoria, 0 un sujeto que padece T1D de aparicion reciente puede tratarse mediante
el uso de los métodos proporcionados en la presente memoria.

«Un sujeto que padece T1D de aparicion reciente» es cualquier sujeto que tiene una capacidad de produccién de
insulina por las células B del pancreas disminuida, pero todavia detectable, independientemente de la edad del
sujeto cuando la diabetes se diagnostica clinicamente (p. ej., incluidos sujetos adultos, jovenes, fetos o embriones).
Segun se describe en la presente memoria, un sujeto que padece T1D de aparicién reciente puede recibir
tratamiento preferiblemente en aproximadamente los seis meses (p. €j., en aproximadamente 1 dia, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses 0 cualquier
tiempo intermedio) posteriores al diagndstico clinico mas temprano de T1D. Segun se describe en la presente
memoria, el sujeto puede recibir tratamiento méas de seis meses después del diagndstico clinico mas temprano de
T1D, en donde el sujeto conserva los niveles séricos basales de péptido C minimos, pero medibles mayores o
iguales que aproximadamente 0,2 nmol/L (p. €j., al menos aproximadamente 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 0 1,0 nmol/L).
Segun se describe en la presente memoria, el tratamiento puede comprender la administracién de una o mas dosis
que comprenden uno o mas de los anticuerpos descritos en la presente memoria. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo neutralizante de CXCRS3.

Un sujeto que padece T1D de aparicién reciente puede conservar un nivel sérico integrado de péptido C en ayunas
de al menos aproximadamente 0,03, 0,033, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 0 1,0 nmol/L
X min, p. ej., aproximadamente 0,03 a 1,0 0 0,033 a 1,0 nmol/L x min durante la estimulacion con péptido C. El sujeto
puede tener un nivel sérico integrado de péptido C en ayunas de 0,033 a 1,0 nmol/L x min durante la estimulacién
con péptido C. La estimulacion con péptido C puede ser una prueba de glucosa posoral y puede comprender medir
los niveles séricos integrados de péptido C durante 60-150 minutos tras la administracion de 10,0-13,9 mmol/L de
glucosa. Véase Keymeulen et al., Diabetologia 53: 614-623 (2010). El aumento del nivel sérico integrado de péptido
C en la prueba de tolerancia a la glucosa posoral medible del sujeto puede ser menor que 0,8, 0,7, 0,6, 0,54, 0,5,
0,4, 0,3, 0,2 0 0,1 nmol/L x min. El sujeto puede tener un aumento de 0,54 nmol/L x min, 0 menos, en el nivel sérico
integrado de péptido C en la prueba de tolerancia a la glucosa posoral. El péptido C corresponde a los residuos 57-
87 del péptido precursor de la insulina (secuencia de referencia humana NP_000198), con los residuos 90-110 y 25-
54 que corresponden a las cadenas A y B de la insulina, respectivamente.

Un sujeto que padece T1D de aparicién reciente puede tener un nivel de glucosa en sangre en ayunas elevado en
ausencia de insulina exégena mayor que aproximadamente 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 180, 200, 220, 240,
250, 300, 350 mg/dL (o cualquier valor intermedio), 0 mayor. El sujeto puede tener un nivel de glucosa en sangre en
ayunas elevado, segun se describié anteriormente, asi como un nivel sérico integrado de péptido C en ayunas
reducido, segun se describié anteriormente.

Segun se describe en la presente memoria, un sujeto puede tratarse mediante los métodos descritos en la presente
memoria poco tiempo después de recibir el diagndstico de T1D de aparicién reciente. Segun se describe en la
presente memoria, el sujeto puede tratarse primero mediante los métodos descritos en la presente memoria en 1, 2,
3,4,56,7,89010dias,01,2,3,4,5,6,7,8 90 10semanas, o0 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses
posteriores al diagnostico clinico de la T1D de aparicién reciente (o en cualquier momento intermedio). Segun se
describe en la presente memoria, un sujeto puede tratarse primero mediante los métodos descritos en la presente
memoria en los 6 meses posteriores al diagndstico clinico de T1D de aparicion reciente. Segun se describe en la
presente memoria, un sujeto que padece T1D puede tratarse mediante los métodos descritos en la presente
memoria en cualquier momento, independientemente del tiempo transcurrido desde el diagnéstico clinico, en donde
el sujeto conserva los niveles séricos residuales de péptido C de al menos aproximadamente 0,2 nmol/L.

Métodos adicionales

Los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender tratamientos adicionales que se pueden
administrar de manera simultdnea o secuencial (antes o después) con la administracion de un anticuerpo anti-
CXCR3 descrito en la presente memoria. Por ejemplo, seglin se describe en la presente memoria, se describen
métodos que comprenden la etapa adicional de administrar un inmunosupresor al sujeto ademas de un anticuerpo
anti-CXCR3. Los inmunosupresores puede incluir, pero no se limitan a, uno o mas de azatioprina (Imuran),
interferén 1a, B interferén 1b, basiliximab, corticoesteroides, ciclosporina (Sandimmune), ciclofosfamida, clorambucil,
daclizumab, desoxiespergualina, Etanercept, acetato de glatiramer, infliximab, leflunomida, Mercaptopurina (6-MP),
metotrexato, mitoxantrona, Muromonab-CD3, Micofenolato (MFM o CellCept), natalizumab, anakinra, canakinumab,
rituximab, belimumab, abatacept, aldesleucina, prednisona, rapamicina, sirolimus, tacrolimus y Ustekinumab.
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Segun se describe en la presente memoria, los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender,
ademas de administrar un anticuerpo anti-CXCRS3, la etapa de administrar un agente estimulante de células B al
sujeto. La etapa de administrar un agente estimulante de células B puede ser simultdnea o secuencial (antes o
después) a la administracion de un anticuerpo anti-CXCRS3. Los agentes estimulantes de células $ de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, una o mas de células 8 trasplantadas (autélogas, alégenas o sinérgicas), células
productoras de insulina trasplantadas (alégenas o sinérgicas), inhibidores DDP4 (secuencia de referencia de
proteina humana NP_001926.2), péptidos TM4SF20 (secuencia de referencia de proteina humana NP_079071),
péptidos TMEM27 (secuencia de referencia de proteina humana NP_065716), analogos de exendina 1 o GLP-1
(secuencia de referencia de proteina humana NP_002045), ligandos del receptor gp130 y EGF y los descritos en los
parrafos 8-11 de la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° 20100130476. Un agente estimulante de
células B puede administrarse junto con un inmunosupresor en los métodos descritos en la presente memoria, ya
sea de manera simultanea o secuencial (antes o después). Segun se describe en la presente memoria, un agente
estimulante de células B, una célula productora de insulina y/o un inmunosupresor pueden administrarse mediante la
implantacion de un dispositivo capaz de suministrar el agente estimulante de células B, célula productora de insulina
e/o inmunosupresor al tejido u 6rgano diana.

También se describen en la presente memoria métodos para detectar y/o cuantificar CXCR3 y/o células que
expresan CXCR3 (p. €j., linfocitos T CXCR3+). Los métodos pueden comprender usar uno o mas de los anticuerpos
anti-CXCR3 descritos en la presente memoria para detectar y/o cuantificar CXCR3 y/o células que expresan
CXCRS3. Por ejemplo, uno o méas anticuerpos se pueden agregarse a una muestra de paciente (p. €j., una muestra
de sangre) y detectarse usando una etiqueta detectable, tal como un anticuerpo secundario conjugado a una sefal
detectable (p. ej., un anticuerpo de deteccién secundario fluorescente). Por ejemplo, se puede usar seleccién por
FACS para cuantificar el nivel de células que expresan CXCR3 en una muestra tras la unién primaria y la secundaria
con el anticuerpo fluorescente.

Los métodos de diagndstico se pueden usar para diagnosticar un trastorno de CXCR3 o un trastorno asociado a
CXCRS (p. €j., diabetes, T1D). Por ejemplo, se puede diagnosticar un trastorno al detectar la presencia o ausencia
de CXCR3 en una muestra de paciente, o al comparar la concentracion de CXCR3 en una muestra con el nivel en
uno o0 mas estandares de referencia, en donde una desviacién con respecto al nivel del estandar indica la presencia
de un trastorno.

también se describen en la presente memoria kits que comprenden al menos un anticuerpo anti-CXCR3 o
fragmento. Los kits son Utiles para fines de investigacion, diagnostico y terapéuticos diversos. Por ejemplo, los kits
se pueden usar para detectar linfocitos T CXCR3+ o para tratar la diabetes tipo | al administrar el anticuerpo anti-
CXCR3 o fragmento contenido en el kit a un sujeto. Para el aislamiento y la purificacién, el kit puede contener un
anticuerpo o fragmento acoplado a una perla (p. €., perlas de sefarosa). En ciertas realizaciones, el kit también
comprende instrucciones para usar el anticuerpo anti-CXCR3 o fragmento para los fines de investigacion,
diagnéstico y/o terapéuticos deseados.

En la presente solicitud, el uso del singular incluye el plural a menos que se indique especificamente lo contrario.
Ademas, en la presente solicitud, el uso de «o» significa «y/0» a menos que se indique lo contrario. Asimismo, el uso
del término «incluye», asi como otras formas, tales como «incluyen» e «incluido», no son limitantes. Cualquier
intervalo descrito en la presente memoria se entendera que incluye los valores extremos y todos los valores entre los
valores extremos.

Los titulos de las secciones en la presente memoria se usan solamente a efectos de organizar y no se deben
interpretar como limitantes del objeto descrito.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar, y de ningiin modo limitar, la presente descripcién.
Ejemplo 1: Materiales y métodos

Generacion de inmunégeno. Se transformaron células CHO con ADN que codifica CXCR3 humano de longitud
completa y el CXCR3 se expres6 en la superficie celular («células r-CXCR3-CHO»). Se obtuvo la secuencia de
CXCR3 usada para transformar las células y el marco de lectura abierto de CXCR3 se colocé en un vector de
expresion pcDNA3.1neo_DEST y después se transfectd en células 300-19 (Immunogen). Un fragmento del péptido
del extremo N del dominio extracelular de CXCR3 (dominio EC), con la secuencia de aminoécidos,
MVLEVSDHQVLNDAEVAALLENFSSSYDYGENESDSC, se conjugd con KLH mediante la cisteina del extremo C y
se us6 como un inmundgeno. Las células que expresaban CXCR3 se mantuvieron a 37 °C en CO2 al 5 % en RPMI
(Invitrogen, Carlsbad, Calif.) complementado con suero bovino fetal dializado al 10 % (FBS) (Invitrogen). Las células
se prepararon para inyeccion al sustituir el medio de cultivo indicado anteriormente por disolucién salina (CMF-PBS)
tamponada con fosfato (sin Ca/Mg) complementada con 5 mM de EDTA vy las células se recogieron en dicho
tampon. Las células recogidas se granularon mediante centrifugacion a 500xg durante aproximadamente 5 minutos,
se lavaron una vez al resuspender el granulo en CMF-PBS y se centrifugaron como antes, se contaron y se
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ajustaron hasta el volumen adecuado (tal como 5x108 células en 0,2 ml) para inyeccién al resuspender el granulo
celular en CMF-PBS.

Preparacién del anticuerpo. Se usaron los 37 aminoacidos del extremo N de CXCR3 humano para generar
hibridomas monoclonales de ratén para anti-CXCR3 humano, y se seleccionaron cinco clones de anticuerpo (4, 12,
53, 82 y 135) para caracterizacion adicional. El extremo N de 37 aminoacidos de CXCR3 humano es 65 % homdlogo
a la regién alineada en CXCRS3 de ratén y contiene residuos importantes para la union a CXCL9, CXCL10 y
CXCL11. Se inmunizaron ratones BALB/c de aproximadamente 6-8 semanas (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) con las células que expresaban CXCR3 o un péptido extracelular de CXCR3. Un grupo de ratones
se cebd subcutaneamente (SC) el dia 0 con una emulsién 1:1 de péptido conjugado con KLH mezclado con
adyuvante (TiterMax Gold, Sigma Aldrich, n.° T2685-1ML), se reforz6 SC 3-5 veces en intervalos de 2-3 semanas
con una emulsion 1:1 de péptido en adyuvante o intraperitoneal (IP) con células en PBS sin adyuvante, y se reforzo
dos dias consecutivos antes del sacrificio por via IP con péptido y/o células en PBS todos sin adyuvante. Otro grupo
de ratones se cebd IP 3-5 veces en intervalos de 2-3 semanas y se reforz6 por via IP con células en PBS dos dias
consecutivos antes del sacrificio. Para ambos grupos de ratones, cada inyeccidén contenia aproximadamente 2x10"6
células en un volumen de aproximadamente 100 pl.

El dia después de la ultima inyeccion, los ratones se sacrificaron y se retir6 el bazo y se coloc6 en aproximadamente
10 ml de DMEM sin suero (Gibco) en una placa de Petri. Se fusionaron células de mieloma de ratén Sp2\O (ATCC
CRL-1581) con células de bazo del ratén inmunizado usando PEG al 50 % (p/p) segun el método de Kohler and
Milstein (Nature, 256:495-7, (1975)). Al finalizar el procedimiento, las células se resuspendieron en 50ml de medio
ClonaCell-Hy Hybridoma Recovery (StemCell Technologies), se transfirieron a un matraz T75cm? y se incubaron
durante 16-24 horas a 37 °C. Tras esta incubacion, las células se recogieron y se agregaron a 100ml de medio de
seleccién de metilcelulosa ClonaCell-HY (StemCell Technologies). A continuacién, esta mezcla se dividié en
alicuotas en diez placas de cultivo tisular de 100 mm? y se incubaron durante 10-14 dias. Los hibridomas clonales se
transfirieron desde la metilcelulosa a medio liquido y se cultivaron en placas de 96 pocillos multiples para ensayos
para identificar los anticuerpos monoclonales especificos para CXCR3.

A menos que se indique lo contrario, la referencia en estos ejemplos a una variante de anticuerpo, tal como Hu4.1,
se refiere a un anticuerpo que contienen una variante de cadena pesada y una variante de cadena ligera del mismo
namero (p. ej., Hu4.1 contendria la cadena pesada 4.1 y la cadena ligera 4.1). Todas las referencias a anticuerpos
corresponden a la numeracion de anticuerpos y el apareamiento de cadenas VH/VK que se muestra en la Tabla 2.

Animales. Los ratones NOD/LtJ hembra se adquirieron a Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se mantuvieron en
condiciones libres de patdgenos. Los ratones se sometieron a seleccién por glucosuria usando un medidor de
glucosa en sangre plus compacto ACCU-CHEK® (Roche, Indianapolis, IN) mediante puncién de la vena de la cola
dos veces a la semana comenzando a las 10 semanas de edad. Se consideré que los ratones eran diabéticos
cuando la glucosa en sangre medida estaba por encima de 250 mg/dL durante tres dias consecutivos. Se observé a
los ratones durante un minimo de 100 dias antes del inicio del tratamiento. Todos los experimentos con animales
fueron aprobados por el IACUC interno.

Inyecciones de anticuerpo. Para los estudios de prevencion, se inyectd a ratones NOD prediabéticos 100 ug de
anticuerpo intraperitonealmente (i.p.) una vez a la semana durante 6 semanas comenzando a las 10 semanas de
edad. Para los estudios de reversion, los animales se incorporaron de manera aleatoria en grupos de tratamiento 1
semana después de que se considerd que los ratones eran diabéticos, la glucosa en sangre se midié dos veces al
dia, con al menos seis horas entre lecturas y se administrd insulina mediante inyeccioén i.p. a aquellos ratones con
una glucosa en sangre por encima de 250 mg/dL a lo largo de todo el estudio. Se consider6 que los ratones en los
grupos de tratamiento que se mantuvieron independientes de insulina durante 30 dias consecutivos sufrieron una
reversion. Se extrajeron cinco ratones de cada grupo entre el quinto y sexto tratamiento y se les extrajeron los
organos linfoides, la sangre, la médula ésea y el pancreas para analisis celular. Al finalizar el estudio, se extrajo el
pancreas y se procesé para analisis histolégico e inmunohistoquimico. El anticuerpo anti-CXCR3 de raton, el clon
CXCR3-173 (Uppaluri et al. 2008) y el anticuerpo testigo de IgG de hamster se adquirieron a BioLegend (San Diego,
CA).

Analisis FACS. Se prepararon suspensiones de célula simple del bazo, ganglios linfaticos inguinales, ganglios
linfaticos pancreaticos y médula 6sea. El pancreas se corté en pequefos pedazos y se incubé en 2 mg/ml de
colagenasa D (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) durante 30 minutos a 37 °C, se filtr6 a través de un tamiz de
células de 70 micrones (BD Biosciences, San Jose, CA) y los linfocitos se separaron del tejido pancreatico usando
centrifugacién con gradiente de densidad. Las células se tifieron con anti-CD25 de raton etiquetado con APC, anti-
CD4 de ratén etiquetado con FITC y anti-Foxp3 de ratén etiquetado con PE (eBiosciences, San Diego, CA) para los
linfocitos T reguladores (T reg), anti-CD8a de raton etiquetado con PerCP, anti-CD44 de ratdn etiquetado con PE,
anti-CD62L de raton etiquetado con APC y anti-CXCR3 de ratén etiquetado con PeCy7 para linfocitos T activados/de
memoria, y anti-CD94 de ratdn etiquetado con FITC, anti-CD4 de raton etiquetado con PerCP, anti-B220 de raton
etiquetado con APC, anti-CD11c de ratén etiquetado con PeCy7, anti-CD11b de ratén etiquetado con azul pacifico y
anti-NKp46 de ratdn etiquetado con PE para los linfocitos B, células mieloides, células dendriticas, células NK y
células NKT. Las células se incubaron durante 30 min a 4 °C después del bloqueo con anti-CD16/32 de ratén
durante 20 min sobre hielo. Para la mancha de T reg, se llevé a cabo tincién superficial, las células se lavaron, se
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fijaron y permeabilizaron en tampo6n Cytofix/Perm (eBiosciences), después se tifieron con el anticuerpo anti-Foxp3
de raton durante 30 min sobre hielo. Después de la tincidn, las células se lavaron do veces, se fijaron en
paraformaldehido y se adquirieron en el citometro LSRII y los datos se analizaron usando el programa informatico
Flow Jo (Treestar, Ashland, OR). Todos los anticuerpos se adquirieron a BD Biosciences a menos que se indique lo
contrario.

Ensayo de quimiotaxia. El ensayo de quimiotaxia se llevo a cabo en placas de 24 pocillos (Costar) con soportes
permeables transwell con una membrana de 5um. Las células 300.19 transfectadas con CXCR3 se colocaron en los
insertos transwell a 1 x 108 células en suero bovino fetal inactivado por calor al 2,5 % en RPM1640 (volumen total
0,2 ml). Se colocaron los medios solos o complementados con quimiocina recombinante 300 ng/ml de CXCL9 (MIG),
100 ng/ml de CXCL10 (IP-10) o de 100 ng/ml CXCL11 (I-TAC) en el compartimento inferior (0,6 mls) y los insertos
transwell que contenian las células se cargaron sobre los compartimentos inferiores. Las placas se incubaron entre
4-5 horas en una incubadora humidificada con CO2 al 5 % a 37 °C. Tras el periodo de incubacién, se retiraron los
insertos transwell y los medios totales en el compartimento inferior se concentraron y las células se granularon
mediante centrifugacion durante 5 min a 1200 RPM. Los medios se aspiraron y las células se tifieron con Calceina
AM (10 pg/ml final) durante 30 minutos a 37 °C. Las células se granularon y lavaron, se agregaron medios (0,1 ml) y
la suspension se transfirié a placas de fondo transparente y paredes negras de 96 pocillos. Las placas se sometieron
a impulsos a 1200 RPM para sedimentar las células y la fluorescencia se midié a 490/520 nm en una Flexstation.
Todas las condiciones se sometieron a prueba por triplicado. Los datos resultantes se expresan como unidades de
fluorescencia relativa media (UFR) de las células que migraron. Véanse las Figuras 14A-C y las Figuras 15A-C.

Para la quimiotaxia con bloqueo de CXCRS3, las células 300.19 transfectadas con CXCR3 se pretrataron con
diversas cantidades de anticuerpo de bloqueo o IgG testigo durante 20-30 minutes a 37 °C antes de usarse en el
ensayo de quimiotaxia. El anticuerpo no se extrajo por lavado, sino que estuvo presente durante la incubacion del
ensayo.

Ensayo de movilizacién de calcio usando FLIPR. Se recuperan células de rifidén embrionario humano 293 (HEK, por
sus siglas en inglés) que expresaban hCXCR3 a 80 % de confluencia mediante tratamiento con PBS + 2mM de
EDTA. Las células se suspendieron en medios HEK-SFM sin suero a una densidad de 1 x 10° células/mL. Se
dispensaron 15 pL (15 000 células) en cada pocillo de una placa de 384 pocillos. Las células se cargaron con tinte
durante 30 minutos a temperatura ambiente al agregar 15 uL de tinte 4 de calcio FLIPR reconstituido. Los clones del
anticuerpo anti-CXCR3 humano y los testigos de isotipo se diluyeron en serie (3 veces) en HBSS + 20 mM HEPES +
BSA al 1 % para generar 10 concentraciones de prueba por clon. Cada concentracién de prueba se sometié a
prueba por duplicado (n = 2) en la misma placa. Se agregaron 15 uL de la concentracion de prueba a las células en
cada pocillo y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora. Se agregd una concentracién fija de
CXCL11 (R & D Systems) que representaba CE80 para desencadenar la movilizaciéon de calcio intracelular sobre el
FLIPR en cada pocillo y el cambio en la fluorescencia se monitoriz6 a lo largo del tiempo. La respuesta maxima de
cada pocillo se normalizd con respecto al valor de referencia y los datos se ajustaron después de promediar en una
ecuacion de cuatro parametros usando GraphPad Prism y se determiné la CI50 para cada clon. Véanse la Figura
14Dy la Figura 21.

Analisis Biacore de afinidad. Preparacion de superficie Biacore. Las afinidades de unién de los clones de anticuerpo
de hibridoma a-CXCR3 humano de ratén 4, 12, 53, 82 y 135 por el péptido CXCR3 humano se calcularon usando un
ensayo de cinética/afinidad Biacore T100. Un chip sensor Biacore CM5 serie S (GE n.° BR-1006-68) se inmovilizd
con anticuerpo de captura anti-Fc murino de conejo (RAM-Fc) (GE n.° BR-1008-38) usando el programa de
acoplamiento de amina estandar. La superficie de carboximetil dextrano del chip se activé usando una mezcla 1:1 de
0,1M N-hidroxisuccinimida (NHS) y 0,4M clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), que
permiti6 que la superficie uniera grupos amina reactivos al anticuerpo de captura. Tras la inmovilizacion del
anticuerpo, la superficie del chip sensor reactivo se aplacd usando 1M clorhidrato de etanolamina/NaOH pH 8,5. La
inmovilizacion resulté en 8000 UR del anticuerpo de captura RAM-Fc en una celda de flujo. Otra celda de flujo vacia
se usé como superficie para la resta de referencia durante el andlisis de datos.

Condiciones del ensayo Biacore. Las temperaturas de la camara de muestra del instrumento Biacore T100 y del
ensayo se fijaron en 4 °C y 25 °C, respectivamente. Los anticuerpos anti-hCXCR3 de raton se diluyeron hasta
500nM en tampdn de pasada HBS-EP+ (10mM HEPES, 150mM NaCl, 0,05% tensioactivo P20, 3mM EDTA, pH 7,4)
y se capturaron usando una inyeccion de treinta segundos a 10pl/min. Estas condiciones resultaron en ~1200 UR de
captura estable de cada clon anti-hCXCR3 de ratdon evaluado. Los péptidos hCXCR3 se diluyeron hasta
concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12,5 y OnM en HBS-EP+. En cada ciclo de ensayo, se inyecté el péptido
durante cinco minutos a una velocidad de flujo de 50ul/min para medir la asociacién, después se lavé en HBS-EP+
durante diez minutos a una velocidad de flujo de 50ul/min para medir la disociacion. La superficie de captura (RAM-
Fc) se regener6 entre ciclos de ensayo usando 10mM de glicina-HCI pH 1,7 a 50ul/min durante tres minutos. El
analisis se llevo a cabo en el programa informatico Biacore T100 Kinetics Evaluation v2.0 (GE Healthcare). Los
sensogramas se adaptan a un modelo de unién 1:1 con celda de flujo de referencia y resta de concentracion OnM
(resta de doble referencia).

Ensayo de receptor entero Biacore. La proteina del receptor CXCR3 humano de longitud completa con 6xHis en el
extremo C y etiqueta de HPC4 se expresé en células Sf9 de insecto con un vector de baculovirus. A continuacion, la
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proteina del receptor se purificé a través de purificaciones de afinidad con Ni-NTA y HPC4. Se intercambi6 el tampon
del producto final a 10 mM HEPES, 300 mM NaCl, n-Dodecil 3-D-Maltopiranésido al 0,5 % y glicerol al 5 %. La
proteina del receptor se capturd en chips NTA a través de quelante Ni y se estabiliz6 adicionalmente mediante
acoplamiento a amina usando una mezcla diluido 1:10 de la mezcla 1:1 de 0,1M N-hidroxisuccinimida (NHS) y 0,4M
clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). La superficie del receptor estabilizada se sometio a
ensayo para determinar la actividad de union al ligando al inyectar 20 nM de los ligandos hCXCL10 y hCXCL11.
Para el andlisis de cinética, los ligandos de CXCR3 humano (hCXCL9, hCXCL10 y hCXCL11) se diluyeron hasta
concentraciones de 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,6125, 0,3125 y OnM en HBS-EP+. Los anticuerpos anti-CXCR3 se
diluyeron hasta concentraciones de 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 y OnM en HBS-EP+. El analito se inyectd durante
cinco minutos a una velocidad de flujo de 50ul/min para medir la asociacion y después se lavé en HBS-EP+ durante
diez minutos a una velocidad de flujo de 50ul/min para medir la disociacién. La superficie del receptor se regenerd
entre ciclos de ensayo usando 10mM de glicina-HCI pH 1,7 a 50ul/min durante 1 minuto. El analisis se llevé a cabo
en el programa informatico Biacore T100 Kinetics Evaluation v2.0 (GE Healthcare). Los sensogramas se adaptan a
un modelo de unién 1:1 con celda de flujo de referencia y resta de concentracién OnM (resta de doble referencia).

Prueba de tolerancia a la glucosa. La tarde antes de la exposicion a glucosa, se monitorizé la glucosa en sangre sin
ayuno y se omitio el tratamiento con insulina a los animales diabéticos. Los ratones se sometieron a ayuno durante
12 horas antes de la inyeccion i.p. de D-glucosa (20 %; Sigma) a 2 mg/g de peso corporal. La glucosa en sangre se
midié antes y 15, 30, 60 y 120 minutos después de la inyeccion.

Ejemplo 2: Caracterizacién de los ratones NOD

Se tifieron secciones representativas del pancreas de ratones NOD hembra prediabéticos y ratones NOD hembra
con diabetes de aparicion reciente de 6 a 10 semanas embebidas en parafina para insulina, CXCL10 y el marcador
de linfocitos T CD3. Figura 1. Se detect6 la expresién de CXCL10 en el pancreas de ratones NOD dentro de islotes
rodeados por células infiltradas (flechas en la columna central de la Figura 1). Los ratones prediabéticos y con
diabetes de aparicion reciente de mayor edad exhibieron un aumento marcado en la infiliracién de linfocitos T en los
islotes (Figura 1, columna derecha) y una disminucion en la produccién de insulina dentro de los islotes (Figura 1,
columna izquierda).

Para evaluar adicionalmente sin los linfocitos T CXCR3+ estaban presentes en el pancreas de ratones NOD, se llevé
a cabo un andlisis de citometria de flujo en el tejido del pancreas extraido de ratones NOD hembra con diabetes de
aparicién reciente. Figura 2. La expresion de CXCRS3 se evalu6 en linfocitos T CD4+/TCR+ y CD8+/TCR+. La tincién
con anticuerpo testigo de isotipo se representa mediante la curva sombreada. La citometria de flujo se llevé a cabo
en suspensiones de célula simple de tejido de pancreas concentrado extraido de diversos ratones. Los datos indican
que los linfocitos T cooperadores y citotoxicos CXCR3+ estaban presentes en el pancreas de ratones NOD.

Ejemplo 3: Tratamiento profilactico de ratones NOD con anticuerpo anti-CXCR3

Los ratones NOD hembra prediabéticos se trataron una vez a la semana durante seis semanas con 100 pug de un
anticuerpo anti-CXCR3 murino de hamster (clon CXCR3-173, adquirido a BioLegend, San Diego, CA), o con una IgG
de hamster testigo o PBS, comenzando a las 10 semanas de edad. La glucosa en sangre se monitorizé dos veces a
la semana y se consideré que un animal era diabético y se sacrificé después de exhibir tres lecturas de glucosa en
sangre consecutivas por encima de 250 mg/dL. La Figura 3 muestra el porcentaje de ratones que desarrollaron
diabetes a lo largo del tiempo para cada grupo de tratamiento. Cada linea representa los resultados combinados de
diez ratones por grupo. Se muestran los resultados de dos estudios independientes (Figuras 3A y 3B). Los graficos
ilustran que el tratamiento profilactico con un anticuerpo anti-CXCR3 previno el desarrollo de diabetes en ratones
NOD hembra prediabéticos.

Para evaluar adicionalmente los efectos de la administracion profilactica del anticuerpo anti-CXCRS3, se tifieron
secciones de pancreas representativas de los ratones NOD hembra tratados con el anticuerpo anti-CXCR3 para
insulina (Figura 4, panel izquierdo), CD3 y Foxp3 (Figura 4, paneles central y derecho). El panel derecho en la
Figura 4 es una imagen ampliada de la seccidon que se muestra en el panel central. El tejido del pancreas se extrajo
de los ratones al final del periodo del estudio (26 semanas de edad). La Figura 4 demuestra que islotes positivos
para insulina estaban presentes en ratones NOD tratados con un anticuerpo anti-CXCR3, mientras que la mayoria
de los linfocitos T rodeaban y no habian invadido los islotes.

Ejemplo 4: Reversién de la diabetes de aparicién reciente en ratones NOD

Los ratones hembra con tres lecturas de glucosa en sangre consecutivas por encima de 250 mg/dL se consideraron
diabéticos y se incorporaron aleatoriamente a grupos de tratamiento. El tratamiento se inici6 una semana después
de la incorporacion. Los ratones se trataron con PBS, anticuerpo anti-CXCRS3 de ratéon (100 pug administrados
intraperitonealmente, clon CXCR3-173) o IgG testigo (100 ug administrados i.p.) una vez a la semana durante seis
semanas o globulina antitimocitica murina (mATG; 500 pg administrados i.p.) en los dias 0 y 4. Tras la incorporacion,
la glucosa en sangre se midié en la manana y en la tarde (con al menos seis horas entre una y otra), y se administrd
insulina mediante inyeccién i.p. solo a los ratones cuya glucosa en sangre estaba por encima de 250 mg/dL. Se
muestran los valores de glucosa en sangre en la mafana diarios para los ratones individuales (Figura 5). Los datos
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se agruparon a partir de cuatro estudios de reversién independientes con 8-10 ratones por grupo por estudio. Los
datos demuestran la reversidn de la diabetes de aparicion reciente en ratones NOD después del tratamiento con el
anticuerpo anti-CXCR3.

Para evaluar los cambios en los subconjuntos de linfocitos T en el pancreas de ratones tratados con el anticuerpo
anti-CXCR3, se agruparon suspensiones de célula simple del pancreas de cuatro ratones por grupo de tratamiento
(ratones tratados con PBS, anti-CXCR3 de ratdn, IgG testigo o mATG), se tifieron para linfocitos T y se analizaron
mediante citometria de flujo. El tejido del pancreas se extrajo unos pocos dias después de la quinta dosis de
tratamiento con PBS, anti-CXCRS3 de raton o IgG testigo, y de ratones tratados con mATG de la misma edad. El
porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ en las suspensiones se muestra en la Figura 6A. La Figura 6B muestra la
expresion de CD44 y CD62L en linfocitos T CD4+ en el pancreas de ratones tratados con PBS (izquierda), IgG
testigo (medio) y anticuerpo anti-CXCRS3 de ratén (derecha). El porcentaje de células en la ventana de adquisicion 1
(G1; CD44MCD62L") se indica para cada grupo de tratamiento (67,3 % para PBS, 67,1 % para IgG testigo y 30,4 %
para el tratamiento con anti-CXCRS3). La Figura 6C es un grafico de la expresion de CXCRS3 en linfocitos T CD4+ en
la ventana de adquisicién 1 (G1) y la ventaja de adquisicion 2 (G2), segun se definen en la Figura 6B, en
comparacioén con las células tefiidas con el anticuerpo testigo de isotipo y adquiridas en linfocitos.

Para evaluar si los islotes positivos para insulina estan presentes en ratones NOD con reversion por el tratamiento
con anti-CXCRS3, se prepararon secciones de pancreas embebidas en parafina a partir de ratones NOD hembra
tratados con IgG testigo (paneles izquierdos), anticuerpo anti-CXCR3 de ratén (paneles centrales) y ATG murina
(paneles derechos) y se tifieron para determinar la insulina (hilera superior) o se cotifieron para determinar CD3 y
Foxp3 (hilera inferior). Véase la Figura 7. El tejido del pancreas se exirajo de los ratones al final del estudio
(aproximadamente 100 dias después de la incorporacion). Las secciones tefiidas demostraron que estaban
presentes islotes positivos para insulina en ratones NOD con reversion por tratamiento con anti-CXCRS3, y que habia
linfocitos T rodeando los islotes, pero pocos habian invadido los islotes.

Para evaluar la respuesta a la exposicién a glucosa, se llevo a cabo una prueba de tolerancia a la glucosa. Figura 8.
Se sometié a ayuno durante toda la noche a ratones NOD hembra no diabéticos (Figura 8A), ratones NOD
diabéticos que se habian tratado con PBS (Figura 8B), ratones NOD diabéticos con reversién por tratamiento con
anti-CXCRS3 de raton (Figura 8C) y ratones NOD diabéticos que se habian tratado con IgG (Figura 8D) de la misma
edad y se expusieron a glucosa mediante inyeccion i.p. La glucosa en sangre se midié antes (tiempo 0) y después
de la exposicién en los tiempos indicados. Se muestran los datos representativos de 4-5 ratones por grupo de
tratamiento. Los datos ilustran que el tratamiento con el anticuerpo anti-CXCR3 mejoro la tolerancia a la glucosa en
ayunas 100 dias después de la incorporacion en el estudio.

Ejemplo 5: Transferencia adoptiva de linfocitos T

Para evaluar la capacidad de los linfocitos T de ratones NOD tratados con anticuerpo anti-CXCRS3 (clon CXCR3-173)
y que exhiben remision de la enfermedad para inducir diabetes en animales receptores, se transfirieron
adoptivamente linfocitos T CD4+ y CD8+ aislados a ratones NOD.scid receptores (diabéticos no obesos - con
inmunodeficiencia combinada grave) mediante inyeccion intravenosa. La Figura 9 muestra el porcentaje de ratones
no diabéticos a lo largo del tiempo después de la transferencia adoptiva de linfocitos T CD4+ y CD8+ aislados de
ratones diabéticos tratados con PBS o IgG testigo, o ratones en remision de la enfermedad después del tratamiento
con ATG murina o anticuerpo anti-CXCR3 de ratén. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se aislaron a partir del bazo,
ganglios linfaticos pancreaticos y ganglios linfaticos inguinales extraidos 80-90 dias después de la incorporacién en
el estudio de ratones NOD hembra en los diferentes grupos de tratamiento. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se
concentraron y se transfiri6 adoptivamente un total de 8 millones de células a receptores NOD.Scid y el desarrollo de
la diabetes se monitorizé mediante mediciones de glucosa en sangre bisemanales. Cada linea en la Figura 9
representa los datos combinados de cinco ratones por grupo. Se muestran dos estudios representativos (Figuras 9A
y 9B). Los linfocitos T aislados de ratones tratados con anticuerpo anti-CXCR3 exhiben un retardo en la
transferencia de la enfermedad.

Los linfocitos T donantes aislados se caracterizaron adicionalmente. La Figura 10A muestra el porcentaje de
linfocitos T CD4+ y CD8+ totales (panel izquierdo) en los linfocitos T donantes aislados a partir de ratones tratados
con PBS, anticuerpo anti-CXCRS3 de raton, IgG testigo o ATG murina segun se describi6 en el parrafo anterior. Los
paneles derechos de la Figura 10A muestran el porcentaje de linfocitos T efectores y de memoria central en el
subconjunto de linfocitos T que eran CD4+ (panel superior) y CD8+ (panel inferior) para cada suspension de células
donantes, segun se define por la expresién de CD44 y CD62L. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ concentrados aislados
se tifieron para determinar la expresion de CD44 y CD62L antes de la transferencia, se adquirieron en un citometro
de flujo y se analizaron. También se evalué el porcentaje de linfocitos T reguladores en las concentraciones de
linfocitos T donantes aislados. La Figura 10B muestra el porcentaje de linfocitos T reguladores para cada grupo de
tratamiento, segun se definen por la expresiéon de CD4 y CD25 o por la expresion de CD4, CD25 y Foxp3
intracelular. La Figura 10C muestra el porcentaje de linfocitos T CD8+ (panel izquierdo) y CD4+ (panel derecho) en
las células donantes que también expresan CXCRS3. Los datos demuestran que hubo un porcentaje reducido de
linfocitos T CXCR3+ en células donantes de ratones con reversion por tratamiento con el anticuerpo anti-CXCR3.
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La eficacia del tratamiento con CXCRS tras la transferencia adoptiva de linfocitos T donantes OT-1 CD8+ se evalud
usando el modelo RIP-OVA de diabetes tipo 1. Los ratones RIP-OVA son ratones transgénicos en los que se ha
introducido un transgén que codifica proteina ovoalbdmina (OVA) impulsado por el promotor de insulina de rata (RIP,
por sus siglas en inglés) en el genoma de ratén y resulta en la expresion de una forma membranaria de ovoalbimina
en las células 3 de islote. La cepa original de los ratones es C57BL/6 y los ratones RIP-OVA no desarrollan diabetes
de manera espontanea. Los ratones RIP-OVA, también denominados C57BL/6-Tg(Ins2-TFRC/OVA)296Wehi/Wehid,
se adquirieron al Jackson Laboratory. La diabetes se desarrolla en estos ratones después de la transferencia
adoptiva de linfocitos T CD8+ especificos para ovoalbumina de ratones transgénicos OT-1 TCR (receptor de linfocito
T) (Kurts et al. J Exp Med 184: 923-930) adquiridos al Jackson Laboratory. Los ratones OT-1 contienen insertos
transgénicos para los genes TCRa-V2 y TCRb-V5 de raton (Hogquist et al. Cell 76:17-27). El TCR transgénico
reconoce los residuos de ovoalbimina en el contexto de las proteinas MHCI H2KP. Mas del 95 % de los linfocitos T
CD8+ en los ratones OT-1 expresa el TCR transgénico y reconoce y se activa mediante el péptido de ovoalbimina.

La Figura 11 muestra el porcentaje de ratones no diabéticos a lo largo del tiempo tras la transferencia adoptiva de
linfocitos T OT-1 CD8+ a ratones receptores RIP-OVA que se dejaron sin tratamiento, se trataron con anticuerpo
anti-CXCR3 o se trataron con IgG testigo. El tratamiento (100 ug i.p.) se inicié 1 dia (estudio 1 y estudio 2) o 7 dias
(estudio 2) después de la transferencia adoptiva y se administré6 dos veces a la semana durante 3 semanas. Cada
linea representa los datos combinados de cinco ratones por grupo. Los resultados de dos estudios se muestran en
las Figuras 11A y 11B. Los datos demuestran que el tratamiento con anticuerpo anti-CXCRS3 protegié a los ratones
contra el desarrollo de diabetes en el modelo RIP-OVA.

La Figura 12 proporciona datos adicionales que caracterizan la eficacia de diferentes tratamientos tras la
transferencia adoptiva de linfocitos T OT-1 a ratones receptores RIP-OVA. La Figura 12A muestra la expresion de
CXCR3 en linfocitos T donantes analizada mediante citometria de flujo antes de la transferencia adoptiva a los
ratones receptores RIP-OVA. La tincién con anticuerpo testigo de isotipo se representa mediante la curva
sombreada. La Figura 12B muestra el porcentaje de células donantes en la sangre, bazo y ganglios linfaticos
pancreaticos (pLN, por sus siglas en inglés) en los tiempos indicados tras la transferencia adoptiva de linfocitos T
OT-1 a ratones receptores RIP-OVA tratados con anticuerpo anti-CXCR3 de ratén o IgG testigo. El tratamiento con
anticuerpo (100 pg i.p.) se inici6 un dia después de la transferencia de los linfocitos T y se suministré dos veces a la
semana durante dos semanas. Cada punto representa los datos de un raton individual. La Figura 12C indica la
cantidad de células donantes en la sangre, bazo y ganglios linfaticos pancreaticos (pLN) que proliferaron en
respuesta a la estimulacion del autoantigeno (OVA) en los ratones receptores RIP-OVA tratados con anticuerpo anti-
CXCR3 de ratén o IgG testigo en los tiempos indicados tras la transferencia adoptiva. El tratamiento con anticuerpo
(100 pg i.p.) se inicié6 un dia después de la transferencia de los linfocitos T OT-1 y se suministré dos veces a la
semana durante dos semanas. Cada punto representa los datos de un ratén individual. La Figura 12D muestra el
porcentaje de células donantes que expresan CXCR3 en la sangre, bazo y ganglios linfaticos pancreaticos (pLN) en
los tiempos indicados tras la transferencia adoptiva de linfocitos T OT-1 a ratones receptores RIP-OVA tratados con
anticuerpo anti-CXCRS3 de ratén o IgG testigo. El tratamiento con anticuerpo (100 pg i.p.) se inicié un dia después de
la transferencia de los linfocitos T OT-1 y se suministré dos veces a la semana durante dos semanas. Cada punto
representa los datos de un raton individual. El tratamiento con anticuerpo anti-CXCR3 condujo a un porcentaje
reducido de linfocitos T CXCR3+ en los ratones RIP-OVA.

La Figura 13 muestra secciones de pancreas embebidas en parafina representativas de ratones receptores RIP-
OVA que se dejaron sin tratamiento y tefiidas para determinar la insulina (Figura 13A) o CD3 (Figura 13B), o
tratados con anticuerpo anti-CXCRS3 de rat6n y tefidas para determinar la insulina (Figura 13C) o CD3 (Figura 13D).
El tratamiento con anticuerpo anti-CXCR3 (100 pg i.p.) se inici6 un dia después de la transferencia de los linfocitos T
OT-1 y se suministré dos veces a la semana durante 3 semanas. El tejido del pancreas se extrajo al final del estudio
(aproximadamente 60 dias después de la transferencia de los linfocitos T). Las secciones muestran una ausencia de
infiltracién de linfocitos T en los ratones RIP-OVA tratados con el anticuerpo anti-CXCR3 de raton.

Ejemplo 6: Evaluacién de clones de anticuerpo anti-CXCR3 humano

Los clones del anticuerpo anti-CXCR3 humano Cl 4, 12, 53, 82 y 135 se evaluaron para determinar su efecto sobe la
quimiotaxia de CXCRS3 y la movilizacién de calcio, mediante el uso de los métodos descritos anteriormente en la
seccién Materiales y métodos (Ejemplo 1). Para el ensayo de quimiotaxia, se preincubaron células 300.19
transfectadas con CXCR3 humano en medio solo o con diversas concentraciones de anticuerpo, segun se indica en
las Figuras 14A-C, antes de agregarlas al ensayo de quimiotaxia. Las Figuras 14A-C muestran que la quimiotaxia
mediada por CXCR3 a CXCL11 se inhibe mediante los clones Cl 4, 12, 53, 82 y 135. El clon 2 en la Figura 14 es
idéntico al clon 4.

Para el ensayo de flujo de calcio, se incubaron células HEK transfectadas con CXCR3 humano en diversas
concentraciones de anticuerpo antes de agregarlas a FLIPR segln los métodos descritos anteriormente en la
seccion Materiales y métodos (Ejemplo 1). La concentracién del anticuerpo necesaria para inhibir la movilizacion de
calcio un 50 % para cada anticuerpo se muestra en la Figura 14D. La Figura 14D muestra que la movilizacion de
calcio mediada por CXCR3 a CXCL11 se inhibe mediante los clones Cl 4, 12, 53 y 135.
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Para analizar adicionalmente el efecto de los clones 4, 12, 53, 82 y 135 sobre la quimiotaxia, se preincubaron células
300.19 transfectadas con hCXCR3 en medio solo o con 50 pg/ml de anticuerpo antes de agregarlas al ensayo de
quimiotaxia y se evalud la migracién a CXCL9 (Figura 15A), CXCL10 (Figura 15B) y CXCL11 (Figura 15C). Los
datos demuestran que los clones 4, 12, 53, 82 y 135 inhiben la migracion a CXCL10 y CXCL11 y parcialmente
inhiben la migracién a CXCL9.

Para evaluar la especificidad de los clones 4, 12, 53, 82 y 135, los anticuerpos se sometieron a ensayo para
determinar la unioén a otros receptores de quimiocina. Se transfectaron células 300.19 con CXCR1, CXCR5, CXCR2,
CXCR4 o CCR5 humanos y la unién al anticuerpo se analizé mediante incubacion con los clones de anticuerpo anti-
CXCR3 humano y posteriormente tinciéon con anticuerpo secundario y citometria de flujo. La administracion del
anticuerpo secundario solo sirvi6 como testigo negativo. Las células 300.19 transfectadas con CXCR3 humano
sirvieron como testigo positivo para la tincion mediante los clones. La Figura 16 muestra histogramas de unién de
anticuerpo a células que expresan los diferentes receptores de quimiocina, lo que demuestra que los clones 4, 12,
53, 82 y 135 no se unen a los otros receptores de quimiocina y son especificos para CXCR3.

Se emplearon procedimientos de citometria de flujo estandares en el ensayo de unién a receptor de quimiocina. De
manera resumida, las lineas celulares se recogieron mediante tratamiento de Versene y cada linea celular se dividié
en siete muestras. Cada muestra se incubd sobre hielo con un anticuerpo primario (5 pg/ml) y posteriormente se tind
con un anticuerpo secundario conjugado con FITC para detectar el anticuerpo primario unido. Como testigo
negativo, las células se tifieron con el anticuerpo secundario solo (sin incubacién con el anticuerpo primario). El
anticuerpo primario fue un clon de anticuerpo anti-CXCR3 humano o el clon del anticuerpo testigo anti-CXCR3
humano 1C6. Después de la tincion, las células se adquirieron en un citémetro de flujo y los datos se analizaron
usando el programa informatico FlowJo. Cada linea en la Figura 16 representa una muestra individual de células
tefiidas con un anticuerpo primario y el anticuerpo secundario o con el anticuerpo secundario solo.

La afinidad (Ka) y la disociacion (Kd) para los clones 4, 12, 53, 82 y 135 se analizaron usando un ensayo Biacore
segun los métodos descritos anteriormente (Ejemplo 1). Los resultados se resumen a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4
Clon n.° ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
4 108539,245 0,000348 3,2076E-09
53 79557,574 0,000581 7,3085E-09
12 183854,704 0,001473 8,01056E-09
82 195114,396 0,001828 9,36793E-09
135 88939,340 0,001214 1,36548E-08

Ejemplo 7: Mapeo de epitopos

Se usaron péptidos de CXCR3 humano biotinilados (fragmentos del extremo N de 16 aminoacidos) del dominio
extracelular del extremo N de CXCR3 para determinar los epitopos para los clones 4, 12, 53, 82 y 135. Se genero
una serie de fragmentos sustituidos con alanina (véase la tabla 5 mas adelante, la sustitucion con alanina esta en
negrita) y se biotinilaron. El mapeo de epitopos se evalué mediante los analisis Octet® (ForteBio, Menlo Park, CA) y
Biacore™ (GE Healthcare).

Para el andlisis Octet, los péptidos se resuspendieron en DMSO al 80 % y se diluyeron hasta 10ug/ml en PBS. Los
clones de anticuerpo 4, 12, 53, 82, 135 y el clon comercial 1C6 (BD Biosciences) se diluyeron hasta 120nM en PBS.
El ensayo de cinética se llev6 a cabo en un formato de placa de 96 pocillos con 300ul/pocillo en un sistema Octet QK
(ForteBio). Cada placa de ensayo incluy6 péptido de hCXCR3 ECD natural de longitud completa (Abgent) biotinilado
en el extremo N como testigo positivo, asi como un pocillo en blanco con tampén PBS para la resta de referencia.
Los biosensores Octet Streptavidin (ForteBio) se prerremojaron en PBS durante al menos cinco minutos antes de
ejecutar el ensayo. Los biosensores primero se sumergieron en PBS durante cinco minutos sin agitacion para
obtener un valor inicial. Para todas las etapas restantes, la velocidad de agitacién fue de 1000rpm. Los biosensores
se sumergieron en disoluciones de péptido durante cinco minutos para cargar los péptidos. Se llevé a cabo otra
etapa de valor inicial en PBS durante cinco minutos. A continuacién, los biosensores se sumergieron en disoluciones
de anticuerpo durante diez minutos para medir la asociacion. Finalmente, los biosensores se transfirieron a PBS
durante quince minutos para la disociacion. Los sensogramas se analizaron usando Octet Data Analysis v7.0. La
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actividad de unién se expresé como un porcentaje del nivel de respuesta maximo de cada anticuerpo en
comparacion con el péptido de hCXCRS3 de longitud completa natural.

Los niveles de respuesta relativos se registraron en un mapa de calor de epitopos. Las respuestas maximas del
sensograma al péptido de hCXCR3 ECD natural variaron entre 4-8nm. Cada clon sometido a barrido tenia un Gnico
epitopo. Ninguno de los mutantes sometidos a prueba suprimié completamente la unién del clon 1C6. El residuo
Valina en la posicion 10 y Aspartato en la posicién 13 tuvieron un papel en la unién de todos los anticuerpos
sometidos a barrido. Los anticuerpos 12 y 1C6 tuvieron los epitopos mas cercanos al extremo N, donde las
mutaciones de Valina en la posicién 5 influyeron sobre la actividad de ambos. El anticuerpo 82 tuvo el epitopo mas
cercano al extremo C y una reduccion en la actividad de unién comenz6 con la Glutamina en la posicién 9. En
funcion de estos datos, los limites de epitopos de aminoacidos en la secuencia de CXCRS3 fueron los siguientes para
cada anticuerpo; Cl 4: aminoacidos 7-13; Cl 12: aminoacidos 5-13; Cl 53: aminoacidos 7-13; Cl 82: aminoacidos 9-
15; Cl 135: aminoacidos 7-13; y clon 1C6: aminoacidos 5-13.

Para el analisis Biacore, los péptidos se diluyeron hasta 10 ng/ml en tampén de pasada HBS-EP+ (10mM HEPES,
150mM NaCl, 3mM EDTA, Polisorbato 20 al 0,005 %). Mediante el uso de un Biacore T100™, los péptidos se
inyectaron en chips CM5-SA (GE n.° BR-1005-31) a una velocidad de 5ul/min hasta que se obtuvo una captura
estable de 20 unidades de respuesta (UR) por celda de flujo. La celda de flujo 1 permanecié en blanco para la resta
de referencia en cada chip. El péptido de 37AA hCXCR3 natural se incluyé en una celda de flujo de cada chip como
testigo positivo. Los anticuerpos anti-CXCR3 de ratén 4, 12, 53, 82 y 135 se diluyeron hasta 50, 25, 12,5, 6,25 y
3,125nM en HBS-EP+. En cada ciclo, los anticuerpos se inyectaron durante tres minutos a una velocidad de flujo de
50ul/min para medir la asociacion, posteriormente tampén durante tres minutos a 50ul/min para medir la disociacién.
La superficie del péptido se regener6 entre ciclos usando 10mM de glicina-HCI pH 2,0 a 50pl/min durante sesenta
segundos. Los sensogramas se ajustaron en un modelo de union 1:1 y se analizaron usando resta de doble
referencia en BiaEvaluation v2.0.1 y se capturaron sobre biosensores con estreptavidina. Los niveles de respuesta
tipicos variaron entre 0-500 UR, y se determinaron los cortes para respuestas de union «Intensa», «Moderada» y
«Débil». Los niveles de respuesta relativos se registraron para generar un mapa de epitopos. Las disociaciones se
clasificaron y los péptidos que resultaron en valores Kd més rapidos (mayores que 0,001s™") también se registraron.

Tabla 5

Seq Id | Secuencia Seq Id No. |Secuencia

No.
AVLEVSDHQVLNDAEV MVLEVSDHAVLNDAEV
MALEVSDHQVLNDAEV MVLEVSDHQALNDAEV
MVAEVSDHQVLNDAEV MVLEVSDHQVANDAEV
MVLAVSDHQVLNDAEV MVLEVSDHQVLADAEV
MVLEASDHQVLNDAEV MVLEVSDHQVLNAAEV
MVLEVADHQVLNDAEV MVLEVSDHQVLNDAEYV (natural)
MVLEVSAHQVLNDAEV MVLEVSDHQVLNDAAV
MVLEVSDAQVLNDAEV MVLEVSDHQVLNDAEA

Todos los anticuerpos se unieron a hCXCR3 natural y dentro de los primeros 16AA de la secuencia de hCXCRS3. Los
datos de unidn se muestran en la Tabla 6 para los clones 4, 12, 53, 82 y 135, y el mapa correspondiente que
muestra los limites de los epitopos minimos requeridos para la actividad de unién para cada clon de anticuerpo se
muestran en la Figura 18, donde los residuos importantes se marcan con una X. Todos los epitopos de anticuerpo
se mapearon dentro de los residuos 6-15 de la secuencia de CXCR3 humano, la regién implicada en la unién de
CXCL10 y CXCL11. Los aminodcidos dentro del epitopo se determinaron al detectar una reduccién en la respuesta
de unién después de una sustitucion con alanina en una posicion dada en el fragmento del péptido de CXCRS3. Los
clones 53 y 135 tuvieron los epitopos mas similares. Los clones 4 y 12 tuvieron el epitopo mas cercano al extremo N
(la intensidad de unién se afectdé comenzando con la valina en la posicién cinco). El clon 82 tuvo el epitopo mas
cercano al extremo C, con una reduccion en la actividad de unién que comenzé con la glutamina en la posicion 9. El
aspartato en la posicion 7 en CXCR3 es necesario para cada clon excepto el 82. La valina en la posicion diez y el
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aspartato en la posicién trece en CXCR3 tienen ambos un papel en la unién de todos los clones. No hubo diferencia
en los epitopos entre las versiones murina, quimérica y humanizada de los cinco clones.

Tabla 6

Clones de mAb a-hCXCR3

Secuencia

4 12 53 82 135
Biotina-AVLEVSDHQVLNDAEV +++ +++ +++ +++ +++
Biotina-MALEVSDHQVLNDAEV +++ +++ +++ +++ +++
Biotina-MVAEVSDHQVLNDAEV +++ +++ +++ +++ +++
Biotina-MVLAVSDHQVLNDAEV +++ +++ +++ +++ +++
Biotina-MVLEASDHQVLNDAEV +4+ +44+ +++ +++ +++
Biotina-MVLEVADHQVLNDAEV +++ + +++ +++ +++
Biotina-MVLEVSAHQVLNDAEV - + + +H+ +
Biotina-MVLEVSDAQVLNDAEV +44+ + +++ +++ +++ 7
Biotina-MVLEVSDHAVLNDAEV +++ +++ +++ +++ " +++
Biotina-MVLEVSDHQALNDAEV - ++* +* ++ ¥ +*
Biotina-MVLEVSDHQVANDAEV +* e +++ 4+ ++
Biotina-MVLEVSDHQVLADAEV +* +++ +++ - ++ 7
Biotina-MVLEVSDHQVLNAAEV - ++ - - -
Biotina-MVLEVSDHQVLNDAEV +++ +++ +++ +++ +++
Biotina-MVLEVSDHQVLNDAAV +4+ +++ +++ ++ ¥ +++ 7
Biotina-MVLEVSDHQVLNDAEA +++ +++ +++ +++ +++

Leyenda

+++ Respuesta de unién intensa (>300 UR)

++ Respuesta de unién moderada (150-300 UR)

+ Respuesta de unién débil (10-150 UR)

- Sin unién (<10 UR)

* Disociacion rapida (Kd >0,001) a pesar de la respuesta de unién mas intensa (>10 UR)
Ejemplo 8: Humanizacion de clones de anti-CXCR3 humano

Se generaron cuatro variantes (quimérica, humanizadas 1 (Hu1), Hu2 y Hu3) para cada uno de los cinco clones anti-
CXCRS3 (clones 4, 12, 53, 82 y 135). Los 20. Todas las variantes quiméricas se produjeron mediante «expresion
concentrada» para estudios con modelo animal in vivo. Las células CHO-DXB11 (Urlaub and Chasin, Proc. Natl.
Acad. Sci., 77:4216-20, (1980)) que se adaptaron al cultivo en suspensién se electroporaron con vectores de
expresion que contenian las cadenas pesada y ligera de los clones del anticuerpo para CXCR3 quimérico 4, 12, 53,
82 y 135. Estos vectores de expresion también contenian el gen de dihidrofolato reductasa para seleccionar los
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transfectantes de CHO estables. Tras la seleccion con 100 nM metotrexato, las concentraciones de CHO
transfectadas establemente se usaron para pasadas de bioproduccion completa en matraces de agitacién con medio
OptiCHO. El anticuerpo quimérico recombinante se purificé a partir del medio acondicionado usando cromatografia
de proteina A estandar. Los clones Hul recibieron injertos de CDR en las regiones de marco humanas y se
humanizaron completamente, excluyendo los aminoacidos de las CDR de ratén y cualesquiera residuos en la
posicion de Vernier. Los clones Hu2 fueron clones con «CDR expandida», con cambios retromutados a partir de las
secuencias de Hu1l en residuos posicionados a cuatro aminoacidos de las CDR de ratén. Los clones Hu3 incluian
retromutaciones adicionales a partir de las secuencias de Hu2 en las posiciones identificadas como «muy distintas»
entre ratones y humanos, usando el modelado basado en IMGT. Las veinte variantes totales se expresaron
transitoriamente en células CHO-NRC y se purificaron para ensayos in vitro.

Se llevé a cabo una humanizaciéon adicional para los clones 4 y 53. Las cadenas pesadas 4.7-4.11 incluyeron
retromutaciones humanizadas adicionalmente fuera de las CDR, asi como modificaciones para retirar un sitio de
desamidacion en las posiciones 58 y 59 (numeracion de IMGT) en la CDR2 de VH en un esfuerzo por mejorar la
estabilidad del clon. En patrticular, el sitio de desamidacion en VH 4.2 se reemplaz6 por varios residuos alternativos.
Los clones VH 53.4-53.6 y VL 53.4-53.9 incluyeron retromutaciones humanizadas adicionalmente fuera de las CDR,
particularmente en un esfuerzo por hacer que las cadenas fueran mas similares a VH 4.1 y VL 4.1.

Ejemplo 9: Cinética de unién del receptor entero

Se evalud la cinética de unién de las veinte variantes anti-CXCR3 usando Octet® y Biacore™ con péptidos de
CXCRS3 intactos. El andlisis Octet se llevdé a cabo segun se describié anteriormente. Para el analisis Biacore,
péptidos de CXCR3 naturales humanos purificados en etapa de tres columnas se etiquetaron en el extremo C con
His y HPC4 se capturaron en chips NTA a través de quelado con niquel y acoplamiento con amina. Los chips de UR
medias (aproximadamente 1200 UR) se usaron para una mejor calidad de los datos y para minimizar el efecto de
unién bivalente. Se inyectaron 0-80nM de las muestras de anticuerpo sobre el receptor. Se llevé a cabo un andlisis
de evaluacion de Biacore™ estandar usando graficos se sensogramas con ajuste Rmax local para un mejor ajuste
de la curva. Se evaluaron las curvas de unién para las cuatro variantes (quimérica (Ch) y humanizadas (Hu) 1-3)
para los cinco clones (4, 12, 53, 82, y 135). A efectos de comparacion, también se evalu6 la cinética de union de los
ligandos de CXCR3 humanos CXCL9, CXCL10, y CXCL11, y CXCL11 de raton (mCXCL11). Los resultados se
muestran mas adelante en las Tablas 7A (clasificados por KD) y 7B (clasificados por Kd). Las mejores cuatro
variantes por KD y Kd estan resaltadas en las tablas. Cuando las variantes de mAb anti-hCXCR3 humanizadas se
clasificaron por disociacion (Kd), la mayoria de las variantes exhibié disociaciones al menos 1 digito més lentas que
el ligando de CXCR3 humano més potente hCXCL11.
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Tabla 7A
Muestra ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) |
4Hu2 1,59E+05 8.18E-05 515E-10
4Ch 2 09E+05 1,15E-04 5.48E-10
4Hu3 1.54E+05 8.62E-05 5.60E-10
4Hu1(UR baja) 2.24E+05 1,40E-04 6.34E-10
mCXCL11 3 69E+06 4,26E-03 1,17E-09
82Hu3 3, 40E+05 4 82E-04 1,42E-09
53Ch 4 44E+04 7.07E-05 1,60E-09
CXCL11 2 58E+05 4,41E-03 1,72E-09
53Hu3 6.88E+04 1.13E-04 1,72E-09
82HuU2 8.67E+04 2 62E-04 3.02E-09
12Ch 9 66E+04 4,52E-04 5,00E-09
135HuU3 8,68E+04 3,35E-04 5.01E-09
82Ch 1,61E+05 8,92E-04 | 554E-09
53Hu2 3.05E+04 2,04E-04 6 70E-09
135Ch 5.52E+04 3 82E-04 6,93E-09
CXCL10 1,36E+05 1,27E-03 9 76E-09
12Hu3 6.80E+04 1,02E-03 1,56E-08
12Hu2 6,39E+04 1,02E-03 1,60E-08
CXCL9 datos de baja calidad
135HuU2
12Huf
53Hu1 Sin unidn
82Hut

135Hu

35



10

15

20

ES 2 698 606 T3

Muestra “ka(1/Ms) | kd(1/s) KD (M)
53Ch 4 44E+04 7,07E-05 1,60E-09
4Hu? 1,59E+05 |- 8,18E-05- | 5,15E-10
4Hu3 1,54E+05 | 862E-05 5 BOE-10
53Hu3 6 88E+04 1,13E-04 1,72E-09

4Ch 2,09E+05 1,15E-04 5.48E-10
4HU1(UR baja) | 2.24E+05 1.40E-04 6,34E-10
53Huz2 3,05E+04 2,04E-04 6,70E-09
82Huz2 8 67E+04 2 62E-04 3,02E-09
135HU3 6,68E+04 3,35E-04 501E-09
135Ch 5.62E+04 "3.82E-04" | 6,93E-08
12Ch 9,66E+04 4 52E-04 - 5,00E-09
82Hu3 3 40E+05 4 82E-04 1,42E-09
82Ch 1,61E+05 8,92E-04 554E-09
12Hu2 6.39E+04 1,02E-03 1,60E-08
12Hu3 6.60E+04 1,02E-03 1,56E-08

CXCL10 1,36E+05 1,27E-03 9,76E-09

mCXCL11 3,69E+06 4 26E-03 1,17E-09

CXCL11 258E+06 |- 441E-03- 1,72E-09

CXCL3 datos de baja calidad .

135Hu2 Sin unién
12Hu1

53Hu1
82Hu1

135Hu1

Tabla 7B

Segun se indica en la Tabla 7A, las mejores cuatro variantes por KD son el clon quimérico 4 (asociacion rapida,
disociacion lenta), el clon Hu 3 4 (asociacién rapida, disociacion promedio), el clon Hu 3 82 (asociacion rapida,
disociacion promedio), y el clon quimérico 53 (asociacién promedio, disociacién lenta).

La unién del anticuerpo se evalué adicionalmente en células que expresaban CXCR3. Células 300.19 transfectadas
con CXCR3 humano se pusieron en contacto con las variantes de anticuerpo anti-hCXCR3 humanizadas purificadas
Hu1, Hu2, Hug, y el anticuerpo quimérico. Como se muestra en la Figura 19 para cada uno de los clones 4, 12, 53,
82 y 135 a 5 ug/ml (linea negra), 0,5 pg/ml (linea gris oscura) o 0,1 ug/ml (linea punteada negra) o 5 ug/ml de
anticuerpo secundario solo (histograma relleno gris). Las células se tifieron con los clones de anticuerpo sin etiquetar
durante 30 min sobre hielo y posteriormente se lavaron dos veces con PBS-FBS al 1 % y el anticuerpo unido se
detecté usando un anticuerpo secundario especifico anti-lgG1 humana conjugado con FITC mediante incubacion
sobre hielo durante 30 min en la oscuridad. Las muestras se lavaron dos veces, se fijaron en una disolucién de
paraformaldehido al 2 % en PBS, se almacenaron en la oscuridad a 4 °C y se adquirieron en un citometro de flujo.
Los histogramas de la positividad de CXCR3 adquirido en células viables se muestran en la Figura 19.

Ejemplo 10: Comparacion con el anticuerpo 1C6

El clon de mAb anti-hCXCR3 1C6 (Becton, N.° de catélogo de Dickinson 557183, igual al clon descrito en la patente
estadounidense n.° 6.184.358) se comparé con el clon 4 del mAb anti-hCXCR3 de ratéon y sus variantes
humanizadas Hu2 y Hu3 usando el método de ensayo de receptor entero Biacore. El clon 4 exhibié una afinidad
aproximadamente 2 veces mejor (KD). Las variantes humanizadas exhibieron afinidad mejorada adicionalmente
(aproximadamente 4 veces mejor afinidad para ambas variantes Hu2 y Hu3). La Tabla 8 indica la cinética de unién y
la afinidad para el clon 1C6 y para el clon 4 y sus variantes humanizadas Hu2 y Hu3.
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Muestra ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
1C6-Hibridoma 4,11 E+04 1,42E-04 3,51E-09
4-Hibridoma 1,18E+05 2,22E-04 1,88E-09
4Hu3 1,54E+05 8,62E-05 5,60E-10
4Hu2 1,59E+05 8,18E-05 5,15E-10
Tabla 8

Ejemplo 11: Ensayos funcionales

Se evaluaron los efectos funcionales de los veinte anticuerpos variantes. Los anticuerpos se evaluaron para
determinar su efecto sobre la quimiotaxia celular en respuesta a CXCL9, CXCL10 y CXCL11, y la inhibicién de la
movilizacién de calcio mediante el ensayo de calcio FLIPR®.

La quimiotaxia de las células 300.19 transfectadas con CXCR3 humano con respecto a los ligandos de CXCR3
CXCL9, CXCL10 y CXCL11 se evalud en presencia o ausencia de 10 pg/ml variantes de anticuerpo anti-CXCR3
humano humanizadas de los clones 4, 12, 53, 82 y 135. Las células transfectadas se pretrataron durante 20 min a
37 °C con 10 ug/ml de variantes de anticuerpo anti-CXCR3 humano humanizadas o el anticuerpo comercial 1C6.
Las células con anticuerpo se transfirieron a transwells de 5 micrones y se colocaron insertos en el pocillo receptor
que contenia 100 o 300 ng/ml de CXCL10 y CXCL11 o CXCL9 de ratén recombinantes, respectivamente. Las placas
de quimiotaxia se incubaron a 37 °C, CO2 al 5 % durante 4 h. Los insertos transwell se retiraron y las células que
migraron hacia los pocillos receptores se transfirieron a placas de 96 pocillos con fondo en U, se granularon y se
resuspendieron en tinte calceina AM. Las células se incubaron durante 30 min a 37 °C, CO2 al 5 %, se lavaron una
vez, se transfirieron a una placa negra/transparente y se leyeron inmediatamente en la FlexStation a 490/520 nm.
Los datos se presentan como porcentaje de inhibicion de la quimiotaxia. La Figura 20 proporciona los datos
representativos que muestran la capacidad de las diferentes variantes para cada uno de los cinco clones para inhibir
la quimiotaxia para CXCL9, CXCL10 y CXCL11.

Para evaluar la inhibicion de la movilizacién de calcio intracelular, se midié el flujo de calcio en células CHO
transfectadas con CXCR3-Ggqi4gi4 humano en respuesta a CXCL10 en presencia o ausencia de diversas
concentraciones de variantes de anticuerpo anti-CXCR3 o el anticuerpo testigo positivo 1C6. Las células se
sembraron (12 000/pocillo) en placas negras de 384 y se dejaron acoplar durante toda la noche. Al dia siguiente, las
células se cargaron con tinte sensible al calcio, el tinte Fluo-4NW, durante 40 min antes de la adicién del anticuerpo
y se incubaron a 37 °C. Se agregé el anticuerpo y se dejé incubar durante 20 min antes de la adicion del ligando de
CXCR3, CXCL10 humano recombinante, a la concentracion CEso predeterminada de CXCL10. La adicion del tinte
se llevo a cabo manualmente usando una pipeta multicanal electronica, pero la adicion del anticuerpo y el agonista
se automatizé en FLIPR Tetra® y la placa se ley6 inmediatamente a 470-495 nm después de la adicion de CXCL10.
Las muestras se pasaron por duplicado y se graficé el porcentaje de inhibicién promedio (+ Desviacion tipica) para
cada concentracion de anticuerpo. El clon 4 Hu1 no inhibié la movilizacién de calcio y se us6é como testigo negativo
en estos experimentos. La Figura 21 muestra la capacidad de las diferentes variantes para cada uno de los cinco
clones para inhibir la movilizacion de calcio y los compara con el clon comercial 1C6. Los valores CI50
representativos (M) de los anticuerpos con respecto a CXCL10 en el ensayo de movilizacién de calcio se muestran
en la Tabla 9 a continuacion.

Clon 4 Clon 12 Clon 53 Clon 82 Clon 135 1C6
Hu1 N/A N/A N/A N/A N/A -
Hu2 N/A 1,038E-06 |1,675E-06 |1,772E-06 N/A -
Hu3 1,146E-06 |8,636E-07 1,261 E-06 |1,169E-06 1,499E-06 -
Quimérico 9,352E-07 |1,204E-06 |1,87E-06 6,778E-07 1,891E-06 3,135E-06*
Tabla 9

(*) en la Tabla 9 se indica que el anticuerpo 1C6 no es un anticuerpo quimérico, sino un anticuerpo de IgG1 de raton
completo contra CXCR3 humano.
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Como se muestra en la Tabla 10, los datos de cinética de union (véase el Ejemplo 9) se correlacionan bien con los
resultados del ensayo funcional. En funcién de los datos de cinética de union y los resultados del ensayo funcional,
los clones 4 y 53 se seleccionaron para evaluacién adicional y humanizacién 4D.

Tabla 10
Chdigo de sombreada FiMeior % Promedio :f/4Escaso »
Grupo | Unidn de péptido Octet. Union de receptor entero Biacore Ensayos in vitro
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Ejemplo 12: Humanizacion 4D

La humanizacion 4D de los clones de anticuerpo anti-hCXCR3 se lleva a cabo segin se describe en WO
2009/032661 (p. €j., en los parrafos [0037]-[0044]). De manera resumida, la humanizacién 4D comprende: a)
construir un modelo 3-D del dominio variable que se va a humanizar; b) identificar los residuos flexibles en el
dominio variable mediante el uso de una simulacion de dinamica molecular del modelo 3-D del dominio; c) identificar
la linea germinal humana mas préxima al comparar la trayectoria de la dinamica molecular del modelo 3-D con las
trayectorias de la dinamica molecular de 49 lineas germinales humanas (en lugar de una comparacion de las
secuencias de anticuerpo, segun se hace en la humanizacién tradicional); y d) mutar los residuos flexibles, que no
son parte de la CDR, en su contraparte de la linea germinal humana (segun se identifico en la etapa c). Las cadenas
pesadas 4.4-4.6 y las cadenas ligeras 4.4-4.7 se disefiaron usando este método. En particular, se disefid una
construccion humanizada 4D inicial (VH 4.4 y VL 4.4) y después se disefiaron modificaciones adicionales a la
cadena pesada y ligera (VH 4.5-4.6 y VL 4.5-4.7) para introducir mutaciones de estabilizacion y antiaglomeracion y
para eliminar otros motivos indeseados. También se usaron métodos similares para disefar las construcciones
humanizadas 4D VH 53.7-53.10 y VL 53.10-53.13.

La Tabla 11 indica la estrategia de humanizacion (y las modificaciones adicionales, segun corresponda) usada para
preparar las variantes de cadena pesada y ligera para los clones 4, 12, 53, 82, y 135, incluidas las cadenas
humanizadas y humanizadas 4D (VH = cadena pesada; VK = cadena ligera).

Se evaluaron diversas variantes 4D del clon 4 (4Hu6, 4Hu7, 4Hu8, 4Hu9, 4Hu10) mediante el ensayo de receptor
entero Biacore para evaluar la cinética de unién y la afinidad por CXCR3 y se compararon con el anticuerpo
quimérico clon 4. Como se muestra en la Tabla 2, el clon 4Hu6 contenia la cadena pesada 4.4 y la cadena ligera 4.4.
El clon 4Hu7 contenia la cadena pesada 4.4 y la cadena ligera 4.7. El clon 4Hu8 contenia la cadena pesada 4.5y la
cadena ligera 4.5. El clon 4Hu9 contenia la cadena pesada 4.5 y la cadena ligera 4.6. Y el clon 4Hu10 contenia la
cadena pesada 4.6 y la cadena ligera 4.4.

Como se muestra en la Tabla 12, cuando las variantes de modelado 4D del clon 4 se compararon con la variante
quimérica (4Ch), cuatro de las cinco variantes exhibieron afinidad mejorada (KD). La variante 4D 4Hu10, sin
embargo, exhibié afinidad reducida en casi 1 orden de magnitud.

Clon Variante de cadena | estrategia
pesada/ligera

4 VH1 Injerto de CDR
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Clon

53

53

53

53

53

Variante de cadena
pesada/ligera

VH2
VH3
VH4
VH5

VH6

VH7

VH8

VH9

VH10

VH11

VK1
VK2
VK3
VK4
VK5
VK6
VK7
VH1
VH2
VH3

VH4

VH5

ES 2 698 606 T3

estrategia

Injerto de CDR

Injerto de CDR

Modelado 4D

Modelado 4D, incluye mutaciones de estabilizacion

Modelado 4D, incluye mutaciones para retirar los motivos
indeseados

Injerto de CDR, modificacion de VH 4.2 en los residuos
NG>QG para retirar el sitio de desamidacion de CDR2

Injerto de CDR, modificacién de VH 4.2 en los residuos
NG>NL para retirar el sitio de desamidacion de CDR2

Modificacién de VH 4.2 en los residuos NG>NS para retirar
el sitio de desamidacion de CDR2

Modificacién de VH 4.2 en los residuos NG>DG para retirar
el sitio de desamidacion de CDR2

Modificacién de VH 4.2 en los residuos NG>NV para retirar
el sitio de desamidacion de CDR2

Injerto de CDR

Injerto de CDR

Injerto de CDR

Modelado 4D

Modelado 4D, incluye mutaciones de estabilizacion
Modelado 4D, incluye otras mutaciones de estabilizacion
Modelado 4D, incluye mutaciones antiaglomeracion
Injerto de CDR

Injerto de CDR

Injerto de CDR

modificacién de VH 4.2 en el residuo T50>V - retromutacion
para incorporar el residuo VH 4.1

modificacion de VH 4.2 en el residuo P61>A -
retromutacion para incorporar el residuo VH 4.1
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Clon

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

53

12

12

12

12

12

Variante de cadena
pesada/ligera

VH6

VH7
VH8
VH9
VH10
VK1
VK2
VK3

VK4

VK5

VK6

VK7

VK8

VK9

VK10
VK11
VK12
VK13
VH1
VH2
VH3
VK1

VK2
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estrategia

modificacion de VH 4.2 en el residuo M93>V -
retromutacion para incorporar el residuo VH 4.1

Modelado 4D
Modelado 4D
Modelado 4D
Modelado 4D
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR

modificacion de VK 4.2 en el residuo 132>L - retromutacion
para incorporar el residuo VK1

modificacion de VK 4.2 en el residuo Y33>A - retromutacion
para incorporar el residuo VK1

modificacién de VK 4.2 en el residuo N52>T - retromutacion
para incorporar el residuo VK1

modificacion de VK 4.2 en el residuo A54>Q -
retromutacion para incorporar el residuo VK1

modificacién de VK 4.2 en el residuo P55>S - retromutacion
para incorporar el residuo VK1

modificacion de VK 4.2 en el residuo G99>Q -
retromutacion para incorporar el residuo VK1

Modelado 4D
Modelado 4D
Modelado 4D
Modelado 4D
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR

Injerto de CDR
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Clon

12

82

82

82

82

82

82

135

135

135

135

135

135

Variante de cadena

pesada/ligera
VK3
VH1
VH2
VH3
VK1
VK2
VK3
VH1
VH2
VH3
VK1
VK2

VK3

Curva
4Ch
4Hub6
4Hu7
4Hu8
4Hu9

4Hu10
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estrategia

Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR
Injerto de CDR

Injerto de CDR

ka (1/Ms)
1,71E+05
4,76E+05
4,12E+05
3,27E+05
3,48E+05

3,55E+05

Ejemplo 13: Modelo de raton NSG-PBL

Los ratones NOD-scid IL2ry™" (NSG) se inyectaron con células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés) aisladas en ficoll humanas primarias nuevas 2E7 el dia 0. Los animales (n=8/grupo) se trataron con
5mg/kg de anticuerpos quiméricos anti-CXCR3 humano o IgG1 humana testigo (Herceptina) dos veces a la semana
durante todo el estudio comenzando el dia 3 después de la transferencia celular. La sangre tomada el dia 14
después del inicio se proces6 para citometria de flujo y se tiid usando procedimientos estdndares con los
anticuerpos para CD45 humano (hCD45), CD3 humano (hCD3), CD4 humano (hCD4), CD8 humano (hCD8) y
CXCR3 humano. Las células en la ventana de adquisicién de linfocitos se adquirieron en células hCD45+ y
posteriormente mediante adquisicion en células hCD3+. Se evalud la expresion de hCD4 y hCD8 en los linfocitos T
hCD45+hCD3+ y se determiné el porcentaje de linfocitos T CD4+CD45+CD3+ humanos vy linfocitos T

Tabla 11

kd (1/s)

8,57E-05
1,55E-04
1,33E-04
1,13E-04
1,34E-04
1,05E-03

Tabla 12
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KD (M)
5,09E-10
3,27E-10
3,26E-10
3,49E-10
3,87E-10

2,96E-09
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CD8+C45+CD3+ humanos. Se determin6 el porcentaje de linfocitos T CD4+ vy linfocitos T CD8+ humanos que

expresaban CXCR3. Cada punto en la Figura 22 representa un Unico ratén, con datos representativos que se

muestran a partir de tres experimentos. Los datos muestran que el tratamiento con el anticuerpo anti-CXCR3 en el

modelo de ratén NSG-PBL de GvHD xenogeneico (enfermedad de injerto contra hospedante) resultd en la
5 modulacion de los linfocitos T que expresan CXCRS, pero revela diferencias funcionales entre los cinco clones.

La Tabla 13 muestra la mediana de supervivencia de los ratones NSG-PBL con GvHD xenogeneico después del
tratamiento con anticuerpos candidatos anti-CXCR3 humano quiméricos.

Tratamiento Mediana de supervivencia
(dias)
PBS 31
hulgG1 33,5
Clon 4 quimérico 43**
Clon 12 quimérico 41
Clon 53 quimérico 44~
Clon 82 quimérico 36,5
Clon 135 quimérico 45***
Tabla 13

*, p = 0,043; ** p = 0,016; *** p = 0,010 tratamiento con anticuerpo anti-CXCR3 con respecto a tratamiento con
10 hulgG1 usando la prueba del orden logaritmico.

Se pretende que los ejemplos precedentes ilustren y de ninglin modo limiten la presente descripcién.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno capaz de unirse a CXCRS, dicho anticuerpo o fragmento de union
a antigeno comprende seis regiones de determinacion de la complementariedad (CDR): CDR1 de dominio variable
de cadena pesada (VH), CDR2 de VH, CDR3 de VH, CDR1 de dominio variable de cadena ligera (VL) CDR2 de VL
y CDR3 de VL, en donde:

la CDR1 de VH tiene la secuencia de aminoacidos GFTFTSYA;

la CDR2 de VH tiene la secuencia de aminoacidos ISHGGTYT;

la CDR3 de VH tiene la secuencia de aminoacidos ARHPIYSGNYQGYFDY;
la CDR1 de VL tiene la secuencia de aminoacidos SGVNY;

la CDR2 de VL tiene la secuencia de aminoacidos FTS;y

la CDR3 de VL tiene la secuencia de aminoacidos QQFTSSPYT.

2. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo o fragmento es quimérico, injertado con
CDR, mutado, humano, humanizado, sintético o recombinante.

3. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 1 o 2, en donde el anticuerpo o fragmento es capaz de unirse a un
polipéptido que comprende un péptido seleccionado del grupo que consiste en:

a) un péptido que comprende los residuos 1-58 de la SEQ ID NO:1;
b) un péptido que comprende los residuos 1-16 de la SEQ ID NO:1; y
¢) un péptido que comprende los residuos 1-37 de la SEQ ID NO:1.

4. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el anticuerpo o fragmento es
capaz de unirse a un polipéptido que comprende un péptido seleccionado del grupo que consiste en:

a) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos SDHQVLNDAE;
b) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos SDHQVLND;
c) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos DHQVLND;

d) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos VLNDAE;

e) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos VLND;

f) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos XDXXVXNDXX;
g) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos XDXXVXND;
h) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos DXXVXND;

i) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos VXNDXX; y

j) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos VXND,

en donde X indica cualquier aminoacido.

5. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende una regién variable de
cadena pesada, en donde la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos al menos
95 % idéntica a la SEQ ID NO:48.

6. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 5, en donde la regién variable de cadena pesada comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:48.

7. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende una regién variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera, en donde:

la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 95 %
idéntica a la secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 38, 40, 42, 44, 46-48, y 63-66; y

la region variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 95 %
idéntica a la secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 39, 41, 43, 45, 49-54 y 67-70; y
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la CDR1 de VH, la CDR2 de VH, la CDR3 de VH, la CDR1 de VL, la CDR2 de VL y la CDR3 de VL son 100 %
idénticas a las de la reivindicacion 1.

8. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 7, en donde:

la region variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 38, 40, 42, 44, 46-48, y 63-66; y

la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 39, 41, 43, 45, 49-54 y 67-70.

9. El anticuerpo o fragmento de la reivindicaciéon 7, en donde la regién variable de cadena pesada comprende una
secuencia de aminodcidos al menos 95 % idéntica a la SEQ ID NO:48; y la region variable de cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 41.

10. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 7, en donde la region variable de cadena pesada comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 98 % idéntica a la SEQ ID NO:48; y la region variable de cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 98 % idéntica a la SEQ ID NO: 41.

11. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el anticuerpo o fragmento
comprende una combinacion de regiones variables de cadena pesada y cadena ligera seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NOs: 38 y 39; SEQ ID NOs: 40y 41; SEQ ID NOs: 42 y 43; SEQ ID NOs: 44 y 45; SEQ ID NOs:
40y 43; SEQID NOs: 42y 41; SEQ ID NOs: 42 y 49; SEQ ID NOs: 42 y 50; SEQ ID NOs: 42 y 51; SEQ ID NOs: 42
y 52; SEQ ID NOs: 42 y 53; SEQ ID NOs: 42 y 54; SEQ ID NOs: 46 y 43; SEQ ID NOs: 47 y 43; SEQ ID NOs: 48 y
43; SEQ ID NOs: 40 y 49; SEQ ID NOs: 40 y 51; SEQ ID NOs: 48 y 49; SEQ ID NOs: 48 y 51; SEQ ID NOs: 63 y 67;
y SEQ ID NOs: 63 y 68.

12. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el anticuerpo o fragmento es
capaz de unirse preferencialmente a la isoforma A de CXCRS3.

13. Un acido nucleico aislado que codifica la secuencia de aminoacidos del anticuerpo o fragmento de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-12.

14. Un método para producir el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que
comprende cultivar una célula hospedante que comprende el &cido nucleico de la reivindicacion 13 en un medio de
cultivo en condiciones adecuadas para producir el anticuerpo o fragmento.

15. Un anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para su uso en un tratamiento para
prevenir, tratar o reducir la progresion de la diabetes tipo 1 (T1D) de aparicion reciente.

16. El anticuerpo o fragmento de este para el uso de la reivindicacion 15, en donde dicho anticuerpo o fragmento de
este se administra a una dosis de aproximadamente 0,03-3,7 mg/kg/dosis.

17. El anticuerpo o fragmento de este para el uso de la reivindicacién 15 o 16, en donde dicho anticuerpo o
fragmento de este se administra a una dosis total en todas las administraciones de aproximadamente 0,16-18 mg/kg.

18. El anticuerpo o fragmento de este para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en donde dicho
anticuerpo o fragmento de este se administra a un sujeto humano que padece T1D de aparicién reciente y que tiene
un nivel sérico basal de péptido C mayor o igual que aproximadamente 0,2 nmol/L, y/o que tiene un nivel sérico
integrado de péptido C en ayunas durante la estimulacion con péptido C de entre aproximadamente 0,033 y 1,0
nmol/L x min.

19. Un conjugado que comprende el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 y al
menos un agente adicional, en donde dicho agente adicional es un agente terapéutico, un agente solubilizante, un
agente estabilizante, un inmunosupresor, un receptor o un péptido de unién a antigeno.

20. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12, o el acido nucleico de la reivindicacién 13, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

21. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 20, en donde la composicion comprende, ademas, al menos un
agente terapéutico adicional seleccionado del grupo que consiste en un agente estimulante de células (3, insulina y
una célula productora de insulina.

22. Un método in vitro para detectar la presencia o concentracion de CXCR3 en una muestra de prueba, que
comprende poner en contacto la muestra de prueba con el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12 y una etiqueta detectable, en donde la presencia o concentracion de CXCRS3 se correlaciona
directa o indirectamente con una sefial generada por la etiqueta detectable.
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Clon 12.0 — =ecuencia de amninocdcidos de VH
CDE en negrita v subrayadas

i La il 34 40 S

ENGLEESGOCLVOPHES LK LECARSGISFNDAAMNW [ ROAPCGECGLEN VAR
&l T 0 B 149

IRSKINDYGT Y ARSVHLRI T ISRLDSONILFLOMNHLETEDTGMNYYCVI
118

DEYGELAYWOOLTLYVIVIA  (SEQ ID NO: Z)

Clon 12.0 — =s=ecuencia de aminocdcidos de VL — CDE
gn hegrita v subravadas

1 1e 249 30 4 54

DIVLTGSPAIMSSEPGERVTMTCRASSSVISSY LAWY QURSGRSPELRIY
et 70 50 a3 100

ST8S LASGYPARFSGEGSGTSFSLITSSVRARDARNT ¥ YOQQYSGYPLTFG

AUTELELE (SEQ ID WO: 3)

:. SEQ ID MO [R -:unn Eecuencla

Cadena pesada

Fii E-:‘.’!':!LEZ ESGEGLVOPREELELECAAS
CORL | GISFNDAA
FR: EMEIROAPOEQLEN AR
COEZ IRGKINDYCET
Fr2 HYARSVE R l LERGGECNT LFLOMNNLEIE DM T Y
i 2 A %"11‘--‘3‘:.”}::'-1. LY
FRA WELUGTLVIVSA
Cadena ligera
FFL.’. :‘-'1'-&’;.-:1 E: PﬁI:'ﬁ: 2ol P!.-E.I‘“ xr.'.-'f"[:"k.- S:U'av
it 2RV IEE
Frz LMW '::'-__Qﬁ SORSFELWIY
oz b B
FRZ2 L ASGN A N S S seT s s LTI s SVEAEDARTYYC
oOE 3 DO EGY LT
Frd POAETRLELE

Fig. 23A
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Clon 17.1 — =ecuencia de aminodcidos de VH — CDE en
negrita v subrayadas

1 10 o

EVGLVEEGOGLVGPGES ......JE AEGLSENDARMMHNVEORSGHCLENYAR

30 A 50

tis ws

&80 140 2o b 140
IRSKINDYGTAYAASVHGRET IZRLOSUNTLYLOMRSLETEDTAVYYCIVI

ixrn

DEYGSLAYNCOGTLYTYES  (BEQ ID HNO: 4)

Clon 12.1 — =ecuencia de aminodcidos de VL — CDR en
negrita v subravadas

Fa ety T A M
id o i3 G o

BV L S PAT LA LAFGERATLECRASSSVI S LAWY QURFGOAFRLWI Y

B

&0 T4} A0 i 160
STONPATGIFARFIGEGECT P TLY I SELEPEDFATY VOQQYSGYPLT -

'u'r

GOTKVEIXK  (SEQ ID NO: 5)

| ®Eg ID

i Region! Secuencia

- B Ladena pesada

S T EVOLVESGEHLVOGPGLELALECAAS
i COE] CISENMIIAR
i EngE s MEWVEORBCHCTEN VAR
! Tk IRERERDYGT
TR EYARSVREGRFT ESRDDECNTLYLOMNSLETEDTRAYYYC
H ERE 1 2 WINDNBYGELAY
| i FR4 WEQGTLYTVSS
Cadena ligera

rRi EiV ”fn:]}a-'”[ LS PGHERAT LECRAD
; I CLRL SeVISsSY
PERD LAWTCOE PGORPRIWIY
! icoRZ  {sis

ETRE N RA TG PARF GG EGET LT LTI S5 LEBEDFAIY YO

: CCR3 'u-h-‘furﬁ‘f}':.;-

PEHY FiaEeTEVELE

Fig. 23B
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Clon 12 .2 — =ecuencia de aminodcido=s de VH — CDE en
negrita v subravadas

10 2 30 41 o

N LV ES GGG LV PGS LK LECAALGI EEHDAMAM Y I POASGHGLEW AR

Iy ger

& 70 go a4 100
IRSKINDYGTHEY AASVEGEFT ISRLDSORTLY LOMRSLETEDTAMNYYCVI

-
¥

T
DGYGSLAYWOOTILVIVER  (SEQ ID NO: &)

Clon 12 .2 — =ecuencia de amninoacidos de VL — CDRE en
negrita v subravadas

1 16 24 30 41 G
E Y L AT LB L EPGER AT LECRASESVISEY L ANY N PGOAFRINTY
(Ar T 2 G A0
m

SIS LRSI PARFSLSGEET I TLITIGS LEFERPATY YL QOYSGY PLTFG

AOTEVEIX (SEQ ID NO: 7)

ﬁﬂ' io Reqiﬁt1 Secuencia

i Cadena pesada _
i FRl EVQLVESGOGLVGPLGE LELSCAAS
CRRI GISFHIMA
FR2 MW IROASGHELEWVAR
CORE TRSKINDYGT
' FR3 EYARSVKGRET ISRLDSONTLY LOVMNSLETEDTAMIYC
CoRa MIDGYLSLAY

Cadena ligera

FRl EIVEPOSPATLSLEFMGERAMNT LECRAS

CLRI AL RS
FR2 LHWYQQR PGOEPRLWTY

o
t

——yy
il

= o N L e e ey BT T 1L [ g B WA RRn e
?H At ] '\".".":l.-r\.'!-.E' wd Tk b Aa R ] R E:J.I fonomd wh RERS PEL‘? wa 1" :r'w

Le7 ]

¥
©DR: | DOYSGYFLY

FEg LT TEN S

Fig. 23C
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Clon 12.3

ES 2 698 606 T3

— =ecuencia de amihodcidos de YH - CDRE en

negrita v subravadas

IRE

Il

o
Tr o

B3
IRSKINDYGTHYAASVEKLRFTISRLDSONI LY LOMNHLETEDTANYYCVT

114

DEYGELAYWOOETINTVES

Clon 12.3

— =ecuencia de amninodcidos de VL -

el 3G 40 30

VLV E SO O LRGN L ECARSCGI SEFNDRAAM W [ FUASCHCLENV AR

300

-
L A

(SEQ ID NO: 8)

CDR

en negrita v subravadas

1 16

24 30 44 SY

EIVLIGSPA L LE S FGERATLECRASSSVISEY LAWY QUEPGAAFRLMIY

&u

STSSLASEIFRREES

AESTEVEIR

=+
FiT

ir

) &

1. HERIY

g4

GRERGTEFTLT IS8 L EARDFATY YCQOYSGY PLTF:

{SEQ ID MO: 9}

Reaion

Secuencila

EVOLVESGGEL VL PEGSLALECRAS

GISFHDRR

MALTIT T RO E AT

MNW I HOESGROLEWVAE

TRSKINDYGT

HY AASVELRETISRLDEONT LY LOMRHNLETEDTANYYC

VIDGYGOLAEY

WGGETLEVTVSS
Cadena ligera

FR1 EIVLPOSPATLASSPGERATLICRAS
coEL SEVIESEY

Rz LAWY QOR PR PRIVLY

CLRE 578

Fha I

h
1]

L

B

SEIPARPECECEGTEFTLT I SELEAERTATY Y(

CoYSGYPLY

Trrmr
-

FGAGTEVELR

Fig. 23D
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Clon 135.0 — =ecuencilia de amninodcidos de VH — CDRE en
negrita v subravadas

1 1o ok 30 4 0¥ 2
ENELERS GG L VR PO S LR LECARIGE TR S YAL SNV RO TP EXRLEWVAT

&0 70 2o Gy i00
ISHGGEYTY Y FDSVEGRITISRUNAKKRT LHELOMESLESEDTAM YT TARHP

-_-|. ]

EE!E‘IFD WEUETLLITVES (2EQ ID NO: 10)

Clon 135.0 — =ecuencia de amninodcidos de VL — CDE en
negrita v subravadas

1 10 20 30 G

-
wr
DIV LTCEFAIMEAS LGERV ' THEIHA !Gﬂm WY OEHSBASFALWIYET
A 4 20 - HH 1040
SN LAPGYPARFEGEGRGNESY ST I 55MEORDAEATY *:’-‘_'.'EF'I'SE PYTEGGG
-
THLEIH (SEQ ID Ho: 11)
 2EQ ID Regidn Secuencia
B
Cadena Deaada
3 RV E LR GGG LY POGR LELEOARS
SO GFTPTSY A
FRZ LS ’.i‘!“ FROTPERRLEWVAT
gnpz T RRNGaG ""1‘“'
BR ‘r'?.‘.“h‘ KGR FT IS RLNAR N T LN LSS LREEDTAMTYC
o ARHPYSGHYQRY FDY
FR4 WCOETELTVESR
Cadens ligersa
S | LIVEPQSEAIMAAS LGERVEMNIRAN
ComE SOWNT
FED MY RYOOESDAS PRIWT
CORZ Ak
FER2 MLAPGYEARFZGSGIGHEYELTI SSMEGEDRATY IO
onR -.;Q:-*a SRT
] risidaTH LB LE

Fig. 24A
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Clon 135.1 - =ecuencila de amninocdcidos de VH — CDRE en
negrita v subravadas

- . & r e

1% et 340 Gl i
i
J

BN L EE B LV PGS LR L AR SGE TE TS Y AH SNV RGAPGREGLEW VA

.

f 'y -4 i -":l-'n

L

ISHGGSY T YA DSVHGRETISRUNSENT LY LOMRSLRAEDTAVY Y CARHP

£
[

= & Y 1 6

d i ALY

FYSGNYQGYFDYWLOGTLVIVES (SEQ ID WO: 12}

Clon 135.1 - =ecuencila de amninocdcidos de VL — CDRE en
negrita v subravadas

1 ] o E T g £
i 1 23 39 4 13
—
>

DL LT ER S ELOASVGLEVT ITURASSEVINY LAWY QU ST

[T H T4 B b
5 g

AT LGV ESRECCIEEGNEYTLTISS LOTEDEATYYOQQFTSSPYT G ~':3’-

TELEIK {SEQ ID NO: 13)

' SEQ  Region|Secuencia
1D MO

S 0L | ¢ 1= N =3 Ls = S
:. i FRl EVOLER GGV POGE LR LTAAS

CORY GETPIEYA

i FRZ MEWVROAPEEGLERVAY

THR ISHGGEYT

CEDSVEGRET LGRDNSERTL L LOMNS LEAEDTAVYYL
:~': E "“i o {i‘{',’;}r;f Y

N
H 1 -
I T .
| | ¥
s

R LAWY "Eﬂﬁhra}‘f"’l 1Y

— = y
e ———
CiRS ErS
" G R AT E Y dr T o R Iy P
PH' i i't T SRR R E'T' £ il -E':..n._. i .r.Eul"\. -u

| COR3 L}"‘F"’.}"‘:“""‘
FR4 PGOGTELETR

Fig. 24B
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Clon 135 2 — =ecuencia de aninodcidos de VH — CDRE en
negrita v subravadas

: L 2 30 41} L
BN L EE G LV PGS LR L AR IGETE TS Y AL VRO APCGHEGLEW VAT

8¢ ' 24 a0 100

ISHGGEYTY Y FISVEGRE T IS RLNSENT LY LOMRELRAEDTAVYYCARHP

s

r|'|

=y e T
ond - "

FYSGNYQGYFDYUWCLOGTLVIVES (SEQ ID WMO: 14}

Clon 135.2 - secuencia de aminodcido=s de VL — CDRE en
negrita v subrayvadas

. e ey " ” B
- e it w "I;'\--' o

L I E P E L ARG RV L PO RANSGVIN M W OO PR A PR LW T '="FT
——————

':':-L" T Ed i LO0

SNLAPGVESREEGIGEGNEYTLT IS LU FECTATY Y CQOFTSS PYT FsG0

TELEI

3 (SEQ ID NO: 15}

| BEQ Region{Secuencia
Ib WO

Cadena pe=sada

| PRI EVOLEREGGGLVGPOGELRLEUARS

el GETETIYER

| FRZ LIWVROAPGHEGLEWVAT
i = T AEMGGESYT
P THRGGSYT

| FRI TYPOEVEORETISRENSERT LY LOMNSLERAEDTRVYTC

i'::Im, -’I.-":HF'F"E N MY FEY

Ca Ena liaera

FH1 ALl PR P FLSALYELRVT IO HAR

DRI EOVHY

| FR.2 YWY OOR PGERPKLALY

7 o
B . - ks

PR JBPEYEPSRPEGEGEGNEYTLT I SELGEFRDEFATY (T

CORA L,}QE'E'I‘Z:‘« Y

| Brd FOOETHELELR

Fig. 24C
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Clon 135.3 — =ecuencia de aminoacidos de VH

negrita v subravadas

- - & i
1 2Ll LRL 1

N L LG LV PG LRL AR SGETE T SY AL SRVRGTPEE

ALEWVAT

& "y g &

= TR

I3HGGESY T T S VEGRE TISRINSENT LHLOMIZERA
11n 123

FYSGNYQGYFDYUWLOGTLVIVES (SEQ ID WO: 146)

Clon 135.3 — =ecuencia de amnincdcidos de VI

negrita v subravadas

1 . 3
& =
e

E:’L'-\,:.-..l =l'r,-£lu ]

33 40

L2 H 7 Bi 3

SPSRELGSARGHEY
W PBREEEIe0NE

"l l.'}

SHLAD

TELEIK (SEQ ID WNO: 17)

FLOABVGDRVT ITCRANSGVNYM YWY QUK DAAFKLWIY

5 :
LTISSLAUTEDFATYYOQQFTSSPYT f\a

CDE en

DTAVYYL ﬁ.E'.HP

CDRE en

Sma”

iﬁee

rII
f
]

' 5EQ  Region|Secuencia

E=a

T —

FR1 l‘.-‘.'f.}.-ui.--.a-.d{:"*' WP ESLALSTSAS

CORY | GFITTSYA

154 “"ﬂ“"';"i*:'-.l*i RLEWVAT

15 !:" -G.S‘ T

PEVEGRET LSRDNSHETLELOMES

W
SRS YQEYEEY

..5.’3?.%&5? TLYIMGS

c;aéﬁé'Ii&éfé'“

i Bl GIOLTOEREFLAARVELRYT I TORAN

SOVRY

FRI MY SOE riAA PR LMY
- ok

o T
=
2

e AL RSLIPREY I SRl istas st l

5\. i "-I."' |_:,a| a__u. PR e s S g ...‘,.T. ‘u.... ke ||-u|.

DEATY D

| COR3 LJ*“F',:-"':‘YT

L gy e

POHULTELEILR

Fig. 24D
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.0 — =ecushcia de aminodcido=s de VH — CDRE en
negrita v subravadas

. T o e - B
4 - ] w J!'-.- Pt
N L ER S GGG LV PGS L  LECARSGE TESHY AH SV R TP DRRLEWVAT

T ‘: T
2 LY |

ISHGGSYTYYEPDTVHGRE Tl-’. SREMARNTLILOMIZLESEDTAMYYCSRES

. A Mo
FRE A ol

ERSHYTATSQFAYWGSTIVIVIER (SEQ ID WO: 18)

Clon 4.0 — =ecusncia de amninodcidos de VL — CDE en
negrita v =subrayadas

. ~ - T A s B
1 14 2 3q 4 S

VLRI M ARFGEEV T MT CaASE BB MENY QUKEGT B FERWIYDT

& T g ag 100
SRLASGVPRRFEGECEOTEYSLTISEMEARDRE _,J.TY‘:'f.'mHSSHE‘LTH:.RL'E

THEVELE {SEQ ID No: 19}

{SE¢  Regidn|Secuencia

Cadena pezada

"":'..l......._ _lﬂ.:r"..l-v E48 [ b o ...}1“;.;...‘: HJ‘...

GETESNYA
MEWVHEOTPDERLEWVAT

1SNGGSYT

Y EUTVEGRET ISREDNARNT L LOMSSLRSEDTAMYYC

SRPEERIHYYATEGTAY

-

WGOETLVTVEAS

Cadena llaera

G IVL PGS PRIMSASPGERVTHMTUORAS

E3VEY

HMHRYQURSGTEPRERDY

B

L LREGYVEFARNEGEGEGTEYE LT I SEMEARDEATY G
CRFSS LT

FGAGTEVELE

Fig. 25A
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Clon 4.1

ES 2 698 606 T3

— secuencia de aminoacido=s de VH CDE en

negrita v subravadas

1 LG oG 30 43 3%
L LR EGEG LV PGESLRLECARSGE TE SRY A SHVFGAPGRGLEWAY
2k TG g % 300

ISNGGSYTYYADS:

ERSHYYATSQFAYUGOGTLVIVES

e 1
e

s

i
RGRETIGRDNSENT LY LOMESLEAEDTAYYICSRES

SR -
FAH

W

(SEQ ID NO: 20)

Clon 4.1
negrita v

EEVLITGERA

.._._-

— =ecuencia de amninocdcido=s de VL CDR en

subravadas=

SHRF"‘{?IEJFRJ‘ GRS ETOY

s A A - & e
k2 ik S b =
LA L EFGERA T LECRASSEVS Y LAWY LK PGOAFRRWT ?DT

60 79 2o ag 100
" TLTISSLE PF!EF,I‘JY‘:’E.‘EHSSH PLT RGO

{SEQ

ID No: 21}

Region

Secuencila

i ET{j 'E"."':':. ai":n_""_hli a.l"l' [":_lu.,.-;-:ﬁ...‘t- .":\.

! PODRY GETRSNYL
i FR2 MEWVRORPLHEGLESNSRY

[ L5 I ‘.'-‘\r":i; 5Y7T

! FR3 DeVEGRET ISRONSFERTL Y LOMRSLEAEDTAVYYC
FCER3 SRPEERSHYYATIOPAY

WG TLYTVES

Cadena liqera

SPGEREATI

i ooRl gaveyY
L2 LARYOOE BGORPREWEIY
! TR

kg e g e
staaniaaialll "

(LRI SSLEFEDTAVYT G

Fig. 25B
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Clon 4.2

ES 2 698 606 T3

— =zecuencia de amninodcido=s de VH

negrita v subravadas

CDE en

i LG ol a3 4% 5%

EVQLLESCEGLVEPGESLRLECARSGETESNY AMSHVRGAPCKOLENVAT
&0 5 B4 a3 150

ISNGGSYTYYFDSVKGRE TISRINSKNT LY LOMNSLRAEDTAVY USRS
118 124

ERSHYYATSQFAYY

Clon 4.2

— =ecuencila de

g i
GG TLAMTVES

(SEQ ID WO: 22)

amninoacido=s de VL

negrita v subravadas

Li;
FEATELST

E EV L

akut b

eF &
A L*]

33
CHALBSSVEIMENY QUK PG TAFRRY

SERLT
EFGERRTLSC

CDE en

Fa

g

L]

$vDT

Bl T4 B EHE 190
E-F*.-IF SGIPARFEGEGECTDYTLTISSLEFEDEATY ':"':mﬂﬁﬂﬂ PLT#C:AC
THEVEIK {SEQ ID NO: 23}
' SEQ  Region|Secuencia
| ID NO |
e =2dENS pEsada -
FR] SOLLEEDECINGPOGELRLEDAAS
P ODRY GETFSNYR
i FRZ MEWVHOAPGEGLEMNVAT
] ISNGGSYT
FR3 LY PUSVEGRET ITSRUNSENT Ly LQMNS LRAEDTAV Y YO
P COR3 CRPEENSHYYATIGEAY

WLETLYTVES

i

v
pr=d

Tﬂ;"n.'.-‘\."]:

FR: MHWY QUK PGTE PRIWLY

[ YEE

PR KLASGI PARFSGHGSGTOY T LT I SSLEPEDFATY 1C
| CORY | QOWSSSFPLT

TFRY FGAGTHVELR

Fig. 25C
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.3 — =ecuehcia de aminoacido=s de VH — CDRE en
negrita v subravyadas

1 1 oG 30 43 3G
VL ER s LV P RS LR LECARSGE TESNY AN SV RO TP DR RLEWVAT

218 145 S5 i

i
ISHGGSY Ty EDESVEGRE T ISRUNSENT LY LOMS S LEAEDTAVYIN SRPE

a.'.!

A

T2 s e
R dah o

ERSHYYATSQFAYWCLGTLVIVED (SEQ ID HGO: 24)

Clon 4.3 — ==ecusncia de aminodcidos de YL — COE en
negrita v =subravadas

1 L g 30 o £y

EEVLIGEPAILELEFGERNTLSES '".‘BEEWE‘I IHEY LR PGOAFREWIYDT
i T B a4y 100

SELASGIE ERE EGEEEOTEYTLTISSLEAEDEATYY .mHSSHE‘L‘I n[.

THVEIHR (SEQ ID NO: 25)

| SEQ Region|Secuencia

adena pesads

[ e TRrmrairesay AT s T TS

[ FRl EVQLER LGOIV POGELRLED

! CDR: GETESNYA
FR2 MEWVROTPOERLERVAT

i nitad 2 HRGEGEYT

! FR3 AYFDSVEGRET ISRDNGERTLY LOMSSLAAEDTAVYYC
P DR LHRPERERSH TRGTAY

Cadena ligera

TFRI EIVLFCOFAILILSPGERATLECRAS
i CORL 55'«51‘
e MERYOOR BGOE PRENEY
CoP s
GE LASGI PARFSGSGACTES Y TL T I SSLEARDFATY (0
o it T 1

Fig. 25D
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.4 - =ecuencila de amnincdcidos de VH — CDRE en
negrita v subravadas

LE
{Z-*

3 4% - e -~
n::.l . o W J!
=1

CARIEBETESRY AN SV RO T PG HGLENY A

B0 75 B9 L 150
ISNGGSYTYYPDSEOGRFTISRINAKST LSLOMSSLESEDTAMY Y USRPS
110 125

ERSHYYATSQFAYWCOUTLVIVSA (SEQ ID NG: 286)

| BEQ ‘Region|Secuencia
i ID HO |

Cadena oesada

CFRL EVLLYESGUGYRRPGSSLELECRAS
SDRL SPTESNYA
L ER2 MWV PGRELEWYAY
| CORE TENGES YT
| FR2 TYFDSFOGRET 1SRDNARSTESTOMSSTHEECTANTYC
| CDRZ SRESERSHYYATSOERY

Fig. 25E
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.5 — =ecuencia de aminoacidos de VH — CDE en
negrita v subravadas

L] 1 i ¥ ] f
& R ir b o W 4

N LR GRSV R PGS L L CAR S EE TE SR A S WV R T PCRGLEWV A

d s .-.---'\-"M-- %

B i
-
5
i

- o LT

'I."‘:': 'TA'.I' ] :.:: ¥ 4,
ISHGGESYTY Y DS OuRlY ISRDNAKST LOLOMSZLEAEDTAMYYS -SRE3
110 120

ERSHYYATSQFAYW OUTLVIVES {SEQ ID NO: 27)

| SEQ ;Reqiﬁﬂﬁecuencia
P ID WO |

Cadena nesada

j ERE B LN ESGOVERN PO RELELECRAS
T . oo LB BT e Y Y
Ll b '-Fr'T.l.'erllil
v e
! PREE AW RO TR G LENY A
-
I IEMGLSYT
i | R e PSSR T I ARDNARSTLALOMSS L AT TANY YT
i SEFIERIAYYATEOFLY
WETTLUTVSS

Fig. 25F
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.6 — =ecuencia de aminoadcido=s de VH — CDE en
hegrita v subravadas

1e e 39 47
VQLVESGEGVER PCESLKLACARSGETESNY AN SWVRQTPGRGLEWVAT

o

.
L1

F1f s

8¢ 7% 29 4G 160
ISQGGSYTY Y PESFOGRE TISRLOAKSTLELOMSS LESEDTAMY YO SRS

@ o o

dLw L |

ERSHYYATSQFAYWCGOUTLVIVEA {SEQ ID NO: 28)

| SEQ Region|Secuencia
DID NG
Cadena oesada
FrRi B Ly BN Ey ERP S LELSCARS
| DRI EPTESMYA
CFRZ HEWVRUIPORGLENVAT
| CORE IECGHSYY
i A3 Y EFRE PGSR T IARDARSTLALDMS A LESELPANYYL
| CLRD SEPSERIRYYATEOERY
P FRL WERETIVTVIA

Fig. 25G
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.7 — =ecuencia de aninodcidos de VH — CDRE en
neqgrita v =subravada=

: 10 26 30 40 50
EVQLLERGEG LV PGS LRLECARIGE TESNY AHSWVRQAPCHOGLEWYAT

i 3 &N
-1 1, 7R

o~ &y
- e
I SRUNSKNTLYLOMNZLRAEDTAVYYCSRPS
vt

ol

ERSHYYATSQFAYW QUTLVIVES ({SEQ ID NG: 29)

SEQ ;Reg:i.lfm Secuencila
[ ID WO |

Cadena pe=ada

i FRL EVELLESGHGLYOPGHRELRELECRAS

| ZDRL GETESMYL

P PRl HEWVROAPGRGLEWVAT

| CORE TELAGGS YT

| #RA Y EDEVHGE T TSRONSERNTLYLOMEA L EAS RAYYYE
[ CTRE SEFSERSRYYATEQFALY

] e P -
WA LTVES

Fig. 25H
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Clon 4.8

ES 2 698 606 T3

— =ecuencia de amninoacido=s de VH

negrita v subrayadas

1 I
A s
T

R 'g.-n.--h-'nr-'\r

ERSHYYATSQFAY

SGGLVGPGE

VAR L LW R WLy

CDE en

26 30 40 50
FLRLECARSGETE SN Y AN SUVROAPCHOLEWNVAT

- .
] Bl

RUNSENT LY Lok

o il WP

_.— E S R SR g R

(SEQ ID NO:

SLRAE!

= o

g I}
b 3.0
TR

TAVTIUSRES

EJ Lk

20

| SEQ Region/Secuencia
| ID WO
Cadena me=ada
CERL EVULLESGUGLVOPSSSLIRLECARS
DR, SFTFENYA
| BR2 HEWWRGATPGRELEWYVAT
D ey
D e e R [
i FRA FF L EVHEGRF T ISR IRNTL T LOMESLPREDGTAV D
wLEE SEFSERSHYYATSURARY
FRa HWEGGTIATVAS

Fig. 25l
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.9
negrita v subravadas

— =ecusncia de amninocdcidos de VH

|:| f

ISNSGEYTYY

ERSHYYATSQFAYY

TEamE T

i U b e B

1 0% o

CDR en

e ir b S i” -‘::¢
BRIV PGS LRLECARSGE TESNY AH SEVFUAPCHGLEW AT
LT T 2 3 1540
EVEGRETISRINSERT LY LOMES LRARDTAVTICSRES

Y

1Eu

i It

F

AR SR S B
L L T A A R R

(SEQ ID NO: 31)

| ID Mo

;Regiﬁﬂﬁecuencia

Cadena pesada

P

rRa

JEVOLLESGGGLVOPGSSLRLSCRRS ]
AR IS TR
MEWTRGAPGRELENVAT
[ v £ EMEL '

IRNTLYLOMNSLPABDTAYIVC

P

| rdddhed
H

Fig. 25J
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ES 2 698 606 T3

Zlon 4. .10 - =ecuencia de aminoacidos de YH — CDE en
negrita v subravadas

.

s

Fa 'y 4 "y
1 B =1 it

> )
o hF .
N LLESCOELVE PG ELRLECARIGE TESHYAME NV RQAPGRGLEWVAT

173 per

8¢ 19 29 L 100
ISDGGSYTY Y FOSVHGRF TIGRUNSKNT LY LOMRSLRAEDTAVY YCSRES
110 120

EREH !’YATSQFAH‘E{Z LTIANEYES {SEQ ID HO: 32)

| SEQ ‘Region|Secuencia
i ID NG

Cadena pesada
EGLLE SR L VO PGS LRLETRAS
TESHYA

TR ——
e lPRRGLEWYAT

i EPi
CDRI

Rl

For=—re
e LAl
F—
FR3

I al s "]
Pt Al

L ISRDMIERTLYLOMRSLPASOTAYYYC
T .

&

e FTTGIEN BT
ATIOERY
=

Fig. 25K
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Clon 4.11

— secuencla de aminoacidos de VH

ES 2 698 606 T3

CDE en

negrita v subravadas

1 L6 20 3 40 50
EVGLLESGGGLYGPUGSLRLSCAR SGETESNYAMS WVRCAPGKCLEWVAT

6¢ 79 80 0 100
RFTISRUNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCSRPS

ISNVGESYTY T FIEVES

110

ERSHYYATSOQFAYW

x.Q:;’.':,fr".';:sa {(SEQ ID NO: 33)

| BEQ

. Regidn
Iﬂm

Secuencilia

Cadena pe=ada

| FRi

EUnLLESaIg
¥ L e Ly e

LVOPAGILELETASES

| CDRL BPTFSNYL
EEE MEWVROAPERELENYAT

L | CORZ RNV YT
[ FR2 T ELSVEGRET ISRDNIRKTL Y LOMNS LERE D TAVYYC
| CORE SEPIERSAYYATSOFLY

Fig. 25L
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.4 — =ecuencia de aminodcido=s de YL — CDE en
negrita v =subravadas

- + - s
i L SAF Fid

ES
LIV L P S LS AT YCDRV I T CSALSSVEY WY O PCTSFRERIYDT

- o
IF

LA ad

]
“k

N i Ei i 130
BE LAV ERRT S CEEEGT Y LT IS I L P DRATY Y OQOHWS SS FLT FLAG

REVELE (SEQ ID HO: 34}

| SEQ ERegiﬁm Secuencia

'FR1 CIVLTOSPGSLSASVGDRYTMTCSAS
i PR q8VEY

| FR2 MHRYDOEPGTSPERATY

PanRs res

T e e Lial

| FR3 ELRIGYEARRISGEGAGTIYSLTI 3L LEPEDRATTTL

e St iy S0 ST M
g b bt T ol i . it A

| FR4 FGAETRVELLD

Fig. 25M
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.5 — =ecuencia de aminoacidos de YL — CDE en
negrita v subravadas

. 3 "y o o A "
; & 'Ee] oo

o FRY &y N e i
LIV P e S LAY O DRV T I TCSASBSVEYMEWY O PO TS FREWIYDT
LK 75 24 Qg 140
LA GV R R GG T S Y S LT IS P e DA TY Y COONSSSFLT FGAD

TEVEI? (SEQ ID NHO: 35}

‘2EQ RegidnSecuencia
- ID NO

................ Cadena ligera

TLIT P C mm AT o e L Ty
L".—l.g’h’-»-u‘i}‘ﬁ" 1'.,.!""1 T ..-\-‘:A-"

T Lo
el Wk W et o

MHWY QOEPGTSPRENIY

[

ELASGYPARRECGSRIGTIYSLTI S LG PEBARATYYC

|;".-""'Fvs"f‘ SpLT

* A a

PCAGTHVELR

Fig. 25N
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.6 — secusncia de aminodcidos de VL — CDR en
negrita v subrayadas

. 1 o - A iR
L & i FE = 19 ad5F

E.
LIV P S L S A VDRV T LT O AL ESVEYMHWY QO PGS FEFWHIYRT

B T Ed i 130
SHLAZGYEPARFSGIGIGTSYSLTISELYPEDRATY ‘:’CEHESE PLTFGAD

TEVEIR (3EQ ID HG: 36}

' 8EQ  Regidn|Secuencia
L ID NO

MHEY DOEPCOSPERWIY

¥PE

ELASGYPRRE SGSGAGTIYS LTI

VAPl W S

CQHSSSPLT

Loy

EGAGTRVELIR

Fig. 250
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ES 2 698 606 T3

Clon 4.7 — =ecusencia de amninoacidos de VL CDE en

negrita v subravadas

" y o -~ - . e =
i LE; & k-t o b d
Il s POSLSASVCLRVIMTCSASSSVEYHEWY LOKPCTSFREMIYDT

LY T 24 IiE 150
EFLF-. OV ERRFSGEGEGTEYSLTISELGPEDRATYY WSSSPLTFOAG

TEVELE

(SEQ ID Ho: 37)

' 8EQ Regidn

Secuencila

NO |

i ID
: Cadena ligera

'TQLT}E-:G-ZLS SYGDRVIMICSAS

I" LT E IR

A TRYELE

\.- ll' "\. -
MHEYOOEPOTSPEENIY
ey
ELRSGVEAREI S GSeTE Y S LTI SS L PRLARATETC
COEEgeRLT
5 perrspeg

Fig. 25P
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ES 2 698 606 T3

Clon 53 .0 — =ecushcia de amithocdcidos de VH — CDR en
negrita v subravadas

3 19 29 30 44 50
BV QLEESCEELVKPEOS LR LECAASGE PRTSYAMSHVRG TPERRLENVAT
= 10 50 31 100

ISRGETYT Y Y PLEVRERE T ISRDNAENTLY LOMESLRSEDTAKY YCARBE

110G
IYSGNYQGYFDYHG G TT L

(2EQ ID NO: 38)

Clon 53 .0 — =ecuencia de aminocdcidos de VL — CDR en
negrita v subravadas

-

47

1 ig 20 3% 14
DIVLEQSPA IMSAS LEERYTMSURASSQUNY I YRY QUKSDAS FELWIYET

o
=i

-
SHLAFGVPARFSGIGOGNSY

L
o

o 3 30 160
SLTISSMEGELARTY YCQOFTSSPYTFGHG

THLEIK {SEQ ID NO: 39)

SEQ  Regiodn|Secuencia

| ID MO
5 Cadena pesada

| FR] EYOLERSGEOLVE PGCS LK LANALS
| CDR1 GETFTSYA
FR2 MAWVROTPERRLEWVAT
TnR2 TSHGETYT
[ PR3 Y EDSVEGRET IS RLNARNTLY LOMSSLESEDTAMYYC

DRI ARHPEY SGNYOGEYEEY

P EFR4 WEOGTTLTVES
Cadena ligera
EFR1 FIVEPOEPATMIASLEGERYTHMLORAS
| CoRI SOV
| FRD IYRYQORSDASPRILWIY
= 5TE
B 3 ML APG AR EGEGEENE TS I SRMELEDEATY T
COR3 QETITEYT
| Frd FEEETHILELRE

Fig. 26A
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ES 2 698 606 T3

Clon §3.1 — =secuencia de amninocdcidos de VH — CDE en
negrita v subravada=

\ A - - i .
1 1 Ll 34 i L} iR
Lol B

N L L e B LV P E S LR L ECAR SGE TE TS Y AM SNV R A PG HGLEWVRY

= - sy & iy B -| A A
T raf LER 2 A

ISHGGTYTYYADSVEGRI TISRUNAKNT LY LOMNSLRAEDTAVY Y CARHP

_— 1

1%0) uile

IYSGNYQGYFDYWLOGTLVIVES  (SEQ ID NO: 40)

Clon 53.1 — secuencia de amincdcidos de YL — CDE en
negrita v subravadas

] 'R ] EtE g 55
F Li & S5 e £ wnf

‘l ]

LI EPI LA EVGORVT I TORASSGVNY LAWY GO PGHRAPKILWIYET

- o ] o 5o i b
Trk T Do 1% Lred

AT LGV PSR GG GNEY TLT IS L PEDFATY Y OQQFTSSPY T FGRG

THELEIR {SEQ ID NO: 41}

Secuencia

LoGadena pesada
I:"-QLL-:-'Q -\?\-1 1.- :.r"l'r“' e.-\.nﬂ‘ r\."H'\. n.h?
GETEPTEYER

MSEVH -_‘.',_:".::‘.:'_-i' ERVEY

[ITEITeTE

-r.\,{rql-.- ,ﬂr 1,_”'-

P FRS TYERDIVEGRET ISRENARRT LY L OMNSLRAEDTRYYYC
Cintd ARHPEYSGRYOEYFEY
; : FR4 MGOGTLVIVER
i Cadena llﬂera
! PR CILPOAPEFLIASVGIRYTI TCRAS
L 5 SHVRY
| FRZ LAWYOOK PGHRAPHLWIY
;'"!":;.'.-':l =

CIER BN TN T R R ST LT T e
=

TS e R PG GREHEYTLT I SELUPEDEATY 15
SOFTSIPYT

S MITELELE

Fig. 26B
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ES 2 698 606 T3

Clon §53.2 — s=ecuencia de amnincdcidos de VH - CLORE en
negrita v subravadas

\ 5 ~ " 4
. ]. :' 35 =1t

.

NG LLE GO LV PO ILRLECARIGE TET S Y AM SNV PG APGHGLEWVAT

&

"y
W

o

- - ~ - -
&0 TS g4 aG 186

ISHGGTY Ty Y FOSVEGRI TISRUNARNT LY LOMN S LR AED T AMY Y CARHE

110N 1%
4L a4,

IISEH‘:QGEMF&' AgGETLATVIS (ZEQ IO MO: 42)

Zlon 53.2 — secuencia de aminoacidos de VL — CLOE en
negrita v subravadas

LA
Sma'

i e 2% EL 43
MEQL I E R LR SVEIREVT I TCRASSGVITY & YWY oK GRAFR LRI YET

& 5 g3 3G 150
=~

SNLAPGVESREECIESONEY TLTISS Lo PEDEAT Y YOQQFT S PYTRGG:

TELEIR (SEQ ID NO: 43)

SEQ  Regidn|Secuencia
ID NO |

"F' 3 -:K‘ AET ISRENAKNT LY LOMNSLRARDTANMYYC

7
ARHF Y SONYQGYT 0¥

T LT TS
)';:’{.-T.....lf ivaoer

Cadena ligera

CIGLPQErEFLIASVELRN T ICRAS

£
wia

Ve

DUTWYQEREGEAPHIWLY

]

WAPGYRERESEEGEOGHEYTLT I SELEREREATY I

CRETSSPYT

D ATHLELE

Fig. 26C
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ES 2 698 606 T3

Zlon 53.3 - =ecuencia de amninoacidos de YH — CDE en
hegrita v subravadas

. A o & &
L1 1 S ERH 41 il

N L ER LV PG LR LECARIGETET S Y AH SV RO TPEKNRLEW R

e

AL £ ] i T 50
™ & -1 % 2

L
ISHGETY Ty YFDSVEGRT TISRINAL ‘.~.TL':f.T_‘ MRSLRAEDTAMY Y CARHE

..J
ot}
s

B0 1 "
154 o o

IYSGRYQGYFDYWLOGTTYVIVES (SEQ ID RO: 44)

Clon 53.3 — secuencia de aminodcidos de VL — CDE en
negrita v =subravadas

Lo
fma’

" s P s A
F 16 - SR ik

DI EFE LR VG DRV ITURASEGYNY [ YWY QUK DRAFRIMIYET

o

-
.

&0 T 1% 150

SNLAPGVESREEGIESGNEYTLT IS S IO PEDFATY YOQOFTSSPY T FGGE

TRELEIA {SEQ ID No: 4%)

REQ Region|Secuencia
N

foaT
GETFTEYE

MSAVHL W TOEERLEWVAT

LB Silslatla Ly

-r.pr-x {;r. 1,_-*1-

ITERENAMNTLY L OMNELRAEDTANYYC

EYERY

E'.'.‘l g b

inmsssmassiah it nmssssasssnmsn b st e e s |j'“,=..—],=.-,-,,=. llgera

P FR1 CIQLTYSPEPLIABVGLRYTI ICRAS
P DR LOVRY
| FRLZ IYWYQREPDARPHINEY
CnRd oo
| FR3 ALAPGYEERFSGEGRGHNSYTLTI SSLGREDEFATY I
LiRd aETSEPYT
P FRA Tt THLELR

Fig. 26D
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.4 — =ecuencia de amninodcidos de YH — CDE en
negrita v subravadas

&n
L

L 2Ty 0
1 14 20 34

N LLESEO VPSS LR LS AR G TE TS Y AMS WY RS

i et et e T

L %
L% B |

PORGLEWVAY

=5 A & = 1 -
(Rt Dad = o

. .
T wd

ISHGGTYTYYPDSYXGRT TISRDNAKNT LY LOMEISLRAEDTAMY Y ARHP
118 120

TYSGNYQGYFDYW OO TLYIVES (SEQ ID Mo: 448}

EEQ REngII. Secuencilia
ID HO |

Cadena Desada

FRIL [EVOLIEESGGLUCEGGELRLECARS
! TCOR:. | GFTETSYA
| FRZ MESWVE GADGHRGLEWVAY
| :'"-"ﬂ:'; TR EGGTY T
FRi ‘.* ¥ EDRY E{{;"H""'.' SRENANNTLY LOMKIS LEASDTANYYC
| b

-

3
| CLR3 ARH F'J YTEENYOEYEDY
i

GOGTLVIVES

{-Z.

Fig. 26E
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ES 2 698 606 T3

Clon §3.5 — =secuencia de amnincdcido=s de VH — CDE en
negrita v subravadas

¢
L
Tt

. S =N a’ A ™
14 o AR LEE £ 18

1
N L L RGP S L R L e A SR TE T S Y A SNV RO AP CHGLEWY A

i T Bd e 100
ISHGGTY Y Y A DV RGRE T I S RDNARN T LY LM S LRAEDTAMY Y CARKEP

= M 5 M
diu L i

IYSGHYOGYFDY WL oG TLYIVES (ZEQ ID HWO: 47}

EEEQ ‘Regionl Secuencia
ID HO |

Cadens pesada

' uummuunumuumu.m e TE I

: TFRl EVOLLE S GGGLVGPGGSLRLECARS

!  CBRI GHEPELVE

e TERZ | MSWVROADGKGLEWVAT
T FORD TRRGGTYT

FE3 X RDEVRGRP T ESRENARNT LY LOMKS LRASDTANY YO
P ODR3 ARAPLYBERYOEYZ DY
] fr(,@{ ‘r'- !"-;.:‘--'."

Fig. 26F
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.6 — secuencia de amninodcidos de VH — CDRE en
negrita v subravadas

e
0
L

1 16 24 30

&

4
& =
N L LS LGP S LR L ARG TE TS Y A S VRO AP GG LEWVAT

g

- a

Ay s
LA Y

[ 4
o

Lk 3 =¥
ISHGGTY Y Y PO SVEGRE T IS RDNARKN T LY LOMNELRAEDTAVY Y CARHP

- = A
FRRN e W

I¥SGNYQGYFDY WL OOTLYTVES (SEQ ID NO: 48)

' SEQ  Region|Secuencia
| ID MO |

Cadepna pesada

H i B T R A
FR1 EVQLLESOGECLVUPGESLRLICARS

CDR: | GFPFPEYA

i ¥ i :':'. L :\
FRZ MEEVEQA
SRGGTYT

Y R DR GRP T LS RENARNT LY LOMKS LRARDTA
RHPIY SENYOEYFOY

WGRGTLYIVES

SLEWVAT

-

13
o

] Bl
et B
Job | gy

Fig. 26G
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ES 2 698 606 T3

Zlon 53.4 — =ecuencia de aminoadcidos de YL — CDE en
negrita v subravada=

3 .n iy = 2 o
o 14 o bR LEL L ~2hF
IO TOE P LSASYEIRVT LT FASSGVNY LYW YOO PORAFKLUIYET

LTk ELE B -1k 150
SPGB R IS EY T LT IS L PED P ATY YOO FTESSPY T PG5
TELEIE (SEQ ID No: 48}
' SEQ  Region|Secuencia
| ID MO |
i Cadena 115 Tra
| FR1 CIQLTUSFEFLSASVGEDE w-TI_ ,r
e SGVRY
| FRZ LYWYOOURDPGEAPKLAIY
1 _..-._n.dh N
PR3 HLARPGY BERFEGRGAGNEYTLTI SSLEREDEATY Y
PODRAE COFTEEPYT
: FRA ECGETHLELE

Fig. 26H
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.5 - secuencia de aminoacidos de VL
negrita v subrayadas

CDRE en

1 L0 20 39 40 o
* s o Wk . e 18 ~r W
BIGLTOSPErLSASYEDRVTITOR Mam‘m YOOHPOKAFKLAIYET
%l T B B 184
BN ARG P R G ECHEY T LT IS Ly PEDFATY Y CQOFTSS PY T GGG

THLEIE {SEQ ID No: 50}

| SEQ Region Secuencia
| ID NO
N Cadena ligera . ]
| | FR1 BELSASYGERVTITCRRS
JCPRL .
| FR2 YOOKPGRAPKLAIY
erpa
R HLAPGYRERFICEGAGHNEYTLTI SR LGRERFATY YO
! fennd I;f“F"":-.».-.e e
: FRA FOGGTRLELR

Fig. 261
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ES 2 698 606 T3

Zlon §3.6 — =ecusncia de amnincdcidos de VL — CDR en
negrita v subrayada=

! G 20 30 i oy
. ]. 5 o WF "i £ =1 n uf
R T S P S T LS A ELRV T I T RAS SV D YWY O PO AR KLAIYET
ol T B 1K 100
TGy e R G SGNEY TLT IS Ly PE AT Y CQQEFTS S Y TFGGG
TELEIK (SEQ ID No: 51}
' SEQ  Regidn Secuencia
| ID MO |
E Cadena ligera
| FR1 CIOLTUEEEFLEASVGDREVTITCRES
; { CRRI SGVRY
| FR2 IYHYOQEPGHAPKLATIY
P enga g
i ] TLRPGYRERTIGIGARGREYTLTI RS LGRERFATY N
OLRd OOFTESDYT
i ERA POGCTHLELK

Fig. 26J

107



ES 2 698 606 T3

Clon 53.7 — =ecuencia de aminoacidos de VL — CDE en
negrita v =subravadas

! Lo 20 340 ar 56
- - o WF o ¥ v uF
LI P LAY IRV T ITCRASSGVNY T YWY COH PORAFKIAIYET

6C 19 o G 150
SHLOPGYESRFEGSG3GNEYTLTISSLUPEDFATY YOROFTSSPY TFGGE

THLEIR (SEQ ID NO: 32)

| SEQ iReg:i_Eml Secuencia

| ID NO |

L TER1 | | LiOLTCEFSFLOASVGDEVTITCRAS
- JODRL O pSGVRY R )
[ [ IYRYOORPCEAPELAIY
! PR s
i R P R RRE S GAGNE Y TL T I S LGREDFATY Y
! DR COFTEERYT
: FREA EOGGTELELR

Fig. 26K
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ES 2 698 606 T3

Clon §53.8 — =ecuencia de amninodcidos de VL — CDE en
negrita v subravadas

I 5 5 L= N3’ A 5

1 L Py 3 i 1L
o Th -
TE

LG s PE LAY ELRVT LT CRASBOWNY T YWY QONPORAFKLWIYET

LK T4 B 20 100
BN LAY R R G ENEY T LT IS LG PEDFATY Y OQQFTSS PY T FOGG

TELEIK (SEQ ID MNo: 53)

' SEQ¢ |Region|Secuencia

| ID NO |
' Cadena ligera

R et T B P A
| FR1 CIOLTUSESFLSASYGRREVTITCRAS

i CBRI SGYNY

| FRZ YWY R PORAPHLAIY

E L enps s

FR3 NLASEY PSR SGHGRGNE Y SR EDEATY NG

v
[ CORA COFTESEYT
] FLGETHLELT

Fig. 26L

109



Zlon 53.9

ES 2 698 606 T3

negrita v subravadas

1

1}

T
(R

e |

31

— secuencia de aminoacidos de YL — CDRE en

AL T P T LAY EIRV T I RASBOVNY T YWY LOK :ﬁiE "(Lﬁ""'FT

SHLAPGVESRFIGE

=

fALE

-
£

ot

EIGHNEYTLTIS

R

ELUPEDFATYY QRIS S RY TIGG

LTUEEEFLSASVGDREVTITCR

THLEIK {SEQ ID HO: 54}

' SEQ  Regidn Secuencia

| ID MO |

e Cadena ligera . L

NLAPGYEPEREEGSESGREYTLT I

SFELGREDEATY N

COFTESPYT

 ERT

FORGTELELR

Fig. 26M
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.7 — =ecuencia de amincdcidos de VH — CDRE en
negrita v subravadas

1 18 =y £ g L]
- Lo o b= 11 wt
EVOLLESGEGLVUPCESLELSCARSGETETSYAMSHVRCTPGKRLEWVAT

i el &4 %G 155

i

ISHGGTYTYYFDSVEGRE TISRONSENT LY LOMSSLREEDTAMY Y CARHP

TH M 5 M
P daaa T

I¥SGNYQGYFDY W LU TTLIVES (SEQ ID MO: 63}

553& Region|Secuencia
ID HO |

a pe=sada

= e ) = T L= o L S ——

ﬁ l-.-'" ¢-.-\-;..L-i 1‘!\.- B ,.qLE.::r.:a.mq 2'¢

T T R T

P ER
L CDRD  FGEPRESYA
| FR2 MIWVRETIOERLEWVAT
g2 IERGHTYT
[ FR3 Y EDAVRGRET LS RENAERT I LOMIS LEEEDTANMYYC

PODRE ARAPIY BEWYOLEYEDY
i

WLOLTTLTVER

Fig. 26N
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.8 — =ecuencia de amninodcidos de VH - CDE en
negrita v subravadas

i o 0 4
1 1% bR 353 B}

N L LE s LV P L LAl e TR T S Y A S VRO APCHGLEWVAT

w1
Ly

Lk EAt e 20 1340
ISHGGTY T Y YFDSVEGRETISREONSENT LY LOMESLRAEDTAVY Y CARHP

IYSGNYQGYFDYWLOOTLYTVES (SEQ ID WO: 64)

EEEQ Rﬂglﬂn Secuencia
ID HO |

Cadena pesada

B P e R

-i-lpul- rl-:;‘::‘,;hi- v-r Truﬂl

| FR
: T
L GETETSYA

FEd MEWVE WA TOHEGLEWVAT

S T SRy T

PR3 TR EDEVRGRE R LS RENFERT LY LOMIS LEATDTAVYTC

| CDR3 ARAPILY SENYOEY DY
i

WEQGTLVIVSS

Fig. 260
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.9 — =ecuencia de aminoacido=s de YVH — CDE en
negrita v subravadas

1 10 20 30 40
VL LESGAs LG PEES LN LS CARSGETETS YAMS VRO TPGKRLEWFAT

B W N ke T R A B T S

n
ot

ol TG B3 EIE 100
ISHGGTY T Y FESYEGRE TISRDOSENT LY LOMSSLRSEDTAVYY TARHP
u o

T H M s s
P dala '

I¥SGNYQGYFDYWLOOTTLTVES (SEQ ID WO: 65}

' SEQ | Regiodn|Secuencia

| ID MO |
i i_adena pe=sada

TCDR: | GFUFTSYA

| FRz2 MSWVRGT PGRRLEWVAT

ToRZ | 1SBGGINT

FR.3 YYPEOVKGRET LSROQERNT LY LOMS S LS EDTAVYYC

F piy
P eDRa ARHPLY SGNYOEY 2 0Y
i

Fig. 26P
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Clon 53.10

ES 2 698 606 T3

— =ecuencla de aminoacidos de VH

negrita vy subrayadas

1 L0

T WA T B st
F M .-_.u...-?"\.-\.'n”

= -
LT

ISHGGTYTYYEESYESG

4 e
b= L

20 30

PSS L ARG TET S YA SRS

19 £5 8¢
o - S Wy ey B N oW TR
2E .‘_J‘qu\_‘:_ soa s g L L‘l:'_'.-.}u Rl

ZDE en

L)

LAPCHGLEWIAT

a e,

2 irnd

VT ARHE

T, i X Y
Faa i,
IYSGNYOGYFDYWSOGTLYIVES (ZEQ ID MWO: &%)
' 8EQ  Region|Secuencia
| ID HO |
i adena pesadsa
S, ~ - 1= .~ 4= T === L L N —
! ! FR EVOLLESSECLIPGGESLMLECRAE
PO GETEPEYA
| FR2 Mus?%“A“”KtLHEVﬁT
? nR2 I8EGHTYT
E E?Eﬁ YR AVRGRFT IS RDO S NT LY LM LRASDTAVYYC
! P OnRa ARAPIYSGNYOSYFDY

¥

[34)

.

aqm
S

VGOGTLYTY

Fig. 26Q
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.10 - =ecusncia de amninodcidos de VL — CDR en
negrita v subravadas

I3 C- I 5y A ~
1 1 o AR LEH £ 14 G

P LTS PATMS ASYEIRVTME T RASSGVNY T YWY QO POASFRLWIYET

b o N i LB

76 &5

o g

g 94
SHLAPGYEARFIGEEIGN Y SLT IS My CEDRATY Y CQOQFTSS FY TRGGG

THLEIK (SEQ ID NO: 67}

EEEQ Reglgn_ﬁecuencia
| ID NHO |

e T eprp—

| PRl
FR3 MR PGy 3'*.'-1?’-:-’. SERGNIYELT I ZoMEEERaATY YL
' e ! COFTHSDY

: £R4A PGGLTRLELR

Fig. 26R
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.11 — =ecusncia de amnincacidos
negrita v subrayadas

de YL — CDR en

] e a5 "y 1y [YE]
4 ]. F o W ': it =L wr
LT PR I LAY LRV T I SO RASSEVNY I YWY Lo PORSFRLAIYET

et Ry e LM

&c 19 85 C 190
SHLAPGYEARFIGEGGNSYS LT ISSMUCEDRATY YOQUETSSPY TFGGG

Ly
&

KLEX (SEQ ID HO: 68)

' SEQ  Region|Secuencia

| ID NO |
' =

I“ -.FH-!..J-. :_* . E ) Cob ¥ | .."_!dﬂ - w
| FR LIl UECALLSASYGERVTEISCRAS
P ODEI Havwy
i | FRZ IYHYQQREDGQEPELAIY
PEnRe Rl
i FE3 NLAPGYRARFSGSGAGHIYSLT I SaMEGEDRATY Y
OORZ | OCOFTSEEYT

FGGCTHKLELE

Fig. 26S
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Clon 53.12

ES 2 698 606 T3

negrita v subravadas

— secuencla de amincacidos de VL — CDE en

| FR1

i 16 &g 30 44 30
LT E PR T LS ARV LRV TM S FAS SV T YWY ROK POASFXLWIYET
&C 10 &5 G 150

BHLADGYERRFIGECEGHNSYSLT ISEMUGCEDRATY YO BSEYT GGG
TELEIK {SEQ ID Ho: €8)

'SEQ  Regidn Secuencia

| ID NO |

i Cadena ligera e

ChE

UEEAILSASVGDEVIMSCEAS

i FR2

OCEDGASPXLWLY

CoRyg

FR3 NLAPGYRARF G GAGNIYELT I BSMCEEDRATY Y
| CpR3 :
: FRA BT ’iuL.'.K

Fig. 26T
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ES 2 698 606 T3

Clon 53.13 — =ecuencia de aminoacidos de VL

negrita v subravadas

z 1€} 2 30 1%
PR

PIGLTUSPAILSASVEDRY
&
EHLAPGYEARFICGESSGNIYSLT ISIMYG

THLEIK (SEQ ID No: T0)

ICFASSGVNY I W YLOHPOOSFRLAT ""FT

CDRE en

| SEQ Reglun Secuencia
| ID WO |

_Cadena ligera

'.. T T A = B T P e
! [ FR1 LIOLTCEEATLSASVGDRVTI SCRA,

: CDRE SGYVNY

f | FR2 1YWY QUEGQSPRLUIY

a1+ | g b

FR3 HLAPGY AR SGEGAGNIYELT I ESEEEDAATY Y

v
I coR3 (;“/,?F"FH""( T
i FLGETRLELR

Fig. 26U
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ES 2 698 606 T3

Clon 32.0 — =ecuencia de amninodcidos de VH — CDE en
negrita v subrayadas

1 10 26 36 an 50
EVELEESGPEVVRPGVSVE I SCRGEGY TRIDYAMBWVFGSHARSLENT GV

#¢ 70 20 Elt 100
ISTYNGNTE Y NCOHFRGKATMTVIKSSSTAYME LARLTSEDSATY Y CAREL
e,y ————

116

SLRYFDVEGASTTVIVES  (SEQ ID NO: 55)

Clon 82.0 — secuencia de amninodacidos de VL — CDE en
negrita v subravadas

! LG 20 30 G 3
DIVLTQEPALLSAPFRERVIMELRASSSVETM YWY COKPGI OPREWE YAT

o - 20 - s a0
e

£
SELASGVPVREDGEGIGTEYSET ISRVEREDVATYY ;EEESEPLTH,%Q

TELELX (SEQ ID No: 56)

| BEQ Region| Secuencia
i ID MO

Cadéna rpesada

i i FRI Y HLEESGPEVVEPGY

fSYRISURES

OYTPRTELVE

MEWVEOSHAKE LEWIGY

.. ,....q_?..-\ ||h| i

EY NEFRGEATHTVIESSETATMELARLTEEDSAT YO

ARFLALREYF I‘_‘I

Fi T g e R
fl":?f\{uﬁa.ia\. e

Cadena ligera

P LIVETGe AT LAk PPEEEVTHMTORADR
CORL S2VIY
pm—— ";.:'EE:I"."I '5.:1"\."" "‘f "‘-K 1,{'152 ::"'I}ﬂ"'"":.f
Chore | A7S
¥R ELASGYPURFSGSGSGTS 12 LTI SRYEAEDYATY 16
CUR: T OORSCETLT

Fig. 27A
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ES 2 698 606 T3

Clon 82.1 — secuencia de aminodcidos de VH — CDR en
negrita v subravadas

i 14 24 30 41 S

R LN S G AEVE R PR SVEY SR A G TETD Y A NV R GAPGURLEWIGH
ok T 249 # 100

T RGN T SR G RA T T VLR EARTAYMELE S LREEDTAVY Y ZARE L

1z0

BLRYFDVHCGHOTTVIVES (SEQ ID NO: 57)

Clon 82.1 — =ecuencia de amninocdcido=s de VL — CDE en
negrita v subravadas

e

" i g LY. A "
i L ot 33 L' L
=

DL LTS FRE LI ASYGDRVT ITCRASEEVIY LAWY QU FGRAF X FWI TAT

L

H U L
STLOSGVPSRESGIGEETEYT WSSEPLT F::0
THVEIR (SEQ ID NO: 58)

SEQ ;RE'I_I[.iIfIII. Secuencia
L ID MO
. Cadena pe=ada - .
| BRI VRN EOAEVEH POARSVEVEDEAS
| CDRY GYTFTLY A
P FRZ MENVROERPCODILENIGH
| TR ITTYRGENT
FR.a F""‘: T OLRETHMTVERSASTATMELSSLESEDTRVYIYVC
O3 TLELEY DN
Y WEROTTVIVES
Cadena ligera
FE1 i ":', PSP LIASYVGLRVTI TCRAS
TeoRt
TTER?
CoRz
FR2 S WhISELUPERFATY YO
N
RS e :-:..r‘-’f!'l.. 1

Fig. 27B
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ES 2 698 606 T3

Clon 82.2 - =ecuencia de aminocdcido=s de YH — CDRE en
negrita v subravyadas

i h 9 U 4l 1
LV GARVRE PEASVEY S TR S GY TRTDYAME WY POAPGORLEWEGY

& 50 16 109

ST RGN T Y N R F G RA T VLRSS AT TATMELE S LRERL

TEWIVES {SEQ ID NO: 53)

Clon 82.2 — smecuencilia de amninoacidos de VL — CDRE en
negrita v subravadas

o ¥ -
P

3 L W
IVGORVT ITORALESVIYMYHY DU FERAFKFR I YAT

50 3
SLOPELEATY YCQOWSSEPLTFGAG

r\.
G aa

THVEIX  (SEQ ID NO: 60)

| SEQ Elieg-iﬁm Secuencia
i Cadena pe=zada
| | FRIL VRRPCASVEVECHES
i LR
| FRE MEWRLUA PLORLEWIGY
| CRR2Z ISTYHGNT
i i FR3 h R P OGRATMIVDR SRS TAYMELSASLESENTAIYYC
| CORE EFLELRYFLY

¢ PR .l."‘i*“" TYIVEE

Cadena ligera

! FR1 CIQLTOE PR FLEASVGRREVTITURAS

i CERE BBEVIY

| FR2 YWY OOEDGEAPKENTY

i NPE

| FLESGVPSRESCSGSGTEYILTISSLQPEDFATYYC

Fig. 27C
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ES 2 698 606 T3

Clon 82.3 — secuencia de amninodcido=s de YVH — CDR en
negrita v subravadas

i Lik ol 30 4
VLY P EVE PCAS YRV SCHGEGY TRIDY AH WV R GAPGLELENIGY

&0 70 &4 i 100
IET&.‘HﬁHTE- N TG RATH T Y RS ASTAYME LSRLAESEDTAIYY TAREL

110
SLERYFDWEGAGTTVIVES {SEQ ID NQ: 61)

Clon 82.3 — =s=ecuencia de aminocdcidos de VL — CDR en
negrita v subravadas

o ¢ - ~
2 SC i

H
L S P LB ARPGRY T L PR ASE VI YWY DOH PGEAFREWI Y

I3 H

o
Pl

iﬂ 4

60 70 g0 o 16¢
RLESCYPVREZGAGSGTEYTRT ISR f'*hf‘DI’%"‘"""ﬂE THGAG

TEVEIR (SEQ ID NO: 62)

| SER  Regidn/Secuencia
| ID MO |

Cadena pesada

e oy ety S
i rl‘h ;
coel GYTFTLYA
i MEWVRQAPGOSLENLIEY
CDR2 | ISTYRGNT

EYHOKFOGRATHTYVIARSASTAMMELERLEEEDTRL YD

ARFLELEYFDY

Codena 1 1g.31-a e

- — 3T et
SIS PSFLAASPELRVTITCRAS

SEVEVRFEGEGEGTIVELTI SREDAEDEATY YO
(34

Fig. 27D
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ES 2 698 606 T3

EEEQ ID lAnticuer|Secuencia
ND oo

i2.0 VH AT ORGP EGAR A T HEIGEAGLOITHEETHCARDCIARS
GECAGRCTHARGUTERGLUTGTEUCHUCACLEGCAT CRGUTTCARCER
CETOGUCATOAACT CERATOCGECAGHCCCOTEGUGASHGUCTCEAAT
T LA T CAGARGC R A AT AACGACTACOGUACCCATTAC
G ARG GAAGEACOGET T AT CATCAGIUGGEREGAUAGUCR
GAATATCOTEI TOU TG CAGAT GAACARCCTOARAACUGAGGACALIG
GOATOGTATTAD 'T"l.y“'w'.f‘-,u“.']"uLJ‘»"‘C-G-“’T#.GL?C-"F:G"‘JCTG‘.‘-“"{:"‘.?&-‘T“"‘
GONCAGELARCCOUTEETGACASTETOCGCCE !

1z.0 Vi S TERCATE G"'{u':?"'(‘nt.'-u"{:.-“(rh*:""'"'“(:("i," VECATGAGRAGCAGDTLT
GLOGAGRARGYGACCRTGACC T OOCGEGCIASCAGCRG TG TGRTIRG
CAGCTACITEUACTEETATCAGURGIGERGIGHRUGTIAGUOUUARGT
TETOGATOTACAGCACCRGCRGUCTOGUCAGTGOUGTHGZCAGCTARLR
TTTTCPGELAGCGEUASCGGRADSTOICTTORAGCUT GATCATC AL AL
COTHeRALLELAGGALELC CA&J TACTACTGLCAGCAGTACRGTG

AL T GACC T T U GGAGL GG ACCAR GUTECARCTGRAAG S

iz.1 VB B GRGETETAGOCTEETGEARRGTGHUERARERCTORTEIAGICT R
GEEAGTCTGRAGUT IO T TG GUOGEICAGUGHIATCAGLT U AALIGA
LG AT AT SRE Tl LU ALGUCT UGG ARGGLUITERART
SOGTOLCULGEATCAGRAGCAACATUARUGACTACGETALCGTICTADC
;'Iiliaﬁ .‘-‘.1"."(:': GAAGHGLAGAT TCACCATCAGUCHGEATGATAGULR
A G AT A AT CARCAGU U T AR AR CLAGGACALCG
u_.ié‘rTG AL THCTC-!:ETGF. TOGRGEGT 'I‘hi""'_-{- 'L';"-.uff; CTGOUCTRETOE
GLELCAGEGARCCCT GETGACAGTHTUCALD

12.1 ¥ B GAGATCETGCTGACCOAGRGICCCGI]C f*{,‘:ﬂ".Tf’ TOTOTGRGICET
GO GAGAGAGLCACCCTGAGU T OO AGRGTCAGTAGTAGLGTGRTLAG
CAGETARCUTGHOTGETATCAGUAGARL OGO ASGICETCRGRC
TG EGA T U LACAGC AU AGUALCOGGLGUCATIGLURTICCUGUUAG,
TTErCEEECAGCGEERGIGGTATCEACTTUACCCYT GROCATUCAGCAG
COTEGRASTDIGARGACTTOGCOATCTACT AT OO REIAGTAL ASNG

GUTBCCCCTHATCTTCHGCCEALGUACCRALGUTCGAALTIAN S "

Fig. 28A
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ES 2 698 606 T3

Anticuer

SEQ 1D |

Secuencilia

N GAGETGUAGC TEGTHEA RAGUGEIGEAGHAC T THOAGICT G0
GECAGOCTEARGCTETC I THPECCGUCREIEGCAT DAGUTTCARLEE
CEIOGCCATOAARCTEEATCOGCCASGOCARCEGUAREGECOTEEAAT
GEETEOCOCERATCAGARGCRAGATCARCGATTACOGUADCCATTAC
G UARCGTEARGEHCOOET TCATCATCAGICGEEROGADAGUCR
GAACACCOTSTACCTGCAGAR TEARCAGUCTORAAACTOAGGACARLILG
COATCTACTAT TG TSAT OGRCGOOTACGOGTAGCOTHHC O T A TES
AGTCACCEARCCUTEETCACACTETOCAGCS !

[
o
B

3 TEAGRTOGTGCTEACTCAGACCCOUGCTACOCTETCTOTGAGCIOT
GECGAGARGRGOCACOCTOAGIT BERGAGTTARCAGEAGOGTGATIRG
CARGOT AU TGCACTHETATCALUAGAAGIUOGHOUAGRQUOUIAEAT
TOGATOTACAGCATCROC RSO TEGLCRGOCOUATITCOGOT AR
TTTPCPELEAGCGEUASCGGUATCGRUTPOROCUT GATCATCRENTC
CTOGRACCCOAGGARCT TCGUCROCTACT RO TOUCAGCAGTACAGLG
AT GACC T O GEAGC UGG ACCAR GETCLARATOUARGE !

jub

P GRGETRUAGCTRETEEARAGUGHCGRARSOCTRRTHIAGUCIARS
GEUAGTCTGRAGUT RAGCTGIEUCGUCAGUGGUATUAGLT TCRALGA
AU OGLRLATGRAT T RATCCGEUALGUCARUGGUARGGLUITERAAT
GAGTEECULGGATCRGAAGIARGATO ARCGACTACGETACSCRETAC
A L AGC G T GARGGACCEE T TUACCRTCARCCHGGGACGATCAGUTT
GARCAI TG TACC P G A A TCARCARCC TL AR AR T COAGGARCALCE
CCATGTACTATTOCGTGRTCEACGOC TACGETAGUCTHGCSTRUTOE
GEUCAGECARCCCTGETGRCAGTGTOCAGLE !

2 LAGATTUETROTRACCOAGRGLCCOGUOR T OCTRAREIAGITCTLC
EOCGAGARATUCACCCTGAGC TG AGAGTUAGCAGTAGLGTOGRTC A
CAGCTRCO TGO ACTGETATCAGUAGR NGO ITGGUGCIGI IO O6GC
TR GEAT T ACAGC AT ARG AGUC TGO AGDGHGOCR TR OCUGTOAGR
T aGUAGC FRURAGEGETATCRGETTIADCET GACTATCAGUAG
COTGGRMIIGAGGRUTTOGCOACCTACEAD POUC RGIAGTACAGLS

GUTRCCCUTTHATCTTHGEAGO CHHUACCRAGGTCEAAL TIART R

#
&

Fig. 28B
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[35.0 va

S GARGTSARGU TEGARGAGTCUNGUGEAGS U TEGTHARRCCTEGIGECA
GO TGARGLTLAGLTGOGUIECCAGOGEC T AT TN ACCAGUY AOGTUOT
TR CGO T CCURGACUCCCGAGARGALAL TEGARTGGOTEHOLACCA
ToASCCACGEECCAGCTACACCT RO T ACUOCORC RGOS TORAAGGHICEET
T oACURTUARCAGAGAT ARG UCAAGRACATCU TEAATICTGCARATEAGUA
TG G R CC A ACCCCCATATACTACT OGO AGGLACCOOTTCET
ARG GG AR T RCCAGHG U T AT TR C TR TR EGLCAGGECATOCT ST

G L o I e R i
TorLCGTETOCTOT

S GRCATOTEU PO ACCCAGAGTO OGO AT A MGAGIGUC A ITTEGETS
AGAMAGTGRCCA TG AR TGO ERGUCARCAGUGE GTHGRACTACATGTACT
G ATCAS U RGARG T I GACGTCAGCCOCARGU TETEEATCT AUTTIAICA
AR TGO GoOGT UG CAGATT TTET GO AGC G TAGCEGCR
ACAGUTACAGCC TGACCATCAGCAGCAT GEAAGGLGAGGRCGUCGDCACCT
AT R T A ARG T T A A AL TA AL T TO RO GGRGLERCCR
AWCTHERARTCRAGRY

3 GAGG TR AGC TG GRAGAGT CUGHCEHARGAC TOETGCAGLCTEGORGNR
GUCTGRGAUTGTCTIGOGLCETCAGUGEUTTCACCT T AUCAGLTALGCIA
TEAGCT UG THUHUCAGGUOC T GLCAAG AU TG RAATHEOTRGUUGT R
TOoAGET AT GECEECAGD TACATCTAC T ACGOCHACAGI GTGAAGIHGICENT
TrARCAT AL CEGEACARCAETARGARCACCU TR TACCTTAGATGARUA
GoUTGUGEGTOCAGEATACCGUCG TG TACTACTGCCCUAGRCACOCCTTY
ACAGCECCARCTACCAGHGCTACTTCCACTACT GEEUCTATEGUACCCT RS
TEACRETGTOORGC !

135.1 VL

R AT O RGO T AN OO RGAGC OO AT IS TRAGU G CAGCCTHEECE
ACRGAG TERC A TCACC TG IO ELELCRGTAGLGGUETEAM T ACETHGECT
AT AT AGTAGA GO EG D ARG IO OCARRI TR T HRATOT AT T RICA
LR T AR LRl G T A GURGA T T TCT GGl AGUE L L AGTIRE A
ATGRGT R RO TGRSR T AR AGCCTGIAG T TUGRGGACT TOGDCRDCT
ATTACTEICAGUAR P TCACCAGUAGUCLOTRCACCYTIGEOCAGREIATTA

ARCTOHAARTOARD 3

Fig. 28C
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135.2 v

EVGAGETOUAGUTGHRARGAGT CUGG! ‘(—-I:—r- Al TEETHCAGLOUTHEIGEIA
GULOTOACATTOTOT THCHCOCOUANCGE T'"'ZEEQ"‘T""' OAGUTROGEOT
TERGCTEGETECOCCRGECUOC T*"’“"Mﬂf: TCGARTOGGTEOCACIA
TSAGCCAT 5!.‘:-*"8-134‘;:1"3 TacaCCTRCTACCOCOALAGCOHTOAAMGEOCCGET
TeACCATCAGCAGAGACAACAGCAAGRACACCT TETALCTGCAGATGEALA

GUOTGOEES CFGEGCF»'«. ACCGCOETETACTAC TLUGUCRGARCACCUCTTCT
ACRGCGHU AR D ACCAGEL U T RO T TUGACTAC TEGGGUCRGEEOADCCTSHE
ToRCAGTLTOUOAGC Y

B A AT ARG e AT ARG O A I TIN I O Meals l QU O A TR TG
AT i--i;%& RO TRTCACCTGY L..al.nv.;i:':..ﬁmﬂh.ﬂ'.'(vﬁﬂ,'.'iﬂ={5;"-.,F|.-::’.!'Pa-:H'I:G'.’“E(.'.‘.l"
fi' AT RAGURGRARGUUIGECAAGUCCOCARGU TETGATCT Fﬂ\.‘-"l"""[:ﬁ{:-i.'.-‘-‘u

1’91.\..'? PEOCLCCTGRoOTRUICAGCAGRTT T TOT G AGCHFGUAGCHGTR
FLJ:M; FALALCCTGACCATCAGCAGCUT GOAGT TOGAGGACT FOGECACCT
ACTRCTGCOAGCAGT IO ACCAGUAGUCCCTACACUTTOGGOGGALGIALCA
AGUTGEAMATOARGR!

et i
135.3 VH

S GGG TR AGC TGO TGEAARS I GHUGL AGGRC TG TG TAGICTY ’:'(,!:‘.:
GUOPGRGAUTOTCIPEIGLCGTUAGUGGU T CACCT I AQCAGUT AL G
TRAGUT AR THUGICAGACICHIGAGRAGRAGRUTHERATHELT ..-(J‘.'l't-.il’t-'.'.il'.‘l:n
TrARGECATGHCHECAGI AL AT DT AC T AL CIIEAC AR ETRAAGEGROERT
T oACCATCAGEAEREACARCRGUARGARCRCCC T RAACEYGTAGATGRGTA
GoUTEOG G CERGEATACCGT L""‘ﬁ TACTRCTGCGCCAGGCACTCOTTOT
ACAGCGECARCTACCAGIGUTACT PCGRCTACT GEGUCCACGOUMICTTRS
TERCRSTGTLCRGES!

L35.3 VL

S GRCAT O ARG ML ACCOAGRGU U ACCT T TEAGUGUC RGO TERE0E
ACRGAGT EACCATCACC TG ICELEICRACAGLGGUGTGAACT RCATGTACT
AT AR A A RO A eI T CAR I TR TG ATO T AT T T RICR
L RAC T e OO T Gl GT UG AGUAGA T T TCT GG AGLUGGUAGLGEUA
ACAGCTRCRCCCTGACCRTERGUAGOCT G".‘.":RL'&"I“:« GROGGACTTCOGOCRICT
ACTACTEIORGCART TIACCACTRGUOCCTACACCTTEGEUGRAGEIACTA
AFCTEGRARTUARG X!

Fig. 28D
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4.8 VH AR ARG TE S AGGAGT L AGGEGEAGHC T TAS THARGLU T EGRGEST
T AARAL T T IO T OCRAGCUTOT AT AT T IO AGTAATTATGUCR
TETCT P CGETTCGCCASAC DOCGLATARGULOC TCGAGTGGETOLCRACTA
TITAGTAATGETGOT AGT R ACACCTRCTAT CORGACACTOTOAAGOS TCGCT
ToACTATUTICAGRGATAA TEICAAGRAC AT TETCTOTGCAAATEAGTA
GTC TG GG T TRAGEAC ACGHCCATETAT TACTCTTCARGRCCUT O TCRGH
AT AT T AT RO CCTAC TAGCLAGTTIGLITACTG
GRGUCAAGGEACTCTOETCACTGTCTOTLER 3!

4.0 Vi AR TG TGO MG AC AT T CAGERAT LA TG T TGUATU T L AGEGS
AGARRSGFT R TG AT TG A TGO C TORRGTHTARGTTACATGUATT
GE T ACCAGURGARG TCRGECATCTUCCCCARAAGATGHRATTT ATHALACAT
L ARAC TGGCTTEFGGAGTOCO TGO OGO TT AL TG OO RG THOGTCTEGGR
COTCIPACTOTC TCACRATCAGCCAGCAT GERALGUT GARGATGLTGOCACTT
ATTRC TGO AGCACTGSAGTACTAGOLCGUTCACGTTO GO TOUTGLGRLCA

AERTECARCTEAARR!

. YH 5 P GAGGTGCAGC TGO TGEAMEIGHCEH ARG IGETGTAGTCTAGOGGECR
GUTGRGATTGTCT PR IGUCETCAGUOGCTTUCACCT T AGUARTIRIGIUA
TRAGU TR T LU CAGHU OO TG HCRAG GAU TGRAATOGLTHEUCG T
FoAGE AR GHECHECAGUTA AT CTAC Y AL GUOEACAGIE TGAAGRGUOEGT
ToACCATCAGICELGACAS CAGUARMGARCACTC TR IACC T GTAGATGARCA
PO G CEAGCATACCGUCEDETAC TACTGCAGUCEGCUCREIGALC
GRAGCCACTRACTACGCCACCACSCCAGTTCGOCTACT GGG CLAGEGCACCD
TEGTGRCAETGTOCACC !

4.1 VL S GRGATCG TG TR ACCCAGAGLCOGICACCO TG IO TCTERGOCCTRG0E
Aoantas U AT OO TeAGUTEOAGAGLICRG T AGUAGTS COTACOTHEGCOT
AT AP A G AR A O C G DO AR OO CAGA G T EGRTOT AT GACRICHE

AR G G A ol AT L LG AGA T T T T GG AGUE L TAGUGE A

COGACTRCRCOCTGACCAT CAGTAGLET GEARICUGRGGACT TOGOOST T
ATTACTEIORGUARGTEEICCACTRGU OO CCTGACCY TOGEUSCARGIALT

ARGTEHAARTUARGT

Fig. 28E
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A TR RG T TEC TR CARAGUG GO GEAGHAN TEC TG RGO T IGECA
T GAGA TG M T TGO AGUELGOTTOAICTTC ARG AAT T ACECCA
T A TG e TOC GO ORGOCLC TS O ARG O HAL TECCAR TG GG T Lo ACTA
T oA ARG GEUAGC TACACU TAC TACUOUGAL AGUG T GARGEGOCGET
P oACTR T AGCOGEGATAACAGTAAGRACATCTI TETAUC TG A GA T AR
G C TGO GAGGACACCGCORTETACTACTOUAGCOGLUCCAGTHAGT
GAAGCCACTACTACGCCACCAGEOAGTTCEECTACT GOOGCCOAGGGCACCT

TEETGRCAGTGTOCAGD 3!

SPEAGRTURTGC TG ACCCAGAGICUCGOCACCU TGO CTGAGUCTGETSR
AFAGAGUOACOCTEAFC TR TAGIGICAGCAGTRGBUG TG TUO TATATGOACT
BITATCARCRGARMGTCOGECATCEICCCTABALGETERATCTRCGATRCTA
GUARGCTIGCOAGCGEIRTOCCUGUCAGRTT TTCT GRCAGCHGTAGCERGCH
A T A A O TE AL AT ACCAGC LT GCARCUCCAGGALTTCGOCACLT
ACTRCTECCALCAGTCETCCACLAGCCOCCTHACCTTCOGAGCCELCACCH

AGGTGGARATCARG D!

4.2 VH
4.2 Wi
2.3 YH

G GRGGE G AGC I GERAGAGT O GEUG G ARG TG TGO AGIOTTEGCEE0R
A G ARG TG T T PR GO UG T CAGUGEU T TUACC P TUAGUAR U TAIGLUL
T A T T ARG R O AR G TEE AR TG AR TEECATCE
T ARG AL G GO A G LA AL CTAC TAC OO AT AGU G T GAA GGG IDEGT
TrANCATORGIOESERCAACAGTARGAACACCCTRTACDT SO ARATGAGCR
G L B ARG A A G G P TAC TAC T GUA G IO DGR
AT CACTAC TACCCC ACCACCOAGTT OGO U TACTOGRGOOURAGEGTRACOT
ToOTRACAGTOTOORGN S

4.3 VL

B GRGA TG T TG ACC RGR G G CR T OO T RAGIT PG T CTOC ARG UG
AGAGAGUCACCU TG RGO T GUAGUGIC AGTAGUAGCLTETCUT ATATGUATT
GEEATCRGTAGAMCOCHLRC AGGUCCUCAGRCGHTGGATUTATGATACCR
ARG TG CABCGRUAT O OGUCRGATT T TUT LG AGUGLURGIGETA
AT RO ACCCIGAC AT ARG AR GRAAG COGAGGADT T CGOCACOT
AUTACYEICRGCAGTEFCOACCAGUCOOCTEACCTTOGEAGUORGIALTA

ARGTHERRARTIARGS

Fig. 28F
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G.4 VH

AT AGU TG TSGR RAGUGGUGEAGSG UG TEAAGARGLOUT BENGECA
G THARGLTLAGL T OO LAGCGEC T CACL T AL AR TALGICA
TR DCGa TR AGAC COCCS U ARG CL DL GAATOGE TSR OCATIA
ToAGCARCOELGRCAGCTACACCTROTACCOCOALAGT TTOCAGEOUCEET
AT CALCUGEEATALCGUCRAGBECAT T TEAGTIC TR AGATETCUA
G TGA ARG TOLGAGGRCRCCECCATETACTACTGUAGCDGLUCCAGURRGT
GERRGC R T A D R G AL RGO AG T T O U TAT TG CCARGGEHUACCT
ToGTCACOGTGTOTGCT S

Wi

A AGGTEC RGO TG TSGARAGUEECGEAGE I TEAARAAGCUTHEGUGECA
GO IGARGL TEAGC TO OGS CASCGLO T C RS T TUAGUART TROBTCA
TR TG R T O CGACAGALTCCTRGEL ARG TG GAMN TEGETEEOIRCTA
ToAGCARCGGIGECAGCTACACUTRC TR OCCGRCRGOTTCCRGESUIGET

A CC AT CAGLCLOEATARCGUCAAGAGUACCC TG LCTGURGATETOUA
GUOTGRAGLULGAGGRUACTGUCATGTACTACT QLA IGEUCTRGOGAGS
GRAGECACTACTACECCANCAGCOAGTTC GO TAC FEARGLIC RGLEIACTT
TEGTCACCETHTOCTITA!

BV GAGGTHUAGU TGHTRGARATUGGUGEAGH UG TERAGARGC U THGUGETA
GUCTGARGTHAGC T TGCOGNUARUGECTTCRICTICAGTAAT T ACHC
P RAGE TG T CGALAGAD O DGEU BAGGHCU TERARTHRETGECIACAR
TrAGCCRGEGIGEIAGCTACRCOTACTROTCCGAGARLUT T DO AGERCCEET
[ CRCCATCAGCCRGRATCAGGUCAAGRGTACCOTCAGLCTGCRGATETCUA
GUCTGARGTCLUGAGRACACCOCCATO TACTACT GUAGCLGLUCCAGUGALT
GERG R T RO T ARG AT CAGCC AT TOGECTAL TELGGUC ARHETALUC

TaaTUALCGTLTIGEUT A,

4.7 WV

A GRGHTGOAGL TGO TGGARAGLGELOGE RGEAC TG ETHIAGT O THLRGECA
A A AT T T TR GO RGO TTEA SO T TN AGO AR TADGICR
TSAGLTGRGTGUGCCAGGUCCC TERUARGGGAL TEHARTGGETGLICACTA
A AT G ALY A AL T AL T AL L GAL AL G T RARGGGULGHT
PR ATOAGICEECATAACACDRAGAACAD COTGT AL CTGIAGATGAATA
SOOI E A GAC AT G T TAC TR T G AR GO ADURARD
A AL TR T ARCHUCACUALGUCAG T I LGS Al GLGGUC Aalxai A0

TERGIGACASTHETOCARCY!

Fig. 28G
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4.8 VH

N AGHT SO RGU TG U THGRARAGDGGUGGAGHAC TEETHCAGCOUTHGUGEUA
GUOTGACACTO T TOOOCOECUANUGRCTTCACU T TUAGTARN TAUGTUCA
TERCETCGETECOCCAGECCCU T ARGE LA TEUARTGGG TSRO ATIA
ToanCRR T U TOGGCAGC T ACRCCTRCTACCOCORCAGTO T ERALGOUCGGT
TR T AGCUGEEATAACAGUAAGRAT AT TETACCTECAEATESALA
G TGO CGAG RO ACCECCE TR TACTAC T CAGCCGRUCCALUGRGT
GERAGCC AT A TR G CACCAGOCRGTTCRC U TAC TGO CTAGHERCACTD
TEETGRCAGTOTOCREC &Y

4.8 3H

A AR RGP G TS GAARA GGG EANE A TEO TR CAGTUI TEGIGECA
A NGAGAC TE T T T GO G U AGCELO T T AT T T AGCARD TROGTCR
TERGCTGEETEUGCCAGGUCCT TEEIAAGFFAT TEGARTEGETEEICACTA
ToAGUARTTCAGECASCTACRCUTRCTRO OO IGRCRGOGTEARGEGUIGHT
TERCCATCAGCCOGGATAACAGDAAGAACATCCTGTATCTGCACATCAACA
GrOTOOGOLILGAGGRD ACCGULETGTACTACTGUAGDCGGUCTAGUGRGT
ARG ACTAC TACGOUANCARCUAGTTOG O TRACT GHGLOC AGLECACOCD

B AL T RS U PO T GAAAGDGGUGE AGH AL TEETHORGC O THGIGEUA
G TGAGAL TG T T OGO G AL SO TR C A T PO AGT AAT T ARG
TEAGETGERTGORC s A0UA
TrAGRCGROEGETG CRCCTARCTRCTCOGATAGUS TERAGERUCEGET

SR CCATUAGCCEECATARCACCRAGRACACCCTGTATCTGCAGATEAACA
GUCTGCSGUCUCAGLACACCSCCETOTACTACTGUAGCLGLUCTAGDGAET
R T R T AR G AL ARG AT IO O TRCTGHEGCT AT AL
THETEACAGTGTOCAGUY!

A ERGHTEOAGC TE U TGHARRGUGROGEAGEHC TRGTHIAGTOTHLRGRTA
AT GAAT TR T T e ANRC AR TT oA T I RGO AR TROGICHE
TSRGETGRGTGURCCAGGUCCITERURAGGG AT TELARTEGETRLIC A0
TrAGCAR TG TG AU T ACAL T T ACT RCCUCGACAGIG T GAAGGGOIGET
PoRCCATOAGOCGOCANAACACIRAGRACAT U PGTALCTECREGATHAATA
GUCTROEE P IC A FAC AU UG TR T ACTAU T U AL GEUCTADGLGART
CraRGC A LA TR GU U ACCAGUCAGT T OGO T AN GLEGEC ARRGUACCD

TEGICACATTHETICAZO Y

Fig. 28H
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4.4

LR34
W Lr

SN ACATUGTGO TEACUCAGAGUCCOGECAGCO TETUTGICAGDETEOECR
.-‘L CRGAGTERCOA TG ANCT G ARG ICRAGUAGUAGUGTGTOOTATATGIALT
AT A RS AR GG AC C RGO U AR CUGE TR ATUT ACGACACCA
ARG TELTCAGUGLUGTEUIUEICAGRTTTTOT G AGUGGLAGUGETA
CUREITACALGCOTEACTATCAGUARCC T GEAFEICCGALGACECIGEII ACTT
ACTRCTEOAGCAGT GG TOCAGUAGCCOOUTGACC T TTGGASCOGSGTRICR
ASCTOERAACTORNGE®

an

CTGALCE
ACARGAGTEACCATCACCTGY
GETRYCAGTAGRNICICGGIA
BORAGOTHGCCAGCESCGTGUICECLAGRTTTTOTCGIAGCEGLAGIGETA
CIACUIACRGOUTGATCATCREGTASUCT G IAGUCCGRGSRCECTEOCRCCT
ACTACTGUCAGCAGTONTOUASCAGUUCCOTGACCY TTEEAGUOGGRIACCA
ﬂqGTxﬁrhA.F-T" ARG

CRGEAGUCTGARCGLCARTETEEGNS
SRGCARCAGUATHTCCT ATATHCACT
AGCCCCRAGUEETEENTOTATERCACER

4.6 Vi SYEARCRTUGTGOPCACCCACARCOCCRGLAGCOTGRGIGUCALCNTEOG
.-‘!."'-"L{_-m.-w s CCRTOACCTGT ?-G"G"'C.A.h_.h(rf‘ﬁ-ﬁx GTGTCCT A”{*'Gi"}‘-(l
RETATUAGDRGARGTOT "?{""EG'I OO0 ARGIGETERATUTADGAI AU,
GUARGCEEROCABCERCHTGUCIEICAGATT T NG RIAGTGGUAGUGECA
CeRGUTARTAGUCTGEAD F‘.-T{al'-"- AGCCTEIAGUCCGAGEACGLLHICACCT
AR G AGC AL T e T RGCAGCOC OO T GACT T T GCAGCTGECATCR
AGTGRARATCARG S

e

B GRCAT T AGC IO AC CCREAGTCLCEHCAGCC TG TR CCCAGTSTIGOGES
ACAGAGTCACCAPGACCIGCACUECCRGCABCACLCTETOCTACATGUACT
GETATC AGORGRAGCOCOGIACORGCCOCARETGETEGATCTADGRACATCR
ARG TGO A A S TOON RO RT T T TOT AGTAGIGOOASOOGETA
COAGLTRGRGE "
BCTARCTGUCAGORGT GF‘E'G-MFJ“.AUCLE
AGTGEAAC TR 2"

Fig. 28l
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juln}

53,0 VH

AT T ARG TEGAGGAGT CAGGEGEAGHU T TAG TS ARGLU T HRRGEGT
O TeARACTOT OO T HCRGCUTOTGEATTUACT TTOACTAGUT ATGICA
TeTCT PEGOTDCCCURGAC TCCGOAGARGRGOUTCGAGTOGETOGCAACIA
TTAGTCATGETGO T AT ACACCTACTAT COAGRL AGTOTLAAGOGACEAT
T oACCATU T CAGRGA AR TOICAAGBACATCU TOTANCTECAAATEALTA
GO GAGETO TG A GCGRC RO CCATG TAT TACTCTCCALGRCAT OOTRETCT
ACTCTGET AR TRCCAGEGATACT T TGACTACTES
COOCARGRUACCACTOTCACAGTOTOOTOAS

3.9 i

A AR TG TGO TCACC AT UT T LAGL AATCA TGO T EUAT O T TAGHEGS
AGAAGGETCECTATGAGC TG AGEGUCAGCTOAGETGTARATTACATATACT
G A ARG RGARG TURGATGICTNCCOCARAUTATGHEATTT ATT T ACAT
AR C TG TCCTGLAGTICORGU TGO TT OAGT G AGTCOGTCTSGGR
ACTCIPAT DT TCACARATUAGCAGCATCCAGEUT GARGATEUTGOCACTT
AT TR T CC L ASC AT T T AC T AGT T L GTACACG T TOGLAGGLOLERLCA
ASTTGHEARRTRASRRY

3 GRGGTGCAGC TG CTGEAARG GRUGGARGRC TGR TGO ARG CTGGCEGNR
GUUTGRGRUTGTCT PGIGUCHTUAGUGECTTCACC T ICACCAGUTALGETA
TEAGUTEGEETHUGUCAGGUIOCTGHUARGRGAUTCERA TG RO THEUCHT &
ToAGE AL GHCEECA ST TR AT O TAD T AL GUCEAD AR G TGAARGGUOEGT
TCACCATOAGLCEGGACARCGLTARGARCACCU TR TACCTETAGATGARTA
o PECG G CERG AT ACCGUOETE TACTACT GO OO T ALRCACUCCATCT
ACRGCGECARC TACCAGSGCTACTICCACTACT GREUGCUACEGUATCOTES
TEACRGTOTOORGCS!

3.1 wH
3.1 VL

S G RCATCD RGO T AL CCAGAGL OO AT TTC U TCAGUGCC RGO GTORG0E
ACRGAGTEACCATC RCOTETC EGETCRGTAGLGCGUETEAANT RCCTHGOTT
AT ARG AGA RGO G AR IO ARG TR TGO AT T TO ROCE
d b T R R GA G GG GT GO AGURGA T T TCT GG AGUELUAGEGEUA
ACGAGTACRCOCTGACCATCAGTAGUCT GUAGLCUGEGGAC T TOGOCROCT
ATTACTGEUORGCAG TTIACCACLAGUOCCTRECACCYTOGOUC AGHGIACTA

APCTOGAARTURAL S

Fig. 28J
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oo

53,2 VH

S OAGT RO AGU TECTHGARAGUGGUGEASHAC TEETHCAGLUTHGRIGECA
GUOTGAGAT TTOCHCOGCUANCGRCTTOACC T IO RCCAGUT ALGUCA
TEARGCTCGOTOCCCURGOCUCUTHOCARGEMAL DCUARTOGE TEHOCACAR
TEASCCACOELGOCACC TACACCTRCTACCOCORCAGTO TRAAGEOUCEET
ToRCCRTUARCUGEEATARCEICEAGEATAT] ACCTGCAGATGERALA
T GG G CGRGCRC RCCCCCA TG TACTAC TOUCOCRGRCACCCCATCT
ARG CGU AR T ACCACGCUT AL T TCCACTAL TCGCGLCREEECARDOCT G
ToACAGTETOCAGL 2!

(#]

3.2 VL

GACE

TCAGGRGARGUCCEECAAGELCCCCARGU TETEHATCTRCTTRACTA

P ARG TEECCCCTGUCGTECICAGCAGATT T TCT G AGCHFGIAGUSGTR
ACGAGTACACCCTGACTATCAGRAGCUT GLAGCCCGAGGACT TOGOCARCT
AT RO TGO AGCAGT T ACCACUAGCOCCTATACC TTOGLCGGAGLIRLCA

AFUTOCAARTCRAGR!

L
nk
dap

WH

S GRGETACAGCTOGRAGARY

GUIGRGAUTOTCTIGIGRCT

CGLCEHARGM TR TGO AGTCTGGUEEUR
CAGUGGLUTTCACCT TOAUCAGTTALGCUA
GRGAAGIGHUTGERATOEHTFGUCRCAR

. L —
TTACCATOR LA BOARLCARCTC W AEATGARUA
GooPEOGUG T CERGEATACCGUCATETAC TACTGC RO AGGCACUCCATY
ACRGCGECARCTACCAGHOCT ACT TCCACTA T GHEUCTAGEGCATCACCS
TEACCOTOTLCTCTY!

E.I VL

O AT OO ARG TEAD O RGARGD OO AT T TRAGUGICAGOOTGER0E
AORGAGTEACCATC 2 TRCATOTACT
GETATORGTAGAM T CCCARGUTETEGATCTACTTCACGR
GoRACCTEGULCCTGHETG ARG AGATTTTCT GG RAGUELTAGRGETA
ACAGCTACRCCCTGACCAT CAGTAGLCT GUAGLCUGRGGACT TOGUCROCT
ACTEIORGCAGT T ACCACCAGUCOC TR CACC T TEGHUGEASGI AT
CTGGAARTORRG T

Fig. 28K
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3.4 VH

AT AG T MG TG GAR AL GRAGHAN TEETHCAGLUTHEIGENA
BT GAGA TG T T T RGO GO AN GO T ADC T T A TAGTTACGCTR
TR TGO TOC GO RGO T O ARG SAC TCGARTOGO TGO ETAR
A R G A TAC A TAC TAC O CGRL AT T OARGEGUOEET
TR A T A GEGA T AL A AL EAC A TR TADC TG AGATGSATA
BTG oCO L LGASGAC ACCEOCATOTACTAL TGLGUCAGRAL BCCOCATCT
A A G AR T A A EE L T AT T GAC TAL TR GO CACSECADCCTES
TSRCASTOTOCAGCE!

B GAGHRTEUAGC TGO TEGAAAGUGHECGERGEAT TR THRCAGLU TR GIGETA
SO RAL AT T T ARCGROT T AR T AU CAGT TAOCGO,

TERGUIERETOUGCTAGGUCLU THGU ARGEFAT TERAM TG TEHCUACAA
ToAGCCACGELGGCACC R ACRCUT R TACECCBAC AU TCARAGOGUCEET
T A CC AT A LG A A UG CAAGARCACCO TETATCTCCAGATEAALA
e e G G AR RO CATGTACTAC TRL GO ARG ACCCCATET
ACRGLGGUAACTRCCAGGGCTACTICGACTACTGELGLCAGEGIACTCTGS

TEASAGTETOOAGO !

S AL T AL PG THGARAGCELGUGHAGHAT PEETHECAGOOTEIGEDA
GUCTGAGACTL T T CLCCGCUAGCGRC TFICACU T TU RO CAGT T AL GUCE
T aRGCT GG TGO CAGHCCCU TGS CANGGGAL TELARTEGETRELCACAA
T A O RS GGG ACCT ACRCUTACT AL CCEGACARCGT GARGGHCOEGT
TR AT RGO GEEA T ARCGUCRAGRACATCO TETALCT GUAGGTEAALVA
R TG G L GRG RO RO LA TG TACTAC TGO AGRCACCOORTCT
ACRGLGEUARCTACCAGGOUT AT TCGACTACTGELGLCAGEGIRILCTRG

e e e e i et kN |
THACAGTETOORGC2

Fig. 28L
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SEQ ID Anticuer

WO

‘oo

Secuencia

331.4 VL

SN GACARTCORGT TCACOCAGASDCUTRGC TT OO TERGUGICAGOOTERECE
ACRGAGT GRCC A T AT IR CAGURAGOGHUSTGAATTATSTUTALT
GETATCAGCRGAMCOCOOCARESOCLCCARCCTETELATCTACTTOACCA
GUARCCTEGULCCTGRCOTEUICASCAGRT T TTOT GHEAGUCETAGUGETA
d A A T N A T AT A A U T UA U AL G A T AT
ACTRCICCCANCACTTCACCACUAGCCOCTRCANC T TCOGUECAGGTATCE
AGUTGGMATCRAGR?

5 GACATCCANC TEACCOAGAEUCUCASC T OO TEASCGUT ABTETEGENS
ACARGARTEACCATCADO TG POGREICAGCARCHEOATHAACT ACATIGECT
GETRPCAGTAGA N COOGGEAARGOOCUCAAGCTGT OO RO ATTICACTR
AR TG CTeRC TG U CARGLAGRTT T ICT GGl AGOEHLAGLGEA
ACGRGTRCRCOCTCATCATCRGUAGCCT GUAGUCIGRGGACT I COOCRCCT
AT AT GO EGCAG T T ACCACCAGCUC O TACAUCT TR GEOGEAGECACCA
AZCTGERARTOREGD!

3.8 VL

5 GACATLCAGE TOACCCAGAECE COAGE TTCL TOAGE GCUAG CHTOG00G
ARG ACCA T AR TR IO AGCAG AR TG AAD T ATATOTRIT
BETATCAGURGARGTCCEEUARGEUCCCCARGUTETERATCT RUTTTALCA
GoACCC TGl C I GeCOTHOC AANCAGATT T LCT Gl AGUGE L ADUGEUR
R AT AL A TGACT AT CAGUAGCCT GUAGUCCGAGGACT T OGCCACCT
ATTRCTTGUCAGCAGT TCRCCAGUAGC LU TAC AT T TG GRGEGCATER

REITGEARATCRAGS!

£3.7 Vi

3T GRCATLOAGOTGACCORGAGICOCAGO T CCTRAGLGUCAGTRTRGG0E
A RGA T AL CATC AT TG IO e CC ARG AGUGLUC TR RACTACATCTALT
GETATCRGTAGARAGCOCGGLRAGG OO ARG TETEGATCTATTTCATCR
GoARCC TGO RACC T GRCOTOLCCAGCRG AT T T TCT GG AGLIGGEAGEGETA
ACGAGTRORCCCTGACCATCRGUAGCCT GUALCCCGRGGACT I CGOCRCAT
ACTACTGUCRGCAGT TUACCAGUAGCCO U TACACCT TUGGOGHAGGUACUA
AZCTGOAARTIRM D!

3

Fig. 28M
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SEQ ID Anticuer
po

HO

Secuencia

B3.8 WL

B A T R G S R I B G A A T T TEAGOGUCAGDETERECS
ATAGAGTGRCCATCACCTETCESGUCAGCAGLGECETGRANTACATCTRCT
GETATCAGCRGARGCISCGCAAGSECCCCARCO TG TESATCTAC TTCACS
GoAACCTOGCC T TEECOTECOCANCAGAT T TTCTEUCAGCGGTAGTGETA
A AGT AL AL OO TEACATCAGUAGUCT GUAGICCGALGAUT TSI ACLT
ACTACTGCCAGCAGTTCACCAGCASCOCOTACACC I TCGGCGGAGGTACCA
ASCTGGARATCARGS!

S GACATCCAGC TGALCUAGA GAGCRECAL
DG T AL A PO AT G PO ARG AL CAG OGO TEANLT TETRCT
G RGO AR A GO U A ARGGOC U CARGU TG TG N TATTICACOR
A A T G T G G G TGO T AGC B AT T T OT GEIAGCSGTAGIGGOS
ACGAGY SRS T GACC AT RO ASCCTGTAGUCCORGSACTTCOCCRECT
A TG CEGCAOT T ACULAGCASC OO TACRCCTTOOECCAAGCCACCA
ATCTGHAARTUARGS"

TETEEGETE

Fig. 28N
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SEQ ID

Anticuer

Lplnl

Secuencia

2.0

Vi

N ARGTGARGU TEGARGAGTCOGGUCO TEAGETEC THCECCCTHEIET ST
CUGTOARGRTOAGUTHCAAGEGUAGUGECTACACT T IO RCNGATT ALGUCA
LR T CGATGRARCAGAGUCACSUCARGAGCL DEGAATOGATIGOOETG
ToanCACCTACARCGUC ARCARCUARGTACANCCAGARGTTCARAGEOTAMNGS
CACCRTEALCGTERATRRGAGCAR COGCCTACATGEAAUTEGCUD
U T ER OO R GRCCGRC AGCGCCATCTACTAC TLCCOC DL T TOOTRRGCS

TR e T A T TG AT TG TG GG RAGUTCECACC RCCCTCACCE TS TC TAGS
L}

LT
o is

&t ToG ACCORAGAGIICOGUUATCOPGETOTGUOCCITI O TGRS
AGARGGTGRCTATGA CATGTACT
GETATCAGCRGARETCIGECAGUASUCOCARGUCCTGEATCT AUGLURICTA
GLARGL TGO AGLGEUGTRUIRG TGO TT TRGUGHCAGCGOUTOTEGCR
CORGUPACAGCCTGAC AT CAGLTOG T CERAGUCGAGGARCGTGOCCACCT
ACTARCTGOCAGCAGTGETCLACUERAGLCCUTGACC T TOGGAGUCEGCRLICR
AGUTOEAACTERAGR!

22.1

S CRGETGRARC TGETGIAGT CTGHCGI REAMM IGARGRAM CTAGOGICR
FUGIGRAGGTOTOCT I AAGGUCAGUGEUTACACCT T ANCGACTTALGCUA
GRATOGATUGGUTGE!

[rim i BA AGAG
CTARCATGA s TAGRCAS( SCALCARCCIGE AEaUA
G PG GEAGCERGCATACCEUCGTETACTACTECOUCEGTICUTGAGLT
TSCHGTACT TEGACS TG TOGEECAAGGECACCACCSTEACOSTGTCTAGES
L]

al.i

Vi

SYCRCATOORGOTS RGO AT T TEARGOGC O RGO CTEEE0E
PCRGAGRTER fi TGTLES CRGORGE CTROCCT

GETATCRGTAGRAGCUCAGIRAGGIC VETRGT i SBLGE
AR T OAGARC GGG TGO CCAGUAGA TICAGLGGUAGCELUTOTREUA
COGAGTRCRCOCTGACCATCAGTAGLCTGUAGCCUGRGGACT TOGOCADET
ATTACTEICRGCAGTEHCCAGIEAGCCCOTGACC T THGOOGCAGEIACTA

ARGTOGAARTUAALD "

Fig. 280
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EEQ ID

Anticuer

po

Secuencilia

82.

-y

i

YH

N OAGGTSARAC TEETSCAGT CIGGUGUC ARG TERAGARRCCTEGIGCUA
GUATOAAGTATICTOC AAGEEUALGUGECTACACC TTOACCHACT ALGUCE
TR TCGOTECOCCASOCCCCTLOCCAGAGAC TCUARTOGATOGOUGETGA
ToAGCACCTACARCGLC ARCACCARGTACAACCAGARM TTCCAGGOUAGAS
AR CRTGATCOTEGAT AAGAGOGUUBECATCGCC TADATGERATTRAGTUA
U GG AL GRGCAC ACCGCCATCTACTAC T CCCLOCGET TCOTGRGUT
TG T R T T AT CTC TGO GAGD NGO CACC RCCCTCACCO TETOTAGCS
L}

S RACATC OGO TG ACCCAGAGUCICAGT TN TERGUAOCALDGTIEGETG
ATARGAGTGECCA T AN TG T GEGUCAGCAGU AR GTGATCTATATGTACT
GETATAGUAGARGTCIGECAAGGUICCTARGUCC T FHATCT AUGLI AL
GrARGLTGGCUCAGLGLOGTEULCAGCAGATT TTOT GO AGCHFOTAGCEGLR
CoGAGTAUACCCTOACCAT CAGRAGCUICCAGCUCGAGGACT TOGCCACOT
ACTRCTGCCASCAGTLGTOCACLGRGLCCOTOACC TTOGGAGCCEGERLICR
AGHTECARATCRAAGS!

5.

el

~F

Wh

3 CAGGTGRAAC TG GRAGASUGHUOCTEAM TGARGS G CAGHUECR
UG RAGGTOTOCPE I AAGELUAGUGETUTACACCT T ASCEATTALGOUA
TECACTORCTOCGUCAGHONUCTGOOCRGRGIUTHEARAATGOATOGLUGTER
TrAGCACTTACARCERIAACATDAAGT AUARCTAGRART TCC AGEGUAGAR
AL AT G R CG T EGRCARGRETGUCAGCACTGR TRCATERARCTGAGET
Go TGO ACCERGEATACCGUCATCTACTECTGOONCEGT TOCUTEAGL
P CSGT AT IO GATCTETOGCCARTCECCAC CACCETERCUGTGTO TGS

G R A T CCRG T G A RGR GUC AR TTOCTGAGFIGUCAGTUC TR0
AERGAGTEACCATCACDTGTUEGELCRGTAGUAGUETHATOT RCATGTACT
GETRTCAGTAGRAGCCCGGUARGIGICOUCRAGCIU TG AT T AT GUCAT AR
oA TGO CAGC GG TG T GUGLAT T TRGLGLRUTETE AT AGRGECA
CUAGCTACRCOCIGACCRPIAGICOGUT ARG IUGAGGADT TOGOCACCT
AlTACTEIORGCAGTESTOCAGURAGDC DI TEACTT T IGERE D A0S
ARETHEEAARTIRAGTY

Fig. 28P
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