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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-ILT7
Campo técnico
La presente invencion se relaciona con el uso de un anticuerpo que se une al ILT7 humano.

Arte anterior

El interferon o (IFNa: de aqui en adelante, “interferon” se abrevia como IFN) e interferon  (IFNB) se conocen como IFN tipo
1 el cual posee actividad antiviral o actividad antitumoral. Por otra parte, se reveldé también que el IFNa se relaciona con
enfermedades autoinmunitarias. Por ejemplo, se reportd la produccién anormal de IFNa en pacientes con las siguientes
enfermedades autoinmunitarias. También se sugiri6 que los sintomas de las enfermedades autoinmunitarias pueden
reducirse por la neutralizaciéon del IFNa.

Lupus eritematoso sistémico (Shiozawa y otros, Arthr. & Rheum. 35, 412, 1992)
Reumatismo crénico (Hopkins y otros, Clin. Exp. Immunol. 73, 88, 1988)

Se reportaron casos en los que los sintomas de las enfermedades autoinmunitarias se han manifestado o empeorado por la
administracion de IFNa2 o IFN recombinante (Wada y otros, Am. J. Gastroenterol. 90, 136, 1995; Perez y otros, Am. J.
Hematol. 49, 365, 1995; Wilson LE y otros, Semin Arthritis. Rheum. 32, 163-173, 2002.).

Mas aun, se reveld también que el IFNa induce la diferenciacion de las células dendriticas. La célula dendritica es ademas
una célula presentadora de antigeno. Por lo tanto, se considera que la induccion de la diferenciacion de las células
dendriticas consiste de un mecanismo importante en las enfermedades autoinmunitarias. Se sugirié que existe una profunda
asociacion entre la induccién de la diferenciacion de las células dendriticas del IFNa y la aparicion del lupus eritematoso
sistémico (Blanco y otros, Science, 16:294, 1540-1543, 2001). Asi, se ha sefialado que el IFNa esta estrechamente
relacionado con la actividad antitumoral asi como con enfermedades autoinmunitarias. Adicionalmente, el IFNa esta
profundamente involucrado en la aparicién de la soriasis (Nestle FO y otros, J. Exp. Med. 202, 135-143, 2005).

Las células productoras de interferon (IPC) se identificaron como las células que producen IFN tipo 1 en grandes cantidades
asociado con la infeccion viral. Pocas IPC se presentan en la sangre. Se considera que los linfocitos de sangre periférica
justifican el 1% o menos de las IPC. Sin embargo,

Las IPC tienen una capacidad muy alta para producir IFN. La capacidad de las IPC para producir IFN alcanza, por ejemplo,
3000 pg/ml/104 células. O sea, se puede decir que la mayor parte del IFNo o IFNB en la sangre, que se produce en la
infeccion viral, es el resultado de las IPC, aunque haya pocas células.

Por otra parte, las IPC son células dendriticas linfoides no diferenciadas que se consideran como células precursoras de
células dendriticas. Las IPC pueden referirse como células dendriticas plasmocitoides. Las IPC se diferencian en células
dendriticas por la estimulacion del virus e inducen la produccion de IFNy o IL-10 por las células T. Las IPC se diferencian
ademas en células dendriticas por la estimulacién de IL-3. Las células dendriticas diferenciadas por estimulaciéon de IL-3
inducen la produccién de la citocina Th2 (IL-4, IL-5, y IL-10) por las células T. Asi, las IPC tienen propiedades que les
pemite diferenciarse en distintas células dendriticas por diferente estimulacion.

En consecuencia, las IPC tienen dos perfiles: células que producen IFN y células precursoras de células dendriticas. Ambas
células desempefian una importante funcién en el sistema inmune. En otras palabras, la IPC es una de las células
importantes que soportan el sistema inmune en varios aspectos.

Documento no patente 1: Shiozawa y otros, Arthr. & Rheum. 35, 412, 1992

Documento no patente 2: Hopkins y otros, Clin. Exp. Immunol. 73, 88, 1988

Documento no patente 3: Wada y otros, Am. J. Gastroenterol. 90, 136, 1995

Documento no patente 4: Parez y otros, Am. J. Hematol. 49, 365, 1995
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Documento no patente 8: Nakajima H. y otros, J. Immunology 162: 5-8. 1999
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Documento de patente 1: WO03/12061 (Solicitud de patente de Estados Unidos publicada nim. 2003-148316)
Descripcion de la invencién

[Problemas a resolver por la invencion]

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un anticuerpo monoclonal que se une a un ILT7 humano, no se une a
ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e ILT3 humano y suprime la produccion de interferon-o. (IFNa) a partir de células
que expresan el ILT7 o un fragmento que comprende su region de unién a antigeno, para su uso en terapia.

[Medios para resolver los problemas]

Para regular la actividad de un factor humoral tal como IFN, es eficaz a administracion de anticuerpos que reconocen el
factor. Por ejemplo, se han realizado intentos de tratar enfermedades autoinmunitarias por anticuerpos contra la interleucina
(IL)-1 o IL-4 (Guler y otros, Arthritis Rheum., 44. S307, 2001). Ademas, se asumié que los anticuerpos neutralizantes pueden
servir como agentes terapéuticos de enfermedades autoinmunitarias como con el interferon (Stewart, TA. Cytokine Growth
Factor Rev. 14; 139-154, 2003). Puede predecirse que el mismo enfoque que el descrito anteriormente es eficaz en el IFN
producido por las IPC. Sin embargo, tal enfoque se basa en la inhibicion del efecto del factor humoral después de la
produccion del factor. Si la produccion del factor humoral deseado puede ser directamente controlado, pueden alcanzarse
sustancialmente mas efectos terapéuticos. Los anticuerpos, que reconocen la IPC humana, han sido reportados. Por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal anti-BDCA-2 es el anticuerpo monoclonal IPC-especifico humano (Dzionek A. y otros J.
Immunol. 165: 6037-6046, 2000). Se encontr6 que el anticuerpo monoclonal anti-BDCA-2 es eficaz para inhibir la produccién
de IFN por las IPC humanas (J. Exp. Med. 194: 1823-1834, 2001.). Adicionalmente, se reporté ademas que los anticuerpos
monoclonales, que reconocen las células productoras de interferén en ratones, inhiben la produccién de interferén (Blood
2004 junio 1; 103/11: 4201-4206. Epub Diciembre 2003). Se reporté que el numero reducido de células dendriticas se debio
a los anticuerpos monoclonales contra las células dendriticas plasmocitoides en ratones (J. Immunol. 2003, 171: 6466-
6477).

Ilgualmente, si se proporcionan los anticuerpos que reconocen las IPC humanas y pueden regular la actividad, seria util. Por
ejemplo, los presentes inventores ya habian demostrado que un anticuerpo, que reconoce Ly49Q, se une especificamente a
las IPC de raton. Sin embargo, el anticuerpo contra Ly49Q no interfirié con la actividad de las IPC del ratén (Blood, 1 abril
2005, Vol. 105, num. 7, y péags. 2787-2792.; W0O2004/13325). Por otra parte, ILT7 se conoce como una molécula cuya
expresion especifica es vista en células dendriticas plasmocitoides (Ju XS y otros y Gene. 28 de abril de 2004; 331: 159-64.;
WO03/12061). Sin embargo, se obtuvo ninguno de los anticuerpos contra el ILT7. Por lo tanto, los efectos de los anticuerpos
en las IPC son también desconocidos.

El ILT7 es una proteina de la membrana que contiene un motivo similar a la inmunoglobulina. Se reporté como una de las
moléculas expresadas en las células del sistema mieloide o el sistema linfatico (Colonna M y otros, Seminars in Immunology
12:121-127, 2000.). Una pluralidad de moléculas con estructuras analogas al ILT7 se refiere como la familia ILT La familia
ILT es ademas estructuralmente similar a los receptores inhibidores de las células asesinas (KIR). ILT7 presenta cuatro
dominios tipo C similares a la inmunoglobulina al igual que otras moléculas de la familia ILT. Se consideré que ILT7 envia
las sefiales de activacion dentro de la célula al igual que ILT1, proteina tipo ILT1, ILT8, y LIR6a. Se confirmé que una
molécula que pertenece a la familia de la ILT se expresa en células del sistema del hemocito (Young y otros,
Immunogenetics 53: 270-278, 2001; “The KIR Gene Cluster. “Carrington, Mary y Norman, Paul. Bethesda (MD): National
Library of Medicine (Estados Unidos), NCBI; 2003).

Después, se detect6 una alta expresion de ILT7 en las células dendriticas plasmocitoides (PDC) y una expresion inferior de
ILT7 se detectd en las células dendriticas derivadas de monocito (MDDC) por hibridacién sustractiva. ILT2 e ILT3 se
expresaron no solamente en PDC sino también en DC obtenidas de células positivas para MDDC o CD34. Sin embargo,
como el ARNm en ILT7 se expresé especificamente en PDC, se encontré que el ARNm pudiera servir como un marcador de
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PDC. Ademas, se encontré que en ese momento, la expresion de ILT7 se redujo por estimulacién de CpG (Ju XS y otros
Gene. 28 de abril de 2004; 331: 159-64.; WO03/12061).

Los presentes inventores confirmaron que se facilitd la expresion especifica de ILT7 en IPC a través del estudio en la IPC
humana. Entonces, los presentes inventores intentaron producir anticuerpos de ILT7 y elucidar los efectos. Por ejemplo, las
moléculas que constituyen las familias ILT tales como ILT2 e ILT3 tienen alta conservacion, particularmente en secuencias
de aminoacido de dominios extracelulares (La Figura 9). Estas familias ILT exhiben perfiles de expresién caracteristicos en
varias células sanguineas, respectivamente. Por lo tanto, es un tema muy importante obtener un anticuerpo que pueda
distinguirse inmunoldgicamente entre otras moléculas de la familia ILT e ILT7. Sin embargo, de hecho, fue dificil producir un
anticuerpo que se una especificamente a las IPC humanas usando ILT7 como un inmunégeno debido a los obstaculos
descritos mas abajo.

Generalmente, una proteina producida por tecnologia de recombinacion de genes se usa como inmundgeno para obtener
un anticuerpo que reconoce una cantidad traza de proteinas derivadas de los organismos vivos. Los presentes inventores
trataron de expresar el ILT7 humano sobre la base de la informacién de una secuencia base de ADNc de ILT7 humano, la
cual ya se habia encontrado, y la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia base (Acceso al Banco de Genes
Num. NM_012276). Sin embargo, los presentes inventores no pudieron producir el ILT7 humano como un recombinante bajo
condiciones normales. La secuencia parcial de aminoacidos de la proteina natural frecuentemente trata de usarse como un
inmunoégeno para obtener un anticuerpo de la proteina. Sin embargo, existen pocas secuencias de aminoacidos especificas
al ILT7 humano en proteinas ya que la homologia a las secuencias de aminoacidos es extremadamente alta en la familia
ILT. Adicionalmente, es necesario seleccionar la regidon formada por la porcién que se reconoce por los anticuerpos como un
epitopo en la superficie de las células con el objetivo de permitir a los anticuerpos reconocer las moléculas en la superficie
de las células. Por lo tanto, se ha considerado que la formacion de un anticuerpo que es especifico a ILT7 usando un
fragmento de la secuencia de aminoacidos como inmunégeno no es realista.

Los presentes inventores mostraron que un anticuerpo, que se une a las IPC, puede obtenerse usando un inmundégeno
especial bajo tales condiciones. Ademas, los presentes inventores encontraron que el anticuerpo asi obtenido reconocio
especificamente las IPC humanas y ademas tuvo un efecto de regulacion de la actividad y asi un éxito en completar la
presente invencion. Esto es, la presente invencion se relaciona con el uso del siguiente anticuerpo anti-ILT7 ..

[Efectos de la invencion]

Los presentes inventores han proporcionado un inmunégeno util para producir un anticuerpo que reconoce el ILT7 humano y
un método de produccién del anticuerpo ILT7 anti-humano usando el inmundégeno. El ILT7 es una proteina de la membrana
que pertenece a la familia de ILT. Particularmente, la secuencia de aminoacidos de la region extracelular esta altamente
conservada entre las familias del ILT. Por lo tanto, es extremadamente dificil producir un anticuerpo que se distinga entre las
familias de ILT por los métodos generales de inmunizacion. Los presentes inventores mostraron que el anticuerpo, que
reconoce el ILT7 humano, pueden obtenerse facilmente usando células animales en las cuales ILT7 se coexpresa con la
proteina de la membrana celular. El anticuerpo anti-ILT7, que puede obtenerse por los métodos divulgados en la presente,
tiene una alta especificidad que distingue las células que expresan otras familias del ILT de aquellas que expresan las IPC
humanas.

El anticuerpo anti-ILT7 humano divulgado en la presente se une a las IPC humanas. Adicionalmente, el anticuerpo divulgado
en la presente reconoce especificamente las IPC humanas. Por lo tanto, es util para detectar y aislar las IPC. IPC es una
célula que produce la mayoria del interferén tipo 1. Por lo tanto, la deteccion y aislamiento son importantes en el diagndstico
y estudio de enfermedades que involucran IPC tales como las enfermedades autoinmunitarias. Particularmente, de acuerdo
con los hallazgos de los presentes inventores, la expresion de ILT7 en las IPC no se reduce bajo la presencia de IFNo. La
expresion de IFNa es frecuentemente facilitada en pacientes con enfermedades autoinmunitarias. Esto significa que el
anticuerpo anti-ILT7 divulgado en la presente puede usarse para la deteccion y aislamiento de las IPC como los pacientes
con enfermedades autoinmunitarias en los cuales se facilita la expresién del IFNao.

El anticuerpo anti-ILT7 proporcionado por los métodos divulgados en la presente tiene un efecto que regula la actividad de
las IPC humanas en una modalidad preferida. Por lo tanto, el/los anticuerpo(s) anti-ILT7 divulgado(s) en la presente puede
usarse para inhibir la actividad de las IPC. Como se describié anteriormente, la expresion de ILT7 en las IPC no se reduce
bajo la presencia de IFNa. Por lo tanto, si se usa la inhibicion de la actividad de las IPC por el/los anticuerpo(s) divulgado(s)
en al presente, se puede esperar un efecto terapéutico en los pacientes con enfermedades autoinmunitarias en las que se
facilita la expresién de IFNa.

Escasas IPC producen una gran cantidad de IFN. Los anticuerpos como muchas moléculas de IFN son necesarios para la
neutralizacion de IFN. Sin embargo, la produccién de la activacion celular se inhibe directamente en la presente invencion.
Como resultado, puede esperarse un fuerte efecto inhibidor sobre IFN, ain cuando se usan cantidades mas pequefias de
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anticuerpos en comparacion con la neutralizacién por anticuempos anti-IFN. Ademas, en el caso donde continuamente se
produce IFN, se predice que la neutralizacion por los anticuerpos contra IFN es una inhibicion transitoria. En la presente
invencion, ya que se inhibe la actividad de las IPC, puede esperarse el efecto inhibidor de la produccion de IFN durante un
largo periodo de tiempo.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1a es una fotografia en la que se examina la expresion de ARNm del gen ILT7 por el método de RT-PCR. Es un
resultado de la expresion del ARNm del gen ILT7 analizado en inmunocitos humanos.

La Figura 1b es un diagrama en el que se compara y examina la expresion de ARNm del gen ILT7 en varias células y tejidos
humanos usando el método de PCR cuantitativa. El eje horizontal muestra las células y tejidos examinados y el eje vertical
muestra el nivel de expresion de ILT7, que se normaliza de acuerdo con el nivel de expresion del gen GAPDH.

La Figura 2 es un diagrama que muestra las estructuras de la proteina ILT7, donde la Figura 2(a) muestra una secuencia de
aminoécidos de la proteina ILT7 y muestra ademas la secuencia sefial de secrecion estimada y el dominio transmembrana
en el dibujo, y la Figura 2 (b) muestra un diagrama esquematico de las proteinas ILT7 que son codificadas por los vectores
de expresién construidos.

La Figura 3 es un diagrama que muestra un resultado en el que se introdujeron el vector de expresion de ILT7 y vector de
expresion de FcRy en las células y se examind por FCM la expresién en la superficie celular de las moléculas ILT7. El eje
horizontal muestra la intensidad de fluorescencia detectada en el anticuerpo anti-FLAG, es decir, la intensidad de la
expresion en la superficie celular de moléculas ILT7 a las que se adjuntd la etiqueta FLAG y el eje vertical muestra el
numero de células.

La Figura 4 muestra las fotografias en las que se introdujeron vector de expresion de ILT7 y el vector de expresién-FcRy en
las células y se analiz6 la asociacion de las moléculas por inmunoprecipitacion e inmunoelectrotransferencia. Los diagramas
del lado izquierdo muestran los resultados que la molécula ILT7 se transfirid con anticuerpo anti-FLAG después de
inmunoprecipitar la molécula Fry con el anticuerpo anti-myc (la figura de arriba) y la molécula FcRy se transfiri6 con el
anticuerpo anti-myc (la figura mas abajo). Igualmente, los diagramas del lado derecho muestran los resultados que la
molécula ILT7 se transfirié con el anticuerpo anti-FLAG después de inmunoprecipitar la molécula FcRy con anticuerpo anti-
FLAG (arriba) y la molécula FcRy se transfirié con el anticuerpo anti-myc (mas abajo).

La Figura 5 es una fotografia en la que se examind la glicosilacion de la molécula ILT7 por la introduccion del vector de
expresion de ILT7 y el vector de expresion de FcRy en la célula y el tratamiento con N-glicosidasa. El lado izquierdo de la
fotografia muestra el tamafio de ILT7 en el caso donde ILT7 no se traté con N-glicosidasa y el lado derecho de la fotografia
muestra el tamafio de ILT7 en el caso donde se realiz6 el tratamiento con N-glicosidasa.

La Figura 6a es un diagrama en el que se examiné mediante el analisis FCM la sensibilidad del anticuerpo monoclonal anti-
ILT7 producido. (a) Muestra un resultado de que la unién del anticuerpo anti-ILT7 a la fraccion IPC de BDCA-2 positivo se
analizé usando linfocitos humanos de sangre periférica y la tincion doble con el anticuerpo anti-ILT7 y anticuerpo anti-BDCA-
2. El eje vertical muestra la sensibilidad al anticuerpo BDCA-2 y el eje horizontal muestra la sensibilidad a cada uno de los
anticuerpos anti-ILT7 producidos.

La Figura 6b es un diagrama en el que se examind la sensibilidad de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos por
analisis FCM. (b) muestra un resultado en el que se examind la unién del anticuerpo anti-ILT7 a la molécula ILT7 usando las
células 293T en las que se introdujeron los vectores de expresion de ILT7 y FcRy. El eje vertical muestra la sensibilidad del
anticuerpo anti-FLAG, a saber, la intensidad de la expresion de moléculas de ILT7 a la que se adjunto la etiqueta FLAG y el
eje horizontal muestra la sensibilidad de los anticuerpos anti-ILT7 respectivos.

La Figura 7 es un diagrama en el que se examind la sensibilidad de dos clones a linfocitos humanos de sangre periférica por
analisis FCM entre los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos. Los tres graficos de la izquierda muestran los
resultados de #11 y los tres graficos en la derecha muestran los resultados de #17. En los diagramas del lado izquierdo,
cada eje con la marca de ILT7 muestra la sensibilidad de ILT7#11. Igualmente, en los diagramas del lado derecho, cada eje
con la marca de ILT7 muestra la sensibilidad de ILT7#17.

La Figura 8 es un resultado en el que la actividad de union de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos ILT7#11 e
ILT7#17 a los linfocitos humanos se comparé y examin6 con la de los anticuerpos anti-BDCA-2 de anticuerpos. El eje
vertical muestra la sensibilidad del anticuerpo anti-CD123 y el eje horizontal muestra la sensibilidad de cada anticuerpo. Esto
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es, cada anticuerpo se une a una porcién de células CD123 positivas. Es un diagrama que muestra los resultados en los
que se analizo la sensibilidad cuando las células de linfocitos se estimularon por dos tipos de CpGs e IFNa.

La Figura 9a es un diagrama que muestra las secuencias de aminoacidos de la familia de moléculas con una alta homologia
a las moléculas ILT7. Cada secuencia de aminoacidos de la region extracelular se muestra principalmente como un
alineamiento; la Figura 9b es una continuacion de la Figura 9a, y la Figura 9c es una continuacién de la Figura 9b.

La Figura 10 es un resultado en el que se examind la sensibilidad de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos
ILT7#11 e ILT7#17 a las moléculas ILT1, ILT2 e ILT3 usando las células en las que se introdujeron sus vectores de
expresion. El diagrama superior muestra los resultados donde se reafirmo la sensibilidad a las células en las que las
moléculas ILT7 con una etiqueta FLAG se coexpresaron con FcRy. El diagrama inferior muestra los resultados de la
sensibilidad a las células en las que se introdujeron ILT1, ILT2, ILT3 y FcRy (diagrama de la izquierda: ILT7#11, diagrama de
la derecha: ILT7#17). El eje horizontal muestra la sensibilidad de cada anticuerpo anti-ILT7.

La Figura 11 es un diagrama que muestra el efecto de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos ILT7#11 e
ILT7#17 sobre la capacidad interferogénica de los linfocitos humanos. En el diagrama, el eje horizontal muestra la
concentracién de IFNa en un sobrenadante de cultivo cuando los linfocitos humanos se estimularon con el virus de la
influenza y el eje vertical muestra los anticuerpos tratados. El término “sin infecciones” indica los resultados de las células
que no se estimularon con el virus de la influenza.

La Figura 12 es un diagrama que muestra la actividad CDC de los Anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos ILT7#37,
ILT7#28, e ILT7#33. Aun cuando se usaron los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 obtenidos de cualquier hibridoma, se
exhibié 80% o mas de la actividad CDC en la concentracion de anticuerpo de 0.1 pg/ml o mas. En el caso de los anticuerpos
distintos al anticuerpo monoclonal anti-ILT7, no se observé actividad CDC de las células objetivo.

La Figura 13 es un diagrama que muestra la internalizacion a las células objetivo de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7
producidos ILT7#17, ILT7#26, ILT7#37, ILT7#28, e ILT7#33.

La intensidad de fluorescencia de la APC es un indicador de la cantidad del complejo inmune ILT7-anticuerpo anti-ILT7 que
se presento en la superficie de las células antes de la incubacion y se detecta independientemente de si el complejo inmune
ILT7-anti-anticuerpo ILT7 esta presente en la superficie de la célula objetivo o se incorpora en la célula después de la
incubacioén. Por otra parte, la intensidad de fluorescencia de FITC es un indicador de la cantidad del complejo inmune de
ILT7-anticuerpo anti-ILT7 que permanece en la superficie de las células después de la incubacion. Esto es, la intensidad de
la fluorescencia de FITC se disminuye por la internalizacion.

Se reportd que el ILT7 humano (transcrito-7 similar a la inmunoglobulina) es una molécula que se expresa especificamente
en células dendriticas plasmocitoides (Gene. 28 de abril 2004; 331:1 59-64.; WO03/12061). Alternativamente, se conoce
ademas que el ILT7 humano puede usarse como un indicador predictivo para el pronéstico del linfoma (W02005/24043). Sin
embargo, no se ha establecido un método para producir un anticuerpo capaz de reconocer el ILT7 humano.

El ILT7 humano consiste de 499 residuos de aminoacido como se muestra en la sec. con num. de ident.: 2 y es una proteina
transmembrana tipo 1 que comprende cuatro dominios similares a la inmunoglobulina en la estructura y una regién
transmembrana (445-466; de 429 a 450 en la sec. con num. de ident.: 2). Entre los 444 residuos de aminoacido que incluyen
N-terminal, 16 residuos de aminoacido (de -15 a -1, en la sec. con num. de ident.: 2) son secuencias sefal y 17 de los 444
residuos de aminoacido (de 1 a 428, en sec. con num. de ident.: 2) constituyen un dominio extracelular. Por otra parte, la
region C-terminal es un dominio intracelular. La mayor parte de las porciones del ILT7 humano son dominios extracelulares
y 33 residuos de aminodacido constituyen un dominio intracelular (de 467 a 499; de 451 a 483, en la sec. con num. de
ident.:2). No se prevé que un motivo, que se involucra en la sefializacion, esté presente en un dominio intracelular. Una
secuencia de aminoacidos de longitud completa del ILT7 humano se muestra en la sec. con num. de ident.:2 y una
secuencia base de ADNc que codifica la secuencia de aminoacidos se muestra en la sec. con nim. de ident.:1. En este
documento, las regiones de codificacion del péptido maduro (72)..(1520), que se muestran en la sec. con num. de ident.:1,
no incluyen los codones de terminacion e iniciacion. Esto es, las secuencias de codificacion de la proteina que incluyen los
codones de terminacion e iniciacion en la sec. con nim. de ident.:1 se encuentran de 24 a 1523.

Se considera que la sefial de ligando se transmite a las células por la asociacion del ILT7 humano con una molécula de
transduccion de sefal. Por ejemplo, la mayoria de las cadenas-y del receptor Fc estdn presentes en las células.
Adicionalmente, el dominio intracelular contiene un motivo de activacién inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) que se
involucra en la sefalizacién. ITAM es una porcién de la secuencia de aminoacidos, que se observa cominmente en
moléculas adaptadoras que se asocian con los inmunorreceptores, tales como receptores de Fc. Un motivo tal como YxxL
(sec. con num. de ident.:76), que es un objetivo de la fosforilacion de la tirosina, se incluye en ITAM y la sefial se transmite
por la fosforilacion. Ejemplos conocidos de la molécula de transduccion de sefiales, que incluye ITAM en un dominio
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intracelular, incluyen CD3¢ y DAP12 ademas de la cadena-y del receptor Fc. Entre estas moléculas de transduccion de
sefiales, la molécula asociada con el ILT7 humano se prevé que sea la cadena-y del receptor Fc. Actualmente, no se ha
encontrado un ligando, que se una a un ILT7 humano.

Los presentes inventores mediante analisis de expresion de genes confirmaron que ILT7 se expresé especificamente en las
IPC humanas. Los presentes inventores consideraron que seria Util en el estudio de las IPC si se puede obtener un
anticuerpo capaz de distinguir inmunolégicamente el ILT7 humano de otras moléculas. Sin embargo, muchas moléculas con
estructuras similares existen en la familia ILT incluyendo ILT7. Las moléculas tales como ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT6,
o LIR-8 incluyen las secuencias de aminoéacido altamente homélogas, particularmente en sus dominios extracelulares. Por lo
tanto, los presentes inventores consideraron que era dificil obtener un anticuerpo capaz de distinguir entre estas moléculas
usando como inmundégeno un péptido de dominio que comprende una secuencia parcial de aminoacidos que constituye un
dominio extracelular. Después, los presentes inventores trataron de producir un anticuerpo contra el ILT7 humano utilizando
las células que expresan el ILT7 humano como inmunégeno.

Sin embargo, el uso de vectores de expresion generales no causé la expresion de ADNc de ILT7 humano en las células
animales. Se reportd que la molécula ILT1 tiene una estructura muy similar a ILT7 asociada con la cadena-y del receptor de
Fc. Esto es, cuando se usaron como células huésped las células en las que se expreso la cadena-y del receptor Fc tal como
células RBL (leucemia basdfila de rata) y células P815 (mastocitoma de raton), se observo la expresion de ILT1 en la
superficie celular. Sin embargo, no se observo la expresion en la superficie celular si ILT1 se forzé a ser expresado en las
células 293 en las que la cadena-y del receptor Fc no se expreso originalmente. Por otra parte, se mostré que la expresion
de LT1 en la superficie celular se puede confirmar cuando ILT1 se coexpreso con la cadena-y del receptor Fc (Nakajima H. y
otros, J. Immunology 162:5-8. 1999). Sin embargo, no existe informacién sobre un inmunégeno para producir anticuerpos
contra ILT7.

Por ejemplo, en el informe, las células RBL en las que se introduce el gen ILT1 se usan como inmundgenos para producir
anticuerpos contra ILT1. Los presentes inventores trataron de producir anticuerpos contra ILT7 usando la combinacion de
células RBL con el gen ILT7 de la misma manera como se describié. Sin embargo, aun cuando ILT7 se forzé a ser
expresado en las células RBL (P815), no se observo la expresion de ILT7 en la superficie celular, y por lo tanto no se puede
usar como un inmunégeno.

Los presentes inventores llevaron a cabo investigaciones dedicadas a obtener el anticuerpo capaz de reconocer el ILT7
humano. Como resultado, los presentes inventores encontraron que el anticuerpo deseado puede producirse mediante el
uso de una célula especifica transformada como un inmundégeno y completarse la presente invencion. Esto es, lo que se
divulga en la presente se relaciona con un anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7 humano, y se
relaciona con un fragmento que comprende su region de union al antigeno.

El ILT7 humano puede definirse como una molécula natural que se expresa en las IPC humanas o una molécula que es
inmunoldgicamente equivalente a ILT7 que se expresa en las IPC humanas. En la presente invencion, puede confirmarse la
unién de anticuerpos al ILT7 humano, por ejemplo, como sigue.

- Confirmacion basada en la sensibilidad a las células humanas:

De acuerdo con los descubrimientos de los presentes inventores, se observo la expresion especifica del ILT7 humano en las
IPC humanas. Originalmente, el ILT7 humano se aisl6 como un gen cuya expresién se observa en las células dendriticas
plasmocitoides (Blood. 2002 100; 3295-3303, Gene. 28 de abril 2004; 331:159-64.). Adicionalmente, es conocido también
que puede usarse como un marcador de células dendriticas plasmocitoides (WO03/12061) Se asume que las células
dendriticas plasmocitoides y las IPC son poblaciones de células principalmente idénticas o sus porciones grandes son
comunes. Por lo tanto, no existe contradiccion entre estos reportes y los descubrimientos de los presentes inventores.

Teniendo en cuenta tal perfil de expresién del ILT7 humano, primero, la actividad de unién de las IPC o células dendriticas
plasmocitoides al menos a un cierto subconjunto es una de las caracteristicas importantes del anticuerpo que se une a ILT
humana en la presente invenciéon. Los marcadores de la superficie celular especificos a las poblaciones de células
respectivas se pueden usar para determinar si una cierta célula es IPC o células dendriticas plasmocitoide. Por ejemplo, la
union a las células deseadas se puede confirmar por la tincion doble con el anticuerpo que se une unos marcadores de
superficie celular y el anticuerpo cuya actividad de unién se debe chequear. Esto es, las IPC en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, las células que expresan BDCAZ2.

- Confirmacion basada en la sensibilidad de las células transformadas que expresan el gen ILT7 humano:

Los presentes inventores encontraron que se reconstruyé una caracteristica inmunologica de ILT7 expresado en las IPC
humanas cuando se llevd a cabo la expresion del gen ILT7 humano bajo una condicién especifica. Por lo tanto, la
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sensibilidad al ILT7 humano puede confirmarse ademas basado en la sensibilidad de los anticuerpos a las células en las
que se introduce artificialmente un gen que codifica ILT7. Es decir, la presente invencién se relaciona con un anticuerpo
monoclonal que incluye la secuencia de aminoacidos que constituye un dominio extracelular como el dominio extracelular y
se une a una molécula coexpresada con la molécula de transduccion de sefial o se relaciona con un fragmento que
comprende su regién de unién al antigeno. En este documento, el dominio extracelular esta formado por una secuencia de
aminoacidos que se corresponde con la posicidon 17 a 444 de la secuencia de aminoacidos N-terminal que se muestra en la
sec. con num. de ident.:2 (de 1 a 428 en la sec. con num. de ident.:2).

Por ejemplo, la caracteristica inmunoldgica de ILT7 expresado en las IPC humanos se mantiene en las células co-
transfectadas con un vector de expresion que comprende un ADN que codifica el ILT7 humano y un vector de expresion que
comprende un ADN que codifica la molécula de transduccion de sefales. Por lo tanto, una célula transformada, que
coexpresa el ILT7 humano y la molécula de transduccion de sefales, es preferible para confirmar la afinidad de union de
anticuerpos al dominio extracelular del ILT7 humano en la presente invencion. Se desea usar una célula, que como los
controles no se transforma, cuando la sensibilidad de anticuerpos se confirma usando la célula transformada. Mas aun, es
importante confirmar también que la unién de anticuerpos no se detecta usando la misma célula huésped que expresa solo
la molécula de transduccion de sefial como control.

Como se divulga en la presente, una molécula, que induce la expresion del ILT7 humano en la superficie celular, puede
usarse como la molécula de transduccion de sefiales para la coexpresion. La molécula de transduccién de sefiales puede
definirse ademas como una molécula que puede impartir la caracteristica inmunoldgica del ILT7 humano natural al menos al
dominio extracelular de la molécula ILT7 en una célula que expresa ILT7. Como se usa en la presente, el término
“caracteristica inmunolégica” del ILT7 humano natural significa el reconocimiento por un anticuempo que se une a unas IPC
humanas.

Especificamente, es preferible usar la cadena-y del receptor Fc o DAP12 como una molécula de transduccion de sefiales.
En la presente divulgacién, la cadena-y del receptor Fc es particularmente preferible como molécula de transduccion de
sefiales. La cadena-y del receptor Fc es una molécula que consiste en secuencias de aminoacidos que se muestran en la
sec. con num. de ident.:16. La molécula de transduccion de sefiales puede ser un fragmento tan largo como el ILT7 humano
que se coexpresa y se localiza en la superficie celular. Tan largo como el ILT7 humano que se coexpresa y se localiza en la
superficie celular, la mutacion o adicién de la secuencia de aminoacidos se permiten en las secuencias de aminoacidos que
se muestran en la sec. con num. de ident.:16. Esto es, los métodos divulgados en la presente son para producir las células
que producen un anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7 humano, que comprende las siguientes
etapas de:

(1) administrar una célula que expresa exdbgenamente una proteina que comprende el dominio extracelular del ILT7
humano y una molécula que comprende las secuencias de aminoacido descritas en la sec. con num. de ident.:16
para animales inmunes; y

(2) seleccionar una célula productora de anticuerpo que produce el anticuerpo que se une al ILT7 humano a partir
de las células productoras de anticuerpo de los animales inmunes.

Posteriormente, es preferible usar como anticuerpo que une al ILT7 humano en la presente invencién, un anticuerpo en el
que no se observa el cruzamiento con las poblaciones de células que son conocidas por expresar familias de ILT distintas a
ILT7. Especificamente, es preferible usar como el anticuerpo que se une al ILT7 humano en la presente invencion, un
anticuerpo en el que no puede observarse la union a las poblaciones celulares que son conocidas por expresar familias de
ILT distintas a ILT7 bajo la misma condicién que la condicion en la que se confirmé la union a las IPC. Como ya se describio,
por ejemplo, ILT2 e ILT3 se expresan no solo en PDC, sino también DC obtenidas de MDDC o células CD34 positivas
(Gene. 28 de abril 2004; 331: 159-64.). Por otra parte, la expresion de ILT7 no puede detectarse debido a la diferenciacion
de las IPC en las células dendriticas. Por lo tanto, el anticuerpo no puede detectar la unién a las DC obtenidas de MDDC o
células CD34 positivas bajo la condicion en la que se puede confirmar la unién a las IPC se incluye en el anticuerpo que se
une a un ILT 7 humano en la presente invencion.

Los siguientes patrones de expresion referentes a otras moléculas de la familia ILT se reportaron (“The KIR Gene Cluster”
Carrington, Mary y Norman, Paul. Bethesda (MD): National Library of Medicine (Estados Unidos), NCBI; 2003, Gene. 28 de
abril 2004; 331: 159-64.). Por lo tanto, un anticuerpo que se une a las IPC humanas o las PDC y cuya union a las siguientes
células no puede confirmarse esta incluido en un anticuerpo que tiene especificidad a ILT7:

ILT1; células de linaje mieloide (monocitos, DC derivadas de monocitos, macréfagos);

ILT2; PDCs, células B, células CD34 positivas, DC derivadas de células CD34 positivas, y DCs derivadas de monocitos;
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ILT3; PDCy DC;
ILT5; monocitos, DC derivadas de células CD34 positivas, y DC derivadas de monocitos; y
ILT8; células de linaje de monocitos.

Esto es, el anticuerpo monoclonal, que se une al dominio extracelular del ILT7 humano para su uso en la presente invencion
preferentemente, incluye un anticuerpo monoclonal que tiene las siguientes caracteristicas inmunoldgicas:

a) el anticuerpo monoclonal se une a las IPC humanas; y

b) la unién del anticuerpo monoclonal a una o mas células seleccionadas del grupo que consiste de monocitos,
macrofagos, células B, células CD34 positivas, y células dendriticas derivadas de estas células no se puede
confirmar bajo la condicién de unién, a las IPC humanas. Como el anticuerpo monoclonal de la presente invencién,
es preferible usar un anticuerpo en el que no se pueden confirmar la unién a monocitos, macréfagos, células B,
células CD34 positivas, y células dendriticas derivadas de estas células bajo la condicion de unién, a las IPC
humanas.

Alternativamente, el anticuerpo monoclonal, que se une al dominio extracelular del ILT7 humano para su uso en la presente
invencion, preferentemente incluye un anticuerpo monoclonal que tiene las siguientes caracteristicas inmunolégicas:

c) el anticuerpo monoclonal se une a la célula transformada que se co-transfecta con un vector de expresion que
porta expresivamente el ADN que codifica el ILT7 humano y un vector de expresion que porta expresivamente el
ADN que codifica la molécula de transduccion de sefiales;

d) la unién a la célula huésped previo a la transformacién no puede confirmarse bajo la condicién de unién a las
células co-transfectadas como descrito en c); o

el anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencién incluye un anticuerpo monoclonal que tiene las siguientes
caracteristicas inmunolégicas:

e) la unién a la célula huésped que sbélo expresa la molécula de transduccion de sefiales no puede confirmarse bajo
la condicién de unién a las células co-transfectadas como se describié en c).

En la presente divulgacion, puede confirmarse el hecho de que el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 no intersecta con la
familia de otras moléculas de ILT usando células en las que se forzé a expresarse cada familia ILT. Esto es, para la
expresion forzada, el ADNc que codifica cada familia de secuencias de aminoacidos de ILT se introduce en una célula
huésped adecuada. El anticuerpo monoclonal anti-ILT7 cuyo cruzamiento se debe confirmar se hace contactar con la célula
transformada obtenida. Después, puede confirmarse que si no se observa la unién del anticuerpo a la célula, que expresa
las moléculas de la familia ILT distintas a ILT7, el anticuerpo es capaz de distinguir inmunolégicamente entre ILT7 y otras
moléculas de la familia ILT. Por ejemplo, en los ejemplos descritos mas abajo, se confirma el hecho de que el anticuerpo
monoclonal anti-ILT7 obtenido por los métodos divulgados en la presente invencion no se intersecta con ILT1, ILT2, e ILT3.
Por lo tanto, un ejemplo preferido del anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencion es el anticuerpo
monoclonal que une a ILT7 en el que no puede detectarse la union a ILT1, ILT2, e ILT3 bajo la misma condicion.

Particularmente, ILT2 e ILT3 son genes cuya expresion en las IPC se ha confirmado (Ju y otros Gene 331, 159-164, 2004).
Sin embargo, estas moléculas pueden mostrar perfiles de expresion Unicos para cada tipo de célula en dependencia de los
niveles de diferenciacién respectivos en las IPC o condiciones tales como la estimulacién con virus u otras citocinas. El uso
de un anticuerpo, que es capaz de distinguir inmunolégicamente estas moléculas de la familia ILT de ILT7, permite detectar
especificamente los cambios en la expresion de ILT7.

La unién de un anticuerpo monoclonal cuya actividad de uniéon se debe confirmar con varios tipos de células se puede
confirmar basado en, por ejemplo, el principio de la citometria de flujo. Para confirmar la sensibilidad de los anticuerpos
basado en el principio de la citometria de flujo, es ventajoso marcar los anticuerpos con molécula o grupo atémico que
produce una sefal detectable con antelacién. Generalmente, los marcadores fluorescentes o luminiscentes se usan. El
clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) se puede usar para analizar la unién de los anticuerpos marcados
con fluorescencia a las células basado en el principio de la citometria de flujo. El uso de FACS permite confirmar de manera
eficiente la unién de una pluralidad de anticuerpos a una pluralidad de células.

Especificamente, por ejemplo, el anticuerpo A el cual se encontré anteriormente que es capaz de identificar las IPC y el
anticuerpo B cuyas caracteristicas de unién a las IPC se deben analizar, se hacen reaccionar con poblaciones celulares que
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comprenden las IPC al mismo tiempo. El anticuerpo A y anticuerpo B se marcaron con una sefial de fluorescencia que se
distingue mutuamente por estos anticuerpos con antelacion. En el caso donde se detectan ambas sefales de las mismas
poblaciones de células, se puede confirmar la unién de los anticuerpos a las mismas poblaciones de células. En otras
palabras, se encontré que los anticuerpos A como B tienen similares caracteristicas de union. En el caso donde se unen a
poblaciones de células diferentes, esta claro que ambos anticuerpos tienen caracteristicas de union distintas.

Un ejemplo preferido del anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencidon puede incluir un anticuerpo
monoclonal que se produce por el hibridoma ILT7#11 o ILT7#17. El hibridoma ILT7#11 y el hibridoma ILT7#17 se
depositaron en el National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, Organismo internacional depositario de
patentes bajo los numeros de acceso FERM BP-10704 y FERM BP-10705 el 21 de octubre de 2005.

El contenido del depositario especificado es como sigue:

(a) Denominacion y domicilio de la entidad depositaria: National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, Direccion del Organismo internacional depositario de patentes: AIST Tsukuba Central 6, 1-1-1,
Higashi, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japén (codigo zip 305-8566)

(b) Fecha de depésito: 21 de octubre de 2005
(c) Numero de Acceso: FERM BP-10704 (hibridoma ILT7#11)
(c) Numero de Acceso: FERM BP-10705 (hibridoma ILT7#17)

El anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencion puede ser un fragmento que comprende su region de unién
al antigeno. Por ejemplo, un fragmento de anticuempo que comprende la regién de union al antigeno que se obtiene por
digestion enzimatica de 1IgG puede usarse como el anticuerpo en la presente invencion. Especificamente, los fragmentos de
anticuerpo tales como Fab y F(ab'), pueden obtenerse por digestion con papaina o pepsina. Es bien conocido que estos
fragmentos de anticuerpos se pueden usar como moléculas de anticuerpo que tienen afinidad por los anticuerpos.
Alternativamente, los anticuerpos construidos por recombinacion genética pueden usarse también mientras que la actividad
de union al antigeno se mantiene satisfactoria. Los ejemplos de anticuerpos construidos por recombinacién genética
incluyen los anticuerpos quiméricos, anticuerpos CDR-trasplantados, Fvs de cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos
lineales y anticuerpos poliespecificos formados de fragmentos de anticuerpos. Es de conocimiento comun que estos
anticuerpos se pueden administrar usando anticuerpos monoclonales o células productoras de anticuerpos que se las
células que producen los anticuerpos.

El anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencién se puede obtener usando una célula transformada especifica
como un inmunégeno. Esto es, lo divulgado en la presente es un método para producir las células que producen un
anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7 humano, que comprende las siguientes etapas de:

(1) administrar una célula que expresa una proteina exdgena que comprende el dominio extracelular del ILT7
humano y una molécula exégena que se asocia con el ILT7 humano para animales inmunes; y

(2) seleccionar una célula productora de anticuerpo que produce el anticuerpo que se une al ILT7 humano a partir
de las células productoras de anticuerpo de los animales inmunes.

Las células productoras de anticuerpos asi obtenida o las células productoras de anticuerpos inmortalizados se cultivan y los
anticuerpos monoclonales deseados pueden recuperarse a partir de los cultivos. Con referencia al método para inmortalizar
las células productoras de anticuempos, se conocen varios métodos.

En el método para producir el anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencion, los ejemplos idéneos de la
molécula, que se asocia con el ILT7 humano para producir una célula transformada que se usa como un inmundégeno,
incluye las proteinas de membrana celular. Entre ellas, una molécula de transduccion de sefales, que se localiza en las
membranas celulares, se prefiere usar como una proteina de membrana celular. El término “molécula de transduccién de
sefiales” significa una molécula que se asocia con las proteinas y las células que tienen estructuras receptoras en el dominio
extracelular y transmite la estimulacion de unir ligandos a receptores en las células. Los ejemplos de la molécula de
transduccion de sefiales incluyen la cadena-y del receptor Fc, DAP12, o similares. Por ejemplo, la cadena-y del receptor Fc
se prefiere usar como una proteina de membrana celular. Las secuencias de aminoacidos del DAP12 humano y cadena-y
del receptor Fc asi como una secuencia base de ADNc, que codifica las secuencias, son publicamente conocidas. Una
secuencia base de la cadena-y del receptor Fc humano y una secuencia de aminoacidos que se codifica por la secuencia
base se muestran en las sec. con nums. de ident.:15 y 16, respectivamente.
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Como se divulga en la presente, una célula transformada que se usa como un inmundgeno puede obtenerse preparando,
por ejemplo, una célula que porta expresivamente los siguientes (a) y (b):

(a) un polinuclestido exégeno que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio extracelular
del ILT7 humano; y

(b) un polinucledtido exégeno que codifica la cadena-y del receptor Fc.

Como se divulga en la presente, un polinucleétido exdégeno significa un polinucleétido que se introduce artificialmente en una
célula huésped. Cuando las células humanas se usan como células, los genes humanos se introducen en las células
humanas. En tal combinacién, un polinucleétido artificialmente introducido significa el polinucledtido exégeno. Por lo tanto, la
expresién ectépica del ILT7 humano o cadena-y del receptor Fc humano se incluye en la expresion del polinucleétido
exogeno.

Como se utiliza en la presente, el término “dominio extracelular del ILT7 humano” significa la secuencia de aminoacidos
desde la posicidon 17 a 444 de la secuencia de aminoacidos descrita en la sec. con num. de ident.:2 que se corresponde con
el dominio extracelular de la secuencia de aminoéacidos (de 1 a 428 en la sec. con num. de ident.:2). Como una secuencia
de aminoacidos que comprende el dominio extracelular de ILT7 humano, se prefiere usar la secuencia de aminoacidos que
incluye cada region, por ejemplo, comenzando a partir del N terminal, en el siguiente orden:

[secuencia sefial + dominio extracelular + dominio transmembrana + region intracelular]

Alternativamente, una secuencia de aminoacidos, que carece parcialmente de una regién intracelular que se describe mas
abajo, se incluye en la secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular del ILT7 humano.

[Secuencia sefial + dominio extracelular + dominio transmembrana + una porcion de la region intracelular]

Ademas, una estructura, que carece de una region intracelular como se menciona mas abajo, se incluye en la secuencia de
aminoacidos que comprende el dominio extracelular del ILT7 humano.

[Secuencia sefial + dominio extracelular + dominio transmembranal]

En la estructura, las regiones distintas al dominio extracelular pueden ser secuencias de aminoacidos que se seleccionan a
partir de la secuencia de aminoacidos que se muestra en la sec. con nium. de ident.:2, o se puede combinar con otras
secuencias de aminoacidos que tienen homologia con las regiones. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos que forma
una secuencia sefial, un dominio transmembrana, y una region intracelular puede ser una secuencia de aminoacidos de la
familia de moléculas de ILT distinta a ILT7. O, se puede combinar con la secuencia de aminoacidos de la familia ILT en
especies distintas al humano. Mas aun, la secuencia de aminoacidos, que constituye regiones distintas al dominio
extracelular, puede incluir una mutacién en el intervalo capaz de mantener la funcion de cada region. Alternativamente, otras
regiones pueden intervenir entre cada regiéon. Por ejemplo, una etiqueta de epitopo tal como FLAG se puede insertar
ademas entre la secuencia sefal y el dominio extracelular. Particularmente, la secuencia sefial se elimina mediante el
proceso durante su transferencia a la superficie de la membrana celular después que se traduce en proteina. Por lo tanto, la
secuencia de aminoacidos arbitraria, que induce el transito de la proteina traducida a la membrana celular, puede usarse
como la secuencia sefial. Mas especificamente, se prefiere usar la secuencia de aminoacidos (sec. con num. de ident.:2) del
ILT7 humano como la secuencia de aminoacidos que comprende el dominio extracelular del ILT7 humano.

Por lo tanto, en la presente divulgacion, una secuencia base arbitraria que codifica la secuencia de aminoacidos que forma
la estructura mencionada anteriormente [secuencia sefial + dominio extracelular + dominio transmembrana + regidon
intracelular] puede usarse como el polinucleétido que constituye el polinucledtido exdgeno descrito en (a). Por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.:2 se codifica por la secuencia base descrita en la sec. con nim. de
ident.:1.

En la presente divulgacion, un vector de expresiéon que porta expresivamente los polinucleétidos mencionados anteriormente
(a) y (b) se pueden introducir a una célula huésped adecuada para obtener una célula transformada que se usa como un
inmunoégeno. Los polinucledtidos (a) y (b) pueden portarse en un vector o vectores diferentes. Cuando cada polinucleétido
se porta en diferentes vectores, las células huéspedes se co-transfectan con dos tipos de vectores.

Los ejemplos preferidos de la célula huésped en la presente divulgacion incluyen las células de mamifero. Los ejemplos
especificos de la célula huésped incluyen las células derivadas de humanos, monos, ratones o ratas. Particularmente, las
células derivadas de los humanos se prefieren como células huéspedes Por ejemplo, se prefiere usar las células 293T
derivadas de humanos como la célula huésped en la presente divulgacion. Las células 293T se pueden obtener como ATCC
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CRL-11268. Adicionalmente, las células derivadas de animales inmunes se pueden usar ademas como células huéspedes.
Cuando se usan las células derivadas de animales inmunes como inmunégenos, se administra poca respuesta inmunoldgica
a las células huéspedes. Por esa razén, un anticuerpo contra el dominio extracelular de ILT7 expresado de forma exégena
se puede obtener de manera eficiente. Por lo tanto, por ejemplo, cuando se usan ratones como animales inmunes, las
células derivadas de ratones se pueden usar ademas como células huéspedes.

Los polinucleétidos mencionados anteriormente pueden transformarse en células que los portan en un vector capaz de
inducir la expresion en las células huéspedes. Los vectores disponibles en el comercio, que pueden inducir la expresién en
las células de mamifero, se pueden usar. Los vectores de expresién tales como vector pCMV-Script(R), vector PSG5
(fabricado por Stratagene), pcDNA3.1 (fabricado por Invitrogen) se pueden usar para la presente divulgacion.

Las células transformadas asi obtenidas se administran a los animales inmunes junto con componentes adicionales tal como
adyuvantes, si es necesario. Los ejemplos idoneos del adyuvante incluyen el adyuvante completo de Freund, y similares. En
el caso de usar ratones como animales inmunes, las células transformadas se pueden administrar en el intervalo de 10* a
10° células, mas especificamente 10* a 10° células. Generalmente, multiples dosis de inmundégeno se administran a
intervalos regulares hasta que el titulo del anticuerpo se eleva. Por ejemplo, en el caso de una inmunizacién a corto plazo,
se administran las células transformadas en intervalos de 2 a 4 dias, mas especificamente, a intervalos de 3 dias. Después
de administrar dos o tres veces, las células productoras de anticuerpos pueden recuperarse. Alternativamente, se
administran una vez por semana y las células productoras de anticuerpo se pueden recuperar después de administrar cinco
0 seis veces.

En la presente divulgacién, las células productoras de anticuerpos recuperadas se clonan para proporcionar anticuerpos
monoclonales. Se prefiere que las células productoras de anticuerpos se inmortalicen para la clonacion. Por ejemplo, el
método de fusion celular como se tipifica por el método de hibridoma o transformacioén por el virus de Epstein-Barr (EBV) se
puede usar como el método de inmortalizacién de las células productoras de anticuerpos.

En cuanto a las células productoras de anticuerpos, una célula produce un tipo de anticuerpo. Por lo tanto, el
establecimiento de poblaciones de células derivadas de una célula (es decir, la clonacion) permite producir anticuerpos
monoclonales. El método de hibridoma involucra el proceso en el que las células productoras de anticuerpos se fusionan
con una linea celular adecuada, que se inmortalizd y sometid después a la clonacion. Las células productoras de
anticuerpos inmortalizados pueden clonarse mediante una técnica tal como el método de dilucion limitante. Se conoce que
existen grandes cantidades de lineas celulares utiles para el método de hibridoma. Estas lineas celulares son excelentes en
la eficiencia de la inmortalizacion de las células linfociticas y tienen varios marcadores genéticos que son necesarios para
seleccionar las células fusionadas con éxito. Mas aun, cuando se pretende la produccién de las células productoras de
anticuerpos, puede usarse también una linea celular que carece de la capacidad de producir anticuerpos.

Por ejemplo, mielomas de raton P3x63Ag8.653 (ATCC CRL-1580) y P3x63Ag8U.1 (ATCCCRL-1597) se usan ampliamente
como lineas celulares utiles para el método de fusion celular en ratones o ratas. Generalmente, se produce un hibridoma por
la fusion de células homogéneas, mientras que un anticuerpo monoclonal puede obtenerse también a partir de una especie
diferente entre las especies estrechamente relacionadas.

Los protocolos especificos de la fusién celular se han conocido publicamente. Esto es, las células productoras de
anticuerpos de los animales inmunes se mezclan con parejas de fusion adecuadas para realizar la fusiéon celular. Los
ejemplos idéneos de células productoras de anticuerpos incluyen células de bazo, células de linfocitos recogidas a partir de
los ganglios linfaticos, y células B de sangre periférica. Como socios de fusion, varias lineas de células descritas
anteriormente pueden usarse. El método de polietilenglicol y eléctrica pueden usarse para la fusion celular.

A continuacion, sobre la base de los marcadores selectivos de las células fusionadas, se seleccionan las células fusionadas
con éxito. Por ejemplo, cuando se usa la linea celular sensible a HAT para la fusion celular, las células fusionadas con éxito
se seleccionan mediante la seleccidon de las células que crecen en medio con HAT. Mas aun, se confirmé que los
anticuerpos producidos por las células seleccionadas tienen la sensibilidad deseada.

Cada hibridoma se tamiza basado en la sensibilidad de los anticuerpos. Esto es, el hibridoma productor de anticuerpos que
se une al ILT7 humano se tamiza por el método como se describié anteriormente. Preferentemente, cuando se subclona el
hibridoma seleccionado y después se confirma finalmente la produccion del anticuerpo deseado, el anticuerpo confirmado
se selecciona como un hibridoma productor de anticuerpo monoclonal de la presente divulgacion.

Especificamente, el hibridoma deseado puede seleccionarse sobre la base de la sensibilidad a las células humanas o la
sensibilidad de la célula transformada que expresa el gen ILT7 humano. Los anticuerpos, que se unen a las células, se
pueden detectar basados en el principio del inmunoensayo. Por ejemplo, el ELISA, que usa las células como antigenos,
puede utilizarse para la deteccion del anticuerpo deseado. Especificamente, se prepara un sobrenadante de cultivo de
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hibridoma para contactar con un soporte en el que la IPC humana o la célula transformada se usan como un inmundégeno.
En el caso donde el sobrenadante de cultivo incluye el anticuerpo deseado, el anticuerpo se captura en la célula
inmovilizada sobre el soporte Después, la fase sélida se separa del sobrenadante de cultivo, que se lava, si es necesario.
Después de eso, el anticuerpo capturado en la fase sélida puede detectarse. Un anticuerpo, que reconoce un anticuerpo, se
puede usar para la deteccion de anticuerpos. Por ejemplo, un anticuerpo de ratén se puede detectar por un anticuerpo anti-
inmunoglobulina de ratén. La deteccion es facil si el anticuerpo, que reconoce un anticuerpo, se marca. Los ejemplos
idoneos del marcaje incluyen enzimas, colorantes fluorescentes, colorantes luminiscentes, y similares.

Por otra parte, las particulas y una pared interior de una placa de microtitulacion se pueden usar como el soporte sobre el
que se inmovilizan las células. Las células se pueden inmovilizar en particulas fabricadas con plastico o la superficie de un
recipiente por adsorcién fisica. Los ejemplos idoneos del soporte para la inmovilizacion de células incluyen perlas de
poliestireno y recipientes de reaccion.

En la seleccion de hibridomas, se puede predecir la produccién del anticuerpo no contra ILT7 sino contra la célula huésped
de la célula transformada usada como un inmunégeno. Por ejemplo, como se ilustra en los Ejemplos, en el caso donde se
usa una célula humana como un inmunégeno y un ratén se usa como un animal inmune, la célula humana se reconoce
como una sustancia extrafia. Asi, la produccién de un anticuerpo, que se une a la sustancia extrafia, se predice. En la
presente divulgacion, se pretende obtener un anticuerpo capaz de reconocer el ILT7 humano. Por lo tanto, no es necesario
obtener un anticuerpo que reconozca los antigenos de células humanas distintos a ILT7 humano. Para eliminar los
hibridomas, que producen un anticuerpo de este tipo en el tamizaje, anticuerpos no deseados, se pueden absorber antes de
la confirmacion de la sensibilidad del anticuerpo.

Los anticuerpos no deseados se pueden absorber por un antigeno al que se une un anticuerpo que se presume existe.
Especificamente, por ejemplo, un anticuerpo contra antigenos de células humanas distintas al ILT7 humano puede
absorberse por una célula que no puede detectar la expresion del ILT7 humano. En la presente divulgacion, se prefiere usar
la célula huésped usada para el inmunégeno como antigeno para absorber los anticuerpos no deseados. Alternativamente,
una célula huésped que no expresa el dominio extracelular del ILT7 humano, pero expresa la molécula que se asocia con
ILT7 puede usarse como antigeno para absorber los anticuerpos.

En cuanto al anticuempo monoclonal cuya actividad de unién al antigeno se confirma, su actual efecto sobre la actividad IPC
se confirma, si es necesario. El efecto sobre la IPC puede confirmarse por métodos tales como los métodos descritos mas
abajo.

En cuanto al anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencion, un hibridoma que produce el anticuerpo
monoclonal se cultiva y el anticuerpo monoclonal de la presente invencidon se recupera del cultivo resultante. El hibridoma
puede cultivarse in vitro o in vivo. En el caso de ensayos in vitro, el hibridoma puede cultivarse usando un medio de cultivo
conocido, tal como RPMI 1640. La inmunoglobulina secretada por el hibridoma se acumula en el sobrenadante del cultivo.
Por lo tanto, el anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencién puede obtenerse recogiendo el sobrenadante
del cultivo y purificando, si es necesario. Es mas facil purificar la inmunoglobulina cuando no se afiade suero al medio de
cultivo. Sin embargo, con el propésito de la mas rapida proliferacion del hibridoma y facilidad de produccién de anticuemos,
10% de suero fetal bovino puede afiadirse también al medio de cultivo.

El hibridoma puede ademas cultivarse in vivo. Especificamente, el cultivo intraperitoneal del hibridoma puede prepararse
inoculando el hibridoma en la cavidad abdominal de los ratones desnudos. Los anticuerpos monoclonales se acumulan en
las ascitis. Por lo tanto, si la ascitis se obtiene y purifica segin se necesite, se puede producir el anticuerpo monoclonal
deseado. Los anticuerpos monoclonales obtenidos pueden ser adecuadamente modificados o procesados de acuerdo con el
uso previsto.

El anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencion se puede expresar mediante la obtencién del ADNc que
codifica la regién de union al antigeno del anticuerpo a partir del hibridoma e inserciéon en un vector de expresion adecuado.
Se conoce la técnica, en la cual se obtiene el ADNc que codifica una region variable de anticuerpo y después se expresa en
una célula huésped adecuada. Adicionalmente, se conoce ademas el método en el que un anticuempo quimérico se prepara
ligando una region variable que comprende la region de unién al antigeno en una region constante.

Los ejemplos preferidos del anticuerpo monoclonal para su uso en la presente invencién incluyen los anticuerpos
monoclonales producidos por el hibridoma #11 (numero de acceso: FERM.BP-10704), hibridoma #17 (numero de acceso:
FERM BP-10705), o hibridoma #37. Las secuencias de aminoacidos que constituyen las regiones variables de estos
anticuerpos monoclonales, asi como secuencias base del ADNc que codifican éstos se describen mas abajo. Por lo tanto,
por ejemplo, los anticuerpos quiméricos que se obtienen mediante la conjugacion de estas regiones variables con las
regiones constantes de otras inmunoglobulinas son preferidos en la presente divulgacién. En las secuencias de aminoacidos
descritas en la Lista de Secuencias, la secuencia de aminoacidos de 1 a C terminal constituye una proteina madura. Esto
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es, la secuencia de aminoacidos consecutivos de 1 a C terminal para cada secuencia de aminoacidos es una secuencia
madura de cada secuencia de aminoacidos. Por otra parte, la secuencia de aminoacidos representada por un valor
numeérico del N terminal a -1 es una secuencia senal.

Region variable de cadena pesada Region variable de cadena ligera
#11 Sec. con num. ident.: 38 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 40 (secuencia base)

Sec. con num. ident.: 39 (secuencia de aminoacidos) Sec. con num. ident.: 41 (secuencia de aminoacidos)
#17 Sec. con num. ident.: 42 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 44 (secuencia base)

Sec. con num. ident.: 43 (secuencia de aminoacidos) Sec. con num. ident.: 45 (secuencia de aminoacidos)
#37 Sec. con num. ident.: 46 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 48 (secuencia base)

Sec. con num. ident.: 47 (secuencia sefial) Sec. con num. ident.: 49 (secuencia de aminoacidos)

Por ejemplo, un anticuerpo quimérico de ratén (region variable)-humano (regidn constante) se puede preparar ligando estos
genes de region variable en una region constante de cadena pesada de IgG1 humana y un gen que codifica la region
constante de cadena ligera kappa de Ig humana, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de tal anticuerpo
quimérico y secuencias base que codifican los mismos se describen respectivamente mas abajo. Los anticuerpos
quiméricos especificados por estas secuencias muestran la construccidon de una modalidad preferida de anticuerpo
monoclonal anti-ILT7 para su uso en la presente invencion. En las siguientes secuencias de aminoacidos de anticuerpos
quiméricos, la secuencia de aminoacido de N terminal N a -1 corresponde con la secuencia sefial y la secuencia de
aminoacido de 1 a C terminal se corresponde con la proteina madura. Esto es, un anticuerpo quimérico que incluye de
cadenas ligeras y pesadas, que consisten en la secuencia de aminoacidos de 1 a C terminal para cada secuencia de
aminoacidos, es preferido en la presente invencion.

Cadena pesada Cadena ligera
#11 Sec. con num. ident.: 50 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 52 (secuencia base)

Sec. con num. ident.: 51 (secuencia de aminoacidos)  Sec. con num. ident.: 53 (secuencia de aminoacidos)
#17 Sec. con num. ident.: 51 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 56 (secuencia base)

sec. con num. de ident.: 55 (secuencia de aminoacidos) Sec. con num. ident.: 57 (secuencia de aminoacidos)

Mas aun, la actividad de unién al antigeno del anticuerpo monoclonal se puede injertar ademas a otras inmunoglobulinas. La
region variable de inmunoglobulina incluye una region determinante de la complementariedad (CDR) y una region de marco.
La propiedad de union al antigeno de cada inmunoglobulina se determina por el CDR y el marco mantiene la estructura de la
region de union al antigeno. La secuencia de aminoacidos de la CDR es extremadamente rica en diversidad, mientras que la
secuencia de aminoacidos de la porcion del marco es altamente conservada. Se conoce que la secuencia de aminoacidos
que constituye la CDR se incorpora en la regién marco de otras moléculas de inmunoglobulina, lo que permite el injerto de la
actividad de union al antigeno. El método en el que se injerta la propiedad de unién al antigeno de diferentes
inmunoglobulinas a la inmunoglobulina humana usando este proceso se ha establecido. Como se utiliza en la presente, el
término “region de unioén al antigeno” puede incluir el CDR que se injerta al marco. Por lo tanto, el término “fragmento que
comprende la region de uniéon al antigeno” de un anticuerpo monoclonal determinado” incluye un fragmento de
inmunoglobulina humana que comprende la region variable a la que se injerta el CDR del anticuerpo monoclonal. Por
ejemplo, cada una de las secuencias de aminoacidos de las regiones variables anteriormente mencionadas incluye las
siguientes secuencias de aminoacidos (sec. con nums. de ident.) como CDR.

CDRH1 CDR2 CDR3
#11 cadena pesada SDYAWN (58) YISYSGSTSYNPSLKSR (59) SPPYYAMDY (60)
#11 cadena ligera KASQDVGTAVA (61) WASTRHT (62) QQYSSYPLT (63)
#17 cadena pesada SYWIH (64) RIYPGTGSTYYNEKFKG (65) YPTYDWYFDV (66)
#17 cadena ligera RASQSISNYLH (67) YASQSIS (68) QQSNSWPLT (69)
#37 cadena pesada SDYAWN (70) YISYSGSTSYNPSLKSR (71) ALPLPWFAY (72)
#37 cadena ligera KASQDVGTAVA (73) WASTRHT (74) QQYSSYPYT (75)

Basado en la informacion de la secuencia base que codifica las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente y la
informacion de la secuencia base que codifica el marco (FR) de la inmunoglobulina humana, se puede disefiar un cebador y
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se puede amplificar el ADNc que tiene una secuencia base obtenida conjugando ambas secuencias base. La operacion se
repite para cada marco y se puede construir una regién variable en la que CDR1, CDR2, y CDR3 de los ratones se conectan
por el FR humano. Ademas, cuando la secuencia base, que codifica una region constante de inmunoglobulina humana, se
conjuga segun sea necesario, se puede obtener un anticuerpo humanizado con la regién constante.

Como el anticuerpo quimérico que incluye las regiones variables mencionadas anteriormente, o un anticuerpo humanizado
al que se injerta el CDR que constituye una region variable, un anticuerpo con una region constante derivada de IgG o IgM
se incluye en un anticuerpo preferido para su uso en la presente invencién. Los presentes inventores confirmaron que el
anticuerpo monoclonal contra ILT7 mostré accién CDC en las células que expresan el ILT7. Por lo tanto, el anticuerpo que
tiene una regién constante derivada de IgG o IgM presenta citotoxicidad contra células que expresan el ILT7 debido al efecto
de CDC. Tales anticuerpos son utiles en inhibir el nimero de células que expresan el ILT7 tales como las IPC.

El anticuerpo quimérico capaz de reconocer ILT7 o anticuerpos humanizados, que se proporciona para su uso en la
presente invencién, puede producirse por ingenieria genética usando los polinucleétidos que codifican estos anticuerpos.
Por ejemplo, un polinucledtido que es la secuencia base descrita en las siguientes sec. con nums. de ident. y codifica la
secuencia de aminoacidos que constituye una proteina madura por cada secuencia de aminoacidos puede usarse como un
polinucleétido que codifica la regién variable #11 o #17. La secuencia de aminoacidos consecutivos de 1 a C terminal para
cada secuencia de aminoacidos corresponde a una proteina madura. En el caso donde cada proteina madura se expresa
como una proteina separada, es preferible colocar la sefial de secrecién en el N terminal de cada secuencia de
aminoacidos. Por ejemplo, en las secuencias de aminoacidos que se muestran en estas sec. con nums. de ident., la
secuencia de aminoacidos de N-terminal a -1 puede usarse como una secuencia de sefial cuando tales proteinas se
expresan en las células animales. Alternativamente, estas regiones variables pueden ser secretadas como proteinas
maduras usando una secuencia de sefal arbitraria que permite la secrecion de la inmunoglobulina.

#11 sec. con num. de ident.: 50 (secuencia base) sec. con num. de ident.: 52 (secuencia base)
#17 sec. con num. de ident.: 54 (secuencia base) sec. con num. de ident.: 56 (secuencia base)

De la misma manera que se describié anteriormente, como para el polinucleétido que codifica el anticuerpo humanizado, se
puede preparar un polinucleétido que expresa el anticuerpo humanizado usando la secuencia base que codifica una
proteina que tiene la secuencia sefial que se afiade al N terminal. Cuando se portan las cadenas pesada y ligera en
vectores separados, ambos vectores se co-transfectan en la misma célula huésped. Las cadenas pesada y ligera
expresadas a partir de cada vector se usan para construir una molécula de inmunoglobulina con ambas cadenas. O, un
polinucleétido que codifica una cadena pesada y un polinucleétido que codifica una cadena ligera puede portarse también
en el mismo vector. La célula huésped en la que un vector que porta ambos polinucleétidos se co-transfecta expresa las
cadenas pesada y ligera y produce una inmunoglobulina que tiene ambas cadenas.

Estos polinucleétidos pueden expresarse como anticuerpos usando un sistema huésped-vector capaz de expresar un gen
de anticuerpo. Ademas, en el caso donde se expresan como una unica molécula de proteina mediante la conexion de una
regién variable de cadena pesada con una region variable de cadena ligera, una secuencia sefial puede colocarse en el N-
terminal de la molécula de proteina. Un ejemplo conocido de una molécula de anticuerpo de este tipo incluye la molécula de
scFv en la que una region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera se conectan por un enlazador.

Cada uno de los anticuerpos monoclonales producidos asi se incluyen en el anticuerpo monoclonal para su uso en la
presente invencion. En otras palabras, un anticuerpo monoclonal que se compone de una inmunoglobulina que incluye la
region de unién al antigeno codificado por un polinucleétido derivado del ADNc que codifica la regién de unién al antigeno
de los anticuerpos monoclonales mencionados anteriormente se incluye en el anticuerpo monoclonal para su uso en la
presente invencion.

Como se describioé anteriormente, las células RBL en las que el gen ILT1 se forzé a expresarse pueden usarse como un
inmundégeno para obtener los anticuerpos contra ILT1. Sin embargo, la expresiéon de ILT7 en la superficie de las células RBL
(P815) no se puede confirmar y asi no puede usarse como inmundgeno. Los presentes inventores evidenciaron que la
expresion del ILT7 humano en la superficie celular se puede inducir por la coexpresién del ILT7 humano y otras proteinas de
membrana celular que se asocian con el ILT7 humano. Después, los presentes inventores encontraron que el anticuerpo,
que se une a las IPC humanas, se puede obtener usando la célula transformada, cuya expresion se induce asi como un
inmunogeno.

Esto es, la presente divulgacion proporciona el inmundégeno para producir el anticuerpo que se une al dominio extracelular
del ILT7 humano, y comprende las células animales en las que se mantienen (a) un polinucledtido que codifica la secuencia
de aminoacido que comprende el dominio extracelular del ILT7 humano, y (b) un polinucleétido que codifica la cadena-y del
receptor Fc tal que se exprese de modo exdgeno o fracciones de membranas celulares de estos.
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Seis afios 0 mas ya han pasado desde que se descubrio la estructura del ILT7 humano en 1998. Sin embargo, el anticuerpo
capaz de reconocer especificamente al ILT7 no se ha obtenido aun. El anticuerpo capaz de reconocer el ILT7 humano se
proporciond por primera vez usando el inmunégeno de la presente divulgacion. Esto es, la presente divulgacion proporciona
el anticuerpo capaz de reconocer el ILT7 humano que puede obtenerse por las siguientes etapas de:

(1) administrar una célula que expresa exdgenamente una proteina que comprende el dominio extracelular del ILT7
humano y una molécula que esta asociada con el ILT7 humano para animales inmunes;

(2) seleccionar una célula productora de anticuerpo que produce el anticuerpo que se une al ILT7 humano a partir
de las células productoras de anticuerpo de los animales inmunes; y

(3) cultivar las células productoras de anticuerpo seleccionadas por la etapa (2) y recuperar un anticuerpo capaz de
reconocer el ILT7 humano a partir de los cultivos.

Se encontré que el ILT7 humano se expresa especificamente en IPC humana. En el analisis de la expresién génica por
SAGE, que se realizé por los presentes inventores, se confirmé ademas la expresion especifica del ILT7 humano en la IPC
humana. Sin embargo, en los informes anteriores, se analizaron los niveles de expresion de ILT7 de ambos casos basados
en el ARNm. Dado que el anticuerpo capaz de detectar el ILT7 humano no se proporciond, el estado de expresion de la
proteina no se analizé6 de forma convencional. El analisis de la proteina ILT7 humana se realizd por la provision del
anticuerpo que se une al dominio extracelular del ILT7 humano en la presente divulgacion.

Los presentes inventores en realidad confirmaron que el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7
humano basada en la presente divulgacion detecté especificamente las IPC humanas. Esto es, la presente divulgacion se
relaciona con un método para detectar células productoras de interferén que incluye las etapas de: contactar un anticuerpo
monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7 humano o un fragmento que comprende la regién de unién a
antigeno con una célula de prueba; y detectar el anticuerpo monoclonal que se une a las células o un fragmento que
comprende su regién de unién al antigeno.

La deteccion de ILT7 humano basado en la presente divulgacion permite determinar si una cierta célula es IPC. Esto es, la
presente divulgacion proporciona un método para identificar las IPC usando como un indicador el ILT7 humano. O, las IPC
humanas pueden separarse mediante la separaciéon de las células en las que se detecté el ILT7 humano basado en la
presente divwulgacién. Esto es, la presente divulgacion proporciona un método para separar las IPC usando como un
indicador el ILT7 humano.

Basado en el analisis con el anticuerpo contra el ILT7 humano, se confirmé que se redujo el nivel de expresion de ILT7 en
las IPC cuya diferenciacion se indujo por CpG, y similares. Esto es, las IPC antes de que sea inducida su diferenciacion
pueden detectarse especificamente usando el ILT7 como un indicador. En otras palabras, el anticuerpo monoclonal para su
uso en la presente invencion es util, particularmente para detectar las IPC antes de su diferenciacidon en células dendriticas.
Como se utiliza en la presente, el término “IPC antes de su diferenciacion” puede definirse como las poblaciones de células
que mantienen la capacidad de producir interferén.

En la presente divulgacion, el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular de ILT7 humano o el fragmento que
comprende su regién de union al antigeno puede etiquetarse con antelacion. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
detectarse facilmente etiquetando con colorantes luminiscentes o colorantes fluorescentes. Mas especificamente, se hace
contactar el anticuerpo marcado con colorante fluorescente con una poblacion de células que puede comprender las IPC y
después las células a las que el anticuerpo para su uso en la presente invencién se une puede detectarse usando como un
indicador el colorante fluorescente. Mas aun, las IPC pueden separarse mediante la separacion de las células en las que se
detecta el colorante fluorescente. Una serie de las etapas pueden realizarse facilimente basadas en el principio de FACS.
Alternativamente, el anticuerpo para su uso la presente invencion puede unirse con antelaciéon a un soporte en fase solida
tal como particulas magnéticas. El anticuerpo unido al soporte en fase sélida reconoce el ILT7 humano y las IPC se
capturan después en el soporte de fase soélida. Como resultado, las IPC pueden detectarse o separarse.

El anticuerpo necesario para el método detectar las IPC basado en la presente divulgacion se puede proporcionar como un
reactivo para detectar las IPC. Esto es, la presente divulgacion proporciona un reactivo para detectar las células productoras
de interferén, que comprende el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7 humano o el fragmento
que comprende su region de union al antigeno. El reactivo para detectar las IPC de la presente divulgacion se puede usar
en conjunto con un control positivo o un control negativo, adicionalmente a los anticuerpos. Por ejemplo, las células
transformadas que expresan el dominio extracelular del ILT7 humano y se usan para el inmunégeno, asi como las IPC
obtenidas a partir de humanos pueden usarse como controles positivos. Generalmente, sélo algunas de las IPC humanas
pueden obtenerse a partir de sangre periférica. Por lo tanto, se prefiere usar, particularmente una célula transformada como
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control positivo en el reactivo de la presente divulgacion. Por otra parte, una célula arbitraria, que no expresa el ILT7
humano, puede usarse como el control negativo.

Esto es, la presente divulgacion proporciona un estuche para detectar las IPC humanas que comprende:

(a) el anticuerpo monoclonal que se une al dominio extracelular del ILT7 humano o el fragmento que comprende su
region de union al antigeno; y

(b) la célula que expresa una proteina exdgena que comprende el dominio extracelular del ILT7 humano y una
molécula exégena que se asocia con el ILT7 humano.

Los presentes inventores analizaron el efecto del anticuerpo que se une al dominio extracelular del ILT7 humano en las IPC.
Como resultado, se confirmé que el anticuerpo, que se une al dominio extracelular del ILT7 humano, inhibe la actividad de
las IPC. O sea, la presente invencién se relaciona con un método para inhibir la actividad de las células productoras de
interferon, que comprende una etapa de contactar cualquiera de los siguientes componentes con células productoras de
interferon:

(a) un anticuerpo monoclonal que se une al ILT7 humano, no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e
ILT3 humano y suprime la produccion de interferon-o (IFNo) a partir de células que expresan el ILT7 o un
fragmento que comprende su region de union al antigeno; y

O, la presente invencion se relaciona con un método para inhibir la actividad de las células productoras de interferén en
organismos vivos, que comprende una etapa de administrar cualquiera de los siguientes componentes a los organismos
vivos:

(a) el anticuerpo monoclonal que se une al ILT7 humano, no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e
ILT3 humano y suprime la produccién de interferon-o (IFNo) a partir de células que expresan el ILT7 o un
fragmento que comprende su region de union al antigeno;

Como se utiliza en la presente, el término “células productoras de interferén (IPC)’ significa las células que tiene la
capacidad de producir IFN y expresar ILT7 en la superficie celular. De aqui en adelante, a menos que se denote de
cualquier otra forma, el término “IPC” abarca no sélo las células que son células precursoras de células dendriticas sino
también las células que tienen la capacidad de producir IFN y expresar ILT7 en la superficie celular. Los métodos para
identificar tales IPC se conocen comunmente. Las IPC pueden distinguirse de las otras células sanguineas usando algunos
marcadores de superficie celular como indicadores. Especificamente, un perfil de los marcadores de superficie celular de las
IPC humanas se describe mas abajo (Shortman, K. y Liu, YJ. Nature Reviews 2: 151-161, 2002). En afios recientes, cierto
reporte sugiere ademas que la célula positiva para BDCA-2 se define como IPC (Dzionek, A. y otros J. Immunol. 165: 6037-
6046, 2000.). [perfil de los antigenos de superficie celular de las IPC humanas] CD4 positivo, CD123 positivo,

Linaje (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56) negativo, y CD11c negativo.

Por lo tanto, se puede decir ademas que las IPC son células que tienen el perfil de expresion de estos marcadores
conocidos y tienen la capacidad de producir IFN. Mas aun, las células en los organismos vivos con la capacidad para
producir IFN se incluyen en las IPC, incluso si las células son una poblacién de células con diferentes perfiles a partir del
patron de expresion del perfil de expresion de estos marcadores. Mas aun, los ejemplos de las caracteristicas, que se
observan cominmente en las IPC humanas, son como sigue:

[Caracteristicas morfoldgicas de las células]

° Similar a las células plasmaticas
° Células redondas con una superficie celular lisa
. El nucleo es relativamente grande

[Caracteristicas funcionales de las células]
° Durante la infeccion viral, una gran cantidad de interferones Tipo-1 se producen en un corto periodo de tiempo.

° Diferenciadas en células dendriticas después de la infeccion viral.
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Como se utiliza en la presente, el término “inhibicion de la actividad de las IPC” significa la inhibicion de al menos una de las
funciones de las IPC. Los ejemplos de la funcién de las IPC incluyen la produccion de IFN y la supervivencia celular. La
supervivencia celular se puede traducir ademas en el nimero de células. Por lo tanto, en el caso de la inhibicion de ambas o
cualquiera de estas funciones, se dice que se inhibe la actividad de las IPC. Se ha encontrado que el IFN de tipo 1
producido por las IPC conduce a diversas enfermedades.

Por lo tanto, la inhibicién del numero de las IPC y produccién de IFN es util para una estrategia de tratamiento médico de
esas enfermedades.

Por ejemplo, se ha indicado la relacion entre la afeccion patoldgica de enfermedades autoinmunes e IFNa. La mayoria del
IFNa se produce por las IPC. Por lo tanto, las afecciones patolégicas causadas por IFNa pueden aliviarse mediante la
inhibicion de la produccién de IFNa. Como se utiliza en la presente, el término “inhibiciéon de la produccion de IFN por las
IPC” significa la inhibiciéon de la produccién de IFNa.

Esto es, la presente invencién se relaciona con un inhibidor de la produccién de IFNa que incluye un anticuerpo que se une
al dominio extracelular de ILT7 como un ingrediente activo. O, la presente invencién proporciona un método para inhibir la
produccion de IFNa que comprende una etapa de administrar el anticuerpo que se une al dominio extracelular de ILT7. Mas
aun, la presente invencion se relaciona con el uso del anticuerpo que se une al dominio extracelular de ILT7 en la
produccién de una composicién medicinal para inhibir la produccion de IFNa.

Las células en las que una gran cantidad de IFN se produce por un pequefio nimero de células se incluyen en las IPC. Por
ejemplo, las células precursoras de células dendriticas estimuladas por virus y similares producen la mayoria del IFN
producido por el cuerpo vivo. La inhibicion del numero de las IPC que producen gran cantidad de IFN resulta en la supresion
de la produccion de IFN. Por lo tanto, las afecciones patolégicas causadas por IFNa pueden reducirse mediante la inhibicion
del nimero de las IPC. Se confirmd que el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 se une a células que expresan ILT7 y después
se proporcioné el efecto de citotoxicidad por la Citotoxicidad Dependiente del Complemento (CDC) en una modalidad
preferida de la presente invencién. El efecto CDC es uno de los mecanismos importantes del farmaco anticuerpo. El
anticuerpo monoclonal anti-ILT7 para su uso la presente invencién tiene ademas una potente citotoxicidad contra las células
que expresan el ILT7 tales como las IPC debido al efecto CDC de estas. Esto es, con respecto al anticuerpo monoclonal
anti-ILT7, el efecto inhibidor de la producciéon de IFN puede esperarse por citotoxicidad contra las IPC, adicionalmente al
mecanismo de inhibicion de la produccion de IFN en una modalidad preferida.

El anticuerpo, que reconoce el dominio extracelular del ILT7 humano que se usa por la presente invencion, puede obtenerse
basado en el método descrito anteriormente. El anticuerpo en la presente invencion puede ser de cualquier clase. Las
especies de organismos a partir de las que se deriva el anticuerpo no se limitan, tampoco. Mas aun, un fragmento que
comprende la region de union al antigeno del anticuerpo puede usarse como un anticuerpo. Por ejemplo, un fragmento del
anticuerpo que comprende la region de union al antigeno que se obtiene por digestion enzimatica de IgG puede usarse
como el anticuerpo en la presente invencion. Especificamente, los fragmentos de anticuerpos tales como Fab y F(ab'),
pueden obtenerse por digestion con papaina o pepsina. Se conoce bien que estos fragmentos de anticuerpos pueden
usarse como moléculas de anticuerpos que tienen afinidad por anticuerpos. Alternativamente, los anticuerpos construidos
por recombinacion genética pueden usarse ademas, mientras se mantenga satisfactoria la actividad de union al antigeno.
Los ejemplos de los anticuerpos construidos por recombinacién genética incluyen anticuerpos quiméricos, anticuerpos con
CDR trasplantados, Fvs de cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos lineales, y anticuerpos poliespecificos formados de
fragmentos de anticuerpos. Es de conocimiento comun que estos anticuerpos pueden administrarse mediante el uso de
anticuerpos monoclonales.

En la presente invencion, si es necesario, los anticuerpos pueden modificarse. De acuerdo con la presente invencion, el
anticuerpo que reconoce el dominio extracelular del ILT7 humano, tiene un efecto inhibidor en la actividad de las IPC. Esto
es, se contempla que el propio anticuerpo tiene citotoxicidad contra las IPC. Se conocen las subclases de anticuerpos que
exhiben actividad efectora potente. Alternativamente, el efecto inhibidor en la actividad de IPC se puede mejorar aun mas
modificando los anticuerpos con un agente citotdxico. Se describen los ejemplos de agentes citotoxicos mas abajo. Toxinas:
Endotoxina de Pseudomonas (PE), toxina de la difteria, Radioisétopos de ricina: Tc ggm, Srgg, I131, Y% Agentes contra el

cancer: caliquiamicina, mitomicina, paclitaxel.

Las toxinas consistentes de proteinas pueden conjugarse a anticuerpos o sus fragmentos con un reactivo bifuncional.
Alternativamente, un gen que codifica la toxina se conecta a un gen que codifica el anticuerpo y puede obtenerse ademas
proteinas de fusion de ambos genes. Se conoce ademas el método para conjugar anticuerpos con radioisétopos. Por
ejemplo, se conoce el método para marcar anticuerpos con radiois6topos usando un agente quelante. Ademas, los agentes
contra el cancer pueden conjugarse con anticuerpos usando cadenas de azucar o el reactivo bifuncional.
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Los presentes inventores han confirmado un fenédmeno en el que un anticuerpo monoclonal que se une al ILT7 expresado
en una membrana celular se incorpora en las células después de la union (internalizacion). Por lo tanto, los agentes
citotoxicos pueden entregarse en las células contactando los anticuerpos conjugados con estos agentes citotéxicos de la
presente divulgacion con células que expresan ILT7. Esto es, la presente divulgacion proporciona un inhibidor activo de
células que expresan el ILT7 que comprende el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 al que se conjuga el agente citotoxico como
un ingrediente activo. O, la presente divulgacion se relaciona con el uso de anticuerpo monoclonal anti-ILT7 al que el agente
citotoxico se conjuga en la produccion de las células que expresan el inhibidor activo de ILT7. Ademas, la presente
divulgacion proporciona un método para inhibir la actividad de las células que expresan el ILT7 que comprenden una etapa
de administracion del anticuerpo monoclonal anti-ILT7 al que se conjuga el agente citotdxico.

En la presente invencion, un anticuerpo cuya estructura se modifica artificialmente puede usarse ademas como un
ingrediente activo. Por ejemplo, se conocen varios métodos de modificacion para mejorar la citotoxicidad y estabilidad de los
anticuerpos. Especificamente, se conoce una inmunoglobulina en la que las cadenas de azucar de cadenas pesadas se
modifican (Shinkawa, T. y otros J. Biol. Chem. 278:3466-3473. 2003.). La actividad de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo (ADCC) mejor6d por la modificacién de las cadenas de azucar. O, se conoce ademas una
inmunoglobulina en la que la secuencia de aminoacidos de la region Fc se maodifica. Esto es, la actividad ADCC mejor6 al
aumentar artificialmente la actividad de unién de la inmunoglobulina al receptor Fc (Shield, RL. y otros J. Biol. Chem. 276;
6591-6604, 2001.).

La IgG, que se une al receptor Fc, se incorpora una vez en las células. Después, la IgG se une al receptor Fc que se
expresa en el endosoma y se libera de nuevo en la sangre. Este fendmeno ha sido revelado. La IgG con una alta actividad
de unién con el receptor Fc tiene una mejor oportunidad de ser liberada a la sangre de nuevo después de su incorporacion
en las células. Como resultado, el tiempo de retencion de IgG en sangre se extiende (Hinton, PR. y otros J Biol Chem. 279:
6213-6216. 2004). Adicionalmente a esto, se dice que la modificacién de la secuencia de aminoacidos de la region Fc causa
un cambio de la actividad de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Estos anticuerpos modificados pueden
usarse como el anticuerpo en la presente invencion.

Cuando el anticuerpo, que se une al dominio extracelular del ILT7 humano, se contacta con las IPC, se inhibe la actividad de
las IPC. Por lo tanto, estos anticuerpos pueden usarse como un inhibidor o método para inhibir la actividad de las IPC. Esto
es, la presente invencion proporciona para el uso de un inhibidor activo de las IPC que comprende al menos un componente
seleccionado del grupo que consiste de los siguientes (a) como un ingrediente activo. O, la presente invencion se relaciona
con un método para inhibir la actividad de las IPC que comprende una etapa de administrar al menos un componente
seleccionado del grupo que consiste de los siguientes (a). Ademas, la presente invencion se relaciona con el uso de al
menos un componente seleccionado del grupo consistente de las siguientes (a) en la produccién del inhibidor activo de las
IPC:

(a) el anticuerpo monoclonal que se une a ILT7 humano, no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e
ILT3 humano y suprime la produccién de interferon-o (IFNo) a partir de células que expresan el ILT7 o un
fragmento que comprende su region de union al antigeno;

Puede confirmarse que los anticuerpos tienen un efecto inhibidor en la produccién de IFN por las IPC tal como se describe
mas abajo. Las IPC producen una gran cantidad de IFN debido a la estimulacion con virus. Los anticuerpos se administran a
las IPC antes, después, o a la vez que la estimulacion de las IPC con virus. La capacidad para producir cada IFN por las IPC
resultantes se compara con aquella de cada control a las que no se administran los anticuerpos. La capacidad para producir
IFN puede evaluarse midiendo el IFNa o IFNB contenido en el sobrenadante de cultivo de las IPC. Como resultado de la
comparacion, puede confirmarse que los anticuerpos probados son eficaces para inhibir la capacidad para producir IFN
cuando la cantidad de IFN en el sobrenadante esta significativamente disminuida por la adiciéon de anticuerpos. Estos
métodos para medir el IFN son conocidos. Las IPC producen la mayor parte del IFN en el cuerpo vivo. Por lo tanto, el estado
de produccion de IFN en el cuerpo vivo puede regularse mediante la inhibicién de la capacidad para producir IFN de las IPC.

En la presente invencion, la actividad de las IPC abarca el mantenimiento del nimero de las IPC. Por lo tanto, la inhibicién
de la actividad de las IPC en la presente invencion comprende la inhibicion del nimero de las IPC. Cuando se confirma que
el numero de las IPC se inhibe en presencia de anticuerpos, se puede encontrar que los anticuerpos son los que inhiben la
actividad de las IPC. Aligual que con la produccion de IFN, una inmunoglobulina inerte derivada de la misma especie animal
como el anticuerpo cuya actividad se debe confirmar puede usarse como un control comparativo. El numero de las IPC
puede compararse cuantitativamente contando las células. EI nimero de células puede contarse con FACS o un
microscopio.

Se dice ademas que las IPC se diferencian en células que inducen las Th2 conocidas como células dendriticas 2 (DC2)

como un resultado de la infeccion con virus o similares. Si la produccién de IFN de las IPC por estimulacién con virus puede
inhibirse, su diferenciacion en Th2 puede inhibirse también. Por lo tanto, se puede esperar que el anticuerpo monoclonal
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para su uso en la presente invencion, que inhibe la produccion de IFN, pueda tener ademas un efecto terapéutico en
diversas enfermedades alérgicas.

Cuando el anticuerpo, que reconoce el dominio extracelular del ILT7 humano, se administra a un huésped diferente de las
especies de organismos a partir de los que se deriva el anticuerpo, se prefiere procesar el anticuerpo en una forma que sea
dificil que se reconozca como una sustancia extrafia por el huésped. Por ejemplo, la inmunoglobulina no puede reconocerse
facilmente como la sustancia extrafa por el procesamiento del anticuerpo en las siguientes moléculas. Se conoce la técnica
para procesar las moléculas de inmunoglobulina como se describe méas abajo. El fragmento que comprende la region de
unién a antigeno que carece de una region constante, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, tercera edicion,
Academic Press Limited. 1995; Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL PRESS, 1996)

El anticuerpo quimérico compuesto de la regién de unién al antigeno del anticuerpo monoclonal y la regién constante de la
inmunoglobulina del huésped (“Gene Expression Experiment Manual”, Isao Ishida, Ando Tamie, editores, Kodansha, 1994)

El anticuerpo con CDR sustituido en el que la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la inmunoglobulina
del huésped se sustituye con CDR del anticuerpo monoclonal (“Gene Expression Experiment Manual’, Isao Ishida, Tamie
Ando, editores, Kodansha, 1994)

Alternativamente, un anticuerpo humano puede obtenerse usando animales no humanos en los que un gen del anticuerpo
humano se incorpora como animales inmunes, mientras que se usan animales no humanos. Por ejemplo, los ratones
transgénicos con genes de anticuerpos humanos se han puesto de uso practico para producir anticuerpos humanos como
animales inmunes (Ishida y otros, Cloning and Stem Cells, 4: 85-95, 2002). El uso de tales animales permite obtener el
anticuerpo humano que reconoce el ILT7 usando inmundgenos tales como se describié anteriormente. Se prefiere
administrar a los humanos el anticuerpo humano.

Alternativamente, un gen de la region variable de inmunoglobulina humana puede obtenerse ademas por un método de
presentacion en fagos (McCafferty J. y otros, Nature 348: 552-554, 1990; Kretzschmar T y otros, Curr Opin Biotechnol. 2002
Dic.; 13(6): 598-602.). En el método de presentacion en fagos, un gen que codifica la region variable de inmunoglobulina
humana se incorpora en un gen de fago. Una genoteca de fagos puede producirse ademas usando varios genes de
inmunoglobulina como salsas Un fago expresa una regién variable como una proteina de fusién de la proteina compuesta
del fago. La region variable expresada por el fago en la superficie del fago mantiene la actividad de union con un antigeno.
Por lo tanto, los fagos, que se unen a antigenos o células en las que se expresan los antigenos, se seleccionan, permitiendo
de ese modo tamizar un fago en el que se expresa una region variable que tiene la actividad de uniéon deseada a partir de la
genoteca de fagos. Ademas, un gen que codifica una region variable, que tiene la actividad de unién deseada, se mantiene
en las particulas de fago asi seleccionadas. Esto es, en el método de presentacién en fagos, un gen que codifica una region
variable con la actividad de unién deseada puede obtenerse usando como un indicador la actividad de unién de la regién
variable.

En el inhibidor activo de las IPC o el método para inhibir la actividad de las IPC en la presente invencion, el anticuerpo que
reconoce el dominio extracelular del ILT7 humano o el fragmento de anticuerpo que comprende al menos la region de unién
al antigeno del anticuerpo puede administrarse como una proteina o un polinucleétido que codifica la proteina. En la
administracion de polinucleétidos, se prefiere usar un vector en el cual un polinucleétido que codifica la proteina deseada se
coloca bajo el control de un promotor adecuado de manera de expresar la proteina deseada. Un potenciador y un
terminador pueden colocarse también en el vector. Se conoce un vector que porta un gen de cadenas pesada y ligera que
constituye una inmunoglobulina y es capaz de expresar una molécula de inmunoglobulina. El vector capaz de expresar la
inmunoglobulina puede ser administrado por introduccién en las células. En la administracion a organismos vivos, un vector,
que puede infectarse en con las células por la administracién a los organismos vivos, puede administrarse directamente.
Una vez que los linfocitos se separan de los organismos vivos, después el vector se introduce en los linfocitos, que se
pueden devolver a los organismos vivos (ex vivo).

En elinhibidor activo de las IPC o el método para inhibir la actividad de las IPC basado en la presente invencion, al igual que
para la cantidad de anticuerpo monoclonal a administrar a los organismos vivos, la inmunoglobulina se administra
generalmente en el intervalo de 0.5 mg a 100 mg, por ejemplo, 1 mg a 50 mg, preferentemente 2 mg a 10 mg por kg de
peso corporal. Los intervalos de administracion del anticuerpo a los organismos vivos puede ajustarse adecuadamente para
mantener una concentracion eficaz de inmunoglobulina en los organismos vivos durante el periodo de tratamiento.
Especificamente, por ejemplo, el anticuerpo puede administrarse a intervalos de 1 a 2 semanas. La via de administracion es
opcional. Aquellos con experiencia en la materia pueden seleccionar adecuadamente una via de administracién eficaz en los
tratamientos. Los ejemplos especificos incluyen administraciéon oral o parenteral. Los anticuerpos se administran por via
sistémica o en forma tépica por ejemplo, por inyeccion intravenosa, inyeccién intramuscular, inyeccién intraperitoneal,
inyeccion subcutanea, o similares. Los ejemplos de un formulacion adecuada para la administracion parenteral en la
presente invencion incluyen soluciones inyectables, supositorios, y aerosoles. Cuando el anticuerpo se administra a las
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células, la inmunoglobulina se afade al medio de cultivo generalmente en un intervalo de 1 pg/ML, preferentemente 10
png/ML, con mayor preferencia 50 pg/ML, mas preferentemente 0.5 mg/ML. En el inhibidor activo de las IPC o método para
inhibir la actividad de las IPC de la presente invencion, el anticuerpo monoclonal puede administrarse a los organismos vivos
por métodos opcionales. Generalmente, el anticuerpo monoclonal se mezcla con un soporte farmacéuticamente aceptable
Si es necesario, el anticuerpo monoclonal puede mezclarse con agentes aditivos tales como espesantes, estabilizadores,
conservantes, y solubilizadores. Los ejemplos de ese agente soporte o aditivo incluyen lactosa, acido citrico, acido
estearico, estearato magnésico, sacarosa, almidén, talco, gelatina, agar, aceites vegetales, y etilenglicol. El término
“farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora de cada gobierno o enumerada en la
Pharmacopeia en cada pais u otra pharmacopeia generalmente reconocida para usar en animales, en mamiferos, y mas
particularmente, en humanos. El inhibidor activo de las IPC para su uso en la presente invencion puede ser proporcionado
ademas en forma de dosis Unicas o multiples de polvos liofilizados o tabletas. Mas aun, los polvos liofilizados o tabletas
pueden usarse en conjunto con agua esterilizada para inyeccion, solucién salina fisioldgica o solucion tampén para disolver
las composiciones para que tengan una concentracién deseada antes de la administracion.

Ademas, cuando el anticuerpo monoclonal se administra como un vector, que expresa inmunoglobulina, las cadenas pesada
y ligera se co-transfectan a otro plasmido y cada plasmido puede administrarse en el intervalo de 0.1 a 10 mg, por ejemplo,
1 a 5 mg por kg de peso corporal. Para introducir los plasmidos en las células in vitro, el contenido de los vectores para usar
es1ab pg/106 células. Mas abajo en la presente descripcién, la presente invencion sera especificamente descrita con
referencia a los Ejemplos.

Todos los documentos del arte anterior citados en la presente, se incorporan como referencia en su totalidad.
Ejemplos

Ejemplo 1

A. Analisis de la expresion de ILT7
A-1) Andlisis usando la genoteca SAGE

La expresion de los genes en los monocitos humanos, las IPC, y las IPC tratadas con HSV se comparé y analizé por el
método de Analisis en Serie de Expresion Génica (Nombre comercial; SAGE). El método de analisis es como sigue. Los
monocitos se separaron como células BDCA-4 positivas y las IPC se separaron como células CD14 positivas a partir de
sangre periférica humana usando un clasificador de células. Ademas, las IPC se cultivaron por 12 horas en presencia de
Virus Herpes Simple (HSV) y se prepararon después las IPC diferenciadas. Los ARN se obtuvieron a partir de las células
respectivas, seguido por la produccion de una genoteca SAGE usando el estuche I-SAGE (Nombre comercial) (fabricado
por Invitrogen). Los datos sobre las secuencias de bases obtenidas aproximadamente de 100,000 etiquetas se analizaron
usando el Programa de Analisis SAGE (fabricado por Invitrogen). Como resultado, se encontré un gen cuyo valor de
puntuaciéon de monocito/IPC/IPC+HSV es 0/16/0, es decir, ILT7 (# de Acceso del Banco de Genes NMO0_12276) conocido
como un gen, que muestra la expresiéon especifica IPC. ILT7 es una proteina de membrana con dominios de tipo
inmunoglobulina codificados por una secuencia de bases que se muestra en la sec. con num. de ident.:1 (Fig. 2(a)). Se
reportd que el ARNm de ILT7 se expresa en las IPC (Blood 100, 3295-3303 (2002)).

A-2) RT-PCR.
La expresion de ILT7 en células de hemocito se examiné con mas detalle. Cada célula se aislé de forma preparativa a partir
de sangre periférica humana mediante el clasificador de células. Los ARN se extrajeron de cada una de las poblaciones de
células aisladas, a partir de las cuales se sintetizdé el ADNc. EI PCR cuantitativo se realizé de acuerdo con un método
ordinario usando el ADNc resultante como un molde y se analizé el nivel de expresion de ARNm de ILT7. Las condiciones
usadas para las secuencias base de los cebadores y PCR son como sigue:

Cebador directo: 5' CTC CAA CCC CTA CCT GCT GTC 3' (sec. con num. de ident.: 3)

Cebador inverso: 5' TTC CCA AGG CTC CAC CAC TCT 3' (sec. con num. de ident.: 4) 1 ciclo de PCR (a 94°C por
3 minutos)

25 ciclos de PCR [a 94°C por 30 segundos, a 58°C por 30 segundos, y a 72°C por 1 minuto]

1 ciclo de PCR (a 72°C por 6 minutos)
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Cuando las IPC estimuladas por monocitos, las IPC, los HSV, y las células CD19 positivas (es decir, células B), células CD3
positivas (es decir, células T), células T estimuladas por los PMA, y células CD56 positivas (es decir células NK) se
examinaron, se encontro que ILT7 se expres6 especificamente en las IPC (Fig. 1(a)).

A-3) RT-PCR cuantitativa

Ademas, la expresion en otros 6rganos y tejidos se examind por PCR cuantitativa usando ABI PRISM 7000 (fabricado por
Applied Biosystem). Como panel de ADNc, el panel de ADNc de multiples tejidos MTC BD (Nombre comercial) (I Humano;
Numero de Catalogo 636742, Inmune humano; Numero de catadlogo 636748, Fracciones de sangre humana; Numero de
Catalogo. 636750; todos ellos se fabricaron por Becton Dickinson) y el mismo ADNc derivado de células de hemocitos como
se describe en 2) se usaron.

Las secuencias de bases usadas de los cebadores son como sigue:

Cebador directo para ILT7: 5' CCT CAA TCC AGC ACA AAA GAA GT 3' (sec. con num. de ident.: 5)

Cebador inverso para ILT7: 5'CGG ATG AGA TTC TCC ACT GTG TAA 3' (sec. con num. de ident.: 6)

Cebador directo para GAPDH: 5' CCA CCC ATG GCA AAT TCC 3' (sec. con num. de ident.: 7)

Cebador inverso para GAPDH: 5' TGG GAT TTC CAT TGA TGA CAA G 3' (sec. con num. de ident.: 8)
La PCR se realiz6 usando ABI PRISM 7000 (fabricado por Applied Biosystem) y estuche de mezcla maestra de PCR SYBR
verde (fabricado por la misma compafiia). El Programa del Sistema de Deteccion de Secuencia (fabricado por la misma
compafiia) se uso para el andlisis.
Las condiciones de la reaccion son como sigue a continuacion:

Etapa 1: 1 ciclo de PCR (a 50°C por 2 minutos)

Etapa 2: 1 ciclo de PCR (a 95°C por 10 minutos)

Etapa 3: 40 ciclos de PCR (a 95°C por 15 segundos, a 60°C por 1 minuto)
La expresion del gen de ILT7 se comparé entre cada tejido estandarizando el nivel de expresion del gen de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), que se conoce que se expresa constitutivamente. Como resultado, se observé que ILT7
no se expreso en cualquiera de los 6rganos aparte de los tejidos linfoides y se expreso especificamente en las IPC.

B. Produccion de ILT7 y vectores de expresion FcRy

Posteriormente, la clonacion de genes y la produccién de vectores de expresion se llevé a cabo para expresar las proteinas
ILT7.

B-1) Clonacion de los genes de ILT7

"ARN Poly (A) separado de la sangre periférica humana se extrajo de las IPC, del que se sintetiz6 ADNc usando el cebador
oligo dT y el estuche para Sintesis de ADNc Super Script Choice System. Un adaptador EcoRI se ligé en el ADNc
sintetizado, el que se ligd en el vector pME18S escindido por EcoRlI, lo que resulta en la produccion de la genoteca de ADNc
de IPC humana. El gen de ILT7 se amplificé por el método de PCR usando la genoteca de ADNc producido como un molde,
asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de bases. 1 unidad de ADN-polimerasa KOD Plus (fabricada por
TOYOBO CO., LTD.) se uso6 para la reaccion de PCR. Las condiciones de reaccion se establecieron a 25 ciclos de PCR [a
94°C por 15 segundos, a 55°C por 30 segundos, y a 68°C por 2 minutos] después de 1 ciclo de PCR a 94°C por 2 minutos.
Cebador directo: 5' CAG GGC CAG GAG GAG GAG ATG 3' (sec. con num. de ident.: 9) Cebador inverso: 5' TCA GCA GAC
ACT TCC CCA ACT 3' (sec. con num. de ident.: 10).

El fragmento de ADNc de 2 kb de ILT7 amplificado se separé y recupero por electroforesis usando gel de agarosa al 1%, el
que se cloné al vector plasmidico pCR4 Blunt TOPO (fabricado por Invitrogen) usando el estuche de clonaciéon de PCR
TOPO Zero Blunt (fabricado por Invitrogen). Las secuencias de bases de los genes obtenidos se analizaron, y se encontro
que se obtuvo el gen ILT7 deseado como se muestra en la sec. con nium. de ident.:1.

B-2) Produccién de vectores de expresion ILT7 etiquetados con FLAG.
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Se construyd un plasmido que expresa una proteina en la que las etiquetas FLAG se fusionaron a N- y C-terminales de
ILT7, respectivamente. ILT7 se fusiondé con una etiqueta, que pemitid confirmar la expresion de la proteina ILT7 por la
deteccion de la etiqueta. La secuencia deseada se amplifico por el método PCR usando el gen ILT7 producido como se
describe en 1) como un molde asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de bases. 1 unidad de ADN
polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO CO., LTD.) se usé para la reaccion de PCR. Las condiciones de reaccion se
establecieron a 25 ciclos de PCR [a 94°C por 15 segundos, a 55°C por 30 segundos, y a 68°C por 2 minutos] después de 1
ciclo de PCR a 94°C por 2 minutos.

Para N-FLAG ILT7

Cebador directo (sec. con num. de ident.: 11): 5' CCG ctc gag ATG ACC CTC ATT CTC ACAAGC CTGCTC TTC TTT GGG
CTG AGC CTG GGC [GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG] CCC AGG ACC CGG GTG CAG GCAGAA 3!

Cebador inverso (sec. con nim. de ident.: 12): 5' C TAG act agt TCA GAT CTG TTC CCA AGG CTC 3'
Para C-FLAGILT7

Cebador directo (sec. con num. de ident.: 13): 5' CCG ctc gag ATG ACC CTC ATT CTC ACA AGC 3'

Cebador inverso (sec. con num. de ident.: 14): 5' C TAG act agt TCA [CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA ATC] GAT CTG
TTC CCAAGG CTC 3

En las secuencias de bases mencionadas anteriormente, cada parte subrayada en paréntesis muestra una secuencia de
bases que codifica la etiqueta FLAG unida y cada letra minuscula muestra el sitio de escisién para la enzima de restriccion
Xhol o Spel. Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se escindieron por Xhol y Spel, los cuales se separaron
después por electroforesis en gel. Fragmentos de ADN de 2 kb se recuperaron, los que se ligaron en el vector pME18X
escindido por Xhol y Spel de la misma manera como se describié anteriormente. Después, se construyeron dos tipos de
plasmido capaces de expresar la proteina de fusion deseada, es decir, pME18X-N-FLAG ILT7 y pME18 X-C-FLAG ILT7,
respectivamente.

B-3) Clonacion de genes de FcRy

La proteina FcRy se consideré como una proteina capaz de asociarse con la proteina ILT7. La presente molécula es un gen
con secuencias de bases y secuencias de aminoacidos de las sec. con nums. de ident.: 15y 16 (# de Acceso del Banco de
Genes NM_004106, J. Biol. Chem. 265, 6448-6452 (1990)). La molécula es una molécula (cadena y) que constituye Fc € R,
es decir, un receptor de IgE de alta afinidad. Aunque se nombra ademas como Fc € Rly, se conocera como FcRy de aqui en
adelante. En este sentido, la presente molécula ha sido conocida ademas como un componente de FcyR o FcaR. El
presente gen se cloné por el método de PCR, como se muestra mas abajo para producir vectores de expresion. El gen de
FcRy se amplificé por el método de PCR usando la genoteca de ADNc de IPC humana producida como se describio en 1)
como un molde, asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de base. 1 unidad de ADN polimerasa KOD Plus
(fabricada por TOYOBO CO., LTD.) se uso6 para la reaccion de PCR. Las condiciones de la reaccion se establecieron a 25
ciclos de PCR [a 94°C por 15 segundos, a 55°C por 30 segundos, a 68°C por 1 minuto] después 1 ciclo de PCR a 94°C por
2 minutos.

Cebador directo: 5' CCC AAG ATG ATT CCA GCA GTG 3' (sec. con num. de ident.: 17)

Cebador inverso: 5' GGA AGA ACC AGA AGC CAA AGA 3' (sec. con num. de ident.: 18)

El fragmento de 0.3-kb de ADNc de FcRy amplificado se separd y recupero por electroforesis usando gel de agarosa al 2%,
que se clond al vector plasmidico pCR4 Blunt TOPO (fabricado por Invitrogen) usando el estuche de clonacién PCR TOPO

Zero Blunt (fabricado por Invitrogen). Las secuencias de bases de los genes obtenidos se analizaron, y se confirmé que el
gen deseado FcRy se cloné como se muestra en sec. con num. de ident.:15.

B-4) Produccién de vectores de expresion FcRy etiquetados con Myc.
Un plasmido que expresa una proteina en la que la etiqueta Myc se unié al C terminal se construyd de manera que se pudo
confirmar la expresion de la proteina Fry. La secuencia deseada se amplificd por el método PCR usando el gen FcRy

producido como se describié en 3) como un molde, asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de bases. 1
unidad de ADN polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO CO., LTD.) se us6 para la reaccion de PCR. Las condiciones
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se establecieron a 25 ciclos de PCR [a 94°C por 15 segundos, a 55°C por 30 segundos, y a 68°C por 1 minuto] después 1
ciclo de PCR a 94°C por 2 minutos.

Cebador directo (sec. con num. de ident.: 19): 5' CCG ctc gag ATG ATT CCAGCAGTG GTC TTG 3'

Cebador inverso (sec. con num. de ident.: 20): 5' CTA Gac tag tCT A[CA GAT CCT CTT CAG AGA TGA GTT TCT GCT
CICT GTG GTG GTT TCT CATG 3'

De las secuencias de los cebadores mencionados anteriormente, la parte subrayada en paréntesis muestra una secuencia
de bases que codifica la etiqueta Myc unida y cada letra minuscula muestra el sitio de escision para la enzima de restriccion
Xhol o Spel. Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se escindieron por Xhol y Spel, los que se separaron después
por Electroforesis en gel. Se recuperaron fragmentos de ADN aproximadamente de 0.3 kb, los que se ligaron en el vector de
pME18X escindido por Xhol y Spel de la misma manera como se describié anteriormente. Después, se construyé un
plasmido capaz de expresar la proteina de fusiéon deseada, es decir, pME18X-Myc-FcRy.

C. Expresion de ILT7 en células animales

La expresion de ILT7 en células animales se examind usando vectores de expresion producidos como se describio
anteriormente.

C-1) Expresion en células 293T

Los ADN consistentes de las cinco combinaciones siguientes se introducen en las células 293T (7 x 10° células) usando el
estuche de transfeccion Effectene (fabricado por Qiagen). Dos dias después de la introduccion, se llevo a cabo el analisis
por citometria de flujo (analisis FCM).

(1) PME18X-N-FLAG ILT7 2 g
(2) pPME18X-C-FLAG ILT7 2 g

(3) PME18X-N-FLAG ILT7 1 g + pME18X-Myc-FcRy 1 g
(4) pME18X-C-FLAG ILT7 1 g + pME18X-Myc-FcRy 1 g
(5) pME18X-Myc-FcRy 2 g

El método de andlisis FCM se llevd a cabo de la misma manera como se describe en A-4 del siguiente Ejemplo 2. El
anticuerpo anti-Flag conjugado con Cy3 (fabricado por Sigma) se uso6 para la reaccion y FACScan (fabricado por Becton
Dickinson) se uso para el andlisis. Como resultado, se encontrd que sélo un poco de ILT7 se expreso en la superficie celular
cuando reaccion6 solo, mientras que ILT7 se expres6 extracelularmente y robustamente cuando coexistié con FcRy (Fig. 3).
Se conoce que el FcRy de ratén tiene alta homologia con el FcRy humano. Sin embargo, cuando se usaron células p815
(mastocitoma de ratén) que expresan FcRy de raton como huéspedes, no se pudo observar la expresion de ILT7.

C-2) Analisis por inmunoprecipitacion y método de inmunoelectrotransferencia

ILT7 se expres6 con FcRy acompafiante en la superficie celular, lo que se confirmé como sigue. Después de la
inmunoprecipitacion, se analizaron diversos anticuerpos para cada célula 293T que se coexpresé con ambos genes en las
respectivas combinaciones descritas en (1) a (5). Los ADN se introdujeron en células 293T (7 x 10 ° células), a partir de lo
que las células 293T se recuperaron dos dias después de la introduccion de la misma manera como describié en 1). Los
fraccionamientos celulares se disolvieron en tampén de lisis (0.5% Triton, 150 mM NaCl), que se dejé en hielo por 20
minutos. Después de eso, la aspiracion usando una aguja (27G) se repitid varias veces, seguido por centrifugacion a 15
Krpm por 20 minutos. El anticuerpo anti-myc (2 g, fabricado por Santa Cruz Biotechnology) o anticuerpo anti-Flag (2 g,
fabricado por Sigma) se afadié a 200 g de lisado de los productos resultantes, que se agité ademas por rotacién a 4 °C por
4 horas. Después, la mezcla de Proteina A/G Sepharose 4 Fast Flow (fabricado por Amersham Bioscience) se afiadio a la
misma, que se agité por rotacion a 4 °C durante 1 hora. Después, las fracciones precipitadas resultantes se lavaron 3 veces
con tampén de lisis con la siguiente composicion. tampoén de lisis: :

0.5% TritonX-100,

50 mM HEPES (pH 7.6),
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150 mM NaCl,

1 mM EDTA,

10% glicerol,

1 mM DTT,

2 mM PMSF,

1 g/ml Aprotinin,

1 g/ml Leupeptin,

1 g/ml Pepstatin A,
0.1 g/ml Quimostatin,
1 mM NazVOy,

0.1 mM B-glicerofosfato

Un tampén de muestra para SDS-PAGE se afiadié a los precipitados lavados, lo que se hirvié por 5 minutos y centrifugo,
seguido de la realizacion de electroforesis con gel de SDS 10%. Las muestras se transfirieron a partir de geles después de
la electroforesis a una membrana de PVDF (membrana de transferencia Immobilon-p: fabricada por Millipore) de acuerdo
con un método ordinario. La transferencia (a una membrana de filtro) se realiz6 con anticuerpo anti-Flag y anticuerpo anti-
myc. Se confirmd que la ILT7 asociada con FcRy estaba presente en las células 293T porque se observo su presencia en
cada precipitado inmune (Fig. 4).

C-3) Andlisis de la cadena de azucar

Dado que se observaron varias bandas de ILT7 en el analisis de inmunoelectrotransferencia, se examiné la posibilidad de
que ILT7 fuera glicosilada. 200 g de lisado de células 293T que expresan N-FLAG ILT7 y Myc-FcRy se inmunoprecipité con
el anticuerpo anti-Flag de la manera como se describid en 1) y 2). Después de eso; las fracciones precipitadas se
suspendieron en 60 | de tampon de N-glicosidasa con la siguiente composicion y 30 ul de cada solucion resultante se
alicuot6 en dos tubos. Tampodn de N-glicosidasa:

10 mM EDTA,

0.2% SDS,

0.5% TritonX100,

1% 2-mercaptoetanol en PBS (tampon fosfato)

Después, se afiadieron a un tubo 3 unidades de 3 pul de N-glicosidasa (# 1365177, fabricado por Roche), lo que reaccioné a
37 °C por 15 horas. Mas aun, 7 ul de tampoén de muestra se afiadié a la misma, lo que se calenté a 100°C por 5 minutos,
seguido por la realizacion de electroforesis con gel de SDS 10%. Después de la electroforesis, el gel se transfirié a una
membrana de PVDF, a la que se afiadi6 1 pug de anticuerpo policlonal anti-ILT7 como se describi6 en 4) y reacciond a 4°C
durante toda la noche. El producto resultante se lavé con tampdn TBS-T y reaccioné con el anticuerpo anti-conejo marcado
con HRP diluido 100,000 veces (fabricado por Jackson) a temperatura ambiente. Después, se colore6 con el Sistema de
deteccion de Inmunoelectrotransferencia ECL (fabricado por Amersham Bioscience). Como resultado, el peso molecular
aparente se redujo por la realizacion del tratamiento con N-glicosidasa. Asi, se esperé que las cadenas de azucar se
afiadieran a ILT7 (Fig. 5).

C-4) Produccién de anticuerpo policlonal anti-ILT7
El anticuerpo policlonal anti-ILT7 usado como se describio en 3) se produjo como sigue. El péptido de 23 aminoacidos que
corresponde al C terminal de ILT7 (CSQEANSRKDNAPFRWEPWEQI; sec. con num. de ident.:21) se sintetizod

quimicamente y se uni6 a la proteina KLH que es una profesional, y el producto resultante se us6 como inmundgeno. Los
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conejos se inmunizaron por via intradérmica con inmundégeno mezclado con adyuvante completo de Freund. Después de
seis inmunizaciones en total (una vez por semana), se confirmo el titulo de anticuempo aumentado en el suero y después se
recogio la sangre completa. Después, un poco de suero se purificd por afinidad usando columna de péptido de la misma
secuencia. El producto resultante se determiné como anticuerpo policlonal anti-ILT7.

Ejemplo 2

A. Produccion de anticuerpo monoclonal anti-ILT7
A-1) Produccién de Inmunogenos.

Las células que se usan como inmundgenos se prepararon introduciendo genes a las células 293T como se describe mas
abajo. 464 ng de transgén (23.2 ng de pME18X-C-FLAG ILT7 y 23.2 pg de pME18X-Myc-FcRy) se afiadi6 a la parte inferior
de placa de 100 mm/cubiertas con colageno (IWAKI) recubiertas con 3 ml de Opti-MEM (GIBCO) y se mezclaron.
Posteriormente, aparte de la solucion transgén, 58 | de Lipofectamine (Nombre comercial) 2000 (Invitrogen) se diluyé con 3
ml de Opti-MEM, que se dejo reposar a temperatura ambiente por 5 minutos y se preparo la solucion de Lipofectamine.
Después de eso, la solucidn de Lipofectamine se afiadié suavemente a la placa que contiene la solucion del transgen y se
mezcld. Después de pemmanecer a temperatura por 20 minutos, 10 ml de células 293T, diluidas a 1 x 10 © células/ML
usando medio de cultivo DMEM (Sigma) que contiene 10% FBS (suero fetal bovino), se afiadié suavemente a la placa. El
medio resultante se sometié a cultivo estatico en una incubadora a 37 ° C en CO; por 48 horas, a partir de lo que se
recuperaron las células por pipeteo. Las células obtenidas se usaron como transfectantes para los inmunoégenos.

A-2) Produccién de hibridomas

En el dia antes de que se inmunizaron con las células, 50 | de emulsion obtenida por la mezcla de 200 | de PBS con 200 | de
adyuvante completo (FREUND) (M606-1, fabricado por Mitsubishi Kagaku latron, Inc.) se inyect6 a las partes inferiores de
ambas patas de cuatro ratones hembra Balb/c (de cuatro semanas de edad) para la inmunizacion. En el dia siguiente, se
inmunizé 50 | de 2 x 107 células suspendidas en 400 | de PBS. Las segunda y tercera inmunizaciones se realizaron cada
cuatro dias. Tres dias a continuacion de la tercera inmunizacion, se realizo la fusién celular como sigue. Se recogieron las
células de los nodulos linfaticos de ratones inmunizados en las patas. Las células de mieloma de ratén P3-X63-Ag8-U1
cultivadas en medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA) que contiene 10% FBS se mezclaron con las células derivadas de los
nodulos linfaticos y mieloma para que la relacion de células de mieloma de ratén con las células derivadas de nédulos
linfaticos y mieloma deban ser 2:1 a 10:1, a partir de que las células se recuperaron por centrifugacion. PEG4000 (MERCK)
diluido equivalentemente con medio de cultivo RPMI 1640 se afiadié a las fracciones de células obtenidas, lo que se sometié
a fusion celular. Después de lavar las células, el producto resultante se suspendi6 en 160 ml de 15% FBS-medio HAT que
contiene un suplemento y se inocularon después en dieciséis placas de 96 pocillos a 200 I/pocillo. El medio de cultivo se
cambié después de tres dias. Una o dos semanas después de la observacion de la formacion de colonias, se realizd el
tamizaje primario.

A-3) Tamizaje de hibridoma por el método ELISA de Células

El hibridoma, que produce el antlcuerpo objetivo, se tamizo por el siguiente ELISA de células. Las células producidas como
se describié en 1) se usaron a 1 x 10 7 células por placa de 96 pocillos, las que se suspendieron en 0. 5% de BSA /2 mM
EDTA /PBS y se alicuotaron después a una placa para ELISA de células (NUNC 249570 96V NW PS) a 100 I/pocillo La
centrifugacion se llevoé a cabo a 2,000 rpm a 4°C y se desech6 después el sobrenadante. El sobrenadante de cultivo de la
muestra se afiadié a 50 pl/pocillo, lo que reaccioné a temperatura ambiente por 30 minutos. La operacién de lavado que
involucra adicionar 0.5% BSA/2 mM y EDTA/PBS a cada pocillo, centrifugar a 2,000 rpm a 4°C por 2 minutos, y desechar
después el sobrenadante se llevé a cabo dos veces. 50 pl/pocillo de anticuerpo de cabra anti-lgG ratén marcado con
peroxidasa diluido 10,000 veces (IM0819; Beckman Coulter) se afiadié a cada pocillo después del lavar, lo que se reaccion6
por 30 minutos. La operacion de lavado usando 0.5% BSA/2 mM-EDTA/PBS se llevé a cabo dos veces, seguido por la
adicién de una solucion colorante. La soluciéon de anticuerpo preparada se sustituyé con PBS (-) por una membrana de
dialisis (10.000 de tamafio cortes fabricado por PIERCE) para administrar anticuerpos quimeéricos anti-ILT7 purificados.

A-4) Examen de la sensibilidad de los anticuerpos por analisis de citometria de flujo (FCM)

El sobrenadante de cultivo del hibridoma se analizé por analisis de citometria de flujo (FCM). Las células producidas como
se describi6 en 1) se suspendieron en 0.5% BSA /EDTA 2 mM/PBS, lo que se transfirié en un tubo de centrifugaa 1 x 10 °
por muestra, seguido por la adicion de 40 | de cada cultivo y reaccionando a temperatura ambiente por 30 minutos. La
operacion de lavado que involucra adicionar 1 ml de 0.5% BSA /2 mM y EDTA /PBS a cada tubo, centrifugar a 1200 rpm a
4°C por 3 minutos, y desechar el sobrenadante se llevo a cabo dos veces. 40 | del anticuerpo de cabra anti- IgG de raton
marcado con FITC (IM0819; Beckman Coulter) diluido 100 veces se afiadié a cada pocillo después de lavar, lo que se
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reaccioné a temperatura ambiente por 30 minutos. La operacion de lavado usando 0.5% BSA /2 mM-EDTA/PBS se llevo a
cabo dos veces, seguido por analisis usando citometria de flujo FC500 (Beckman Coulter). Se seleccioné un hibridoma que
produce un anticuerpo que no respondio a solamente la célula huésped y respondié especificamente a la célula en la que se
introdujo el gen. El hibridoma seleccionado se clon6 por el método de dilucién limitante y se obtuvieron los hibridomas #11 y
# 17 que producen anticuerpos monoclonales.

B. Examen de la sensibilidad del anticuerpo anti-ILT7

ILT7 en el que la etiqueta FLAG se uni6 al N terminal se coexpres6 con la molécula de FcRy en las células 293T de la
misma manera como se describié en C-1) del Ejemplo 1. Después, la sensibilidad del anticuerpo obtenido en el Ejemplo 2
se confirmo por analisis FCM usando FACScan (Becton Dickinson). Como resultado, se confirmé que todos los anticuerpos
producidos por los hibridomas #11 y #17 que se obtuvieron como se describié en A respondieron a las células en las que se
introdujo el gen ILT7 y que expresa ILT7 (Fig. 6 (b)). Mas aun, se separaron los linfocitos de sangre periférica humana
usando Ficoll y se realizd después doble tincion con el anticuerpo anti-ILT7 producido y anticuerpo anti-BDCA-2 marcado
con PE (Miltenyi). Después, se examiné la sensibilidad a los linfocitos. Como resultado, se detecté la union del anticuerpo
monoclonal producido por los hibridomas #11 y #17 a la célula BDCA-2 positiva. Esto es, se confirmé que ambos
anticuerpos monoclonales reconocen moléculas ILT7 expresadas en las IPC humanas (Fig 6 (a)). Estos anticuerpos
monoclonales se designaron como anticuerpo #11 anti-ILT7 y anticuerpo #17 anti-ILT7, respectivamente. Un analisis mas
detallado se realizé.

El analisis de multiple-tincion de linfocitos de sangre periférica humana se llevé a cabo usando el anticuerpo anti-ILT7
producido, anticuerpo anti-Linaje-1 (anticuerpos anti-CD3, CD14, CD16, CD19, CD56; Becton Dickinson), anticuerpo anti-
CD123 (Becton Dickinson), y anticuerpo anti-BDCA-2 (Miltenyi). En cuanto a las fracciones positivas al anticuempo ILT7, el
marcador de linaje fue negativo, CD123 fue positivo, y BDCA-2 fue positivo. A partir de los resultados, se confirmé que las
IPC se tifieron por solamente ILT7 #11 e ILT7 #17 (Fig. 7).

Ademas, la expresion de diversas moléculas se examino por andlisis FCM cuando los linfocitos de sangre periférica humana
se estimularon por CpG o IFNa por 24 horas. CpGODN2216 se us6 como CpGA, lo que induce la produccién de IFN a partir
de las IPC y CpGODN2006, se us6 como CpGB lo que facilita la maduracion de las células dendriticas (Moseman y otros J.
Immunology. 173, 4433-4442, 2004). Un canal se ajusto a la fraccion negativa del marcador del Linaje. Cuando se analiz6 la
sensibilidad del anticuerpo anti-BDCA-2 y anticuerpo anti-ILT7 con la poblacion celular CD123 positiva, la mayoria de las
fracciones ILT7 positivas se desaparecieron aun después de 24 horas de estimulacién con CpG. Por otra parte, algunas
células de BDCA-2 se mostraron positivas después de 24 horas de estimulacién con CpG (Fig. 8). Se ha considerado que
las IPC se diferencian en diferentes células inmediatamente después de la estimulacién con CpG. Se indico que el
anticuerpo anti-ILT7 para su uso en la presente invencion fue Gtil como un anticuerpo especifico a la etapa para las IPC.
Mas aun, se confirmé que las IPC en linfocitos de sangre periférica no se diferenciaron en presencia de IFNa, en este caso
donde la relacién de supervivencia fue alta, se mantuvo la expresion de ILT7 en las IPC, ademas ILT7 estaba presente de
forma estable en las IPC en enfermedades autoinmunes, con la posibilidad de que el IFN en el suero estaba en un nivel alto.

C. Examen de especificidad de anticuerpo anti-ILT7

ILT7 pertenece a la familia ILT/LIR y existe una pluralidad de moléculas con alta homologia, particularmente con alta
homologia en la region extracelular (Fig. 9). Se informé que los ARNm de moléculas, especialmente tales como ILT2 e ILT3
se expresan en las IPC (Ju y otros Gene 331, 159-164, 2004). Por lo tanto, la sensibilidad de estas moléculas se confirmo
usando células transgénicas.

C-1) Clonacion de molécula ILT1 y produccion de vectores de expresion

Se sintetizd ADNc a partir de ARN derivado de amigdala humana usando cebador oligo dT y Sistema SuperScript Choice
para el estuche de Sintesis de ADNc. A continuacién, un adaptador Notl se ligé en el vector pME18S escindido por Notl, lo
que resulta en la produccion de genoteca de ADNc de amigdala humana.

El gen ILT1 con una etiqueta FLAG en el C terminal se amplificé por el método de PCR usando la genoteca de ADNc
producido como un molde, asi como usando cebadores con las siguientes secuencias de bases. 1 unidad de ADN
polimerasa KOD Plus (fabricada por TOYOBO CO., LTD.) se usé para la reaccion de PCR. Las condiciones de reaccion se
establecieron a 25 ciclos de PCR [a 94°C por 15 segundos, a 55°C por 30 segundos, y a 68°C por 2 minutos] después de 1
ciclo de PCR a 94°C por 2 minutos.

Cebador directo (sec. con num. de ident.: 22): 5' CCG ctc gag ATG ACC CCC ATC CTC ACG GTCC 3'
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Cebador inverso (sec. con num. de ident.: 23): 5' CTA Gac tag tTC A[CT TAT CGT CGT CAT CCT TGT AAT CJCC TCC
CGGCTGCATCTTG 3'

En las secuencias de los cebadores mencionados anteriormente, la parte subrayada en paréntesis muestra una secuencia
de bases que codifica la etiqueta FLAG unida y cada letra minuscula muestra el sitio de escisién para la enzima de
restriccion Xhol o Spel. Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se escindieron por Xhol y Spel, que se separaron
después por electroforesis en gel. Los fragmentos de ADN de aproximadamente 2-kb se recuperaron los que se ligaron en
el vector pME18X escindido por Xhol y Spel de la misma manera como se describié anteriormente. Después, se construyo
un plasmido capaz de expresar la proteina de fusién deseada, es decir, pME18X-C-FLAGILT1. La secuencia de bases y
secuencia de aminoacidos se muestran en la sec. con nums. de ident.: 24 y 25.

C-2) Produccién de las células que expresan y examen de la sensibilidad de anticuerpos

En cuanto a ILT2 (sec. con num de ident: 26) e ILT3 (sec. con num de ident: 28), se usaron vectores de expresién en el que
los respectivos genes se clonaron a sitios Xbal y Xhol de ADNpc4.1 (fabricado por Invitrogen). Los ADN de las siguientes
combinaciones se introdujeron en células 293T (7 x 10° células) de la misma manera como se describié en C-1). Dos dias
después de la introduccion, se llevé a cabo el analisis FCM y se analizé después el anticuerpo anti-ILT7.

(1) pME18X-N-FLAG ILT7 1 pg + pME18X-Myc-FcRy 1 g
(2) pME18X-C-FLAG ILT1 0.5 ug + pME18X-Myc-FcRy 0.5 pg + pcDNA4.1-ILT2 0.5 pug + pcDNA4.1-ILT3 0.5 pg

Como resultado, algunos anticuerpos no respondieron a las células en las que se expreso ILT1. Por esta razén, se sugirié
que estos anticuerpos anti-ILT7 reconocen especificamente moléculas ILT7 en las IPC (Fig. 10).

Ejemplo 3

Efecto del anticuerpo anti-ILT7 en la capacidad para producir IFN humano

Linfocitos de sangre periférica humana se inocularon en placas de 96 pocillos a 2 x 10 5 células/pocillo, los que se
reaccionaron con 5 pg/ml de diversos anticuerpos a 37°C. Después del cultivo por 1 hora, se afiadié a la misma el virus de la
gripe PR8. Después del cultivo por 24 horas, se midié IFNa en el sobrenadante del cultivo por el estuche de ELISA (Bender
Med System). Como resultado, la produccién de IFN se inhibi6 por la adicion del anticuerpo anti-ILT7 (Fig. 11). Es decir,
quedod en evidencia que la produccion de IFN por las IPC se afectd por el anticuerpo anti-ILT7 para su uso en la presente
invencion.

Ejemplo 4
Actividad CDC del anticuerpo anti-ILT7

A. Produccién del anticuerpo monoclonal anti-ILT7

Un clon que produce un anticuerpo monoclonal se obtuvo de la misma manera como se describié en A-1) a A-4) del Ejemplo
2. La sensibilidad se examiné de la misma manera como se describié en B del Ejemplo 2 y la especificidad se examiné de la
misma manera como se describié en C del Ejemplo 2. Como resultado, se obtuvieron los hibridomas #37, #28, y #33, que
producen anticuerpos monoclonales anti-ILT7 con buena sensibilidad y especificidad. La actividad CDC se midié como se
describe mas abajo usando el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 en el que se produjeron tres tipos de estos hibridomas.

B. Determinacion de la actividad CDC

B-1) En el dia anterior a la produccion de la produccion objetivo de la linea celular objetivo (linea celular ILT7-CHO), el
siguiente ADN se introdujo en las células CHO-K1, que se inocularon para que tengan 6 x 10 5 celulas por un placa (6 cme)
usando el Reactivo de Transfeccion Effectene (fabricado por QLAGEN) y, se seleccionaron después cepas resistentes
usando 800 Lg/ml de Zeocina (fabricado por Invitrogen).

ADN introducido: pcDNA3.1-C-FLAG ILT7 1 ug + pME18X-Myc FcRy 2 pug

Después de eso, se obtuvo una linea celular, que expresa altamente ILT7 usando el clasificador de células (BD FACSAria,

fabricado por Becton Dickinson). Se confirmé por analisis FCM que la linea celular seleccionada expreso altamente ILT7. La
operacion de analisis FCM se llevo a cabo de acuerdo con el método como se describié en A-4) del Ejemplo 2 excepto que
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se us6 BD FACSCaliber (fabricado por BD) para FCM. Los siguientes anticuerpos se usaron como un anticuerpo primario y
un anticuerpo secundario, respectivamente.

Anticuerpo Primario: 5 ng/ml anticuempo de ratén anti-ILT7 (# 37),

Anticuerpo secundario: anticuerpo policlonal especifico (BD) de cabra anti-inmunoglobulina de ratén conjugado con R-
ficoeritrina (R-PE)

B-2) Respuesta de las células objetivo a los anticuerpos anti-ILT7
Las células objetivos obtenidas como se describio en B-1) (célula ILT7-CHO) se recuperaron usando solucién 5 mM EDTA
/PBS, las que se suspendieron en medio CDC con la siguiente composicion para que tengan una concentracién de 4 x 10 5
células/ml. La suspensién se alicuotd en cada placa de 96 pocillos a 50ul/pocillo.
Medio CDC :
RPMI1640
0.1% BSA
100 unidades/ml Penicilina
100 pg/ml Estreptomicina
10 mM Hepes (pH 7.6)
2 mM L-Glutamina
50 pl de solucién de anticuerpo anti-ILT7 preparado por medio CDC se afiadié a cada pocillo y mezclé de manera
que la concentracion final de anticuerpos debe ser de 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 ug/ml, y 5 pg/ml. Ademas, 50 pul de
medio CDC que contiene un complemento con la siguiente composicién se afiadié a la misma y mezclé de manera
que la concentracion final debe ser 6%, seguido por cultivo a 37 °C por 2 horas.
Medio CDC que contiene un complemento:
1 ml de complemento de conejo juvenil (NUmero de Catalogo: CL3441, fabricado por CEDARLANE)
Medio CDC (ver arriba)
Después, la suspensién se centrifugd (condiciones de centrifugacion: a 250 G por 4 minutos) y el sobrenadante se recuperé
prestando atencién mientras para que no se contaminen con células LDH en el sobrenadante se midié por un método
ordinario, que se determiné como “La cantidad de LDH que se escapa de la célula objetivo por la actividad del complemento

(Muestra experimental).

Los siguientes parametros se prepararon ademas para determinar la actividad CDC.

. Liberacion de LDH espontanea de la célula objetivo: sélo las células objetivo se cultivaron y prepararon en el
mismo volumen que la muestra.

. Liberacion de LDH maxima de la célula objetivo: solamente las células objetivo se cultivaron en el mismo volumen
que la muestra, y se incluyé con el estuche después la solucion Triton X-100 que se afiadié a la misma 60 minutos
antes de la recuperacion del sobrenadante y se preparé de manera que la concentracion final debe ser 0.8%.

° Control para la correccion de volumen: la misma cantidad de Triton X-100 que el afiadido cuando se preparé la
Liberacion de LDH maxima de la célula objetivo se afiadio y prepard al medio de cultivo del mismo volumen que la
muestra.

° Fondo del Medio de Cultivo: El medio de cultivo del mismo volumen que la muestra y la solucién para el que el

complemento que contiene medio CDC se afiadi6 al medio de cultivo para que tengan el mismo volumen como se
prepararon las muestras.
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El mismo volumen de medio de cultivo que la muestra se resto6 a partir de la absorbancia del Maximo Objetivo y Espontaneo
Objetivo. La solucion a la que el complemento que contiene medio CDC se afiadio al medio de cultivo para que tengan el
mismo volumen que la muestra se resto y corrigié a partir de la absorbancia de la Muestra Experimental. La actividad de

5 CDC se calculd por la siguiente ecuacion. Los resultados se muestran en la Tabla 1 y la Figura.12. Aun en el caso donde se
usaron anticuerpos monoclonales anti-ILT7 obtenidos a partir de cualquier hibridoma, 80% o mas de la actividad CDC se
exhibié cuando la concentracién de anticuerpo fue de 0. 5 pg/ml o mas.

Muestra experimental — Espontaneo objetivo

Actividad CDC (%) = x 100
Maximo Objetivo — Control volumen — Espontaneo objetivo
10
[Tabla 1]
Concentracion del anticuerpo (ug/ml) Citotoxicidad (Promedio) Citotoxicidad (STD)
0.1 14.78 3.16
0.5 85.50 0.60
#37
1 86.13 2.93
5 90.26 1.87
0.1 18.52 0.60
0.5 80.97 1.62
#28
1 83.64 1.99
5 88.17 3.32
0.1 4.42 1.58
0.5 82.16 3.35
#33
1 85.39 2.78
5 86.18 1.71
0.1 1.53 0.60
lg((j32A 0.5 1.47 2.50
e
3.06 1.72
sin Ab 0 2.10 0.49
Ejemplo Comparativo 1
15

Exactamente la misma operacion se realizo de la misma manera como se describié en B y C del Ejemplo 4, excepto que se
uso6 IgG2a de ratén en lugar de anticuerpo anti-ILT7. Los resultados se muestran en el Ejemplo 4, asi como la Tabla 5 y Fig.
La actividad CDC para las células objetivo no se observo en otros anticuerpos que el anticuerpo monoclonal anti-ILT7.

20 Ejemplo 5
Internalizacion del anticuerpo anti-ILT7 a las células objetivo
A. Anticuerpo monoclonal anti-ILT7

25

Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales anti-ILT7. Anticuerpos monoclonales Anti-ILT7: #17, #26, #37, #28, y
#33
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B. Observacion de la internalizacion

B-1) Produccién de la linea celular objetivo (linea celular ILT7-CHO)

La linea celular objetivo (linea celular ILT7-CHO) se produjo de la misma manera que se describio en B-1 del Ejemplo 4.
B-2) Respuesta de las células objetivo al anticuerpo anti-ILT7

Las células ILT7-CHO recuperadas se suspendieron en tampon helado (T (-) + 10% FBS) con la siguiente composicién a 1 x
10° células/ml usando 5 mM de solucion EDTA/PBS.

Medio T (-) :
RPMI 1640
100 unidades/ml Penicilina
100 pg/ml Estreptomicina
10 mM Hepes (pH 7.6)
2 mM L-Glutamina
1 mM piruvato sodico
50 M 2-mercaptoetanol
10% Suero Fetal Bovino inactivado por calor

1 ml de suspension como se describié anteriormente se colocé en un tubo de centrifuga de 15 ml, que se centrifugd
(condiciones de centrifugacion: a 1200 rpm, a 4°C, por 5 minutos) y se desechd después el sobrenadante. 200 pl
de la suspension del anticuerpo monoclonal anti-ILT7 (10 ug/ml) se afiadié a los sedimentos celulares, lo que se
mezclo e incubé a 4°C por 30 minutos, seguido por lavado dos veces con medio T (-) helado (la cantidad del medio
usado: 10 ml por lavado, condiciones de centrifugacion: a 1200 rpm, a 4 °C, por 5 minutos).

B-3) Modificacion del complejo inmune ILT7-anticuerpo anti-ILT7 presente en la superficie de las células objetivo

Posteriormente, el complejo inmune ILT7-anticuerpo anti-ILT7 presente en la superficie de las células se modificé con un
anticuerpo secundario, que se marco con fluorescencia para la deteccion. El método especifico se describe mas abajo. El
anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de raton marcado con APC (Numero de catalogo: 550826BD, fabricado por
Biosciences) que contiene medio T (-) helado se afiadié a los sedimentos celulares obtenidos como se describi6 en B-2), lo
que se incubd con oscuridad a 4 °C por 20 minutos, seguido por lavado dos veces con medio T (-) helado (la cantidad del
medio usado: 10 ml por lavado, condiciones de la centrifugacion: a 1200 rpm, a 4°C, por 5 minutos). Después, se afiadi6 el
medio T (-) helado a la misma, que se us6 como 1 x 10° células/ml de suspension.

B-4) Induccion de la internalizacién por incubacién a 37 °C

La suspension obtenida como se describid en B-3 se dividio por igual en dos tubos (es decir, tubos (a) y (b)). Los tubos (a) y
(b) se incubaron a 37 y 4°C, respectivamente, en condiciones de oscuridad por 60 minutos. Después de la incubacion, 1%
de FBS/PBS (helado) se afiadi6 a la misma para detener la internalizacion. La solucion resultante se centrifugé (condiciones
de centrifugacion: 1200 rpm, a 4°C, por 5 minutos) y se desecho después el sobrenadante, seguido de lavado dos veces con
1% FBS/PBS (helado) (la cantidad de la solucién: 10 ml por lavado, condiciones de centrifugacion: a 1200 rpm, a 4 °C, por 5
minutos).

B-6) Modificacién del complejo inmune ILT7- anticuerpo-anti-ILT7 mantenido en la superficie de las células objetivo después
de la incubacion

El complejo inmune ILT7-anticuerpo-anti-ILT7 se mantuvo en la superficie celular después de la incubacion que se modifico
con un anticuerpo terciario para detectar, por fluorescencia. EI método especifico se describe mas abajo. 20 pl de
suspension que contiene anticuerpos terciarios (anticuerpo de burro anti-lgG de cabra marcado con FITC (Numero de
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catalogo: sc-2024, fabricado por Santa Cruz Biotechnology)) se afiadié a los sedimentos celulares obtenidos como se
describié en B-4), lo que se mezclé y dejé reposar a 4°C por 15 minutos en condiciones de oscuridad. La solucion resultante
se lavé con (la cantidad de la solucién: 10 ml por lavado, condiciones de centrifugacion: a 1200 rpm, a 4 °C, por 5 minutos).

B-5) Analisis del anticuerpo anti-ILT7 presente en las células objetivo

Posteriormente, se afiadié 150 ul de 1% FBS/PBS a los sedimentos celulares obtenidos como se describio en B-5), lo que
se suspendid y recogié en un tubo de microtitulacion de 1.2 ml, seguido por la realizacién de analisis FCM. En el analisis, la
intensidad de fluorescencia promedio (MPI) de cada célula se analizé por separado en FITC y APC. Mas aun, la relacion de
intensidad de fluorescencia (%) se calculd por la siguiente ecuacion.

Intensidad de fluorescencia promedio de células incubadas a
37°C por 80 minutos
Relacidn de Intensidad de
fluorescencia (%) = - x 100

Intensidad de fluorescencia promedio de células incubadas a
4°C por 60 minutos

Los resultados se muestran en la Tabla 2, Tabla 3, y la Fig. 13.

[Tabla 2]

FITC APC

Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
promedio promedio

Relacién de intensidad de Relacién de intensidad de

Temperatura de incubacion Temperatura de incubacion

(C) fluorescencia (%) (°C) fluorescencia (%)
4 37 4 4
#17 357 15.9 |44.5 1384 (1320 954
#26 |29.8 16.5 |55.4 844 816 96.7
#37 |51.0 28.5|55.9 2194 12155 98.2
#28 40.6 19.3 |47.5 1746|1709 97.9
#33 477 226|474 1882 (1845 98.0
IgG2a 3.7 42 |116.2 3 364 121.3
Especies de anticuerpos Relacion de intensidad de fluorescencia (%)
primarios APC FITC
Anticuerpo #17 Anti-ILT7 954 445
Anticuerpo #26 Anti-ILT7 96.7 55.4
Ejemplo 5 Anticuerpo #37 Anti-ILT7 98.2 55.9
Anticuerpo #28 Anti-ILT7 97.9 47.5
Anticuerpo #33 Anti-ILT7 98.0 474
Ejemplo comparativo 2 IlgG2a de ratén 121.3 116.2

La intensidad de la fluorescencia de FITC es un indicador de la cantidad de complejo inmune ILT7-anticuerpo-anti-ILT7
mantenido en la superficie celular después de la incubacion. La intensidad de fluorescencia promedio de FITC para las
células incubadas a 37°C por 60 minutos cay6 a aproximadamente 50% en comparacion con las células incubadas a 4°C.
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Por otra parte, la intensidad de fluorescencia de APC es un indicador de la cantidad de complejo inmune ILT7-anticuerpo-
anti-ILT7 presentado en la superficie celular antes de la incubacion. EI complejo inmune ILT7-anticuerpo-anti-ILT7 se
detecta a pesar de si esta presente en la superficie celular o incorporado en las células después de la incubacién. En el
Ejemplo 5, la intensidad de fluorescencia de APC después de la incubacién en el caso de la incubacion a 37°C fue
equivalente a esa en el caso de la incubacion a 4°C. Esto muestra que el complejo inmune ILT7-anticuerpo-anti-ILT7 puede
estar presente en cualquier sitio de las células objetivo, aun cuando la incubacién se realiza a cualquier temperatura. Como
se menciond anteriormente, se encontré que el anticuerpo monoclonal anti-ILT7 provocé la internalizacion de ILT7 por la
incubacién a 37°C

Ejemplo comparativo 2
Exactamente la misma operacién se realiz6 de la misma manera como se describio en el Ejemplo 5 excepto que se usé
lgG2a de ratén en lugar del anticuerpo anti-ILT7. Los resultados se muestran en el Ejemplo 5, asi como la Tabla 2, Tabla 3,

y la Figura 13. En el caso donde se uso6 la IgG2a de ratdn, no se observaron ningun cambio en la intensidad de
fluorescencia de FITC y APC, asi, se encontré que la IgG2a de ratén no provocé la internalizacion de ILT7.

Ejemplo 6

Respecto a la estructura del anticuerpo monoclonal de raton anti-ILT7 humano [Secuencias de regiones variables]
A. Clonacién del ADNc que codifica la region variable del anticuerpo ratén anti-ILT7

A-1) Respecto a los hibridomas que producen anticuerpos de ratén anti-ILT7

Los siguientes hibridomas se usaron como hibridomas que producen anticuerpos de raton anti-ILT7.
. Hibridoma #11 (Numero de acceso: FERM BP-10704)

. Hibridoma #17 (Numero de acceso: FERM BP-10705)
A-2) Aislamiento de los ARN totales

Los ARN totales se aislaron a partir de hibridomas descritos en A-1) usando un estuche disponible en el comercio “Estuche
RNeasy Mini” (Numero de catélogo:. 74106, fabricado por Qiagen) de acuerdo con las instrucciones adjuntas al estuche. En
ambos casos, aproximadamente 200 pg de los ARN total se obtuvo a partir de 1 x 10" hibridomas.

A-3) Amplificacién y fragmentaciéon del ADNc que codifica una regién variable de la cadena pesada de raton.

El ADNc que codifica una region variable de la cadena pesada de ratén se amplificé por el método 5' RACE usando 5 ng de
los ARN total aislados como se describid en A-2. En cuanto a la amplificacion, el estuche disponible en el comercio “
Estuche del Sistema 5' RACE para la Amplificacion Rapida de terminales de ADNc, Version 2. 0” (Numero de catalogo:
18374-058, fabricado por Invitrogen) se us6. Se describird especificamente como sigue. En primer lugar, una primera
cadena de ADNc se sintetizé a partir de los ARN total obtenidos como se describié en A-2) por la transcriptasa inversa. Las
secuencias de bases de los cebadores antisentido (GSP1) usados en el momento se muestran en la Tabla 4.

Cebadores usados para la amplificacion de un gen que codifica una region variable de cadena pesada de raton

Hibridomas usados | Nombres de los cebadores | Sec. con nim. de ident. Secuencia
5'CCATAGTTC CATTTT ACAGTT ACC 3'
Mu IgG3VH5RACE-GSP1 30
411 (24-mer)
5'GGG ACC AAG GGA TAG-ACA GA 3
Mu IgG3VH5RACE-GSP2 31
(20-mer)
5'TCC AGA GTT CCA GGT CAAGGT CAC 3
Mu tgG2aVH5RACE-GSP1 32
417 (24-mer)
5'GCC AGT GGA TAG ACC GAT GG 3'
Mu IgG2aVH5RACE-GSP2 33
(20-mer)
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Posteriormente, los ARN totales se degradaron por RNasaH y la primera cadena de ADNc se mantuvo como una sola
cadena que se purificd por el método de agarosa de bajo punto de fusion (1.5%). Ademas, dC (es decir, homopolimero de
nucleétidos) se adjunté al terminal 3' de la primera cadena de ADNc usando la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT).
Se amplificd el ADNc por el método de PCR usando unos cebadores de anclaje (sec. con num. de ident.:34) que tienen un
polimero de nucleétidos complementarios a dC (secuencia de anclaje) en el terminal 3' y los cebadores antisentido (GSP2)
que se muestran en la Tabla 4. Ademas, los productos de PCR obtenidos se usaron como moldes. EI ADNc se amplificé por
el método de PCR anidada usando el cebador AUAP (sec. con num de ident: 35) y los cebadores antisentido (GSP2) se
muestran en la Tabla 4. Mas aun, los productos de PCR se purificaron por el método de agarosa de bajo punto de fusion
(1.5%).

Cebador de anclaje para 5'RACE (sec. con num de ident.: 34)
5'-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI IGG Gl GGG IIG-3' (36-mer)

AUAP cebador para 5'RACE (sec. con num. de ident.:35)
5'-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3' (20-mer)

A-4) Amplificacién y fragmentaciéon del ADNc que codifica la region variable de cadena ligera de raton

El ADNc que codifica una region variable de cadena ligera de ratén se amplifico a partir de los ARN total aislado como se
describié en A-2) de la misma manera como se describe en A-3). Las secuencias de bases de los cebadores usados en el
momento se muestran en la Tabla 5. Los productos de PCR obtenidos se purificaron por el método de agarosa de bajo
punto de fusion (1.5%).

[Tabla 5]

Cebadores usados para la amplificacién de un gen que codifica una regioén variable de cadena ligera de raton

Hibridomas usados | Nombres de los cebadores | sec. con nim. de ident. Secuencia
5'TTC ACT GCC ATC AATCTT CCACTT 3'

Mu IgVL5RACE-GSP1 36

(24-mer)

#11, #17
5' GAT GGA TAC AGT TGG TGC AGC 3'

Mu IgVL5RACE-GSP2 37

(21-mer)

A-5) Confirmacion de la secuencia de bases del ADNc y determinacion de la region CDR

Una region variable de cadena pesada obtenida como se describié en A-3) y el fragmento de ADNc de la region variable de
cadena ligera obtenida como se describié en A-4) se clonaron a vectores pCR4 Blunt-TOPO usando un estuche disponible
en el comercio “Estuche de clonaje de PCR Zero Blunt TOPO” (Numero de catalogo: 1325137, fabricado por Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones adjuntas al estuche, que se introdujo después en células competentes de Escherichia coli
para administrar transformante de Escherichia coli. El plasmido mencionado anteriormente se obtuvo a partir del
transformante, la secuencia de bases de ADNc en el plasmido se confirmé después usando un secuenciador de ADN
automatico “Analizador Genético ABlI PRISM 3100 basado en PCR” (fabricado por Applied Biosystems). Las secuencias
correctas se extrajeron excluyendo los transcriptos obtenidos a partir de un ARN inactivo debido a cambio de marco y
mutaciones sin sentido alrededor de la region determinante de la complementariedad (de aqui en adelante denominado
como “region CDR”). Ademas, la homologia de la secuencia de bases de ADNc comprendida en el plasmido se compard
con la base de datos Kabat y se determinaron las secuencias de la region CDR y la region variable en las respectivas
regiones variables. Ademas, en cuanto al hibridoma #37 producido en el Ejemplo 4, las secuencias de la region CDR y la
regién variable en las regiones variables se determinaron en el mismo procedimiento como se describié en A-1) a A- 5) del
Ejemplo 6 usando el hibridoma #17. Las secuencias de bases de ADNc de las regiones variables de cadena pesada y
regiones variables de cadena ligera de los anticuerpos monoclonales anti-ILT7 producidos por cada hibridoma y las
secuencias de aminoacidos codificadas por las secuencias se muestran en las siguientes sec. con nims. de ident.

Region variable de cadena pesada Region variable de cadena ligera
#11 Sec. con num. ident.: 38 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 40 (secuencia base)

Sec. con num. ident.: 39 (secuencia de aminoacidos) | Sec. con num. ident.: 41 (secuencia de aminoacidos)
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Region variable de cadena pesada Region variable de cadena ligera
#17 | sec. con num. de ident.: 42 sec. (secuencia base) con num. de ident.: 44 (secuencia base)
Sec. con num. ident.: 43 (secuencia de aminoacidos) | Sec. con num. ident.: 45 (secuencia de aminoacidos)
#37 Sec. con num. ident.: 46 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 48 (secuencia base)

Sec. con num. ident.: 47 (secuencia de aminoacidos) | Sec. con num. ident.: 49 (secuencia de aminoacidos)

[Confirmacion del isotipo de la regidn constante]

En cuanto al sobrenadante de cultivo de hibridoma, el isotipo de region constante del anticuerpo monoclonal producido se
confirmé usando un estuche de isotipo de anticuerpo monoclonal de ratén disponible en el comercio (NUumero de catalogo:
MMT1, fabricado por Serotec Product). La region constante de cadena pesada del anticuerpo #11 de ratén anti- ILT7
humano fue Ig 3 y la region constante de la cadena ligera fue Igk. Ademas, cada una de las regiones constantes de la
cadena pesada del anticuerpo #17 de raton anti- ILT7 humano y el anticuerpo # 37 de raton anti-ILT7 humano fue Ig 2a y
cada region constante de la cadena ligera fue Igk.

Ejemplo 7

Produccion de anticuerpos quiméricos
A.Clonacion del ADNc que codifica la region constante de IgG humana

La regién constante de cadena pesada de IgG1 humana y la regién constante de cadena ligera kappa de Ig humana se
seleccionaron a partir de la genoteca de ADNc de las IPC humanas. Después, las regiones seleccionadas se clonaron a
vectores pCR4 Blunt-TOPO usando un estuche disponible en el comercio “Estuche de clonaje de PCR Zero Blunt TOPO”
(Numero de catalogo: 1325137, fabricado por Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones adjuntas al estuche, que se
introduce después en células competentes de Escherichia coli para administrar transformante de Escherichia coli. El
plasmido mencionado anteriormente se obtuvo a partir del transformante, la secuencia de bases de ADNc en el plasmido se
confirmo después usando un secuenciador de ADN automatico “Analizador Genético ABI PRISM 3100 basado en PCR”
(fabricado por Applied Biosystems).

B. Ligazén de la region variable con la region constante y clonacion

El ADNc que codifica la regién constante de cadena pesada obtenida como se describié en A y el ADNc que codifica la
region variable de cadena pesada obtenida como se describié en A-5 del Ejemplo 6 se uso, respectivamente. Ambos ADN
tienen una region en la que una secuencia de bases de ADN se solapa. Después, el ADN de cadena doble se obtuvo por el
método de extensién de solapamiento usando la region. El proceso especifico es como sigue a continuacion.

C-1) Preparacioén del ADNc que codifica la cadena pesada del anticuerpo quimérico ILT7
El “plasmido con ADNc que codifica las regiones variables de cadena pesada de #11 y #17” que se obtuvo como se
describié en A-5) se digirid con las enzimas de restriccion Notl y Xbal, lo que se purificéd por el método de gel de agarosa
(1.5%). Los productos resultantes se disolvieron en cada tampén TE con la siguiente composiciéon para que tengan 100
pmol/l para preparar una solucién del fragmento de ADNc que codifica la region variable de la cadena pesada.
Tampon TE:

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

pH75a8.0
Mas aun, el “plasmido con ADNc que codifica la region constante de cadena pesada” obtenido como se describié en B se
tratd de la misma manera que la descrita anteriormente para preparar 100 pmol/l de solucién Posteriormente, se mezclaron
ambas soluciones, y ambas de las regiones de solapamiento se hibridaron después manteniéndolas primero a 70 °C por 10
minutos y luego manteniéndolas a 37 °C por 5 minutos. Después de eso, el ADNc se amplifico por el método de PCR y el

ADNCc obtenido se digirié con las enzimas de restriccion Notl y Xbal, lo que se purificod por el método de gel de agarosa de
bajo punto de fusion (1.5%).
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C-2) Preparacion de ADNc que codifica la cadena ligera del anticuerpo quimérico ILT7

El ADNc que codifica la region constante de cadena ligera obtenida como se describié en A y el ADNc que codifica la region
variable de cadena ligera obtenida como se describié en A-5 del Ejemplo 6 se uso, respectivamente. EI ADNc que codifica la
cadena ligera del anticuerpo quimérico ILT7 se obtuvo de la misma manera como se describié en C-1) usando estos ADNc.

C-3) Clonacion.

El ADNc obtenido como se describié en C-1) se clond al vector plasmidico pADNc3.1-Zeocina (fabricado por Invitrogen)
usando Notl y Xbal como sitios de clonacién para producir un vector de expresion de la cadena pesada del anticuerpo ILT7
quimérico. Ademas, el ADNc obtenido como se describi6 en C-2) se clond al vector plasmido pADNc3.1-higromicina
(fabricado por Invitrogen) usando Notl y Xbal como sitios de clonacién para producir un vector de expresion de la cadena
ligera del anticuerpo ILT7 quimérico. Los nombres de cada vector se muestran en la Tabla 6.

[Tabla 6]
Nombres de los vectores plasmidicos

Cadena pesada del anticuerpo quimérico ILT7 para la |Cadena ligera del anticuerpo quimérico ILT7 para la

expresion expresion
#11 | pcDNA-+#11VH pcDNA-#11VL
#17 | pcDNA#17VH pcDNA-#17VL

D. Expresion del anticuerpo quimérico ILT7.
D-1) Transformacion transitoria
1 ng de vector de expresion de la cadena pesada del anticuerpo quimérico ILT7 y 1 pug de vector de expresion de la cadena
ligera del anticuerpo quimérico ILT7, que se obtuvieron como se describié en C-3), se co-transfectaron a las células 293T
usando el estuche de transfeccion effectene (Numero de catalogo: 301427, fabricado por Qiagen). Después de eso, los
productos resultantes se cultivaron a 37°C usando medio de cultivo DMEM con 2% FBS de bajo contenido de 1gG afiadido
con la siguiente composicion.

medio de cultivo DMEM con 2% FBS de bajo contenido de IgG afiadido:

Medio de cultivo DMEM (Numero de catalogo: D5796, fabricado por Sigma)

2% FBS de bajo contenido de IgG (Numero de catalogo: SH30151.03, fabricado por HyClone)

2 mM L-Glutamina

100 U/ml Penicilina

100 pg/ml Estreptomicina

pH72apH74
Después de la introduccién de los vectores, el medio resultante se cultivd por 96 horas y se recogi6 el sobrenadante del
cultivo. Después, los fragmentos de células se eliminaron por centrifugacién para administrar una soluciéon de anticuerpo
crudo.

D-2) Transformacion de la homeostasis

1 ng del vector de expresion de cadena pesada del anticuerpo quimérico ILT1 y 1 g del vector de expresion de la cadena
ligera del anticuerpo quimérico ILT7, que se obtuvieron como se describié en C-3), se co-transfectaron con células YB 2/0
(células derivadas de mieloma de rata, ATCC # CRL-1622) usando el estuche de transfeccion effectene (Numero de
catalogo: 301427, fabricado por Qiagen). Entre los vectores plasmidicos usados, el vector para la expresion de la cadena
pesada es un marcador de resistencia a zeocina y el vector para la expresidon de cadena ligera es un marcador de
resistencia a higromicina. Por lo tanto, las células en los que se introdujeron ambos vectores pueden crecerse en un medio
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de cultivo al que se afade a la vez Zeocina e higromicina. Después, las células se cultivaron en medio de cultivo RPMI al
que se afadieron Zeocina e higromicina y se seleccion6 una cepa resistente.

Medio de cultivo RPMI con Zeocina-higromicina afiadida:

Medio de cultivo RPMI 1640 (Numero de catélogo: R8758, fabricado por Sigma) 10% FBS

0.01 M HEPES (Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico)

1 mM Piruvato sédico

2 mM de L-Glutamina

100 U/ml Penicilina

100 pg/ml Estreptomicina

55 uM 2-mercaptoetanol

0.5 mg/ml Zeocina

0.5 mg/ml Higromicina

pH72apH74
Tres dias después de eso, la cantidad de produccién de anticuerpo en el sobrenadante del cultivo se determiné por el
método de ELISA. La linea celular que produce el anticuerpo quimérico ILT7 con un nivel de expresién alta y células
suficientemente aumentadas se selecciond. Ademas, una sola clonacién de las lineas de células seleccionadas se realizd
por el método de clasificador de células para obtener las siguientes lineas celulares.
Linea celular #11 que produce el anticuerpo quimérico ILT7 : linea celular 11-5 y
linea celular #11-16

linea celular #17 que produce el anticuerpo quimérico ILT7: linea celular #17-24

Las lineas celulares mencionadas anteriormente (linea celular# 11-5, linea celular # 11-16, y linea celular # 17-24) se
cultivaron respectivamente en medio de cultivo RPMI con 5 % FBS afiadido con la siguiente composicién.

La temperatura de incubacién y tiempo de incubacién se establecieron a 37 °C y 96 horas, respectivamente.
Medio de cultivo RPMI con 5% FBS afiadido:

Medio de cultivo RPMI 1640 (Numero de catalogo: R8758S, fabricado por Sigma)

5% FBS

0.01 M de HEPES

1 mM Piruvato sédico

2 mM L-Glutamina

100 U/ml Penicilina

100 g/ml Estreptomicina

55 M 2-mercaptoetanol

pH72apH74
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El sobrenadante de cultivo se recogi6é y después los fragmentos celulares se eliminaron por centrifugacion para administrar
una solucion de anticuerpo crudo.

E. Purificacion de anticuerpos

Cada una de las soluciones de anticuerpo crudos obtenidos como se describié en D-1 y D-2 se purificé por columna de
afinidad de proteina A (rProteina A Sepharose FF, niumero de catalogo: 17-1279-01, fabricado por Amershram Pharmacia).
Las condiciones de purificacién son como sigue. La purificacion por afinidad se llevd a cabo usando tampén PBS (-) con la
siguiente composicion como un tampon de adsorcion y 0.1 M de tampdn de citrato de sodio (pH 3) como tampon de elucion
de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto. Se afiadié 1 M de Tris-HCI (pH 8.0) a las fracciones eluidas para ajustar
el pH a alrededor de 7.2. Las DO en 450 a 620 nm se midieron y después se seleccionaron los pocillos que muestran
reaccion positiva. Con referencia a la concentracién de anticuerpos purificados, la absorbancia a 280 nm se determiné y
calculé basado en 1.38 DO/mg /ml. Las relaciones entre los anticuerpos quiméricos ILT7 obtenidos, hibridomas a partir de
los que se derivé el gen de la regién variable, y las células huésped se resumieron en la Tabla 7.

Tampén PBS (-):
0.2 g/l Dihidrégeno fosfato monopotasico
0.2 g/l Cloruro potasico
8 g/l Cloruro sédico

1.15¢/l Fosfato monoacido disédico anhidro

[Tabla 7]
Anticuerpos quiméricos producidos
Nombres de los antlcyerpos quimericos Hibridomas usados | Forma de transformacion. . CeIngs
producidos introducidas
Anticuerpo quimérico #11 ILT7 #11
Forma transitoria 293T
Anticuerpo quimérico #17 ILT7 #17
Anticuerpo quimérico #11-5 ILT7 #11
Anticuerpo quimérico #11-16 ILT7 #11 Homeostasis YB 2/0
Anticuerpo quimérico #17-24 ILT7 #17

Las secuencias de bases de ADNc y secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos
quiméricos producidos se muestran mas abajo, respectivamente. En cada secuencia de aminoacidos, la secuencia de
aminoacidos a partir del N-terminal a -1 es una secuencia sefial y la secuencia de aminoacidos de 1 a C terminal es una
secuencia de aminoacidos de una proteina madura. Esto es, las cadenas pesada y ligera, que constituyen estos anticuerpos
quiméricos, consisten de la secuencia de aminoéacidos a partir de 1 a C terminal de cada una de las siguientes secuencias
de aminoécidos.

Cadena pesada Cadena ligera
#11 | Sec. con num. ident.: 50 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 52 (secuencia base)
Sec. con num. ident.: 51 (secuencia de aminoacidos) | Sec. con num. ident.: 53 (secuencia de aminoacidos)
#17 | Sec. con num. ident.: 54 (secuencia base) Sec. con num. ident.: 56 (secuencia base)
Sec. con num. ident.: 55 (secuencia de aminoacidos) | Sec. con num. ident.: 57 (secuencia de aminoacidos)
Aplicabilidad industrial
La presente divulgacion proporciona el inmundgeno util para producir el anticuerpo que reconoce especificamente ILT7
humano y el método para producir anticuerpo anti-ILT7 usando el inmundégeno. El anticuerpo que reconoce especificamente

ILT7 humano para su uso en la presente invencion reconoce especificamente ILT7 en la presencia de la familia ILT. Por lo
tanto, el anticuerpo para su uso en la presente invencion puede usarse para la deteccion y el aislamiento de ILT7 humana.
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Por ejemplo, la localizacién de ILT7 puede analizarse ademas usando el anticuerpo de la presente divulgacién. Se considera
que ILT7 es una molécula estrechamente relacionada con la diferenciacién y funcion de las IPC o células dendriticas. Por lo
tanto, el anticuerpo, que reconoce ILT7 con alta especificidad, es util para el analisis de la funcion de las IPC o células
dendriticas. Las células cancerosas de tipo IPC (que tienen la caracteristica en la que se expresa BDCA-2) se conocen
(Chaper of L y otro. Eur. J. Immunol. 34; 418426, 2004, Maeda T y otros, Int. J. Hematol. 81; 148-154, 2005). La
confirmacion de la expresion de ILT7 en estas células puede permitir el diagnostico de cancer y un agente terapéutico.

Se indica, en el caso de las enfermedades autoinmunes, por ejemplo, la profunda relacion entre IFNa, producido por las
IPC y el desarrollo de la psoriasis, que es una enfermedad de la piel (Nestle FO y otros, J. Exp. Med. 202, 135-143, 2005).
Por lo tanto, la gravedad de la psoriasis puede examinarse identificando las IPC en el tejido de la piel de pacientes con
psoriasis, es decir, en las muestras de biopsia usando el anticuerpo anti-ILT7.

Se sabe que el desarrollo del SIDA en pacientes infectados por el VIH se correlaciona con el numero de las IPC. Es decir,
muchas de las IPC se han observado en pacientes que no presentan sintomas y la reduccién en las IPC se observo en el
inicio (Soumells V. y otros, Blood 98; 906-912, 2001). Por lo tanto, es eficaz en la prediccion del prondstico de la infeccion
por el virus, como el VIH.

Por ejemplo, ILT7 es una molécula que se expresa especificamente en las IPC humanas. Por lo tanto, el anticuerpo anti-
ILT7 para su uso en la presente invencion puede usarse para detectar, identificar, o aislar las IPC. Las IPC son células que
producen la mayoria del interferén de tipo 1. Por lo tanto, la deteccidn, identificacion, o aislamiento es un objetivo importante
en el diagndstico y estudio de las enfermedades que involucran el interferén tipo 1. Como tales enfermedades, se puede
ilustrar diversas enfermedades autoinmunes e infecciones que el interferén se involucra en la formacién de la condicion
patoldgica.

Ademas, el anticuerpo anti-ILT7 para su uso en la presente invencion tiene el efecto inhibidor en la actividad de las IPC. Por
lo tanto, la actividad de las IPC puede inhibirse mediante el uso del anticuerpo anti-ILT7 para su uso en la presente
invencion. Ademas, las enfermedades que involucran el interferén tipo 1 pueden tratarse mediante la inhibicién de la
actividad de las IPC. Especificamente, el anticuerpo anti-ILT7 para su uso la presente invencién es util para diversas
enfermedades autoinmunes e infecciones que involucra el interferén en la formacion de la afeccién patoldgica.
Particularmente, ya que el anticuerpo anti-ILT7 tiene una alta especificidad, puede eliminar de manera eficiente las IPC.

Lista de secuencias

<110> GINKGO BIOMEDICAL RESEARCH INSTITUTE CO., LTD.
<120> Anticuerpo anti-ILT7

<130> G2-A0501P

<150> JP 2005-366465
<151> 2005-12-20

<160> 76
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 1577

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221>CDS

<222> (24).. (1520)
<220>

<221> péptido_senal
<222> (24).. (71)

<220>

<221> péptido_mad
<222> (72).. (1520)
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<400> 1

caggegccagg aggaggagat got atg acc cotc att ctc aca age.ctg ctc tte 53
Met Thr Leu |le Leu Thr Ser Leu Leu Phe
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-15 -10
ttt ggg cteg agec ctg ggc ccc agg acc cgg gteg cag gca gaa aac cta mm
Phe Gly Leu Ser Leu Gly Pro Arg Thr Arg Val Gin Ala Glu Asn Leu
-5 -1 1 5 10
ccc aaa cocc ate cte tEz gcc gag cca ggt ccc gtg atc ace tgg cat 149
Pro Lys Pro lie Leu Trp Ala Giu Pro Gly Pro Val lle Thr Trp His
15 20 25
aac ccc gtg acc atc teg tet cag gegc acc ctg gag gcc cag geg tac * 187
Asn Pro Val Thr lle Trp Cys GIn Gly Thr Leu Glu Ala GIn Gly Tyr
30 35 ' .40
cgt ctg gat aaé gag gega aac tca atg tcg agg cac ata tta aaa aca - 245
Arg Leu Asp Lys Glu Gly Asn Ser Met Ser Arg His 1le Leu Lys Thr
45 ' 50 55
ctg gag tct gaa aac aag gtc aaa ctc tce atc cca tcc atg atg teg 293
Leu Glu Ser Glu Asn Lys Val Lys Leu Ser lle Pro Ser Met Met Trp
60 o 65 . 70 '

gaa cat geca ggg cga tat cac tgt tac tat cag age cct gea gge tze an
Glu His Ala Gly Arg Tyr His Cys Tyr Tyr GIn Ser Pro Ala Giy Trp

75 ’ 80 ' 85 90

tca gag ccc agc gac ¢co ctg gag ctg gteg gtg aca gec tac age aga 389
Ser Glu Pro Ser Asp Pro Leu Glu Leu Val Val Thr Ala Tyr Ser Arg

95 ) 100 105
ccc acc ctg tcc gea cfg cca age cot gtg gtg acc tca gga gtg aac 437
Pro Thr Leu Ser Ala Leu Pro Ser Pro Val Val Thr Ser Gly Val Asn
110 115 . T 120
gtg acc ctc cgg tet gec tea cgg . ctg gga ctg ggc age ttc act ctg 485

Val Thr Leu Arg Cys Ala Ser Arg Leu Gly Leu Glx Arg Phe Thr Leu
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lle

cac
His
155

ttc
Phe

cca

Pro

ggc
Gly

ace
Thr

ate
lte
235

cct

bro

agce

Ser

gag
Glu
140

aac
Asn

age
Ser

tac

Tyr

gte
Val

cce
Pro
220

aga

Arg

EEC
Gly

cct

Pro

125

gaa
Gliu

cat
His

aac

Asn

gtg
Val

tet
Ser
205

EEga
Gly

tac

Tyr

GEE
Arg

gtg
Val

gga
Gly

gega
Gly

agg

Arg

tegeg
Trp
190

agg
Arg

Eag
Glu

act
Thr

cag
Gin

age
Ser

gac
Asp

aag
Lys

eget
Gly
175

teg

Ser

azg

Lys

aat

Asn

ctg

Leu

GGG
Pro
255

cgc
Arg

cac
His

tic
Phe
160

aca
Thr

gaa
Glu

ccc

' Pro

cte

Leu

age
Are
145

cag
Gin

ttc
Phe

ccc

Pro

tee
Ser

acc
Thr

- 225

tac
Tyr
240

cag
Gin

tce

Ser

aag
Lys

gct
Ala

tac
Tyr

130

cte
Leu

gee
Ala

aga
Arg

agt

Ser

ctc
Leu

tcc
Ser

cte
Leu

tgc
Cys

gac
Asp
195

ctg

Leu

210 |

ctic

Leu

gag
Glu

EBE
Gly

[:4:44
Gly

cag
Gin

24244
Gly

ctc
Leu

gEgC
Gly
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tge
Trp

tte
Phe

tac
Tyr
180

CcCC

Pro

ace
Thr

tet
Cvs

gcc

Ala

tce
Ser
260

cag
Gin

acc
Thr

cCc
Pro
165

gec
Gly

cte
Leu

ctg

Leu

EEC
Gly

gat
Asp
245

cag
Gin

tac
Tyr

- 135

ctg
Leu
150

ate
Met

tat
Tyr

cag

Gln

cag
Gin

aac
Asn

gEC
Gly

gaa
Giu

cta

Leu

ggc
Gly

215

tot
Ser
230

gEC
Gly

EGC
Ala

aga
Arg

42

gat
Asp

ctc

Ley

aac

Asn

tec
Cys

tca

Ser

cce
Pro

aac

Asn

ctg
Leu
200

cct
Pro

gte
Val

cGC

Pro

ttc
Phe

tac
Tyr

cac
His

ctg
Leu

aac
Asn
185

gte
Val

gic
Val

gBC
Gly

cag
Gln

acc
Thr
265

ggc
Gly

caa.

Gin

acec
Thr
170

acc
Thr

tca
Se_r

gte
Val

tac

Tyr

CBC
Arg
250

ctg
Leu

gca
Ala

533

581

629

677

725

773

a1

869

917
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270 275 280
cac aac gtc tcc tcc gag tgg tcz gc¢ ccc agt gac ccc ctg gac atc 965
His Asn Val Ser Ser Glu‘Trp Ser Ala Pro Ser Asp Pro Leu Asp lle
285 290 295
ctg atc gca gega cag atc tct gac aga cce tcec ctc tca gtg cag ccg 1013
Leu Ile Ala Gly Gin 1le Ser Asp Arg Pro Ser Leu Ser Val GIn Pro
300 305 310

EgC ¢cC acg gtg acc tca gga gag aag gtg acc ctg ctg tgt cag tca 1061
Gly Pro Thr Val Thr Ser Gly Glu Lys Val Thr Leu Leu Cys Gin Ser

3156 ' 320 325 330

_tgg-gac ccg atg ttc act ttc ctt ctg acc aag gag geg gca gcc cat 1109
Trp Asp Pro Met Phe Thr Phe Leu Leu Thr Lys Glu Gly Ata Ala His

335 ‘ _ 340 345
ccc ccg tteg cgt ote aga tca atg tac gga gct cat aag tac cag ect 1157
Pro Pro Leu Arg Leu Arg Ser Met Tyr. Gly Ala His Lys Tyr GIn Ala
- 350 355 : 360
gaa ttc Cee atg agt cct gig acc - tca gece cac gecg ggE acc tac agg 1205
Glu Phe Pro Met Ser Pro Val Thr Ser Ala His Ala Gly Thr Tyr Arg ’
365 : 370 375
tgec tac gge tca cge agc tec aac coe tac ctg ctg tet cac ccc agt 1253
Cys Tyr Gly Ser Arg Ser Ser Asn Pro Tyr Leu Leu Ser His Pro Ser
380 385 390

-gag ccc ctg gag ctec gtg gte tcé'gga gca act gagAacc ctc aat cca 1301
Glu Pro Leu Glu Leu Val Val Ser Gly Ala Thr Glu Thr Leu Asn Pro

395 ’ 400 405 410

gca caa aag aag tca gat tcc aag act goc cca cac ctc cag gat tac 1349

Ala Gln Lys Lys Ser Asp Ser Lys Thr Ata Pro His Leu GlIn Asp Tyr
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415 420

aca gte gag aat ctc atc cgc ateg get gte
Thr val Glu Asn Leu lle Arg Met Gly Val
’ ’ 430 435

ttc ctc gegg att ctg tta ttt‘gag gct cag
Phe Leu Gly lle Leu Leu Phe Glu Ala Gin
445 . 450

cca agg tgc age cag gag gca aa¢c agec aga
Pro Arg Cys Ser Gin Glu Ala Asn Ser Arg
460 465

gct gegc ttg
Ala Gly Leu

cac agc cag
His Ser Gin
455

faag gac aat

Lys Asp Asn
470

gte
val

440

aga

Arg

gca:

Ala

425
cte

Leu

agc
Ser

ccec

Pro

aga gtg gtg gag cct tgg gaa cag atc tgatgatctg aggagegttet

Arg Val VéI'Glu Pro Trp Glu GIn lle
475 . 480

ggaagactgg ggcagcagtt gegggaagtegt ctgoctega

<210> 2

<211>499

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

cte
Leu

cco
Pro

tte
Phe

Met Thr Leu lle Leu Thr Ser Leu Leu Phe Phe Gly Leu Ser Leu Gly

-15 - -0

~5

-1

Pro Arg Thr Arg Val Gin Ala Glu Asn Leu Pro Lys Pro tle Leu Trp

i 5 10

44
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Ala Glu Pro Gly Pro Val Ile Thr Trp His Asn Pro Val Thr lle Trp
20 25 30

Cys GIn Gly Thr Leu Giu Ala Gln Gly Tyr Arg Leu Asp Lys Glu Gly'
35 40 . 45

Asn Ser Met Ser Arg His lle Leu Lys Thr leu Glu Ser Glu Asn Lys
50 55 60 ‘

Val Lys Leu Ser lle Pro Ser Met Met Trp'GIu His Ala Gly Arg Tyr
65 70 - 75 80

His Cys Tyr Tyr Gin Ser Pro Ala Gly Trp Ser Glu Pro Ser Asp Pro
85 90 ’ » 95

Leu Glu Leu Val Val Thr Ala Tyr Ser Arg Pro Thr Leu Ser Ala Leu
100 : 105 110

Pro Ser Pro VYal Val Thr Ser Gly Val Asn Val Thr Leu Arg Cys Ala
115 120 _ : 125

Ser Arg Leu Gly Leu Gly Arg Phe Thr Leu Ile Glu Glu Gly Asp His
130 135 S 140

Arélteu Ser Trp Thr Leu Asn Ser His Gln His Asn His Gly Lys Phe
145 . 150 . 155 ) 160
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Gin

Phe

Pro

Ser

- Thr

Ala

Arg

Ser

Leu

210

Leu

225

Lys

Ala

Tyr

Trp

Gfru

Gly

Gly

Ser
280

Leu

Cys

Asp

195

Leu

Gln

Gly

Leu.

Gly
275

Ala

Phe

Tyr

180

Pro

Thr

Cys

Ala

Ser

260

Gln

Pro

Pro

Met

165

Gly

Leu

Leu

Gly

Asp

245

Gin

Tyr

Ser

Tyr

Gin

Gln

Ser
230

Gly

Ala

Arg

Asp

Gly

Glu

Leu

Gly

215

Asp

Leu

Asn

Cys

Pro

Asn

Leu

Asn

185

Leu

200

Pro

Val

Pro

Phe

Tyr

Val

Val

Gly

Gln

Thr

265

Gly

" 280

Pro
295

Leu

Asp
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Thr

170

Thr

Ser

Val

Tyr

Arg

250

Leu

Ala

lle

Phe

Pro

Gly

Thr

{le

235

Pro

Ser

His

Leu

Ser

Tyr

val

Pro
220

Arg

Gly

Pro

Asn

lie
300

46

Asn

val

Ser

206

Gly

Tyr

Arg

Val

Val
285

Ala

Arg

Trp

190

Arg

Glu

Thr

Gin

Ser

270

Ser

Gly

Giy

175

Ser

Lys

Asn

Leu

Pro

255

Arg

Ser

Glin

Thr

Glu

Pro

Leu

Tyr

240

Gin

Ser

Glu
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Gly

Phe

Ser

vVal

Ser

Asp

Glu

Leu

Met

Thr

370

Asn

385 .

Val

Ser

Arg-

Ser

Lys

Met

Arg

Lys

Leu

Tyr

355

Ser

Pro

Gly

The

Gly
435

Pro

Yal

Thr

340

Gly

Ata

Tyr

Ala

Ala

Ser

Thr
325

Lys

Ala

His

Leu

Thr

405

Pro

420

Val

Ala

Leu

310

Leu

Glu

His

Ala

Leu

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

375

Ser

390

Glu

His

Gly

Thr

Leu

Leu

Val

Cys

Ala

Tyr
360

Thr

His

Leu

Gln

Val
440

Gln

Gin

Ala

345

Gln

Tyr

Pro

Asn

Asp
425

Leu
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Pro

Ser
330

His

Ala

Arg

Ser

Pro
410

Tyr

Leu

Gly

315

Trp

Pro

Glu

Cys

Glu

395

Ala

Thr

Phe

Pro

Asp

Pro

Phe

Tyr

380

Pra

Gln

Val

Leu

47

Thr

‘Pro

Leu

Pro

365

Gly

teu

Lys

Glu

Gly
445

Val

Met

Arg

350

Met

Ser

Glu

Lys

Asn

430

lle

Thr

Ser

- 320

Phe
335
Leu
Ser
Arg
Leu
Ser
415

Leu

Leu

Thr

Arg

Pro

Ser

Val

400

Asp

lie

Leu
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Phe Glu Ala Gln His Ser GIn Arg Ser Pro Pro Arg Cys Ser Gln Glu

450

455

460

Ala Asn Ser Arg Lys Asp Asn Ala Pro Phe Arg Val Val Glu Pro Trp

465 .~ 470

Glu Gln lle

<210>3
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 3
ctccaacccc tacctgetgtc - 21

<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 4
ttcccaaggce tccaccactct 21

<210>5
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 5
cctcaatcca gcacaaaaga agt

<210>6
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 6
cggatgagat tctccactgt gtaa

<210>7
<211>18
<212> ADN

23

24

475

48

480
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<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 7
ccacccatgg caaattcc 18

<210>8
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 8
tgggatttcc attgatgacaag 22

<210>9
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 9
agggccagg aggaggagat g 21

<210> 10
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 10
tcagcagaca cttccccaact 21

<210> 11
<211> 105
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 11
ccgotogaga tgaccctcat tctcacaage ctgetcttet ttggsctgag cctggecgat

tacaaggateg acgacgataa gcccaggacc cgggtgcagg cagaa

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

49

60
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<400> 12
ctagactagt tcagatctgt tcccaaggct ¢ 31

<210> 13
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 13
ccgctcgaga tgaccctcat tctcacaage 30

<210> 14
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 14
ctagactagt tcacttatcg tcgtcatcct tgtaatcgat ctgttcccaa ggcete 55

<210> 15

<211> 313

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (7) .. (267)

<400> 15
cccaag atg att cca gea gtg gte tte cte tta cte ctt tig gtt gaa

Met Ile Pro Ala Val Val Leu Leu Leu Leu Leu Leu Val Glu
1 5 10

caa gca gcg goc ctg gea gag ».cct cag ctc tgc tat atc ctg gat gco
Gin Ala Ala Ala Leu Gly Glu Pro Gln Leu Cys Tyr lle Leu Asp Ala
15 20 - 25 30

atc ctg ttt ctg tat gga att gtc ctc acc ctc ctec tac tgt cga ctg

lle Leu Phe Leu Tyr Gly lle Val Leu Thr Leu Leu Tyr Cys Arg Leu
: 35 . 0 ‘ 45

50

48

96

144
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aag atc caa gtg cga aag gea got
Lys |le GIn Va! Arg Lys Ala Ala
50

get gtt tac acg ggec cteg age acc
Gly Val Tyr Thr Gly Leu Ser Thr
65 70

cig aag cat gag aaa cca cca cag
Leu Lys His Glu Lys Pro Pro GIn
80 - ' 85

tattctteott tggcttcteg ttette
<210> 16

<211> 86

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met |lfe Pro Ala Val Val Leu Leu
1 ' 5 ‘

Ala Ala Leu Gly Glu Pro GIn Leu
' 20

Phe Leu Tyr Gly Ile Val Leu Thr
35 - ' - 40

GIn Val Arg Lys Ala Ala 1le Thr

50 55

Tyr Thr Gly Leu Sér Thr Arg Asn
65 70

His Glu Lys Pro Pro Gin
85

ata
lle
55

age

Arg

tag

Leu

Cys
25

Leu

Ser

GIn
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acc agec tat gag aaa tca
Thr Ser Tyr Glu Lys Ser
60

aac cag gag act tac gag
Asn Gin Giu Thr Tyr Glu
75

ctitagaata gatecgeica

Leu Leu Leu Val Glu Gln
10 15

Tyr lle Leu Asp Ala lle
30

Leu Tyr Cys Arg Leu Lys
45

Tyr Glu Lys Ser Asp Gly
60

Glu Thr Tyr Giu Thr Leu
75

51

gat
Asp

act

Thr

Ala

Leu

lle

Val

Lys
80

192

240

287

313
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<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 17
cccaagatga ttccagcagt g 21

<210> 18
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 18
ggaagaacca gaagccaaag a 21

<210> 19
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 19

ccgctcgaga tgattccage agtggtcttg 30
<210> 20

<211> 61

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia cebadora artificialmente sintetizada

<400> 20

ctagactagt ctacagatcc tcttcagaga tgagtttcte ctccotetzet ggttteteat

-4

<210> 21
<211>23
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia peptidica artificialmente sintetizada

<400> 21

Cys Ser Gln Glu Ala Asn_Ser Arg Lys Asp Asn Ala Pro Phe Arg Val

52

60

- 61
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Vél Glu Pro Trp Glu GIn |le
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Tyr

ctec
Leu

ctg
Leu

gca
Ala

aac
Asn

got
Ala

BEC
Gly
285

cac
His

300

atc
e

ccg

Pro

tca
Ser

gat

Asp

got
Ala
380

cte.
Leu

gec
Gly

cag-

Gin

gac
Asp
365

gaa
Glu

63

aga

Arg

E8C
Gly
270

cot

Pro

aac

Asn

atc

Ile

GGG
Pro

gga
Gly
350

cca

Pro.

ttc
Phe

Tttt

Phe
255

gca
Ala

ete
Val

ctc

Leu

gca
Ala

acg
Thr

teg
Trp

tee
Trp

cce
Pro

gtt
Val

cag

GiIn

age

Ser

tece

Ser

EEa

Gly

320

gte
‘Val
335

atg
Met

cet
Arg

atg
Met

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152



ES 2 699 428 T3

ggt cct gtg acec tca goc cat gecg gge acc tac agg tzc tac gge tca 1200
Gly Pro Val Thr Ser Ala His Ala Gly Thr Tyr Arg Cys Tyr Gly Ser
385 390 395 400
cag age tocc aaz ccc tac ctg ctg act cac ccc agt gac cec ctg gag 1248

‘Gln Ser Ser Lys Pro Tyr Leu Leu Thr His Pro Ser Asp Pro Leu Glu
405 410 415

ctc gtg gtc tca gga ccg tet ggg ggc ccc age tcb ccg aca aca gec 1296
lLeu val Val Ser Gly Pro Ser Gly Gly Pro Ser Ser Pro Thr Thr Gly
420 425 430

ccc acc tcc aca tct gec cct gag gac cag ccc ctc acc ©Cc acc gBE 1344
Pro Thr Ser Thr Ser Gly Pro Glu Asp Gin Pro Leu Thr Pro Thr Gly
435 440 445

tog gat coc cag agt ggt ctg gga age cac ctg ggg gtt gtg atc gegc - 1392
Ser Asp Pro Gin Ser Gly Leu Gly Arg His Leu Gly Val Val lle Gly
450 7 455 460 '

atc tte gtg geo gte atc cta ctg ctc cte cte cte ote ote qtc ttc 1440
Ile Leu Val Ala Val lle Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe
465 470 475 7 480

cte ate ctec cga cat cga cgt cag ggc aaa cac tgg aca tcg ace cag 1488
Leu Ile teu Arg His Arg Arg GIn Gly Lys His Trp Thr Ser Thr Gln
485 490 ' 495

aga aag gct gat ttec caa cat coct geca ggg egct etz geg cca gag ccec - 1536
Arg Lys Ala Asp Phe GIn His Pro-Ala Gly Ala Val Gly Pro Glu Pro
500 | - 505 510

ica gac aga ggc ctg cag tgg age tec agc cca got gcc gat goc cag 1584

Thr Asp Arg Gly Leu Gln Trp Arg Ser Ser Pro Ala Ala Asp Ala Gln
‘ 515 520 525

64



gaa
Glu

gte
Val
545

acg
Thr

cct
Pro

ECE
Ata

CCC

Pro

aag
Lys
625

CCC

Prb

gaa
Glu
530

gag

Glu

tat
Tyr

cct
Pro

gaa
Glu

cag
Gin
610

gea
Ala

agc
Ser

<210> 27

<211> 650

aac

Asn

atg
Met

gcec
Ala

tce
Ser

gag
Glu
595

'ga,t,

Asp

act
Thr

atc
ile

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 27

ctec

Leu

gac

Asp

gag
Glu

cca
Pro
580

gac

Asp

gtg
Val

Bag

Glu

tac
Tyr

tat
Tyr

act

Thr

ete
Val
565

ctg

Leu

agg
Arg

acc

Thr

cct
Pro

gce
Ala
645

get
Ala

CEgg
Arg
550

daaa

Lys

tct
Ser

cag
GIn

tac
Tyr

cct
Pro
630

act
Thr

gce
Ala
535

age
Ser

cac
His

g8g
Gly

atg
Met

gco
Ala
615

cca

Pro

ctg
Leu

gtg
Val

cca

Pro

tce
Ser

gaa
Glu

gac
Asp

aag

Lys

cac
His

aga
Arg

tte
Phe
585

act
Thr

600 -

cag
Gln

tce
Ser

gece
Ala

nt
Leu

cag
Gin

ate
lle

ES 2 699 428 T3

cac
His

gat
Asp

cct
Pro
570

ctg
Leu

gag
Glu

cac
His

gaa
Glu

cac
His
650

aca

Thr-

gaa
Glu
555

agg
Arg

gac
Asp

gct
Ala

age
Ser

EEE
Gly
635

tag

cag
GiIn
540

gac

Asp

aga

Arg

aca

Thr

get
Ala

_ttg
Leu
620

cce
Pro

65

cct

Pro

CGC

Pro

gaa
Glu

aag
Lys

gca
Ala
605

ace
Thr

tct

Ser

gag
Glu

cag
Gin

atg
Met

gac
Asp
590

tct
Ser

ctt

Leu-

cca
Pro

gat
Asp

goa
Ala

gc6
Ala
575

aga
Arg

Eaa

Glu

aga

Arg

get
Ala

EEE
Gly

gte
Val
560

tet

Ser

cag
Gln

EGC

Ala

cgg
Arg

gte
Val
640

1632

1680

1728

1776

1824

1872

. 1920

1953



Met Thr
1

Pro Arg

Ala Glu

Cys Gin
50

Lys Thr
65
Gly Gln

Arg Cys

Pro Leu

Pro

Thr

Pro

35

Gly

Ala

Phe

Tyr

Glu
115

His

20

Gly

Gly

Pro

Pro

Tyr

100

Leu

Leu

Val

Ser

Gin

Trp

Ile

85

Gly

Val

Thr

Gln

Val

Glu

lie

70

Pro

Ser

Val

Val

Ala

lle

Thr
55

Thr

Ser

Asp

Thr

Leu

Gly

Thr

40

Gln

Arg

e

Thr

Gly
120

lle

His

25

Gin

Glu

lfe

Thr

Ala

105

Ala

ES 2 699 428 T3

Cys

10

Leu

Gly

Tyr

Pro

Trp

90

Gly

Tyr

Leu

Pro

Ser

Arg

Gin

15

Glu

Arg

lle

Gly Leu

Lys Pro

Pro Val

45

Leu Tyr

60

Glu Leu

His Ala

Ser Glu

Lys Pro
125

66

Ser

Thr

30

Thr

Arg

Val

Gly

Ser
110

Thr

Leu

15

Leu

Leu

Glu

Lys

Arg

95

Ser

Leu

Gly

Trp

Arg

Lys

Lys -

80

Tyr

Asp

Ser



Ala

Cys

145

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

225

Thr

Leu

Gin

130

Asp

Asp

Ser

Trp

Leu

210

Pro

Leus

Tyr

Pro

Ser

Glu

Arg

Tyr

195

Pro

Ser

Thr

Lys

Ser

Gin

His

Ala

180

Arg

Ser

Leu

Leu

Asp

Pro Val

Val Ala
150

Pro GIn
165

Ile Phe

Cys Tyr

Asp Leu

Ser Val
230

GIn Cys
245

Gly Glu

260

val

135

Phe

Cys

Ser

Ala

Leu

215

Glin

Gly

Arg

Asn

Asp

Leu

Val

Tyr

200

Glu

Pro

Ser

Asp

Ser

Gly

Asn

Gly

185

Asp

peu

Gly

Asp

Phe

. 265

ES 2 699 428 T3

Gly

Phe

Ser

170

Pro

Ser

Leu

Pro

Ala

250

Leu

Gly

lle

155

Gin

Val

Asn

Yal

lle

235

Gly

Gin

Asn

140

Leu

Pro

Ser

Ser

Leu

220

Val

Tyr

lLeu

Val

Cys

His

Pro

Pro
205

Gly

Ala

Asn

Ala

67

Thr

Lys

Ala

Ser

190

Tyr

val

Pro

Arg

Gly
270

Leu

Glu

Arg
175

Arg

Giu

§ek

Giu

Phe
255

Ala

Gln

Gly

160

Gly

Arg

TI”D

Lys

Glu
240

Val

Glin



Pro

Arg

Ser

305

Gin

Ala

Gin

Leu

Gly
385

Gin

Gin

Ser

250

Glu

Phe

Ser

Thr

Arg

370

Pro

Ser

Ala

275

Tyr

Trp

Tyr

Gly

Phe

Ser

Val

Ser

Gly

Gly

Ser

Asp

Leu

Gly

Ala

Arg

325

Glu
340

Leu
‘355

Thr

Thr

Lys

Asn

Leu

Tyr

Ser

Pro
405

Ser

Gin

Pro

310

Val

Val

Thr

Gin

Ala

390

Tyr

Gin

Tyr

295

Ser

Ser

Thr

Lys

Ser

375

His

Leu

Ala

280

Arg

Asp

L'e u

Leu

Glu

360

Gln

Ala

Leu

Asn

Cys

Pro

Ser

Leu

345

Gly

Lys

Gly

Thr

ES 2 699 428 T3

Phe

Tyr

Leu

Val

330

Cys

Ala

Tyr

‘Thr

His
410

Thr

Gly

Asp

315

Gin

Gin

Ala

GlIn

Tyr
395

Pro

Leu

Ala

300

lle

Pro

Ser

Asp

Ala

380

Arg

Ser

68

Gly
285

His

Leu

Gly

Gln

Asp

365

Glu

Cys

Asp

Pro

Asn

e

Pro

Gly
350

V-PFO

Phe

Tyr

Pro

Val

Leu

Ata

Thr

335

Trp

Trp

Pro

Gly

Ley
415

Ser

Ser

Gly

320

Val

Met

Arg

NMet

Ser

400

Glu
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Leu Val Val Ser Gly Pro Ser Gly Gly Pro Ser Ser Pro Thr Thr Gly
420 425 430

Pro Thr Ser Thr Ser Gly Pro Glu Asp GIn Pro Leu Thr Pro Thr Gly
435 440 445

Ser Asp Pro GIn Ser Gly Leu Gly Arg His Leu Gly Val Val lle Gly
450 ) 455 460

lle Leu Val Ala Val lle Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe
465 470 475 480

Leu lle Leu Arg His Arg Arg GlIn Gly Lys His Trp Thr Ser Thr GIn
485 " 480 495

Arg Lys Ala Asp Phe Gin His Pro Ala Gly Ata Va] Gly Pro Glu Pro
500 505 - ‘ 510

Thr Asp Arg Gly Leu GIn Trp Arg'Ser‘Ser_Pro Ala Ala Asp Ala Gin
515 o 520 525

Glu Glu Asn Leu Tyr Ala Ala Val Lys His Thr GIn Pro Glu Asp Giy
530 535 540

Val Glu Met Asp Thr Arg Ser Pro His Asp Glu Asp Pro Gln Ala Val
545 550 555 560

69



10

Thr Tyr Ala

Pro Pro Ser

Ala Glu Glu
595

Pro Gin Asp
610

Lys Ala Thr
625 -

Pro Sgr_lle

<210> 28
<211> 1347
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

Glu

Pro

580

Asp

Val

Glu

e

<222> (1).. (1347)

<400> 28

Val
565

Leu

Arg

Thr

Pro

A{a
645

Lys His

Ser Gly.

Gin Met

Tyr Ala
615

Pro Pro
630

Thr Leu

Ser

Glu

Asp

600

GlIn

Ser

Ala

Are

Phe

585

Thr

Leu

Gln

lle

ES 2 699 428 T3

Pro

570

Leu

Glu

His

Glu

Arg

Asp

Ala

Ser

Gly
635

His

650

Arg

Thr

Ala

Leu

620

Pro

70

Glu

Lys

Ala

605

Thr

Ser

Met

Asp

530

Ser

Leu

Pro

Ala Ser
575

Arg GIn

“Glu Ala

Arg Arg

Ala‘VaI
640



atg

Met.

cce
Pro

gct
Ala

tgt
Cys

age
Ser
65

EGC
Ala

GEG
Arg

ctg

Leu

ctg

Leu

atc
lle

agg
Arg

gag
Glu

cag
GIn
50

cca

Pro

‘aga
Arg

tgt
Cys

gag
Glu

ceg
Pro
130

CGC

Pro

‘acc

Thr

cca
Pro
35

4244
Gly

geca
Ala

tte
Phe

tac

Tyr

cteg
Leu
115

agt
Ser

acc
Thr

gac
Asp
20

EBC
Gly

ace
Thr

cce
Pro

tco

Ser

tat
Tyr
100

gtg

val

cct

Pro

ttec
Phe

atg
Met

tot

Ser

ctg
Leu

teg

Trp

atc

cge
Arg

atg
Met

ctt
Leu

lie

aceg ect
Thr Ala

cag gca
Gln Ala

gtg atc
Yal lle

gag get
Glu Ala
55

gac aga
Asp Arg

70 .

cca teo
Pro Ser

age ceot
Ser Pro

aca gga
Thr Gly

gtg acc
Val Thr
135

ctg

Leu

EEE
Gly

age
Ser
40

CEE
Arg

cag
Gin

ate
Met

gta
Val

gce
Ala
120

teca
Ser

ctc
Leu

cce
Pro
25

teg
Trp

Eag
Giu

aac
Asn

aca
Thr

gec
Gly
105

tac

Tyr

gga
Gly

ES 2 699 428 T3

tege
Cys
10

cte

Leu

[=4:44
Gly

tac
Tyr

cca
Pro

gag
Glu
20

tee
Trp

agt
Ser

aag
Lys

ctc
Leu

cce

Pro

aac

Asn

cgt
Arg

cte

Leu
75

gac

Asp

teca
Ser

aaa

Lys

agc
Ser

[4:4:3
Gly

aaa
Lys

tet

Ser

ctg
Leu
60

gag
Glu

tat
Tyr

cag
Gin

cce
Pro

gte
Val
140

71

ctg

Leu

cce
Pro

gtg
Val
45

gat
Asp

cce
Pro

gca

Ala

CCC

Pro

acc
Thr
125

ace
Thr

agt
Ser

acc
Thr
30

ace
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

[:4:4:1

ny

agt
Ser
110

ctt

Leu

ctg

Leu

ctg

Leu

15

ctec

Leu

ate

lle

gag
Glu

aac
Asn

aga
Arg

95

gac
Asp

tca
Ser

cte
Leu

E8C
Gly

tge
Trp

teg
Trp

gaa
Glu

aag
Lys

80

tac
Tyr

CCo

Pro -

gCcC -

Ala

tgt
Cys

48

96

144

192

240

288

336

384

432



cag
Gin
146

gcc
Ala

cag
Gln

tac
Tyr

cce
Pro

agg
Arg
225
cag

qu

cac
His

tce
Ser

tca
Ser

cat

His

gct
Ala

agg
Arg

agt
Ser
210

CCGC
Pro

ccec

Pro

tzg
Trp

cte
Leu

cgg
Arg

CcG

Pro

gaa
Glu

tge
Cys
195

gac
Asp

tca

Ser

cte

Leu

Eag
Glu

cte
Leu
275

agc

Ser

cta

Leu

itc
Phe
180

tte
Phe

cce
Pro

GGG

Pro

atg
Met

gta
Val
260

cte

Leu

ceca

Pro

ctg
Leu
165

[eleled

Pro

age
Ser

cte
Leu

aca

Thr_r

cct
Pro
245

ctg
Leu

tte
Phe

ateg
Met
150

cat

His

atg
Met

tca

Ser

gag
Glu

age
Arg
230

aca

Thr

ate

le

cte

Leu

gac

Asp

ctg
Leu

agt

Ser

cac
His

cte
Leu
215

tcc

Ser

:4:4:4
Gly

4244
Gly

ctc

Leu

act
Thr

aga
Arg

cct

Pro

ggc
Gly
200

ata

gtc
Val

tea

Ser

gte
Val

ctoc
Leu
280

ttc
Phe

tca

Ser

gts

Val

ES 2 699 428 T3

ctt

Leu

EdE
Glu
170

acc
Thr

185

tte
Phe

gte

vat

tca

Ser

gtc
val

tte
Leu

265

caa
Gln

tcc

Ser

tca
Ser

aca
Thr

cce
Pro
250

gte
Val

cac
His

ctg
Leu
155

cac
His

tca

Ser

cac
His

gga
Gly

get
Ala
235

cac

His

gtc
Va |

teg

Trp

atc

lle

Ega

Gly

gtg
val

tac
Tyr

tcc
Ser
220

geca

VAIa

agt
Ser

tce

Ser

cegt
Arg

72

Aag
Lys

gct
Ala

cac
His

ctg
Leu
205

tte
leu

gec
Gly

get
Gly

atc

Ile

cag
Gln
285

gag
Glu

cag
Gin

EEg
Gly
190

ctg
Leu

gag
Glu

cct

Pro

ctg

Leu

cte
Leu
270

EEa
Gly

CEg
Arg

cag
Gln
175

[:4°4°4
Gly

tca
Ser

ggt
Gly

gag
Glu

aga

Arg

255

ctt

Leu

aaa

Lys

_AsD

geca

A|a_

160
cac

His

acec
Thr

cac
His

CcCcC

Pro

gac

240

agg
Arg

cte

Leu

cac
His

480

528

576

624

672

720

768

816

864



ES 2 699 428 T3

agg aca ttg gcc cag aga cag got gat ttc caa cgt cct cca ggg get 912
Arg Thr Leu Ala GIn Arg Gln Ala Asp Phe Gln Arg Pro Pro Gly Ala '
290 295 : - 300
gcc gag cca gag ccc aag gac geg ggc cta cag agg agg tcc agc cca 960
Ala Glu Pro Glu Pro Lys Asp Gly Gly Leu Gln Arg Arg Ser Ser Pro
305 310 ' 315 320
gct gct gac gtc cag gga gaa aac tic tgt ect gcd gteg aag aac aca 1008
Ala Ala Asp Val GIn Gly Glu Asn Phe Cys Ala Ala Yal Lys Asn Thr
325 ‘ 330 . 335
cag cct gag gac ggg gtg gaa atg gac act cgg cag age cca cac gat 1056.
GIln Pro Glu Asp Gly val Glu Met Asp Thr Arg Gin Ser Pro His Asp
340 345 350
gaa gac ccc cag gca gtg acg tat gcc aag gtg aaa cac tcc aga cct 1104
Glu Asp'Ffro Gin Ala Val Thr Tyr Ala Lys Val Lys His Ser Arg Pro
355 360 365
agg aga gaa atg gec tet oot coc tee cca ctg tot ggeg gaa ttc ctg 1152
Arg Arg Glu Met Ala Ser Pro Pro Ser Pro Leu Ser Gly GIuWPVI'Vle !._gu i
. 370 375 380 '
gac aca aag gac aga cag gca gaa gag gac aga cag atg gac act gag 1200
Asp Thr Lys Asp Arg Gin Ala Glu Glu Asp Arg GIn Met Asp Thr Glu
385 390 385 . 400
gct get pgea tet gaa geo ccc cag gat gtg ace tac gee cgg ctg cac 1248
Ala Ala Ala Ser Glu Ala Pro Gin Asp Val Thr Tyr Ala Arg Leu His
405 - 410 415
agc ttt acc ctc aga cag aag gea act gag cct cct cca tce cag gaa 1296
Ser Phe Thr Leu Arg Gin Lys Ala Thr Glu Pro Pro Pro Ser Gin Glu
' 420 - 425 430

73
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geg goe tet cca get pag ccc agt gtec tat gcc act ctg gcc atc cac
Gly Ala Ser Pro Ala Glu Pro Ser Val Tyr Ala Thr Leu Ala lle His

435 440

taa

<210> 29

<211> 448

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Met lle Pro Thr Phe Thr Ala lLeu
1 L3

Pro Arg Thr Asp Met GIn Ala Gly
' 20

Ala Glu Pro Gly Ser Val tle Ser
35 40

Cys Gln Gly Thr Leu Glu Ala Arg
50 55

Ser Pro Ala Pro Trp Asp Arg Gin
65 70

Ala Arg Phe Ser lle Pro Ser Met
' 85

Leu

Pro
25

Trp

Glu

Asn

Thr

Cys Leu
10

Leu Pro

Gly Asn

Tyr‘Arg

Pro Leu
75

Glu Asp
90

Gly

Lys

Ser

Leu

60

Glu

Tyr

74

445

Leu

Pro

Val

45

Asp

Pro

Ala

Ser
Thr
30

Tﬁr
Lys

Lys

G]y

Leu

15

Leu

Ile

Glu

Asn

Arg
95

Gly

Trp

Trp

Glu

Lys

80

Tyr

1344

1347
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Arg Cys Tyr Tyr Arg Ser Pro Val Gly Trp Ser Gln Pro Ser Asp Pro
100 105 110

Leu Glu Leu Val Met Thr ny Ala Tyr Ser Lys Pro Thr Leu Ser Ala
115 120 125

Leu Pro Ser Pro Leu Val Thr Ser &ly Lys Ser Val Thr Leu Leu Cys
130 135 140

Gin Ser Arg Ser Pro Met Asp Thr Phe Leu Leu |le Lys Glu Arg Ala
145 150 155 160

Ala His Pro Leu Leu His Leu Arg Ser Glu His Gly Ala Gin Glin His
165 . 170 -, _ 175

Gin Ala Glu Phe Pro Met Ser Pro Val Thr SerVVaI His Gly Gly Thr
180 185 190

Tyr Arg Cys Phe Ser Ser His Gly Phe Ser His Tyr Leu Leu Ser His
195 . 200 - 205

Pro Ser Asp Pro Leu Glu Leu lle Val Ser Gly Ser Leu Glu Gly Pro
210 _ 215 220

Arg Pro Ser Pro Thr Arg Ser Val Ser Thr Ala Ala Giy Pro Glu Asp
225 . 230 - 235 Ny 240

75



Gin Pro

His Trp

Ser Leu

Arg Thr

290
Ala Glu
305
Ala Ala
Gln Pro

Glu Asp

Arg Arg
370

Leu

Glu

Leu

275

Leu

Pro

ASD

Glu

Pro

365

Glu

Met

Val
260

Leu

Ala

Glu

Val

Asp

340

Gln

Met

Pro

245

Leu

Phe

Gin

Pro

‘éln

325

Gly

Ala

Ala

Thr

lie

Leu

Arg

Lys

310

Gly

Val

Val

Ser

Gly Ser

Gly Val

Leu Leu
280

Gin Ala
295

Asp Gly
Glu Asn
Glu Met
Thr Tyr

360

Pro Pro

375

Val

Leu

265

Gln

Asp

Gly

Phe

Asp

345

Ala

Ser

ES 2 699 428 T3

Pro

250

Val

His

Phe

Leu

C&s

His

Val

Trp

Gln

Gin
315

Ala

330

Thr

Lys

Pro

Arg

Yal

Leu

Ser

Ser

Arg

Arg

300

Arg

Ala

Gin

Lys

Ser
380

Gly

lle

Glin

285

Pro

Are

Val

Ser

His

365

Gly

76

Leu

Leu‘

270

Giy

Pro

Ser

Lys

Pro

350

Ser

Glu

Arg

255

Leu

Lys

Gly

Ser

Aén
335

His

Arg

Phe

Arg

Leu

His

Ala

Pro

320

Thr

Asp

Pro

Leu
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15

20

25

30

35

40

ES 2 699 428 T3

Asp Thr Lys Asp Arg GIn Ala Giu Glu Asp Arg Gin Met Asp Thr Glu

385 = 390 395

400

Ala Ala Ala Ser Glu AIa_Pro GIn Asp Val Thr Tyr Aia Arg Leu His

405 410

415

Ser Phe Thr Leu Arg Gin Lys Ala Thr Glu Pro Pro Pro Ser GIn Glu
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Met Arg Val Leu lle Leu Leu Trfp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Ile
-15 : -10 -5

Leu Ser Asp Val 6In Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro

Ser Gin Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser lle Thr

15 20 25 30
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Val

Gin

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ala

Thr
115

Leu

Lgu

20

Asn

ile

Asn

Leu

100

Val

Gln

5

Thr

Trp

Ser

Ser

Ser

85

Pro

Ser

-10
Glu Ser Gly

Cys Thr Val

lle Arg Gln
40

Tyr Ser Giy
58

lle Thr Arg
70
Val Thr Thr

Leu Pro Trp

Ala

Pro Gly
10

Thr Gly
25.

Phe Pro

Ser Thr

Asp Thr

Giu Asp

90

Phe Ala
105

89

-5

Leu Val Lys Pro

Tyr Ser tle Thr
30

Gly Asn Lys Leu
45

Ser Tyr Asn Pro
60

Ser Lys Asn Gln
75

Thr Ala Thr Tyr

Tﬁr Trp-GIy Gin
110
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15

<222> (1) .. (381)

<220>

<221> péptido_senal

<222> (1) .. (60)

<220>
<221> péptido_mad
<222> (61).. (381)

<400> 48

atg
Met
-20

ggt

Gly

aca
Thr

gte
Val

aaa
Lvs
45

CEC
Arg

aat
Asn

age
Ser

gag

Glu

gtt
Val

teca
Ser

ggt
Gly
30

cta

Leu

tte
Phe

ete
Val

tat
Tyr

<210> 49

<211>127

aca
Thr

gad

Gliu

gta
Val

15 .

act
Thr

ctg
Leu

aca
Thr

cag
Gin

cct
Pro

g5 .

cat
His

gga
Gly

gga
Gty

get
Ala

att

e

:4:4
Giy

tct
Ser
80

tac
Tyr

tet
Ser

gac

Asp

gac
Asp

gta
val

tac
Tyr

agt
Ser
65

gaa
Glu

acg
Thr

cag
Gln
-15

att

lle

agg
Arg

gce
Ala

tgg
Trp
50

gga
Gly

gac
Asp

ttc
Phe

gtc
Vai

gtg

Val

gte
val

teg
Trp
35

gca
Ala

tot
Ser

tte
Leu

Ega
Gly

ttt
Phe

ate
Met

age
Ser
20

tat
Tyr

tee

Ser

[:4:4:4
Gly

gta

Ala

EEE
Gly
100

gta
val

acec
Thr

atc

c_aa
Gln

acc
Thr

aca
Thr

gat
Asp
85

EEE
Gly

ES 2 699 428 T3

tac
Tyr

cag
Gin

acc
Thr

cag
Gin

CEE

Arg

gat
Asp
70

tat

Tyr

ace
Thr

atg
Met
-10

tct

Ser

tec

Cys

aaa

Lys

cac
His
55

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

tte
Leu

cac
His

aag
Lys

ccg
Pro
40

act
Thr

act
Thr

tet
Cys

ctg
Leu

cte
Leu

aaa

Lys

gcec
Ala
25

geg
Gly

gga
Gly

ctc
Leu

cag
GIn

gaa
Glu
105

90

tee
Trp

tte
Phe

agt
Ser

caa
Gin

gte
Val

acc
Thr

caa
Gin
90

ata
Ie

ttg
Leu

atg
Wet

cag
Gln

tct
Ser

cct

Pro

att
lle
75

tat

Tyr

aaa

Lys

tct
Ser

tce

Ser

gat
Asp

cct
Pro

gat
Asp
60

age
Ser

agc
Ser

418

96

144

192

240

288

336

381
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15

20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49

Met Glu Thr
=20

Gly Val Glu

Thr Ser Val
15

val Gly Thr
30

Lys Leu Leu
45

Arg Phe Thr

Asn Val Gin

Ser Tyr Pro
95

<210> 50
<211> 1401
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

His

Gly

Gly

Ala
lle

Gly

Ser

80

Tyr

Ser

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thre-

GIn
-:15

Ie

Arg

A!a
Trp

50

Gly

Asp

Val

Val

Val

Trp
35

Ala

Ser

Leu

Phe-Gly
100

Phe

Vet

Ser

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

lie

Gin

Thr

Thr

Asp

. 85

Gly

Gly

ES 2 699 428 T3

Tyr

Gln

Thr

Gin
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

Met

-10

Ser

Cys

L;s

His

55

Phe

Phe

Lys

Leu Leu

His Lys

Lys Ala
25

«Pro Giy

40

Thr @ly

Thr Leu

Cys GIn

Leu Glu
105

<223> Una secuencia de nucleétidos artificialmente sintetizada

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1398)

<220>

91

Trp

Phe
10

Ser

Gin

Val

Thr

Gin

90

lle

Leu

Met

Gin

Ser

Pro

ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp
60

Ser

Ser
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<221> péptido_senal

<222> (1) .. (54)

<220>
<221> péptido_mad
<222> (55) .. (1398)

<400> 50

ateg
Met

ctg

Leu

tet
Ser
15

agt
Ser

gag
Glu

tct
Ser

tte
Phe

tac
Tyr
g5

gea
Gly

aga
Arg

tct
Ser

cag
Gin

gat
Asp

teg

Trp

E;tc

Leu

ttc
Phe
80

tgt

Cys

acc
Thr

gte
Val

ctg
Leu

-15

gat
Asp

fct

Ser

tat
Tyr

atg
Met

dda

Lys
65

ctg

Leu

gca
Ala

tca

Ser

etg
Val

ctg
Leu

EGC
Ala

gec

Gly
50

aét
Ser

cag
Gin

aga
Arg

gte
val

att
Ie

cag
Gin

tee

Ser

teg
Trp
35

tac

Tyr

Cga

Arg

ttg
Leu

tct
Ser

acc
Thr

ctt
Leu

ctt

Leu

ctc
Leu
20

aac

Asn

ata
lle

atc

aat

Asn

cece
Pro
100

gtc
Val

tteg
Leu

cag
Gin

acc
Thr

‘tgg

Trp

age
Ser

tot

Ser

tct
Ser
85

cct

Pro

tce

Ser

teg
Trp

gag
Glu

tege
Cys

ate
lle

tac
Tyr

ate
lie
70

gte
Val

tac
Tyr

tca
Ser

cte
Leu
=10

tcg

Ser

act
Thr

[o7:4:4
Arg

agt
Ser
55

éct
'l_'hr

act
Thr

tat

Tyr

ECC
Ala

ES 2 699 428 T3

tte
Phe

gea
Gly

gte
Val

cag
Gin

get
Gly

cga

Arg

act
Thr

gct
Ala

tcc

Ser

aca
Thr

cct

Pro

act
Thr
25

ttt
Phe

age
Ser

gac
Asp

gag
Glu

atg
Net
105

acc
Thr

gcc
Ala

gge
Gly

10

gec
Gly

cca
Pro

act
Thr

aca
Thr

ttt
Phe

ctg
Leu

tac
Tyr

‘gga

Gly

agc
Ser

tcc

Ser

"~ 75

gac
Asp
90

gac
Asp

adag
Lys

92

aca
Thr

tac
Tyr

EEC

Bty

cct
Pro

gtg
Val

tca

Ser

aac
Asn

tac
Tyr
60

aag

Lys

gce
Ala

teg
Trp

cca
Pro

get
Giy

aaa

Lys

atc
He

aaa
Lys
45

aac
Asn

aac

Asn

aca
Thr

get
Gly

tce
Ser

atc
lle

cot

Pro

ace
Thr

30 -

ctg
Leu

cca
Pro

cag
Gln

tat
Tyr

caa
Gin
110

gtc
Val

48

96

144

192

240

288

336

384

432



ES 2 699 428 T3

115 120 125
tt¢c ccc ctg gea ccc teoce tecc aag age acc tct ggg ggc aca gcg Ecc 480
Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 ‘ 135 140
cteg gegc tee cte gtc aag gac tac ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg teeg 528
Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 C 150 155
tgg aac. tca ggc gcc ctg acc age g3c gtg caé acc ttc ccg got gtc 576
Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
160 165 7 170
cta cag tocc tca gga ¢tc tac toc ctc agc ags gtg gty acc gtg cco 624
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
175 180 185 190
tcc agc age ttg ggc acc cag acc tac atc tgc aac gtz aat cac aag 672
Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Gys Asn Val Asn His Lys
195 , 200 205
ébc ;éc ééc é&c ;ag étg éﬁc éag-éaa-éit éag ccc aaa tet tét gac 720
Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 o215 220 '
a@a act cac aca tgc cca ccg tEc coa goa cct gaa ctc ctg gEE gga 768
Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 ‘ 230 2356
ccg tca gtc ttc .ctc ttc ccc ceca aaaiccé'aag gac acc ctc atg atc 816
Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle
240 245 . 250
tec cgg acc cect gag gtc aca tgc gte stg gtg gac gtg agc cac paa 864

Ser Arg Thr Pro Giu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu

93



255

gac
Asp

aat

Asn

gtg

Yal

£3g
Glu

aaa
Lys
335

acc

Thr

ace
Thr

gag
Glu

ctg

Leu

cct

Pro

ECC
Ala

gte
Val

tag
Tyr

320

ace
Thr

ctg
Leu

tge
Cys

agc
Ser

gac
Asp

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser
305

aag
Lys

ate
lle

GCC

Pro

cteg
Leu

aat
Asn
385

tce

Ser

gte
Val

aca
Thr

290

gtc
Val

tec
Cvs

tco
Ser

cca

Pro

gte
Val
370

gee
Gty

gac
Asp

aag
Lys
275

aag

Lys

cte

Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tec

Ser
355

aaa
Lys

cag
Gin

gec

Gly

260

tte
Phe

ccg

Pro

acc
Thr

gte
Val

gce
Ala
340

ceg

Arg

EEBGC
Gly

dcg
Pro

tco

Ser

aac
Asn

cge
Arg

gte
Val

tce
Ser
325

aaa

Lys

gat
Asp

ttc
Phe

gag
Glu

ttc
Phe

tee
Trp

gag
Giu

ctg
Leu
310

aac

Asn

EEE
Gly

gag

Glu

tat
Tyr

aac
Asn

tac
Tyr

Eag

Giu

295

cac

His

aaa

Lys

cag
Gin

ctg
Leu

GCC

Pre
375

aac
Asn

390

tte
Phe

cte

Leu

ES 2 699 428 T3

gte
Val
280

cag
Gln

cag
Gin

gce
Ala

CC&C

Pro

ace

Thr
360

agec

Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

265

gac
Asp

tac
Tyr

gac

Asp

cte
Leu

cea
Arg
345

Vaag

Lys

gac

Asp

aag
Lys

=):4¢]

Ser

ggc
Gly

aac
Asn

teg
Trp

cca
Pro
330

gaa
Glu

aac

Asn

atc
Ile

ace
Thr

aag

Lys

gte
Val

age
Ser

cte
Leu
315

geo’

Ala

cca

Pro

cag
Gin

gCG
Ala

acg
Thr
395

cte

Leu

94

gag
Glu

acg
Thr

- 300

aat

Asn

cce

Pro

cag
Gin

gte
Val

gte
Val
380

cct
Pro

acc
Thr

gteg
val
285

tac
Tyr

EEC
Gly

atc
lle

gteg
Val

agc
Ser
365

gag
Glu

CGo

Pro

gtg
Val

270
cat

His

cat
Arg

aag

Lys

gag
Glu

tac
Tyr
350

ctg
Leu

tes

Trp

gtg
Val

gac

Asp

912

960

1008

1056

1104

1152

. 1200

1248

1296
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ES 2 699 428 T3

400 405 410
aag agc agg tgg cag cag geg aac gtc ttc tca tec toce gte ate cat 1344
Lys Ser Arg Trp Gin GIn Gly Asn Yal Phe Ser Cys Ser Vai Net His
415 420 425 430
gag get c¢teg cac aac cac tac acg cag aag age cte tr;c ctg tet cbg 1392

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

ggt aaa tga 1401

Gly Lys
<210> 51
<211> 466
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 51

Met Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Giy ile
-15 T -5

Leu Ser Asp Val Gin Leu GIn Glu Ser Gly Pro.Gly Leu Val Lys Pro
-1 1 5 10 '

Ser GIn Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Va! Thr Gly Tyr Ser lie Thr
15 20 25 : 30

95



Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

Trp

Leu

Phe

80

Cvs

Thr

Pro

Gly

Asn
160

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Leu

Cys

145

Ser

Ala

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Val

Ala
130

Leu

Gly

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Ser

Thr

115

Pro

Val

Ala

Asn

Ile

Asn

Pro

100

vVal

Ser

Lys

Leu

Trp

Ser

Ser

Ser

85

Pro

Ser

Ser

Asp

Thr
165

Ile

Tyr

lle

70

Val

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Arg

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

ES 2 699 428 T3

Gin

40

Gly

Arg

Thr

Ala

Ser
120
Thr

Pro

Val

Phe

Ser

Asp

Glu

Met

105

Thr

-Ser

Glu

His

Pro

Thr

Thr

Asp

eC

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr
170

96

Gly

Ser

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

Leu

Pro

Gln

Tyr

Gin

110

Val

Ala

Ser

Val



Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

255

Asp

Asn

val

Pro

Ala

Val

Ser

Ser

Asn

His

225

Yal

Thr

Glu

Lys

Ser
305

Ser

Leu

Thr

210

Thr

P_he

Pro

val

Thr

290

Val

Gly
Gly
195
Lys
Cys
Leu
Giu
Lys
275

Lys

Leu-

Leu
180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Tyr

Gin

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

Thr

Lys

Cys

230.

Pro

Trp

Gtu

Leu
310

Cys

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

ES 2 699 428 T3

Ser

200

Val

Ala

Pro

val

Val

280

Gin

Gln

Ser
185
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
265
Asp

Tyr

Asp

Val

Asn

Pro

Glu

-Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

97

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Yal

Ser

Léu
315

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

‘Val

His

Pro
190

Lys

205 -

v
Gly
Net
His
val
285

Tyr

Gly

Asp

Gly

Glu

270

His

Arg

Lys
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Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Tyr Lys

320

The lle

Leuv Pro

Cys Leu

Ser Asn
385

Asp Ser
400

Ser Arg

Ala Leu

Lys

<210> 52
<211>705
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia de nucledtidos artificialmente sintetizada.

<220>
<221> CDS

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gin

Gly

Gin

Asn
435

Val Ser
325

Afa Lys
340

Arg Asp

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe
405

Gin Gly
420

His Tyr

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Lys

Gln

Leu

Pro

375

Asn

Leu

Va!}

Gln

ES 2 699 428 T3

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Leu Pro
330

Arg Giu
345

Lys Asn

Asp lle

Lys Thr

Ser Lys
410

Ser Cys
425

Ser Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

3085

Leu

Ser

Ser

98

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ie

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

- 430

Sgr

445

Pro
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<222> (1) .. (702)

<220>

<221> péptido_senal
<222> (1) .. (60)

<220>

<221> péptido_mad
<222> (61) .. (702)

<400> 52

atg gzag
Met Glu
=20

get gtt
Gly Vai

aca tca
Thr Ser

gtg get

aca
Thr

gaa
Glu

gta
Val
15

act

cat’

His

gea
Gly

gga
Gly

get

tct
Ser

gac

Asp

gac

Asp

gta

cag
Gin
=15

att

fle

agg

Arg

2{e]

gte
Val

gtg
Val

gte

Vali

tgg

ttt
Phe

atg
Met

agc‘

Ser
20

tat

gta

Val

acc

Thr

atc

Ie

caa

ES 2 699 428 T3

tac

Tyr

cag
Gin

ace
Thr

cag

atg
Met

=10

tect

Ser

tze

Cys.

aaa

ttg

Leu.

cac
His

aag

Lys

cca

99

cte

Leu

aaa
Lys

ECC
Ala
25

BEE

tee
Trp

1tc
Phe
10

agt
Ser

Gaa

tte

Leu

atg

Met

cag
Gln

tot

tct
Ser

tcc

Ser

gat
Asp

cct

48

96

144

192
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Val Gly Thr Ala Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ser Pro

30 . " 35 40

aaa cta ctg att tac tgg gca toc acc cgg cac act gga gtc cct gat 240
Lys Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp

45 50 ' 55 60

cge ttc aca ggc agt gga tot ggg aca gat ttc act ctc acc att agc 288
Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser

65 70 . 75
aat gtg cag toct gaa gac ttg gca gat tat ttc tgt cag caa tat agc 336
Asn Val GlIn Ser Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys GIn GIn Tyr Ser
a0 85 90
age tat cct ctec acg tic ggt gct ggg acc aag citg gag ctg aaa cga 384
Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
95 100 _ 105
act gtg zct goa ceca tot gtc ttc atc tte ccg cca tect gat gag cag | 432
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val -Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
110 o o 115 o ) 7120

ttg aaa tct gga act gcc tot gtt gtg tze ctg ctg aat aac ttc tat ' 480
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr

125 v 130 S8 _ 140

ccc aga gag gcc aaa gta cag tgg aag gig gat aac gec cte caa tecg 528
Pro Arg Glu Ala Lys Va! Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser

145 150 155
get aac tcc cag gag agt gtc aca gag cag gac agc aag gac agec ace 576
Gly Asn Ser Gin Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr
160 165 170
tac age ctc age agc acc ctg acg ctg agc aaa gea gac tac gag aaa 624

100
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Ser Leu Ser Ser Thr

175

Tyr

cac tac

His

aaa gtc
Lys Val
190

tege
Cys

gcc

Tyr Ala

tte
Phe

gte
Val
205

aca aag
Thr Lys

age aac
Asn

210

Ser

<210> 53
<211> 234
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 53

Met Glu Thr His Ser Gin
~20 -15

Gly Val Glu Gly Asp lle
-1 1

Thr Ser Val Gly Asp Arg

15

Val Gly
30

Thr Ala Val Ala

Leu

gaa
Glu
195

[-1:4:4
Arg

Val

Val

Val

Trp
35

Thr
180

gic

Val

gga
Gly

Phe

Met

Ser

20

Tyr

Leu

ace
Thr

‘Eag
Glu

vVal

Thr

Ile

Gln

ES 2 699 428 T3

Ser

cat
His

tec
Cys

Tyr

Gin

Thr

Gin

Lys Ala

cag ggc
Gln Gly
200

tag

Met Leu
-10

Ser His-

Cys Lys

Lys Pro
40

Asp Tyr Glu Llys
185

ctg agec tcg ccc',

Leu Ser Ser Pro

Leu Trp Leu Ser
-5

Lys Phe Met Ser
10

Ala Ser GIn Asp
25

Gly Gin Ser Pro:

101

672

705



Lys Leu

45

Arg Phe

Asn Val

Ser Tyr

Thr Yal
110

Leu Lys

125

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys
180

Val Thr
205

Leu

Thr

‘Gin

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
175

val

Lys

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Ala

Gin
160

Ser

Tyr

Ser

Gly-

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Trp Ala
50

Giy Ser

Asp Leu

Phe Gly

Ser Val

115
Afanéér
130

val GIn

Ser val

Thr Leu

Cys Glu

1985

Asn Arg

210

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Phe

Qé]

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Thr

Asp

85

Gly

Ile

Val Cys

Lys

Glu
165

Leu

Thr

Glu

ES 2 699 428 T3

Arg His Thr
55

Asp Phe Thr

70

Tyr Phe Cys

Thr Lys Leu

Phe Pro Pro

Val Asp Asn
150

Gln Asp“Ser

Ser Lys Ala

His GIn Gty
200

Cys

Gly Val Pro

Asp

- 60

Leu Thr lle
15

Gln Gin Tyr
90

Glu Leu Lys

105

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe

Ala Leu GIn
155

Lys Asp Sér
170

Asp Tyr Glu

185

Leu Ser Ser

102

Ser

Ser

Arg

Gin

Tyrr

140

Ser

Thr

Lys

Pro



10

15

20

ES 2 699 428 T3

<210> 54
<211> 1407
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia de nucleétidos artificialmente sintetizada

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (1404)

<220>
<221> péptido_senal
<222> (1) .. (57)

<220>

<221> péptido_mad
<222> (55).. (1404)
<400> 54

atg gga tegg age tgg gte ttt c¢tc ttc otc ctg tca gga act geca ggt
Wet Gly Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly
-15 -10 -5

103

48



gtc
Vai

cct
Pro
15

ace
Thr

gag
Glu

gag
Glu

act

Thr

tat
Tyr
95

EEC
Gly

tceg

Ser

cac tgc
His Cys
-1 1

ggg got
Gly Ala

agc tac

Ser Tyr

tgg att
Trp lle

aag ttc
Lys Phe
65

ttc tgt

Phe Cys

ECa EEE
Ala Gly

gtc ttc
Val Phe

cag
Gin

tca
Ser

teg
Trp

gca
Ala
50

aag

Lys

atg

Met

gea
Ala

acc
Thr

cee
Pro
130

gtc
Val

gte
Val

att
lle
35

agg
Arg

gec
Gly

cag
Gin

aga
Arg

acg
Thr
115

ctg
Leu

cag
Gin

aag

Lys

20

cac
His

att
lle

aag

Lys

ctc
Leu

tac
Tyr
100

gtc
Val

‘gca

Ala

ctg
Leu

ctg
Leu.

teg
Trp

tat
Tyr

gcc
Ala

agec
Ser

cct
Pro

acc

Thr

GCC

Pro

aag
Lys

tce

Ser

gta
Val

cct
Pro

aca
Thr
70

age

Ser

acc
Thr

gte
Yal

tece
Ser

cag
Gin

tec
Cys

aaa

Lys

gea
Gly
85

ctg
Leu

cteg
Leu

tac
Tyr

tce
Ser

tce
Ser
135

Lys

ES 2 699 428 T3

tet
Ser

aag

Lys

bag
Gln
40

act
Thr

act
Thr

aaa-

gac
Asp

tca

Ser
120

aag
Lys

gga
Gly

act
Thr

25

agg
Arg

get
Gly

gca
Ala

tct
Ser

teg
Trp

105.

8GGC
Ala

age
Ser

get
Ala
10

tct
Ser

tet
Ser

agt
Ser

gac

Asp

gag

Glu

90
tac

Tyr

tce
Ser

ace
Thr

gag
Glu

gEa
Gly

EEa
Gly

act
Thr

aaa
Lys
75

‘gac
Asp

ttec
Phe

acc
Thr

tect
Ser

104

cte

Leu

tac
Tyr

cag
Gin

tac
Tyr
60

tce

Ser

tct
Ser

gat
Asp

aag

Lys

EEE
Gly
140

gte
Val

atc
lle

gEC
Gly
45

tac
Tyr

tce
Ser

get
Ala

gte
Val

[:4:44
Gly
125

:4:4
Gly

agg
Arg

ttec
Phe
30

ctt

Leu

aat
Asn

agc

Ser

gte

Val

tze
Trp
110

cca
Pro

aca
Thr

96

144

192

240

288

336

384

432

- 480



ES 2 699 428 T3

gcg gcc ctg ggc tge ctg gtc aag gac tac tte cco gaa ccg gtg acg 528
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155
gteg tcg tgg aac tca gec goco ctg acc age gec gig cac acec ttc ceg 576
Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly VYal His Thr Phe Pro
160 165 170
get gte cta cag tce tca gga'ctc tac tcc ctc age age gteg gteg acc 624
Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
175 180 ‘ 185 190
‘gtg ccec tcc age agd ttg gec acc cag acc tac atc tgc aac gtg aat 672
Val Pro Ser Ser Ser.Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205
cac aag ¢Ce agc aac acc aag gitg gac aag aaa gtt gag ccC aaa tet 720

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Vél Glu Pro Lys Ser
210 215 ; 220

tet gac aaa act cac aca tgc cca ccg tec cca gea cot Eaa ctcActg 768
Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
225 230 235

ggg gga ccg tca gte ttc ctc ttc ccc cca aaa coc aag gac acc ¢tc 816
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
240 - 245 250

atg atc tcc cge acc cct zag gtc zca tgc gtz egte ete gac gteg agc 864
Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp-Val Ser
255 260 - ' - 265 - 270

cac gaa gac cct gag gt@ aag ttc aac tgg tac-gtg gac ggc pgte gag 912

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
215 ’ 280 285

105



gtg
Val

tac
Tyr

gec
Gly

atc
fle
335

ete
Vaj

agc

Ser

gag
Glu

cce

Pro

gteg
Val
415

cat
His

cet
Arg

aag
Lys
320

gag

Glu

tac
Tyr

cte
Leu

tee
Trp

ete
Val
400

gac

Asp

aat
Asn

gtg
Vai
305

Bag

Glu

aaa

Lys

acc
Thr

acc
Thk

gag
Glu
385

cteg
Leu

aag
Lys

gcc
Ala
290

gte
Val

tac
Tyr

ace
Thr

cte
Leu

tec
Cys
370
age

Ser

gac
Asp

age
Ser

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc

lie

cce
Pro
355

cte

Leu

aat
Asn

tce
Ser

age
Arg

aca
Thr

gtc

Val-

tgc
Cys

tee

Ser

340

cca
Pro

gtc

Val

-4:4:4
Gly

gac
Asp

tegg
Trp
420

adg
Lys

cte
Leu

azg
Lys
325

-aaa

Lys

tcc

Ser

aaa

Lys

cag
GIn

BEC
Gly
405

cag
Gin

CCE CEg
Pro Arg
295

acc gtc
Thr Val
310

Etc tcc
Val Ser

gcc aaa
Ala Lys

cegg gat
Arg Asp

ggé ttc
Gly Phe

375

ceg gag
Pro Glu
3580

tece tte

Ser Phe

cag EEg
Gin Giy

ES 2 699 428 T3

gag
Glu

cteg
Leu

aac
Asn

EEE
Gly

gag
Glu
360

tat

Tyr

aac

Asn

ttec
Phe

aac

Asn

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gin
345

ctg
Leu

cce

Pro

aac
Asn

ctc
Leu

gte
Vali
425

cag tac
GIn Tyr

cag gac
GIn Asp
315

gee cte
Ala Leu
330

ccc cga

Pro Arg

acc aag
Thr Lys

dgc gac

VSer Asp

tac aag
Tyr Lys
395

tac agec
Tyr Ser

410

ttc tca
Phe Ser

106

aac
Asn
300

tgg
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

ate

lle

380

ace
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

age
Ser

ctg

Leu.

gec
Ala

cca
Pro

cag
Glin
365

gCC

Ala

acg
Thr

cte
Leu

tco

Ser

acg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gin

350

gtc
Vai

gtg
Val

cect
Pro

acce
Thr

gte
Val
430

860

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

- 1344



10

ES 2 699 428 T3

atg cat gag get ctg cac aac cac tac acg cag aag age ctc tcc ctg 1392
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu

435

tct ccg ggt aaa tga

Ser Pro Gly Lys.
450

<210> 55

<211> 468

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 55

Met Gly Trp Ser Trp
~15

Val His Cys GIn Val
-1 1

Pro Gly Ala Ser Val
15 '

Thr‘Ser Tyr Trp !Ig
30

Giu Trp lle Ala Arg

Yal Phe

Gln Leu

Lys Leu
20

His Trp
35

e Tyr

Leu Phe

Lys GlIn

5

Ser Cys

Val Lys

Pro Gly

440 445

1407

Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly
-10 ) -5

Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg
10

Lys Thr Ser Gly Tyr lie Phe
25

Gln Arg Ser Gly G!n Gly Leu
490 "~ 45

Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn

107



Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Ala

Val

Ala

Val

lys

Ala

Phe

95

Ala

Val

Ala

Ser

Phe

Tyr

80 .

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Val
175

Pro

Leu

Ser

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Leu

- 130

Gly

145

Asn

Glin

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

Lys

Leu

Tyr

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

Pro

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Thr

Ser

85

Thr

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Leu

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

‘Asp

150

Thr

Tyr

Gin

ES 2 699 428 T3

55

Thr

Lys

Asp

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Ala Asp

‘Ser Glu

Trp Tyr
1056

Ala Ser

120

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

Leu Ser

185

Tyr ile

108

Lys
Asp
90

Phe
Thr
Ser
Glu
His
170

Ser

Cys

Ser
75

Ser
Asp
iLys
Gly
Pra
155
Thf

Val

Asn

60

Ser

Ala

Val

Gly

Gly
140

Val

Phe

Val

Val

Ser

Val

Trp-

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn



160

His Lys

Cys Asp

Gly Gly

Pro

Lys

Pro

. 240

Met tle
255

His Gliu

270

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

lle Glu

Ser

Asp

Asn

Vai

Giu

320

Lys

Ser

Thr
225

Ser.

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Asn

210

His

Val

Thr

Giu

Lys

290

Ser

Lys

lle

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

Val

Cys

Ser

Lys Val

Cys Pro

Leu Phe
245

Glu Val
260

Lys Phe

Lys Pro

Leu Thr

Lys Val
325

Lys Ala

-Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val
310

Ser

Lys

ES 2 699 428 T3

200

Lys Lys Val
215

Cys Pro Ala

Pro Lys Pro

Cys Val val
265

Trp Tyr Val
1280

Glu Glu GIn
285

Leu His GlIn

Asn Lys Ala

Giy GIn Pro,

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

109

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

205

Lys

220

Leu

Thr

Vai

Val

Ser
300

ileu

Ala

Pro

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285 -

Thr

Asn

Pro

Gin



ES 2 699 428 T3

336 340 345

Yal Tyr Thr Leu Pro Pro Ser 'Ar>g ‘Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val
350 355 - 360 365

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Giy Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val
' 370 _ 375 380

Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
385 390 395

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
400 405 - 410

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
415 © 420 425 ‘

Met His Giu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu
430 435 : 440 445

Ser Pro Gly Lys

<210> 56
<211>705
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Una secuencia de nucleétidos artificialmente sintetizada

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (702)

<220>

<221> péptido_senal
<222> (1) .. (60)
<220>

<221> péptido_mad
<222> (61) .. (702)

110



<400> 56

atg
Met
-20

BGC
Ala

gte
Val

att

Ie

agg
Arg
45

gtt
Val

Ser

act
Thr

agc
Ser
30

ctt
Leu

tcc

tte
Phe

aga

cca
Pro
15

aac
Asn

cte
Leu

aca cct

Thr Pro

get gat
Arg Gly Asp

-1 1

gea gat
Gly Asp

tac cta
Tyr Leu

atc aag
ile Lys

cag
Gin
-15

att

lie

aga
Arg

cac
His

tat
Tyr
50

att ctt
lle Leu

gte cta

Val Leu

gtc agt
Val Ser
20

tgg tat
Trp Tyr
35

gect tece
Ala Ser

gea
Gly

act
Thr

ctt
Leu

caa
Gln

cag
Gln

ES 2 699 428 T3

ctt
Leu

cag

GIn

tcec
Ser

‘caa

Gin

tce

Ser

atg
Met
-10

tot.

Ser

tzc
Cys

aaa
Lys

atc
Ie
55

cca

ctt
Leu

Pro

agg
Arg

tca
Ser
40

tct

Ser

111

tte
Phe

Ala

gcc
Ala
25

cat

His

EEE
Gly

tgg att

Trp lle

B0C ace ctg

Thr leu
10

agt caa
Ser Gln

gag tct
Glu Ser

atc ccc

Ile Pro

tca

Ser

tet

Ser

agt
Ser

cca
Pro

tece

VSer
60

48

96

144

192

240



agg ttc
Arg Phe

agt gtg
Ser Val

agc tgeg
Ser Trp

act gtg
Thr Val
110

ttg aaa
Leu Lys
125

ccCc aga

Pro Arg_GIu

get aac
Giy Asn

tac agc
Tyr Ser

cac aaa
His Lys
190

gtc aca

val Thr

205

<210> 57
<211> 234

agt
Ser

gag
Glu

CCE
Pro
85

gct

Ala

tet
Ser

Eag

tec

Ser

ctec
l.eu
175

gte
Val

aag
Lys

gegc agt zga
Gly Ser Gly
65

act gaa gat
Thr Glu Asp
80

cte acg tte
Leu Thr Phe

gca cca tet

Ala Pro Ser

Zga act'gcc
Giy Thr Ala
130

gcC aaa gta

tca
Ser

ttt
Phe

ggt
Gly

gtc
Val
115

tct
Ser

cag

geg
Gly

gga
Gly

gect
Ala
100

ttc
Phe

gtt
Val

teg

aca
Thr

atg
Met
85

=444
Gly

atc

lle

gteg

Val

dag

ES 2 699 428 T3

gat
Asp
70

tat
Tyr

ace
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys

gtg

ttc
Phe

ttc
Phe

aag

Lys

CCg

Pro

ctg
Leu
135

gat

act
Thr

tegt
Cys

ctg
Leu

cca
Pro
120

ctg
Leu

aag

ctc

Leu

caa
Gin

gag
Glu

105

tct

Ser

aat

Asn

gcC

agt
Ser

cag
Gin
90

ctg
Leu

gat
Asp

aac

Asn

-ctc

atc
lle
75

agt

Ser

aaa

Lys

gag
Glu

tte
Phe

caa

Ala Lys VYal

145

cag gag agt
Gin Glu Ser
160

8EC agc’ acc.

Ser Ser Thr

tac gcc tec

Tyr AIé_Cys

age ttc aac
Ser Phe Asn
210

GIn

gtc

val

cte
Leu

Trp

aca
Thr

acg
Thr

180

gaa
Glu
195

agg
Arg

gtc
Val

EEa
Gly

Lys

gag
Glu
165

cteg
Leu

aco
The

Eag
Glu

Val

Asp

150 -

cag
Gin

[-1:{]
Ser

cat
His

tec
Cys

gac
Asp

aaa
Lys

cag
GIn

Asn

age
Ser

gca

-Ala

gge
Gly

. 200

tag

Ala

aag

Lys_

gac
Asp
185

ctg
Leu

112

Leu

gac
Asp
170

tac

Tyr

age
Ser

GIn
155

age

Ser

gag
Glu

teg

Ser

aac

Asn

aac

Asn

Cga

Arg

cag
Gin

tat
Tyr
140

tee |

Ser

ace
Thr

aaa

Lys

cece

Pro

288

336

384

432

480

528

576

624

672

705



10

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 57

Met Val Phe Thr Pro
=20

Ala Ser Arg Gly Asp

Val Thr Pro Gly Asp
15

lle Ser Asn Tyr Leu
30 '

Arg Leu Leu lle Lys
45

Gin

-15

Arg

His

Tyr
50

I le

Val

Val

Trp

35

Ala

ES 2 699 428 T3

Leu Gly Leu Met
-10

"Leu Thr Gln Ser

Ser Leu Ser Cys
20

Tyr GIn Gin Lys

Ser Gin Ser lle
55

Leu Phe Trp lle

Pro Ala Thr Leu
10

Arg Ala Ser Gin
25

Ser His Glu Ser
40 '

Ser Gly lle Pro

113

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser
60



Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Phe

Val

Trp

Val
110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
190

Thr

<210> 58
<211>6
<212> PRT

<213> Mus musculus

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Giy

Thr

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Ser

85

Giu

Thr

Pro

Thr

Lys

48

GIn
160

Ser

Tyr

Ser

Giu

Ser

Ala

Phe

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Ser Gly
Phe Gly
Gly Ala
100
Val Phe
115
Ser Val
GIln Trp

Val Thr

Leu Thr

180

Glu Val
195

Arg Gly

Thr

Met
85

Gly

lle

Val

lys

ES 2 699 428 T3

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

150

Glu
165

Leu

Thr

Glu

Gin

Ser

His

Cys

Asp

Lys

Gln

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Leu Ser lle
75

Gin Gln Ser
90

Gfu Leu Lys
105

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe

Aia Leu GIn

Lys Asp Ser
170

Asp Tyr Glu
185

Leu Ser Ser

114

155

Asn

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<2225 (1)... (6)
<223> CDR

<400> 58

Ser Asp Tyr Ala Trp Asn

1 5

<210> 59

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (1) .. (17)
<223> CDR

<400> 59

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 : b

Arg

<210> 60

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<2225 (1)... (9)
<223> CDR

<400> 60

Ser Pro Pro Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr

1

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<2225 (1).. (11)
<223> CDR

<400> 61

Lys Ala Ser G!n Asp Val Gly Thr Ala Val Ala

1
<210> 62

5

5

ES 2 699 428 T3

10

10

115

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

<211>7
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (1)..(7)
<223> CDR

<400> 62

Trp Ala Ser Thr Arg His Thr

1

<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (1)..(9)
<223> CDR

<400> 63

1

<210> 64

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (1) ... (5)
<223> CDR

<400> 64

Ser Tyr Trp lle His

1

<210> 65

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (1)..(17)
<223> CDR

<400> 65

Arg lle Tyr Pro Gly Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

5

5

5

5
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Gln Gin Tyr Ser Ser Tyr Pro Leu Thr.

10
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Gly

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1).. (10)

<223> CDR

<400> 66

Tyr Pro Thr Tyr Asp Trp »Fyr Phe Asp-Val
1 5 10

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1) ... (11)

<223> CDR

<400> 67

Arg Ala Ser Gin Ser lie Ser Asn Tyr Leu His
1 o 5 10

<210> 68

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1)..(7)

<223> CDR

<400> 68

Tyr Ala Ser GIn Ser [le Ser
1 5

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1).. (9)

<223> CDR

<400> 69
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GIn GIn Ser Asn Ser Trp Pro Leu Thr
1 - 5

<210>70

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1).. (B)

<223> CDR

<400> 70

Ser Asp Tyr Ala Trp Asn
1 ‘ 5

<210> 71

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1).. (17)

<223> CDR

<400> 71

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly $er Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
10

1 5

Arg-

<210>72

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1) ... (9)

<223> CDR

<400> 72

Ala Leu Pro Leu Pro Trp Phe Ala Tyr
i 5

<210>73

<211> 11

<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

ES 2 699 428 T3
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<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1) ... (11)
<223> CDR

<400> 73

Lys Ala Ser Gin Asp Val Gly Thr Ala Val Ala

1 5 10
<210> 74

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1)..(7)

<223> CDR

<400> 74

Trp Ala Ser Thr Arg His Thr
1 5

<210>75

<211>9

<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<2225 (1) ... (9)

<223> CDR

<400> 75

GIn GIn Tyr Ser Ser Tyr Pra Tyr Thr
1 , 5

<210> 76

<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> una secuencia peptidica artificialmente sintetizada

<220> ) )

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (2).. (3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 76

Tyr Xaa Xaa Leu
1
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo monoclonal que se une a un ILT7 humano, no se une a ninguno de ILT1 humano, ILT2 humano e
ILT3 humano y suprime la produccién de interferon-a (IFNo) a partir de células que expresan el ILT7 o un
fragmento que comprende su region de unién al antigeno, para su uso en terapia.

Un anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el uso en terapia es tratar una
enfermedad autoinmune..

Un anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde el uso en terapia es tratar
lupus eritematoso sistémico (LES).

El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la
célula que expresa el ILT7 es una célula que produce interferén (IPC).

El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la
célula es CD123 positiva o BDCA-2 positiva.

El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
célula es CD3 negativa, CD14 negativa, CD16 negativa, CD19 negativa, CD20 negativa y CD56 negativa.

El anticuerpo monoclonal para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
anticuerpo monoclonal comprende secuencias de aminoacidos de acuerdo con cualquiera de las siguientes i) a iii)
como CDR1, CDR2 y CDR3 en la region variable de cadena pesada y en la region variable de cadena ligera:

i) CDR1 de una region variable de cadena pesada: SDYAWN (sec. con num. de ident.: 58);

CDR2 de una region variable de cadena pesada: YISYSGSTSYNPSLKSR (sec. con num. de ident.: 59); y

CDR3 de una region variable de cadena pesada: SPPYYAMDY (sec. con num. de ident.: 60);

CDR1 de regién variable de cadena ligera: KASQDVGTAVA (sec. con num. de ident.: 61);

CDR2 de una region variable de cadena ligera: WASTRHT (sec. con num. de ident.: 62); y

CDRS de una region variable de cadena ligera: QQYSSYPLT (sec. con num. de ident.: 63);

ii) CDR1 de una regién variable de cadena pesada: SYWIH (sec. con nim. de ident.: 64);

CDR2 de una region variable de cadena pesada: RIYPGTGSTYYNEKFKG (sec. con nim. de ident.: 65);

y CDR3 de una region variable de cadena pesada: YPTYDWYFDV (sec. con nium. de ident.: 66);

CDR1 de una region variable de cadena ligera: RASQSISNYLH (sec. con nim. de ident.: 67);

CDR2 de una region variable de cadena ligera: YASQSIS (sec. con num. de ident.: 68);

CDRS de una region variable de cadena ligera: QQSNSWPLT (sec. con nim. de ident.: 69); o

i) CDR1 de una region variable de cadena pesada: SDYAWN (sec. con num. de ident.: 70);

CDR2 de una region variable de cadena pesada: YISYSGSTSYNPSLKSR (sec. con num. de ident.: 71);

CDR3 de una region variable de cadena pesada: ALPLPWFAY (sec. con num. de ident.: 72);

CDR1 de una region variable de cadena ligera: KASQDVGTAVA (sec. con num. de ident.: 73);

CDR2 de una region variable de cadena ligera: WASTRHT (sec. con num. de ident.: 74); y

CDRS de una region variable de cadena ligera: QQYSSYPYT (sec. con num. de ident.: 75).
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El anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el
fragmento que comprende su region de unién al antigeno es Fab, F(ab'),, Fv de cadena sencilla o diacuerpo.
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Célula CD3 positiva + PMA
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