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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales humanos para CTLA-4
Antecedentes de la invencion
Sumario de la invencion

De acuerdo con el presente invento, se proporcionan anticuerpos monoclonales totalmente humanos contra el
antigeno 4 asociado a linfocitos T citotéxicos (CTLA-4; del inglés, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) humano. Se
proporcionan secuencias nucleotidicas que codifican, y secuencias de aminoacidos que comprenden, moléculas
inmunoglobulinicas de cadenas pesadas y ligeras, particularmente secuencias contiguas de cadenas pesadas y
ligeras que abarcan las regiones determinantes de complementariedad (CDRs; del inglés, complementarity
determining regions), especificamente de en FR1 y/o CDR1 a CDR3 y/o en FR4. Ademas, se proporcionan
anticuerpos que tienen propiedades de union similares y anticuerpos (u otros antagonistas) que tienen una
funcionalidad similar a los anticuerpos descritos en la presente memoria.

Antecedentes de la tecnologia

La regulacion de la respuesta inmune de pacientes proporcionaria un tratamiento deseable de muchas
enfermedades humanas que podria conducir a una especificidad de accién que se encuentra raramente mediante el
uso de farmacos convencionales. Seria posible tanto la suprarregulacion como la infrarregulacion de respuestas del
sistema inmune. Los papeles de las células T y las células B han sido ampliamente estudiados y caracterizados en
relacion con la regulacion de la respuesta inmune. A partir de estos estudios, parece que, en muchos casos, el papel
de las células T es particularmente importante en la prevencion y el tratamiento de enfermedades.

Las células T poseen unos sistemas muy complejos para controlar sus interacciones. En las interacciones entre
células T se utilizan numerosos receptores y factores solubles para el proceso. De este modo, el efecto que una
sefial concreta puede ejercer sobre la respuesta inmune generalmente varia y depende de los factores, receptores y
contrarreceptores concretos que estan implicados en la ruta. Las rutas para las respuestas de infrarregulacion son
tan importantes como las necesarias para la activaciéon. La instrucciéon timica que conduce a la tolerancia de las
células T es un mecanismo para evitar una respuesta inmune hacia un antigeno concreto. También se conocen
otros mecanismos, tal como la secrecion de citocinas supresoras.

La activaciéon de células T requiere no solo la estimulacion a través del receptor antigénico [receptor de células T
(TCR; del inglés, T cell receptor)] sino también una sefalizacién adicional a través de moléculas superficiales
coestimulantes, tal como CD28. Los ligandos de CD28 son las proteinas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), que se
expresan en células presentadoras de antigeno (APC; del inglés, antigen-presenting cells) tales como células
dendriticas, células B activadas o monocitos que interaccionan con CD28 de células T o CTLA-4 para proporcionar
una sefal coestimulante. El papel de la sefalizacion coestimulante fue estudiado por Perrin et al., Immunol. Res.
14:189-99 (1995) en la encefalomielitis alérgica experimental (EAE). La EAE es un trastorno autoinmune provocado
por células Th1 dirigidas contra antigenos de mielina, que proporciona un modelo in vivo para estudiar el papel de la
coestimulacion mediada por B7 en la induccion de una respuesta inmune patolégica. Utilizando un ligando de
proteina de fusion soluble para los receptores de B7, asi como anticuerpos monoclonales especificos para CD80 o
CD86, Perrin et al. demostraron que la coestimulacién de B7 desempefia un papel destacado a la hora de
determinar el resultado de la enfermedad clinica en EAE.

La interaccion entre B7 y CD28 es una de las diversas rutas de sefializacién coestimulantes que parecen ser
suficientes para desencadenar la maduracion y proliferacion de células T antigénicamente especificas. La falta de
coestimulacion, y la concomitante insuficiencia en la produccion de IL-2, evitan la subsiguiente proliferacion de las
células T y provocan un estado de falta de reactividad denominado "anergia". Diversos virus y tumores pueden
bloquear la activaciéon y proliferaciéon de células T, lo que conduce a una actividad insuficiente o una falta de
reactividad del sistema inmune del huésped frente a las células infectadas o transformadas. Entre las diversas
alteraciones posibles de células T, la anergia puede ser al menos parcialmente responsable del fracaso del huésped
a la hora de eliminar las células patdgenas o tumorigénicas.

El uso de la proteina B7 para mediar en la inmunidad antitumoral ha sido descrito por Chen et al., Cell 71:1093-1102
(1992), y por Townsend y Allison, Science 259:368 (1993). Schwartz, Cell 71:1065 (1992), ha revisado el papel de
CD28, CTLA-4 y B7 en la produccion de IL-2 y en inmunoterapia. Harding et al., Nature 356:607-609 (1994), han
demostrado que la sefializacion mediada por CD28 coestimula células T murinas y evita la induccion de anergia en
clones de células T. Véanse también las Patentes de EE.UU. ndmeros 5.434.131, 5.770.197 y 5.773.253, y las
Solicitudes de Patente Internacional numeros WO 93/00431, WO 95/01994, WO 95/03408, WO 95/24217 y WO
95/33770. En particular, el documento WO 95/33770 proporciona leyendas para la induccion de la apoptosis
especifica del antigeno en las células.

A partir de lo precedente, resulté evidente que las células T requerian dos tipos de sefales de la célula presentadora
de antigeno (APC) para la activacion y la subsiguiente diferenciacion a la funcion efectora. En primer lugar, hay una
sefal antigénicamente especifica generada por interacciones entre el TCR de la célula T y péptidos que presentan

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2706 547 T3

moléculas del MHC en la APC. En segundo lugar, hay una sefial antigénicamente independiente que es mediada por
la interaccion de CD28 con miembros de la familia de B7 [B7-1 (CD80) o B7-2 (CD86)]. Exactamente, cuando CTLA-
4 se mete en el entorno de sensibilidad inmune, es inicialmente evasiva. El CTLA-4 murino fue identificado y clonado
por vez primera por Brunet et al., Nature 328:267-270 (1987), como parte de una busqueda de moléculas que se
expresan preferentemente en linfocitos T citotdxicos. EI CTLA-4 humano fue identificado y clonado poco después
por Dariavach et al., Eur. J. Immunol. 18:1901-1905 (1988). Las moléculas de CTLA-4 murinas y humanas poseen
una homologia secuencial global de aproximadamente 76% y sus dominios citoplasmicos se acercan a una
identidad secuencial completa [Dariavach et al., Eur. J. Immunol. 18:1901-1905 (1988)]. EI CTLA-4 es un miembro
de la superfamilia inmunoglobulinica (Ig) de proteinas. La superfamilia Ig es un grupo de proteinas que comparten
rasgos estructurales esenciales de un dominio variable (V) o constante (C) de moléculas Ig. Los miembros de la
superfamilia Ig incluyen, pero no se limitan a, las propias inmunoglobulinas, moléculas de las clases del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC; del inglés, major histocompatibility complex) (es decir, las clases | y Il del
MHC), y moléculas de TCR.

En 1991, Linsley et al., J. Exp. Med. 174:561-569 (1991), propusieron que CTLA-4 era un segundo receptor de B7.
Similarmente, Harper et al., J. Immunol. 147:1037-44 (1991), demostraron que las moléculas de CTLA-4 y CD28
estan intimamente relacionadas, tanto en ratén como en ser humano, en cuanto a su secuencia, expresion de
mensajes, estructura génica y posicion cromosémica. Véase también Balzano et al., Int. J. Cancer Suppl. 7:28-32
(1992). Surgié otra evidencia de este tipo a través de estudios funcionales. Por ejemplo, Lenschow et al., Science
257:789-792 (1992), demostraron que CTLA-4-g provocaba una supervivencia de larga duracion de injertos de
islotes pancreaticos. Freeman et al., Science 262:907-909 (1993), examinaron el papel de CTLA-4 en ratones
deficientes en B7. Lenschow et al., P.N.A.S. 90:11.054-11.058 (1993), describieron un examen de los ligandos de
CTLA-4. Linsley et al., Science 257:792-795 (1992), describen la inmunosupresion in vivo por una forma soluble de
CTLA-4. Linsley et al., J. Exp. Med. 176:1595-604 (1992), prepararon anticuerpos que se unian a CTLA-4 y no
presentaban reactividad cruzada con CD28, y concluyeron que CTLA-4 se coexpresa con CD28 en linfocitos T
activados y regula cooperativamente la adhesion y activacion de células T por B7. Kuchroo et al., Cell 80:707-18
(1995), demostraron que las moléculas coestimulantes B7-1 y B7-2 activaban diferencialmente las rutas de
desarrollo de Th1/Th2. Yi-qun et al., Int. Immunol 8:37-44 (1996), demostraron que hay requisitos diferenciales para
sefiales coestimulantes de miembros de la familia de B7 por células T de memoria, en reposo frente a las re-
cientemente activadas, hacia antigenos de recuerdo solubles. Véase también de Boer et al., Eur. J. Immunol.
23:3120-5 (1993).

Diversos grupos propusieron interacciones receptor/ligando alternativas o distintas para CTLA-4 en comparacion con
CD28 e incluso propusieron un tercer complejo de B-7 que era reconocido por un anticuerpo BB1. Véanse, por
ejemplo, Hathcock et al., Science 262:905-7 (1993), Freeman et al., Science 262:907-9 (1993), Freeman et al., J.
Exp. Med. 178:2185-92 (1993), Lenschow et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:11.054-8 (1993), Razi-Wolf et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:11.182-6 (1993), y Boussiotis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:11.059-63
(1993). Pero véase Freeman et al., J. Immunol. 161:2708-15 (1998), quienes discutieron el hallazgo de que el
anticuerpo BB1 se une a una molécula que es idéntica a la forma de CD74 de la superficie celular y, por lo tanto, el
anticuerpo monoclonal (mAb; del inglés, monoclonal antibody) BB1 se une a una proteina distinta de B7-1, y que
este epitopo esta también presente en la proteina B7-1. De este modo, esta observacion requeria que los
participantes reconsideraran los estudios utilizando el mAb BB1 en el andlisis de la expresion y la funcion de CD80.

Comenzando en 1993 y culminando en 1995, los investigadores empezaron a delinear adicionalmente el papel de
CTLA-4 en la estimulacion de las células T. En primer lugar, mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra
CTLA-4, Walunas et al., Immunity 1:405-13 (1994), proporcionaron la evidencia de que CTLA-4 puede actuar como
un regulador negativo de la activacion de células T. Mas tarde, Waterhouse et al., Science 270:985-988 (1995),
demostraron que ratones deficientes en CTLA-4 acumulaban blastos de células T con marcadores de activacion
suprarregulados en sus ganglios linfaticos y sus bazos. Los blastos también se infiltraban en el higado, el corazon, el
pulmén y el tejido pancreatico, las cantidades de inmunoglobulina sérica estaban elevadas y sus células T
proliferaban espontanea e intensamente cuando eran estimuladas a través del receptor de células T; sin embargo,
eran sensibles a la muerte celular provocada por entrecruzamiento del receptor Fas y por exposicion a radiacion
gamma. Waterhouse et al. concluyeron que CTLA-4 actia como un regulador negativo de la activacion de células T
y es vital para el control de la homeostasis linfocitaria. En un comentario en la misma publicacion, Allison y Krummel,
Science 270:932-933 (1995), discutian el trabajo de Waterhouse et al. como demostrativo de que CTLA-4 actua para
infrarregular la sensibilidad de las células T o tiene un papel de sefalizacién inhibitoria en la activacion y desarrollo
de células T. Tivol et al., Immunity 3:541-7 (1995), también generaron ratones deficientes en CTLA-4 y demostraron
que dichos ratones desarrollan rapidamente enfermedad linfoproliferativa con infiltracion linfocitaria multiorganica y
destruccion tisular, con miocarditis y pancreatitis particularmente graves. Concluyeron que CTLA-4 desempefia un
papel esencial en la infrarregulacion de la activacion de las células T y en el mantenimiento de la homeostasis
inmunoldgica. Ademas, Kummel y Allison. J. Exp. Med. 182:459-65 (1995), también aclararon que CD28 y CTLA-4
ejercen efectos opuestos sobre la respuesta de las células T a la estimulacion. Generaron un anticuerpo contra
CTLA-4 e investigaron los efectos de su union a CTLA-4 en un sistema utilizando células T muy purificadas. En su
informe, mostraron que la presencia de bajos niveles de B7-2 en células T recién explantadas puede inhibir
parcialmente la proliferacion de células T y que esta inhibicion estaba mediada por interacciones con CTLA-4. El
entrecruzamiento de CTLA-4 con el TCR y CD28 inhibe intensamente la proliferacion y la secrecion de IL-2 por
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células T. Finalmente, los resultados mostraron que CD28 y CTLA-4 proporcionan sefiales opuestas que parecen
ser integradas por la célula T a la hora de determinar la respuesta a un antigeno. De esta manera, concluyeron que
el resultado de la estimulacion del receptor antigénico de células T es regulado por sefiales coestimulantes de CD28
asi como por sefiales inhibitorias derivadas de CTLA-4. Véanse también Kummel et al., Int. Immunol. 8:519-23
(1996), la Patente de EE.UU. n° 5.811.097 y la Solicitud de Patente Internacional n® WO 97/20574.

Se han llevado a cabo diversos experimentos adicionales que elucidan adicionalmente la anterior funciéon de CTLA-
4. Por ejemplo, Walunas et al., J. Exp. Med. 183:2541-50 (1996), mediante el uso de anticuerpos anti-CTLA-4,
sugirieron que la sefalizacion de CTLA-4 no regula la supervivencia celular ni la sensibilidad a IL-2 pero inhibe la
produccion de IL-2 dependiente de CD28. Ademas, Perrin et al., J. Immunol. 157:1333-6 (1996), demostraron que,
en la encefalomielitis alérgica experimental (EAE), anticuerpos anti-CTLA-4 exacerbaban la enfermedad y
potenciaban la mortalidad. La exacerbacion de la enfermedad estaba asociada con una producciéon aumentada de
las citocinas encefalitogénicas TNF-alfa, IFN-gamma e IL-2. De este modo, concluyeron que CTLA-4 regula la
intensidad de la respuesta autoinmune en la EAE, atenuando la produccién de citocinas inflamatorias y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Véanse también Hurwitz et al., J. Neuroimmunol. 73:57-62 (1997), y
Cepero et al., J. Exp. Med. 188:199-204 (1998) (una ribozima de horquilla anti-CTLA-4 que suprime especificamente
la expresion de CTLA-4 después de una transferencia génica en modelo murinos de células T).

Ademas, Blair et al., J. Immunol. 160:12-5 (1998), evaluaron los efectos funcionales de un conjunto de anticuerpos
monoclonales (mAbs) contra CTLA-4 sobre células T CD4+ humanas en reposo. Sus resultados demostraron que
algunos mAbs contra CTLA-4 podian inhibir respuestas proliferativas de células CD4+ en reposo y la transicion del
ciclo celular de GO a G1. Los efectos inhibitorios de CTLA-4 eran evidentes a las 4 horas, un momento en que la
expresion de CTLA-4 en la superficie celular permanecia indetectable. Sin embargo, otros mAbs contra CTLA-4 no
ejercian efectos inhibitorios detectables, lo que indicaba que la unién de mAbs sélo a CTLA-4 no era suficiente para
mediar en la infrarregulacion de las respuestas de las células T. Es interesante resaltar que, mientras la produccion
de IL-2 estaba cortada, los mAbs inhibitorios anti-CTLA-4 permitian la induccién y expresion del gen bcl-X (L) de la
supervivencia celular. Consistentemente con esta observacion, las células permanecian viables y no se detectaba
apoptosis después de la ligacion de CTLA-4. El documento WO 98/42752 proporciona péptidos que se unen a
CTLA-4 y co-estimulan la proliferaciéon de células T mediante la inhibicién de la uniéon de B7 a CTLA-4.

En relaciéon con la anergia, Pérez et al., Immunity 6:411-7 (1997), demostraron que se evitaba la induccién de la
anergia de células T mediante el bloqueo de CTLA-4 y concluyeron que el resultado del reconocimiento antigénico
por las células T esta determinado por la interaccion de CD28 o CTLA-4, en las células T, con moléculas de B7.
Ademas, Van Parijs et al.,, J. Exp. Med. 186:1119-28 (1997), examinaron el papel de la interleucina 12 y de
coestimulantes en la anergia de células T in vivo y hallaron que, mediante la inhibicion de la participacion de CTLA-4
durante la induccion de la anergia, se bloqueaba la proliferacion de células T y no se activaba la diferenciacion
completa de Th1. Sin embargo, las células T expuestas a un antigeno tolerogénico en presencia tanto de IL-12 como
de un anticuerpo anti-CTLA-4 no resultaban anergizadas y se comportaban idénticamente a las células T que se han
encontrado con un antigeno inmunogénico. Estos resultados sugerian que contribuyen dos procesos a la induccion
de anergia in vivo:la participacion de CTLA-4, que conduce a un bloqueo de la capacidad de las células T para
proliferar, y la ausencia de una citocina inflamatoria prototipica, IL-12, que evita la diferenciacion de las células T en
células efectoras Th1. La combinacion de IL-12 y un anticuerpo anti-CTLA-4 era suficiente para convertir un estimulo
normalmente tolerogénico en uno inmunogénico.

En relacion con infecciones, McCoy et al., J. Exp. Med. 186:183-7 (1997), demostraron que anticuerpos anti-CTLA-4
potenciaban y aceleraban en gran medida la respuesta inmune de células T a Nippostrongylus brasiliensis, lo que
daba lugar a una profunda reduccién del nimero de gusanos adultos y a la terminacion precoz de la produccion de
huevos del parasito. Véase también Murphy et al., J. Immunol. 161:4153-4160 (1998) (Leishmania donovani).

En relaciéon con el cancer, Kwon et al., PNAS USA 94:8099-103 (1997), establecieron un modelo de cancer de
prostata murino singénico y examinaron dos distintas manipulaciones destinadas a provocar una respuesta
anticancer de prostata por medio de una coestimulacion potenciada de células T:(i) provisién de una coestimulacion
directa por células de cancer de prostata transducidas para que expresaran el ligando de B7-1, y (ii) bloqueo in vivo
de CTLA-4 de células T, mediado por anticuerpos, que evita la infrarregulacion de las células T. Se demostro que el
bloqueo in vivo de CTLA-4, mediado por anticuerpos, potenciaba respuestas inmunes anticancer de préstata.
Ademas, Yang et al., Cancer Res. 57:4036-41 (1997), investigaron si el bloqueo de la funcion de CTLA-4 conduce a
la potenciaciéon de respuestas antitumorales de células T en diversas fases de crecimiento tumoral. Basandose en
los resultados in vitro e in vivo, hallaron que el bloqueo de CTLA-4 en los individuos portadores de tumor potenciaba
la capacidad para generar respuestas antitumorales de células T, pero, en su modelo, la expresion de dicho efecto
potenciador estaba restringida a las fases precoces del crecimiento tumoral. Ademas, Hurwitz et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 95:10.067-71 (1998), investigaron la generacion de una respuesta antitumoral mediada por células
T, que depende de la participacion del receptor de células T, por el complejo principal de
histocompatibilidad/antigeno asi como por la ligaciéon de CD28 por B7. Ciertos tumores, tal como el carcinoma
mamario SM1, resultaron refractarios a la inmunoterapia con anti-CTLA-4. De este modo, mediante el uso de una
combinacién del bloqueo de CTLA-4 y una vacuna que consistia en células SM1 que expresaban el factor de
estimulacion de colonias de granulocitos-macrofagos, se observé la regresion de tumores SM1 parentales a pesar
de la ineficacia de cualquier de los dos tratamientos solo. Esta terapia de combinacion daba lugar a una inmunidad
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de larga duracion hacia SM1 y dependia de células T tanto CD4(+) como CD8 (+). Los hallazgos sugerian que el
bloqueo de CTLA-4 actua a nivel de una célula presentadora de antigeno derivada del huésped.

En relacion con la diabetes, Luhder et al., J. Exp. Med. 187:427-32 (1998), inyectaron un mAb anti-CTLA-4 a un
modelo de diabetes en raton transgénico para TCR, en diferentes fases de la enfermedad. Hallaron que la
participacion de CTLA-4 en el momento en que se activan por vez primera células T potencialmente diabetogénicas
es un proceso esencial; si se permite la participaciéon, se produce la invasién de los islotes, aunque permanece
bastante inocua durante meses. En caso contrario, la insulitis es mucho mas agresiva y se origina rapidamente una
diabetes.

En relacion con una inmunizacion por vacuna, Horspool et al., J. Immunol. 160:2706-14 (1998), hallaron que un mAb
anti-CTLA-4 intacto, pero no los fragmentos Fab, suprimia la respuesta humoral primaria a pClA/beta gal sin afectar
a las respuestas de recuerdo, lo que indicaba que la activacién de CTLA-4 inhibia la producciéon de Ab pero no la
estimulacion primaria de células T. El bloqueo de los ligandos de CD28 y CTLA-4, CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2),
reveld una funcién distinta y no solapante. El bloqueo de CD80 en la inmunizacién inicial suprimia completamente
las respuestas primarias y secundarias de Ab, mientras que el bloqueo de CD86 suprimia las respuestas primarias
pero no las secundarias. El bloqueo simultaneo de CD80 y CD86 era menos eficaz en cuanto a suprimir las
respuestas de Ab que el de cualquiera de los dos solo. La potenciacién de la coestimulaciéon por medio de la
coinyeccion de plasmidos que expresaban B7 aumentaba las respuestas de CTL pero no las respuestas de Ab, y sin
evidencia de sesgo Th1 a Th2. Estos hallazgos sugieren papeles complejos y distintos para CD28, CTLA-4, CD80 y
CD86 en la coestimulacion de células T después de una vacunacion con acido nucleico.

En relacion con el rechazo de aloinjertos, Markees et al., J. Clin. Invest. 101:2446-55 (1998), hallaron en un modelo
de rechazo de aloinjertos de piel en raton que la aceptacion dependia inicialmente de la presencia de IFN-gamma,
CTLA-4 y células T CD4(+). La adicion de un mAb anti-CTLA-4 o anti-IFN-gamma al protocolo se asocié con un
inmediato rechazo de injertos, mientras que un mAb anti-IL-4 no produjo efecto alguno.

Con respecto al papel de CTLA-4 en relacién con CD28, Fallarino et al., J. Exp. Med. 188:205-10 (1998), generaron
ratones deficientes en CD28 o de tipo silvestre para CD28/deficientes en el gen 2 activador de la
recombinasa/transgénicos para TCR que fueron inmunizados con un tumor que expresaba antigeno. Las células T
primariamente estimuladas de ambos tipos de ratones producian citocinas y proliferaban en respuesta a células de
estimulacion que carecian de expresion de B7. Sin embargo, mientras que la respuesta de las células T CD28+/+
resultaba aumentada por la coestimulacién con B7-1, la respuesta de las células T CD28-/- resultaba fuertemente
inhibida. Esta inhibicién era invertida mediante un anticuerpo monoclonal contra B7-1 o CTLA-4. De esta manera,
CTLA-4 puede inhibir potentemente la activaciéon de las células T en ausencia de CD28, lo que indica que el
antagonismo de una sefial mediada por TCR es suficiente para explicar el efecto inhibitorio de CTLA-4. Ademas, Lin
et al., Exp. Med. 188:199-204 (1998), estudiaron el rechazo de aloinjertos de corazén en ratones deficientes en
CD28. Se trasplantaron corazones H-2(q) a ratones alogénicos de tipo silvestre o deficientes en CD28 [H-2(b)]. El
rechazo del injerto resulté retrasado en los ratones deficientes en CD28 en comparacién con los de tipo silvestre. El
tratamiento de los ratones receptores de tipo silvestre con CTLA-4- inmunoglobulina (lg), o con mAbs anti-B7-1 mas
anti-B7-2 prolongaba significativamente la supervivencia de los aloinjertos. Por contraste, el tratamiento de los
ratones deficientes en CD28 con CTLA-4-Ilg, mAbs anti-B7-1 mas anti-B7-2, o un mAb anti-CTLA-4 bloqueante
inducia la aceleracion del rechazo de los aloinjertos. Esta velocidad aumentada del rechazo de los injertos se asocio
con una infiltracion de células mononucleares mas intensa y con unos niveles aumentados de transcritos de IFN-
gamma e IL-6 en los corazones de donante de los ratones de tipo silvestre no tratados y de los ratones deficientes
en CD28 tratados con CTLA-4-I3 o mAb anti-CTLA-4. De este modo, el papel regulador negativo de CTLA-4 se
extiende mas alla de su potencial capacidad para prevenir la activaciéon de CD28 a través de la competicion de los
ligados. Incluso en ausencia de CD28, CTLA-4 desempefia un papel inhibitorio en la regulacion del rechazo de
aloinjertos.

Ademas, se ha investigado una caracterizacion mas de la expresion de CTLA-4. Por ejemplo, Alegre et al., J.
Immunol. 157:4762-70 (1996), propusieron que el CTLA-4 superficial es rapidamente internalizado, lo que puede
explicar los bajos niveles de expresion generalmente detectados en la superficie celular. Concluyeron que tanto
CD28 como IL-2 desempefian papeles importantes en la suprarregulacion de la expresion de CTLA-4. Ademas,
parece que la acumulacion de CTLA-4 en la superficie celular es principalmente regulada por su rapida endocitosis.
Ademas, Castan et al., Immunology 90:265-71 (1997), basandose en analisis inmunohistolégicos in situ de la
expresion de CTLA-4, sugirieron que células T de centros germinales, que eran positivas para CTLA-4, podrian ser
importantes para la regulaciéon inmune.

En consecuencia, a la vista del amplio y esencial papel que parece poseer CTLA-4 en la sensibilidad inmune, seria
deseable generar anticuerpos hacia CTLA-4 que pudieran ser eficazmente utilizados en inmunoterapia. Ademas,
seria deseable generar anticuerpos contra CTLA-4 que pudieran ser utilizados en enfermedades crénicas en que se
requieren administraciones repetidas de los anticuerpos.

Breve descripcion de las figuras de los dibujos

La Figura 1 proporciona una serie de secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las moléculas inmunoglobulinicas
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de cadenas pesadas y cadenas ligeras kappa de acuerdo con la invencion 4.1.1 (Figura 1A), 4.8.1 (Figura 1B),
4.14.3 (Figura 1C), 6.1.1 (Figura 1D), 3.1.1 (Figura 1E), 4.10.2 (Figura 1F), 2.1.3 (Figura 1G), 4.13.1 (Figura 1H),
11.2.1 (Figura 11), 11.6.1 (Figura 1J), 11.7.1 (Figura 1K), 12.3.1.1 (Figura 1L) y 12.9.1.1 (Figura 1M).

La Figura 2 proporciona una alineacion de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de cadenas
pesadas de los clones 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3,6.1.1, 3.1.1, 4.10.2, 4.13.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12311y 12911y la
secuencia de aminoacidos de la linea germinal DP-50 (3-33). Las diferencias entre la secuencia de la linea germinal
de DP-50 y las secuencias de los clones se indican en negrita. La Figura también muestra las posiciones de las
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de los anticuerpos en forma sombreada.

La Figura 3 proporciona una alineacion de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena
pesada del clon 2.1.3 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal DP-65 (4-31). Las diferencias entre la
secuencia de la linea germinal de DP-65 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las
posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 4 proporciona una alineacion de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de cadenas
ligeras kappa de los clones 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 4.10.2 y 4.13.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea
germinal A27. Las diferencias entre la secuencia de la linea germinal de A27 y las secuencias de los clones se
indican en negrita. La Figura también muestra las posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del
anticuerpo en forma subrayada. Las aparentes deleciones en los CDR1s de los clones 4.8.1, 4.14.3 y 6.1.1 se
indican con "0s".

La Figura 5 proporciona una alineacion de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de cadenas
ligeras kappa de los clones 3.1.1, 11.2.1, 11.6.1 y 11.7.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal 012.
Las diferencias entre la secuencia de la linea germinal de 012 y las secuencias de los clones se indican en negrita.
La Figura también muestra las posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma
subrayada.

La Figura 6 proporciona una alineacién de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena ligera
kappa del clon 2.1.3 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal A10/A26. Las diferencias entre la secuencia
de la linea germinal de A10/A26 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las
posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 7 proporciona una alineacién de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena ligera
kappa del clon 12.3.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal A17. Las diferencias entre la secuencia de
la linea germinal de A17 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las posiciones de
las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 8 proporciona una alineacién de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena ligera
kappa del clon 12.9.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal A3/A19. Las diferencias entre la secuencia
de la linea germinal de A3/A19 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las
posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 9 proporciona un sumario de secuencias de aminoacidos N-terminales generadas mediante la
secuenciacion proteica directa de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos.

La Figura 10 proporciona cierta informacion caracterizadora adicional acerca de ciertos de los anticuerpos de
acuerdo con la invencion. En la Figura 10A, se resumen datos relacionados con los clones 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2,
4143 y 6.1.1. Se proporcionan datos relacionados con concentraciéon, enfoque isoeléctrico (IEF; del inglés,
isoelectric focusing), electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE; del inglés, sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), cromatografia de exclusion por tamafio (SEC; del inglés, size
exclusion chromatography), cromatografia en fase liquida/espectroscopia de masas (LCMS; del inglés, liquid
chromatography/mass spectroscopy), espectroscopia de masas (MALDI) y secuencias N-terminales de cadenas
ligeras. Se proporciona informacion detallada adicional relacionada con IEF en la Figura 10B; relacionada con SDS-
PAGE en la 10C; y relacionada con SEC del anticuerpo 4.1.1 en la 10D.

La Figura 11 muestra la expresion de B7-1 y B7-2 en células Raji utilizando mAbs anti-CD80-PE y anti-CD86-PE.

La Figura 12 muestra la potenciacion, dependiente de la concentracion, de la produccién de IL-2 en el ensayo con
blastos de células T/Raji, inducida por anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 (BNI3, 4.1.1, 4.8.1y 6.1.1).

La Figura 13 muestra la potenciacion, dependiente de la concentracion, de la produccion de IFN-y en el ensayo con
blastos de células T/Raji, inducida por anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 (BNI3, 4.1.1, 4.8.1 y 6.1.1) (mismas
células T de donante).

La Figura 14 muestra la potenciaciéon media de la produccion de IL-2 en células T de 6 donantes, inducida por
anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 en el ensayo con blastos de células T/Raiji.
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La Figura 15 muestra la potenciaciéon media de la produccion de IFN-y en células T de 6 donantes, inducida por
anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 en el ensayo con blastos de células T/Raiji.

La Figura 16 muestra la potenciacion de la produccion de IL-2 en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC; del inglés, peripheral blood mononuclear cells) humanas de 5 donantes, inducida por mAbs bloqueantes
anti-CTLA-4 segun se mide a las 72 horas después de una estimulacion con SEA.

La Figura 17 muestra la potenciacion de la produccién de IL-2 en sangre completa de 3 donantes, inducida por
mAbs bloqueantes anti-CTLA-4 segun se mide a las 72 y 96 horas después de una estimulacion con SEA.

La Figura 18 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral con un anticuerpo anti-CTLA-4 murino en un modelo de
tumor de fibrosarcoma murino.

La Figura 19 muestra la potenciacion de la produccion de IL-2, inducida por anticuerpos anti-CTLA4 (4.1.1y 11.2.1)
de la invenciéon en unos ensayos de 72 horas con blastos T/Raji y superantigeno (sangre completa y células
mononucleares de sangre periférica de 6 donantes).

La Figura 20 muestra la potenciacion, dependiente de la dosis, de la producciéon de IL-2 inducida por anticuerpos
anti-CTLA4 (4.1.1 y 11.2.1) de la invencién en un ensayo de 72 horas con blastos T/Raji.

La Figura 21 muestra la potenciacion, dependiente de la dosis, de la producciéon de IL-2 inducida por anticuerpos
anti-CTLA4 (4.1.1 y 11.2.1) de la invencidén en un ensayo de 72 horas con sangre completa y superantigeno,
estimulado con 100 ng/ml de superantigeno.

La Figura 22 proporciona una serie de secuencias adicionales de nucledtidos y aminoacidos de las siguientes
cadenas de anticuerpo anti-CTLA-4:cadena pesada de 4.1.1 de longitud completa [ADNc 22(a), ADN gendmico
22(b) y aminoacidos 22(c)], cadena pesada de 4.1.1 aglicosilada de longitud completa [ADNc 22(d) y aminoacidos
22(e)], cadena ligera de 4.1.1 [ADNc 22(f) y aminoacidos 22(g)], cadena pesada de 4.8.1 de longitud completa
[ADNc 22(h) y aminoacidos 22(i)], cadena ligera de 4.8.1 [ADNc 22(j) y aminoacidos 22(k)], cadena pesada de 6.1.1
de longitud completa [ADNc 22(l) y aminoacidos 22(m)], cadena ligera de 6.1.1 [ADNc 22(n) y aminoacidos 22(o)],
cadena pesada de 11.2.1 de longitud completa [ADNc 22(p) y aminoacidos 22(q)], y cadena ligera de 11.2.1 [ADNc
22(r) y aminoacidos 22(s)].

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a las realizaciones como se definen en las reivindicaciones. Asi, se refiere a un anticuerpo
monoclonal humano que se une a CTLA-4, o a un fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde dicho
anticuerpo o fragmento compite para unirse a CTLA-4 con un anticuerpo de referencia que comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 9 o una secuencia de aminoacidos al menos
90% idéntica a ella y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 22 o una
secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a ella, en donde el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del
mismo tiene las siguientes propiedades:a) una afinidad de union por CTLA-4 de 10° M o mayor segln determina
BlAcore; b) inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-1 con una ICsp de 100 nM o menor; y c) inhibe la union entre CTLA-4 y
B7-2 con una ICso de 100 nM o menor. Adicionalmente, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende el anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en particular para el tratamiento del cancer. Por otra parte, proporciona un acido nucleico que codifica
una secuencia de aminoacidos de cadena ligera y pesada del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
invencion. Ademas, la invencién proporciona un método para la produccion del anticuerpo o del fragmento de unién
a antigeno de la invencidon que comprende expresar dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno en una linea
celular huésped y recuperar dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

La invencion se refiere a las realizaciones tal como se definen en las reivindicaciones. Asi, se refiere a un anticuerpo
monoclonal humano que se une a CTLA-4, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde dicho
anticuerpo o fragmento compite por unirse a CTLA-4 con un anticuerpo de referencia, en donde el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo tiene las siguientes propiedades a) una afinidad de unién por CTLA-4 de
10-° M o mayor segun lo determinado por BlAcore; b) inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1 con una ICso de 100 nM o
menor; y c) inhibe la union entre CTLA-4 y B7-2 con una ICso de 100 nM o menor, en donde el anticuerpo de
referencia se selecciona del grupo que consiste en i) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:22; ii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:5 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:18; iii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:1 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:14; iv) un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 y una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:15; v) un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8 y una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21; vi) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO:16; vii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:4 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:17; viii) un
anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:10 y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:23; y ix) un anticuerpo que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11 y una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24. Adicionalmente, la invenciéon se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la invencion y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, en particular para el tratamiento del cancer. Ademas, se proporciona un
acido nucleico que codifica las secuencias de aminoacidos de cadena ligera y pesada del anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de la invencion. Ademas, la invencion proporciona un método para la produccion del anticuerpo o
fragmento de union a antigeno de la invencion que comprende expresar dicho anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno en una linea celular huésped y recuperar dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo monoclonal humano
aislado que es capaz de unirse a CTLA-4. En una realizacién preferida, el anticuerpo es capaz de competir por la
union con CTLA-4 con un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4131,
4143, 6.1 .1, 11.21, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 y 12.9.1.1. En otra realizaciéon preferida, el anticuerpo posee una
especificidad de unién sustancialmente similar a CTLA-4 como un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste
en 3.1.1, 411, 48.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 y 12.9.1.1. En otra realizaciéon
preferida, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1,
11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 y 12.9.1.1. En ofra realizacién preferida, el anticuerpo no es reactivo cruzado con
CTLA-4 de especies de mamiferos inferiores, preferiblemente las especies de mamiferos inferiores comprenden
raton, rata y conejo y mas preferiblemente raton y rata. En otra realizacion preferida, el anticuerpo es reactivo
cruzado con CTLA-4 de primates, preferiblemente los primates comprenden monos cinomolgos y rhesus. En otra
realizacion preferida, el anticuerpo posee una selectividad para CTLA-4 en comparacion con CD28, B7-2, CD44 y
hlgG1 de mas de aproximadamente 100:1 y preferiblemente de aproximadamente 500:1 o mayor. En otra realizacion
preferida, la afinidad de union del anticuerpo es de aproximadamente 10° M o mayor y preferiblemente de
aproximadamente 107" M o mayor. En otra realizacion preferida, el anticuerpo inhibe la union entre CTLA-4 y B7-2
con una ICs inferior a aproximadamente 100 nM y preferiblemente inferior a aproximadamente 0,38 nM. En otra
realizacion preferida, el anticuerpo inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1 con una ICsg menor que aproximadamente
100 nM o mayor y preferiblemente inferior a aproximadamente 0,50 nM. En otra realizacion preferida, el anticuerpo
aumenta la produccion de IL-2 en un ensayo de blastos/Raji de células T en aproximadamente 500 pg/ml o mas y
preferiblemente en aproximadamente 3846 pg/ml o mas. En otra realizacion preferida, el anticuerpo aumenta la
produccion de IFN-y en un ensayo de blastos/Raji de células T en aproximadamente 500 pg/ml o mas y
preferiblemente en aproximadamente 1233 pg/ml o mas. En otra realizacion preferida, el anticuerpo aumenta la
produccion de IL-2 en un ensayo de hPBMC o superantigeno de sangre completa en aproximadamente 500 pg/ml o
mas. En otra realizacion preferida, el anticuerpo aumenta la produccion de IL-2 en un ensayo de hPBMC o
superantigeno de sangre completa en aproximadamente 500 pg/ml o preferiblemente 1500 pg/ml 0 mas o en mas de
aproximadamente 30% o preferiblemente 50% con respecto al control.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo humanizado que posee
una especificidad de unidon sustancialmente similar a CTLA-4 como un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 410 .2, 4.13.1, 4143, 6.1.1, 11.21, 11.6.1, 11.7.1, 12311 y 12.9.1.1. En una
realizacion preferida, el anticuerpo no es reactivo cruzado con CTLA-4 de especies de mamiferos inferiores,
preferiblemente las especies de mamiferos inferiores comprenden ratén, rata y conejo y preferiblemente raton y rata.
En otra realizacion preferida, el anticuerpo es reactivo cruzado con CTLA-4 de primates, preferiblemente los
primates comprenden monos cinomolgos y rhesus. En otra realizacion preferida, el anticuerpo posee una
selectividad para CTLA-4 en comparacion con CD28, B7-2, CD44 y higG1 de mas de aproximadamente 100:1 y
preferiblemente de aproximadamente 500:1 o mas. En otra realizacién preferida, la afinidad de unién del anticuerpo
es de aproximadamente 10-°° M o mayor y preferiblemente de aproximadamente 10-'© M o mayor. En otra realizacion
preferida, el anticuerpo inhibe la union entre CTLA-4 y B7-2 con una ICsp menor que aproximadamente 100 nM y
preferiblemente menor que aproximadamente 0,38 nM. En otra realizacion preferida, el anticuerpo inhibe la unién
entre CTLA-4 y B7-1 con una ICsp menor que aproximadamente 100 nM o mas y preferiblemente menor que
aproximadamente 0,50 nM. En ofra realizacion preferida, el anticuerpo aumenta la produccién de IL-2 en un ensayo
de blastos de células T/Raji en aproximadamente 500 pg/ml o mas y preferiblemente en aproximadamente 3846
pg/ml o mas. En otra realizacién preferida, el anticuerpo aumenta la produccion de IFN-y en un ensayo de blastos de
células T/Raji en aproximadamente 500 pg/ml o mas y preferiblemente en aproximadamente 1233 pg/ml o mas. En
otra realizacion preferida, el anticuerpo induce la produccion de IL-2 en un ensayo de hPBMC o superantigeno de
sangre completa en aproximadamente 500 pg/ml o mas. En otra realizacion preferida, el anticuerpo aumenta la
produccion de IL-2 en un ensayo de hPBMC o superantigeno de sangre completa en aproximadamente 500 pg/ml o
preferiblemente 1500 pg/ml 0 mas o en mas que aproximadamente 30% o preferiblemente 50% con respecto al
control.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo que se une a CTLA-4,
que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende secuencias de FR1, FR2 y FR3
humanas codificadas por una familia de genes VH 3-33 humana operativamente enlazadas en marco con una
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secuencia CDR1, CDR2 y CDR3, seleccionandose las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 independientemente de las
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 ilustradas en la Figura 2. En una realizaciéon preferida, el anticuerpo de la
reivindicacion 32, comprende ademas cualquiera de las mutaciones somaticas a las secuencias FR1, FR2 y FR3
como se ilustra en la Figura 2.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo que se une a CTLA-4,
que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende secuencias de FR1, FR2 y FR3
humanas codificadas por una familia de genes VH 3-33 humana operativamente unida en marco con una secuencia
de CDR1, CDR2 y CDRS3, cuyo anticuerpo tiene las siguientes propiedades:una afinidad de uniéon por CTLA-4 de
aproximadamente 10-° o mayor, inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1 con una ICsy de aproximadamente 100 nM o
inferior; inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con un ICsy de aproximadamente 100 nM o menor, y aumenta la
produccion de citoquinas en un ensayo de células T humanas en 500 pg/ml o mas.

De acuerdo con un noveno aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un anticuerpo que se une a CTLA-4,
que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende secuencias de FR1, FR2 y FR3
unidas operativamente en marco con una secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionada independientemente de
las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 ilustradas en las Figuras 2 y 3, cuyo anticuerpo tiene las siguientes
propiedades:una afinidad de union a CTLA-4 de aproximadamente 10° o mas; inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1
con una ICsy de aproximadamente 100 nM o menor; inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con una ICso de
aproximadamente 100 nM o menor; y aumenta la produccion de citoquinas en un ensayo de células T humanas en
500 pg/ml 0 mas.

De acuerdo con un décimo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un sistema de cultivo celular para
ensayar la estimulacion de células T, que comprende un cultivo de blastos de células T humanos co-cultivadas con
una linea celular Raji. En una realizacion preferida, los blastos de células T se lavan antes del cultivo con la linea
celular Raji.

De acuerdo con un undécimo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un ensayo para medir la
estimulacion de células T, que comprende: proporcionar un cultivo de blastos de células T humanos y una linea de
células Raji; poner en contacto el cultivo con un agente; y medir la produccion de citoquinas por el cultivo.

De acuerdo con un duodécimo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un ensayo funcional para
seleccionar un resto para la funcién de estimulacion de células T, que comprende: proporcionar un cultivo de blastos
de células T humanos y una linea celular Raji; poner en contacto el cultivo con el resto; y evaluar la produccion de
citoquinas por el cultivo.

De acuerdo con un decimotercer aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un ensayo de estimulacion de
células T para la funcién inhibidora de CTLA-4, que comprende poner en contacto un cultivo que comprende blastos
de células T humanos y una linea celular Raji con un agente y evaluar la produccion de citoquinas por el cultivo.

De acuerdo con un decimocuarto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para seleccionar un
agente para la actividad de estimulacion de las células T, que comprende: poner en contacto el agente con un cultivo
celular que comprende blastos de células T humanos y una linea celular Raji; y evaluar la produccién de citoquinas
por el cultivo.

En cada uno de los aspectos décimo a decimocuarto de la presente divulgacion, en una realizacion preferida, los
blastos de células T se lavan antes del cultivo con la linea celular Raji. En otra realizacion preferida, la citoquina es
IL-2 o IFN-y. En una realizacién preferida, la produccién de citoquinas se mide en sobrenadante aislado del cultivo.
En una realizacion preferida, el agente es un anticuerpo y preferiblemente se une a CTLA-4.

De acuerdo con un decimoquinto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un ensayo para medir la
estimulacion de células T, que comprende: proporcionar una poblacion de células mononucleares de sangre
periférica humana o sangre completa humana estimulada con enterotoxina A de estafilococo; poner en contacto el
cultivo con un agente; y medir la produccién de citoquinas por la poblacién celular.

De acuerdo con un decimosexto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un ensayo funcional para
seleccionar un resto para la funcion de estimulacién de células T, que comprende:proporcionar una poblacion de
células mononucleares de sangre periférica humana o sangre completa humana estimulada con enterotoxina A de
estafilococo; poner en contacto el cultivo con el resto; y evaluar la produccién de citoquinas por la poblacion celular.

De acuerdo con un decimoséptimo aspecto de la presente descripcion, se proporciona un ensayo de estimulacion de
células T para la funcién inhibidora de CTLA-4, que comprende poner en contacto una poblacion de células
mononucleares de sangre periférica humana o sangre completa humana estimulada con enterotoxina A de estafiloco
con un agente y evaluar la producciéon de citoquinas por la poblacion celular.

De acuerdo con un decimoctavo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un método para seleccionar un
agente para la actividad de estimulacion de células T, que comprende: poner en contacto el agente con una
poblacion de células mononucleares de sangre periférica humana o sangre completa humana estimulada con
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enterotoxina A de estafilococo; y evaluar la produccion de citoquinas por la poblacion celular.

En cada uno de los aspectos decimoquinto a decimoctavo de la presente divulgacion, en una realizacion preferida, la
citoquina es IL-2. En otra realizacién preferida, la produccién de citoquinas se mide en sobrenadante aislado del
cultivo. En una realizacion preferida, el agente es un anticuerpo y preferiblemente se une a CTLA-4.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

De acuerdo con el presente invento, se proporcionan anticuerpos monoclonales totalmente humanos contra CTLA-4
humano. Se proporcionan secuencias nucleotidicas que codifican, y secuencias de aminoacidos que comprenden,
moléculas inmunoglobulinicas de cadenas pesadas y ligeras, particularmente secuencias que corresponden a
secuencias contiguas de cadenas pesadas y ligeras de FR1 y CDR1 a CDR3 y FR4. Ademas, se proporcionan
anticuerpos que tienen propiedades de union similares y anticuerpos (u otros antagonistas) que tienen una
funcionalidad similar a los anticuerpos descritos en la presente memoria. También se proporcionan hibridomas que
expresan dichas moléculas inmunoglobulinicas y dichos anticuerpos monoclonales.

Definiciones

A menos que aqui se defina otra cosa, los términos cientificos y técnicos utilizados en relacion con el presente
invento tendran los significados que son comunmente entendidos por quienes tienen una experiencia normal en la
técnica. Ademas, a menos que el contexto requiera otra cosa, los términos singulares incluiran pluralidades y los
términos plurales incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacion con, y las técnicas de,
cultivos celular y tisular, biologia molecular, y quimica e hibridacion de proteinas y oligonucleétidos o polinucleétidos
aqui descritas son aquéllas bien conocidas y comunmente utilizadas en la técnica. Se utilizan técnicas estandares
para ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, y cultivo y transformacion de tejidos (por ejemplo,
electroporacion y lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se llevan a cabo de acuerdo
con las especificaciones de los fabricantes o como se desarrollan cominmente en la técnica o como aqui se
describen. Las técnicas y los procedimientos precedentes se llevan generalmente a cabo de acuerdo con métodos
convencionales bien conocidos en la técnica y del modo descrito en diversas referencias generales y mas
especificas que se citan y discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook et
al., "Molecular Cloning:A Laboratory Manual" [22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York (1989)]. Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de,
quimica analitica, quimica organica sintética y quimica medicinal y farmacéutica aqui descritas son aquéllas bien
conocidas y comunmente utilizadas en este campo técnico. Se utilizan técnicas estandares para sintesis quimicas,
analisis quimicos, preparacion, formulacion y distribucion farmacéuticas, y tratamiento de pacientes.

Se entendera que, a menos que se indique otra cosa, los términos y expresiones siguientes, como se utilizan de
acuerdo con la presente descripcion, tienen los significados siguientes:

La expresion "polinucleétido aislado”, como aqui se utiliza, significa un polinucleétido de origen genémico, ADNc o
sintético, o alguna combinacién de los mismos; en virtud de su origen, el "polinucledtido aislado" (1) no esta
asociado con todo, o una porciéon de, un polinucleétido en el cual el "polinucledtido aislado" se encuentra en la
naturaleza, (2) esta operativamente enlazado con un polinucledtido con el que no esta enlazado en la naturaleza, o
(3) no se encuentra en la naturaleza como parte de una secuencia mas grande.

La expresion "proteina aislada", a la que aqui se hace referencia, significa una proteina de ADNc, ARN
recombinante u origen sintético, o alguna combinacién de los mismos; en virtud de su origen o de la fuente de
procedencia, la "proteina aislada" (1) no esta asociada con proteinas halladas en la naturaleza, (2) esta exenta de
otras proteinas de la misma fuente, por ejemplo, exenta de proteinas murinas, (3) es expresada por una célula de
una especie diferente, o (4) no se encuentra en la naturaleza.

El término "polipéptido" se utiliza aqui como término genérico para referirse a una proteina nativa, fragmentos, o
compuestos analogos de una secuencia polipeptidica. Por lo tanto, proteina nativa, fragmentos y compuestos
analogos son especies del género polipéptido. Los polipéptidos preferidos de acuerdo con la invencién comprenden
las moléculas inmunoglobulinicas de cadenas pesadas humanas y las moléculas inmunoglobulinicas de cadenas
ligeras kappa humanas representadas en la Figura 1, asi como las moléculas de anticuerpo formadas por
combinaciones que comprenden las moléculas inmunoglobulinicas de cadenas pesadas con moléculas
inmunoglobulinicas de cadenas ligeras, tales como las moléculas inmunoglobulinicas de cadenas ligeras kappa, y
viceversa, asi como fragmentos y compuestos analogos de las mismas.

La expresion "presente en la naturaleza", como aqui se utiliza al aplicarse a un objeto, se refiere al hecho de que un
objeto puede hallarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta
presente en un organismo (incluyendo virus), que puede aislarse de una fuente de la naturaleza y que no ha sido
intencionalmente modificada por el hombre en el laboratorio u otro lado esta presente en la naturaleza.

La expresién "operativamente enlazado", como aqui se utiliza, se refiere a posiciones de componentes asi descritas
que estan en una relacién que les permite actuar del modo previsto. Una secuencia de control "operativamente
enlazada" con una secuencia de codificacion esta ligada de tal modo que la expresion de la secuencia de
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codificacion se realiza bajo unas condiciones compatibles con la secuencia de control.

La expresion "secuencia de control”, como aqui se usa, se refiere a secuencias polinucleotidicas que son necesarias
para que se efectien la expresion y el procesamiento de las secuencias de codificacion con las que estan ligadas.
La naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo huésped; en procariotas, dichas
secuencias de control incluyen generalmente un promotor, un sitio de unién ribosémica y una secuencia de
terminacion de la transcripcion; en eucariotas, dichas secuencias de control incluyen generalmente promotores y una
secuencia de terminacion de la transcripcion. Se pretende que la expresion "secuencias de control" incluya, como
minimo, todos los componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y puede incluir
también componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, tales como, por ejemplo, secuencias lider y
secuencias de parejas de fusion.

El término "polinucleétido, al que aqui se hace referencia, significa una forma polimera de nucleétidos con al menos
10 bases de longitud, sea un ribonucleétido o un desoxinucleétido o una forma modificada de cualquier tipo de
nucledtido. El término incluye formas de ADN de cadenas sencilla y doble.

El término "oligonucledtido”, al que aqui se hace referencia, incluye nucledtidos presentes en la naturaleza y
nucledtidos modificados enlazados entre si por enlaces oligonucleotidicos presentes en la naturaleza y no presentes
en la naturaleza. Los oligonucledtidos son un subconjunto polinucleotidico que comprende generalmente una
longitud de 200 bases o menos. Preferiblemente, los oligonucledtidos tienen una longitud de 10 a 60 bases y, muy
preferiblemente, una longitud de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 a 40 bases. Los oligonucledtidos son
normalmente de cadena sencilla, por ejemplo, para sondas, aunque pueden ser de cadena doble, por ejemplo, para
uso en la construccion de un mutante génico. Los oligonucleétidos de la divulgacion pueden ser oligonucleétidos
sentido o antisentido.

La expresidon "nucledtidos presentes en la naturaleza", a la que aqui se hace referencia, incluye
desoxirribonucleoétidos y ribonucleétidos. La expresion "nucleétidos modificados”, a la que aqui se hace referencia,
incluye nucledtidos con grupos azucar y similares modificados o sustituidos:La expresion "enlaces
oligonucleotidicos”, a la que aqui se hace referencia, incluye enlaces de oligonucleétido tales como fosforotioato,
fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato, fosforoamidato y similares.
Véanse, por ejemplo, LaPlanche et al., Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al., J. Am. Chem. Soc. 106:6077
(1984); Stein et al., Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988); Zon et al., Anti-Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon et al.,
"Oligonucleotides and Analogues:A Practical Approach”, paginas 87-108 [redactado por F. Eckstein, Oxford
University Press, Oxford, Inglaterra (1991)]; Stec et al., Patente de EE.UU. n°® 5.151.510; y Uhimann y Peyman,
Chemical Reviews 90:543 (1990). Un oligonucleétido puede incluir, si se desea, una etiqueta para deteccion.

La expresion "hibridarse selectivamente”, a la que aqui se hace referencia, significa unirse detectable y
especificamente. Los polinucleétidos, oligonucledtidos y fragmentos de los mismos de acuerdo con la invencion se
hibridan selectivamente con cadenas de acidos nucleicos bajo unas condiciones de hibridacion y lavado que
minimizan unas cantidades apreciables de unién detectable a acidos nucleicos inespecificos. Se pueden utilizar
condiciones de alto rigor para alcanzar unas condiciones de hibridacién selectivas, como se conocen en la técnica y
aqui se discuten. Generalmente, la homologia de secuencias de &acido nucleico entre los polinucledtidos,
oligonucleétidos y fragmentos de la invencion y una secuencia de acido nucleico de interés sera al menos 80% v,
mas tipicamente, con homologias preferiblemente crecientes de al menos 85%, 90%, 95%, 99% y 100%. Dos
secuencias de aminoacidos son homodlogas si hay una identidad parcial o completa entre ellas. Por ejemplo, una
homologia de 85% significa que el 85% de los aminoacidos son idénticos cuando las dos secuencias son alineadas
para un maximo apareamiento. Se permiten huecos (en cualquiera de las dos secuencias que se aparean) para
maximizar el apareamiento; se prefieren longitudes de hueco de 5 o menos, siendo mas preferidas las longitudes de
2 o menos. Alternativa y preferiblemente, dos secuencias proteicas (o secuencias polipeptidicas derivadas de ellas,
de al menos 30 aminoacidos de longitud) son homodlogas, como aqui se usa este término, si tienen una calificacion
de alineacion superior a 5 (en unidades de desviacion estandar) al usar el programa ALIGN con la matriz de datos
de mutaciones y una penalizacidon por hueco de 6 o mas. Véanse M. O. Dayhoff en "Atlas of Protein Sequence and
Structure”, paginas 101-110 [Volumen 5, National Biomedical Research Foundation (1972)], y el Suplemento 2 de
este volumen, paginas 1-10. Las dos secuencias o partes de ellas son mas preferiblemente homdlogas si sus
aminoacidos tienen una identidad mayor o igual a 50% cuando se alinean 6ptimamente usando el programa ALIGN.
La expresion "corresponde a" se usa aqui para significar que una secuencia polinucleotidica es homéloga (es decir,
es idéntica, no exactamente relacionada evolutivamente) a toda, o una porcion de, una secuencia polinucleotidica de
referencia, o que una secuencia polipeptidica es idéntica a una secuencia polipeptidica de referencia. Por contraste,
la expresion "complementaria de" se usa aqui para significar que la secuencia complementaria es homologa a toda,
0 una porcién de, una secuencia polinucleotidica de referencia. Como ilustracion, la secuencia nucleotidica "TATAC"
corresponde a una secuencia de referencia "TATAC" y es complementaria de una secuencia de referencia "GTATA".

Se usan los términos siguientes para describir las relaciones secuenciales entre dos o mas secuencias
polinucleotidicas o de aminoacidos:"secuencia de referencia”, "ventana de comparacién", "identidad de secuencias",
"porcentaje de identidad de secuencias" e "identidad sustancial". Una "secuencia de referencia" es una secuencia
definida utilizada como base para una comparacién de secuencias; una secuencia de referencia puede ser un

subconjunto de una secuencia mas grande, tal como, por ejemplo, un segmento de una secuencia de ADNc o
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génica de longitud completa dada en una enumeracion de secuencias, o puede comprender una secuencia de ADNc
0 génica completa. Generalmente, una secuencia de referencia tiene una longitud de al menos 18 nucleétidos o 6
aminoacidos, frecuentemente una longitud de al menos 24 nucleétidos u 8 aminoacidos, y a menudo una longitud de
al menos 48 nucledtidos o 16 aminoacidos. Puesto que cada uno de dos polinucleétidos o secuencias de
aminoacidos (1) puede comprender una secuencia (es decir, una porcion de la secuencia polinucleotidica o de
aminoacidos completa) que sea similar entre las dos moléculas, y (2) puede comprender ademas una secuencia que
sea divergente entre los dos polinucleétidos o secuencias de aminoacidos, las comparaciones de secuencias entre
dos (o mas) moléculas se llevan tipicamente a cabo comparando secuencias de las dos moléculas sobre una
"ventana de comparacion" para identificar y comparar regiones locales de similitud secuencial. Una "ventana de
comparacioén”, como aqui se utiliza, se refiere a un segmento conceptual de al menos 18 posiciones nucleotidicas
contiguas o 6 aminoacidos en el que se puede comparar una secuencia polinucleotidica o una secuencia de
aminoacidos con una secuencia de referencia de al menos 18 nucledtidos contiguos o 6 aminoacidos y en el que la
porcion de la secuencia polinucleotidica de la ventana de comparacién puede comprender adiciones, supresiones,
sustituciones y similares (es decir, huecos) de 20 por ciento o menos en comparacion con la secuencia de referencia
(que no comprende adiciones ni supresiones) para la alineaciéon 6ptima de las dos secuencias. La alineaciéon 6ptima
de secuencias para alinear una ventana de comparacién puede ser llevada a cabo mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo para alineacién de
homologias de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante el método de busqueda de similitudes
de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 (1988), mediante implementaciones informaticas de
estos algoritmos [GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA de los paquetes de software de Wisconsin Genetics Software
Package Release 7.0 (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wisconsin, EE.UU.), Geneworks o
MacVector], o por inspeccion, y se selecciona la mejor alineacion (es decir, la que da lugar al mayor porcentaje de
homologia sobre la ventana de comparacion) generada por los diversos métodos.

La expresion "identidad de secuencias" significa que dos secuencias polinucleotidicas o de aminoacidos son
idénticas (es decir, sobre una base de nucledtido-por-nucleétido o de resto-por-resto) sobre la ventana de
comparacion. La expresion "porcentaje de identidad de secuencias" se calcula comparando dos secuencias
6ptimamente alineadas sobre la ventana de comparacion, determinando el nimero de posiciones en que se
encuentra la base de acido nucleico (por ejemplo, A, T, C, G, U, o |) o el resto idénticos en ambas secuencias para
obtener el nimero de posiciones apareadas, dividiendo el nimero de posiciones apareadas por el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de ventana), y multiplicando el resultado por 100 para
obtener el porcentaje de identidad de secuencias. La expresion "identidad sustancial”, como aqui se utiliza, significa
una caracteristica de una secuencia polinucleotidica o de aminoacidos en que el polinucleétido o los aminoacidos
comprenden una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 por ciento, preferiblemente una
identidad de secuencia de al menos 90 a 95 por ciento, mas normalmente una identidad de secuencia de al menos
99 por ciento, en comparacion con una secuencia de referencia sobre una ventana de comparacién de al menos 18
posiciones nucleotidicas (6 aminoacidos), frecuentemente sobre una ventana de al menos 24-48 posiciones
nucleotidicas (8-16 aminoacidos), en que el porcentaje de identidad de secuencias se calcula comparando la
secuencia de referencia con la secuencia, que puede incluir supresiones o adiciones que totalicen el 20 por ciento o
menos de la secuencia de referencia, sobre la ventana de comparacion. La secuencia de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia mas grande.

Como aqui se usan, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen la utilizaciéon convencional.
Véase "Immunology — A Synthesis [2? edicion, redactado por E. S. Golub y D. R. Gren, Sinauer Associates,
Sunderland, Massachusetts, EE.UU. (1991)]. Estereoisomeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte
aminoacidos convencionales, aminoacidos artificiales tales como aminoacidos a,a-disustituidos, N-alquil-
aminoacidos, acido lactico y otros aminoacidos no convencionales pueden ser también componentes adecuados
para los polipéptidos del presente invento. Los ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen:4-
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetil-lisina, &e-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-
formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por
ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacion polipeptidica aqui usada, la direccién de la izquierda es la direccion amino-
terminal y la direccion de la derecha es la direccion carboxi-terminal, de acuerdo con la utilizacién y la convencion
estandares.

Similarmente, a menos que se especifique otra cosa, el extremo de la izquierda de las secuencias polinucleotidicas
de cadena sencilla es el extremo 5'; a la direccién de la izquierda de las secuencias polinucleotidicas de doble
cadena se hace referencia como la direccion 5'. A la direccién de la adicién 5' a 3' de los transcritos de ARN
nacientes se hace referencia como la direccion de transcripcion; a las regiones secuenciales de la cadena de ADN
que tienen la misma secuencia que el ARN y que estan en 5' con respecto al extremo 5' del transcrito de ARN se
hace referencia como "secuencias cadena arriba"; a las regiones secuenciales de la cadena de ADN que tienen la
misma secuencia que el ARN y que estan en 3' con respecto al extremo 3' del transcrito de ARN se hace referencia
como "secuencias cadena abajo".

Como se aplica a polipéptidos, la expresion "identidad sustancial” significa que dos secuencias peptidicas, cuando
estan optimamente alineadas, tal como mediante el programa GAP o BESTFIT usando los pesos de hueco por
omision, comparten una identidad de secuencias de al menos 80 por ciento, preferiblemente una identidad de
secuencias de al menos 90 por ciento, mas preferiblemente una identidad de secuencias de al menos 95 por ciento,

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2706 547 T3

y muy preferiblemente una identidad de secuencias de al menos 99 por ciento. Preferiblemente, las posiciones de
restos que no son idénticas difieren por sustituciones conservativas de aminoacidos. Las sustituciones conservativas
de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un
grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es el formado por glicocola, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas-hidroxilicas es el formado por serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es el formado por asparagina
y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es el formado por fenilalanina,
tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es el formado por lisina, arginina
e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es el formado por cisteina
y metionina. Los grupos preferidos para una sustitucion conservativa de aminoacidos son:valina-leucina-isoleucina,
fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamico-aspartico y asparagina-glutamina.

Como aqui se discute, se contempla que el presente invento abarque variaciones menores en las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos o las moléculas inmunoglobulinicas, con tal de que las variaciones en la secuencia
de aminoacidos mantengan al menos un 75%, mas preferiblemente al menos un 80%, 90%, 95%, y mas
preferiblemente 99%. En particular, se contemplan sustituciones conservativas de aminoacidos. Las sustituciones
conservativas son aquéllas que tienen lugar en una familia de aminoacidos que estan relacionados en cuanto a sus
cadenas laterales. Los aminoacidos genéticamente codificados se dividen generalmente en familias:(1) acidos =
aspartato y glutamato; (2) basicos = lisina, arginina e histidina; (3) no polares = alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina y triptéfano; y (4) polares no cargados = glicocola, asparagina, glutamina, cisteina,
serina, treonina y tirosina. Son familias mas preferidas:serina y treonina son una familia alifatica-hidroxilica;
asparagina y glutamina son una familia que contiene amida; alanina, valina, leucina e isoleucina son una familia
alifatica; y fenilalanina, triptéfano y tirosina son una familia aromatica. Por ejemplo, es razonable esperar que una
sustitucion aislada de una leucina por una isoleucina o una valina, un aspartato por un glutamato, una treonina por
una serina, o un aminoacido similar sustituido por un aminoacido estructuralmente relacionado, no ejerza un efecto
importante sobre la unién ni las propiedades de la molécula resultante, especialmente si la sustituciéon no afecta a un
aminoacido de un sitio de armazoén. Se puede determinar faciimente si un cambio de aminoacido da lugar a un
péptido funcional analizando la actividad especifica del derivado polipeptidico. Aqui se describen ensayos con
detalle. Quienes tienen una experiencia normal en la técnica pueden preparar faciimente fragmentos de anticuerpos
o moléculas inmunoglobulinicas. Los extremos aminicos y carboxilicos preferidos de los fragmentos o compuestos
analogos se encuentran cerca de los bordes de dominios funcionales. Se pueden identificar dominios estructurales y
funcionales por comparacion de los datos de las secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos con bases de datos de
secuencias publicas o privadas. Preferiblemente, se utilizan métodos de comparacion informaticos para identificar
motivos de secuencias o previstos dominios de conformacion proteica que se encuentran en otras proteinas de
estructura y/o funcién conocidas. Se conocen métodos para identificar secuencias proteinicas que se pliegan en una
estructura tridimensional conocida [Bowie et al., Science 253:164 (1991)]. De este modo, los ejemplos precedentes
demuestran que quienes tienen experiencia en la técnica pueden reconocer motivos secuenciales y conformaciones
estructurales que se pueden utilizar para definir dominios estructurales y funcionales de acuerdo con la invencion.

Las sustituciones de aminoacidos preferidas son aquéllas que:(1) reducen la susceptibilidad a la proteolisis, (2)
reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos proteinicos, (4)
alteran las afinidades de union y (5) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de dichos
compuestos analogos. Los compuestos analogos pueden incluir diversas muteinas de una secuencia distinta de la
secuencia peptidica presente en la naturaleza. Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones de aminoacidos unicas o
multiples (preferiblemente sustituciones conservativas de aminoacidos) en la secuencia presente en la naturaleza
[preferiblemente en la porcién del polipéptido que esta fuera del (de los) dominio(s) que forma(n) contactos
intermoleculares]. Una sustitucion de aminoacido conservativa no deberia cambiar sustancialmente las
caracteristicas estructurales de la secuencia parental (por ejemplo, un aminoacido de sustitucion no deberia tender a
romper una hélice que se encuentra en la secuencia parental ni a alterar otros tipos de estructura secundaria que
caracterizan a la secuencia parental). En "Proteins, Structures and Molecular Principles" [redactado por Creighton,
W. H. Freeman and Company, New York (1984)], "Introduction to Protein Structure" [redactado por C. Branden y J.
Tooze, Garland Publishing, New York, EE.UU. (1991)], y Thornton et al., Nature 354:105 (1991), se describen
ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidos en la técnica.

La expresion "fragmento polipeptidico”, como aqui se utiliza, se refiere a un polipéptido que tiene una supresion
amino-terminal y/o carboxi-terminal pero cuya restante secuencia de aminoacidos es idéntica a las correspondientes
posiciones de la secuencia presente en la naturaleza y deducida, por ejemplo, a partir de una secuencia de ADN de
longitud completa. Los fragmentos tienen tipicamente una longitud de al menos 5, 6, 8 6 10 aminoacidos,
preferiblemente una longitud de al menos 14 aminoacidos, mas preferiblemente una longitud de al menos 20
aminoacidos, normalmente una longitud de al menos 50 aminoacidos, y aun mas preferiblemente una longitud de al
menos 70 aminoacidos.

El término “analogo” usad en la presente memoria se refiere a polipéptidos que estan comprendidos de un segmento
de al menos 25 aminoacidos que tienen identidad sustancial con una parte de una secuencia de aminoacidos
deducida y que tiene al menos una de las siguientes propiedades:(1) union especifica a CTLA-4, bajo condiciones
de union adecuadas, (2) capacidad para bloquear la union de CTLA-4 con sus receptores, o (3) capacidad para
inhibir la expression el crecimiento celular de CTLA-4 in vitro o in vivo. Tipicamente, los analogos de polipéptidos
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comprenden una sustitucion de de aminoacidos conservativos (adicion o eliminacion) con respecto a la secuencia
natural.

Los analogos comunes tienen una longitud de al menos 20 aminoacidos, preferiblemente una longitud de al menos
50 aminoacidos, y a menudo pueden ser tan largos como un polipéptido natural de longitud complete.Los analogos
de péptidos se usan comunmente en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades
analogas a las del péptido de plantilla. Estos tipos de compuestos no peptidicos se denominan "miméticos de
péptidos" o "peptidomiméticos". Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y Freidinger TINS p.392 (1985); y
Evans et al. J. Med. Chem. 30:1229 (1987).

Tales compuestos se desarrollan a menudo con la ayuda de modelos moleculares computarizados. Los miméticos
de péptidos que son estructuralmente similares a los péptidos terapéuticamente Utiles pueden usarse para producir
un efecto terapéutico o profilactico equivalente. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a
un polipéptido paradigmatico (es decir, un polipéptido que tiene una propiedad bioquimica o actividad
farmacolodgica), como un anticuerpo humano, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente sustituidos
por un enlace seleccionado del grupo que consiste en:-CH;NH--, - CH,S -, - CH,-CH,--, - CH = CH - (cis y trans), --
COCH_z--, --CH (OH) CHz--, y-CH2SO -, por métodos bien conocidos en la técnica. La sustitucion sistematica de uno
0 mas aminoacidos de una secuencia de consenso con un D-aminoacido del mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en
lugar de L-lisina) se puede usar para generar péptidos mas estables. Ademas, los péptidos restringidos que
comprenden una secuencia de consenso 0 una variacion de secuencia de consenso sustancialmente idéntica
pueden generarse por métodos conocidos en la técnica (Rizo y Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992)); por
ejemplo, afadiendo residuos de cisteina internos capaces de formar puentes disulfuro intramoleculares que ciclan el
péptido.

"Anticuerpo” y "péptido(s) de anticuerpo” se refieren a un anticuerpo intacto o un fragmento de unién del mismo que
compite con el anticuerpo intacto por una union especifica. Se producen fragmentos de unién mediante técnicas de
ADN recombinante o por escisién enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los fragmentos de union incluyen
Fab, Fab', F(ab');, Fv y anticuerpos de cadena unica. Se entiende que un anticuerpo distinto de un anticuerpo
"biespecifico" o "bifuncional" tiene idéntico cada uno de sus sitios de unién. Un anticuerpo inhibe sustancialmente la
adhesion de un receptor a un contrarreceptor cuando un exceso de anticuerpo reduce la cantidad de receptor unido
al contrarreceptor en al menos aproximadamente 20%, 40%, 60% u 80%, y mas normalmente en mas de
aproximadamente 85% (segun se mide en un ensayo de unidn competitiva in vitro).

El término "epitopo" incluye cualquier determinante proteico capaz de unirse especificamente con una
inmunoglobulina o un receptor de célula T. Los determinantes epitdpicos consisten normalmente en agrupamientos
superficiales quimicamente activos de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar y tienen
normalmente unas caracteristicas estructurales tridimensionales especificas asi como unas caracteristicas de carga
especificas. Se dice que un anticuerpo se une especificamente con un antigeno cuando la constante de disociacion
es < 1 uM, preferiblemente < 100 nM, y muy preferiblemente < 10 nM.

El término "agente" se utiliza aqui para significar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una
macromolécula biolégica o un extracto preparado a partir de materiales biolégicos.

Coémo se utilizan aqui, los términos "etiqueta" y "etiquetado” se refieren a la incorporacion de un marcador detectable
mediante, por ejemplo, la incorporacion de un aminoacido radiomarcado o la fijacion de grupos biotinilo a un
polipéptido que pueden ser detectados mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un
marcador fluorescente o actividad enzimatica, que puede ser detectada por métodos oOpticos o colorimétricos). En
ciertas situaciones, la etiqueta o el marcador puede ser también terapéutico. En la técnica se conocen, y se pueden
utilizar, diversos métodos para marcacion de polipéptidos y glicoproteinas. Los ejemplos de etiquetas para
polipéptidos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:radiois6topos o radionucleidos (por ejemplo, 3H, ™C, °N,
385G, 90y, 99T¢, M, 125] y 131]), etiquetas fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina y lantanido-fosforo), etiquetas
enzimaticas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, 3-galactosidasa, luciferasa y fosfatasa alcalina), etiquetas
quimioluminiscentes, grupos biotinilo, y epitopos polipeptidicos predeterminados, reconocidos por un informador
secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cremalleras de leucina, sitios de uniéns para anticuerpos
secundarios, dominios de union de metales, y etiquetas epitopicas). En algunas realizaciones, las etiquetas se fijan
mediante brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir un posible impedimento estérico.

Como aqui se utiliza, la expresion "agente farmacéutico o farmaco" se refiere a un compuesto o composicion
quimica capaz de provocar un deseado efecto terapéutico cuando se administra apropiadamente a un paciente.
Otros términos quimicos presentes se usan de acuerdo con la utilizacion convencional en la técnica, como se
ejemplifica en "The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms" [redactado por S. Parker, McGraw-Hill, San
Francisco (1985)].

La expresion "agente antineoplasico" se usa aqui para referirse a agentes que tienen la propiedad funcional de
inhibir el desarrollo o progreso de una neoplasia en un ser humano, particularmente una lesion maligna (cancerosa)
tal como carcinoma, sarcoma, linfoma o leucemia. La inhibicién de metastasis es frecuentemente una propiedad de
los agentes antineoplasicos.
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Como aqui se utiliza, "sustancialmente puro” significa una especie objetivo que es la especie predominante presente
(es decir, sobre una base molar, es mas abundante en la composicidon que cualquier otra especie individual), y,
preferiblemente, una fraccion sustancialmente purificada es una composicidon en que la especie objetivo comprende
al menos aproximadamente el 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies macromoleculares
presentes. Generalmente, una composicién sustancialmente pura comprendera mas de aproximadamente el 80 por
ciento de todas las especies macromoleculares presentes en la composicion, mas preferiblemente mas de
aproximadamente el 85%, 90%, 95% y 99%. Muy preferiblemente, la especie objetivo se purifica hasta una
homogeneidad esencial (no se pueden detectar especies contaminantes en la composicion mediante métodos de
deteccion convencionales), en que la composicidn consiste esencialmente en una sola especie macromolecular.

El término "paciente" incluye sujetos humanos y veterinarios.
Estructura de los anticuerpos

Se sabe que la unidad estructural basica de un anticuerpo comprende un tetramero. Cada tetramero esta compuesto
de dos parejas idénticas de cadenas polipeptidicas, teniendo cada pareja una cadena "ligera" (de aproximadamente
25 kDa) y una cadena "pesada" (de aproximadamente 50-70 kDa). La porcion amino-terminal de cada cadena
incluye una regioén variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos, responsable principalmente del
reconocimiento antigénico. La porciéon carboxi-terminal de cada cadena define una region constante, responsable
principalmente de la funcién efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican en cadenas ligeras kappa y
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican en mu, delta, gamma, alfa y épsilon y definen el isotipo del anticuerpo
como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. En las cadenas ligeras y pesadas, las regiones variables y
constantes estan unidas por una region "J" de aproximadamente 12 o mas aminoacidos, incluyendo ademas las
cadenas pesadas una region "D" de aproximadamente 10 o mas aminodacidos. Véase, en general, Fundamental
Immunology, Capitulo 7 [redactado por W. Paul, 22 edicién, Raven Press, New York, EE.UU. (1989)

Las regiones variables de cada pareja de cadenas ligera/pesada forman el sitio de union del anticuerpo.

Por lo tanto, un anticuerpo IgG intacto tiene dos sitios de union. Excepto en los anticuerpos bifuncionales o
biespecificos, los dos sitios de unidn son iguales.

Todas las cadenas presentan la misma estructura general de regiones de armazén (FR; del inglés, framework
regions) relativamente conservadas, unidas por ftres regiones hipervariables también Illamadas regiones
determinantes de la complementariedad o CDRs. Las CDRs de las dos cadenas de cada pareja estan alineadas por
las regiones de armazon, lo que permite la uniéon a un epitopo especifico. Del extremo N al extremo C, ambas
cadenas, la ligera y la pesada, comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion
de aminoacidos a cada dominio es de acuerdo con las definiciones de Kabat, "Sequences of Proteins of
Immunological Interest" [National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EE.UU. (1987 y 1991)], o Chothia y Lesk,
J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), y Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Un anticuerpo biespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos parejas diferentes de
cadenas pesadalligera y dos diferentes sitios de unién. Se pueden producir anticuerpos biespecificos mediante una
diversidad de métodos, incluyendo la fusiéon de hibridomas y el enlace de fragmentos Fab'. Véanse, por ejemplo,
Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990), y Kostelny et al., J. Immunol. 148:1547-1553
(1992). Ademas, se pueden formar anticuerpos biespecificos como "diacuerpos" [Holliger et al., "Diabodies:Small
bivalent and bispecific antibody fragments" PNAS USA 90:6444-6448 (1993)] o "Janusins" [Traunecker et al.,
"Bispecific single chain molecules (Janusins) target cytotoxic lymphocytes on HIV infected cells", EMBO J. 10:3655-
3659 (1991), y Traunecker et al., "Janusin:New molecular design for bispecific reagents”, Int. J. Cancer, Supl. 7:51-
52 (1992)]. La produccion de anticuerpos biespecificos puede ser un proceso relativamente laborioso en
comparacion con la producciéon de anticuerpos convencionales, y los rendimientos y los grados de pureza son
generalmente menores para los anticuerpos biespecificos. No existen anticuerpos biespecificos en forma de
fragmentos que tengan un solo sitio de unién (por ejemplo, Fab, Fab'y Fv).

Anticuerpos humanos y humanizacién de anticuerpos

Los anticuerpos humanos evitan algunos de los problemas asociados con anticuerpos que poseen regiones
variables y/o constantes murinas o de rata. La presencia de dichas proteinas de origen murino o de rata puede
conducir al rapido aclaramiento de los anticuerpos o puede conducir a la generacién de una respuesta inmune
contra el anticuerpo por el paciente. Con objeto de evitar la utilizacion de anticuerpos de origen murino o de rata, se
ha postulado que se pueden desarrollar anticuerpos humanizados o generar anticuerpos totalmente humanos
mediante la introduccion de una funciéon de anticuerpo humano en un roedor para que el roedor produzca
anticuerpos que tengan una secuencia totalmente humana.

Anticuerpos humanos

La capacidad para clonar y reconstruir loci humanos con un tamafio de megabases en YACs y para introducirlos en
la linea germinal de un raton proporciona un planteamiento potente para elucidar los componentes funcionales de
loci muy grandes o toscamente mapeados asi como para generar modelos Utiles de enfermedades humanas.
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Ademas, la utilizacion de dicha tecnologia para la sustitucion de loci de raton por sus equivalentes humanos podria
proporcionar perspectivas Unicas en la expresion y regulacion de productos génicos humanos durante el desarrollo,
su comunicacion con otros sistemas y su implicacion en la induccioén y el progreso de enfermedades.

Una importante aplicacion practica de dicha estrategia es la "humanizacion" del sistema inmune humoral del raton.
La introduccion de loci de inmunoglobulina (Ig) humana en ratones en que se han inactivado los genes de Ig
enddgenos ofrece la oportunidad de estudiar los mecanismos que subyacen bajo la expresiéon y el ensamblaje
programados de anticuerpos asi como su papel en el desarrollo de células B. Ademas, dicha estrategia podria
proporcionar una fuente ideal para la produccion de anticuerpos monoclonales (mAbs) totalmente humanos, un hito
importante hacia el cumplimiento de la promesa de la terapia con anticuerpos en enfermedades humanas. Se espera
que los anticuerpos totalmente humanos minimicen las respuestas inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a los mAbs
de ratén o derivados de raton y, por lo tanto, aumenten la eficacia y la seguridad de los anticuerpos administrados.
Se puede esperar que el uso de anticuerpos totalmente humanos proporcione una ventaja sustancial en el
tratamiento de enfermedades humanas croénicas y recurrentes, tales como inflamacion, autoinmunidad y cancer, que
requieren administraciones repetidas de anticuerpos.

Un planteamiento hacia esta finalidad fue disefiar razas de raton deficientes en la producciéon de anticuerpos de
ratén, con grandes fragmentos de los loci de Ig humanos en prevision de que dichos ratones produjeran un gran
repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de ratén. Los grandes fragmentos de Ig humana
preservarian la gran diversidad génica variable asi como la apropiada regulacion de la produccion y expresion de
anticuerpos. Explotando la maquinaria del raton para la diversificacion y seleccion de anticuerpos y la falta de
tolerancia inmunoldgica a proteinas humanas, el reproducido repertorio de anticuerpos humanos en estas razas de
ratén proporcionaria anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno de interés, incluyendo antigenos
humanos. Utilizando la tecnologia de hibridomas, se podrian producir y seleccionar facilmente mAbs humanos
antigénicamente especificos con la especificidad deseada.

Esta estrategia general fue demostrada en relacién con nuestra generacion de las primeras razas XenoMouse™,
como se publico en 1994. Véase Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994). Las razas XenoMouse™ fueron
disefiadas con cromosomas artificiales de levadura (YACs; del inglés, yeast artificial chromosomes) que contenian
fragmentos de configuracion de la linea germinal, de 245 kb y 190 kb, del locus de la cadena pesada humana y el
locus de la cadena ligera kappa, respectivamente, que contenian secuencias centrales de regiones variables y
constantes (idem). Se probd que los YACs que contenian Ig humana eran compatibles con el sistema del raton tanto
para el reordenamiento como para la expresion de anticuerpos y eran capaces de sustituir a los genes de Ig de raton
inactivados. Esto fue demostrado por su capacidad para provocar el desarrollo de células B, producir un repertorio
humano de tipo adulto de anticuerpos totalmente humanos y generar mAbs humanos antigénicamente especificos.
Estos resultados también sugerian que la introduccién de porciones mas grandes de los loci de Ig humana que
contuvieran nimeros mayores de genes V, elementos reguladores adicionales y regiones constantes de Ig humana
podria recapitular sustancialmente el repertorio completo que es caracteristico de la respuesta humoral humana a la
infeccion y la inmunizacion. El trabajo de Green et al. se extendid recientemente a la introduccion de mas de
aproximadamente el 80% del repertorio de anticuerpos humanos por medio de la introduccién de fragmentos de
YAC de configuracion de linea germinal, con un tamafio de megabases, de los loci de cadena pesada humana y los
loci de cadena ligera kappa, respectivamente, para producir ratones XenoMouse™. Véanse Mendez et al., Nature
Genetics 15:146-156 (1997), Green y Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998), y la Solicitud de Patente de
EE.UU. n° de serie 08/759.620, presentada el 3 de Diciembre de 1996.

Dicho planteamiento es adicionalmente discutido y delineado en Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997),
y Green y Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998). Véanse también la Patente Europea n° EP 0463151 B1,
concesion publicada el 12 de Junio de 1996, Solicitud de Patente Internacional n® WO 94/02602, publicada el 3 de
Febrero de 1994, Solicitud de Patente Internacional n® WO 96/34096, publicada el 31 de Octubre de 1996, y WO
98/24893, publicada el 11 de Junio de 1998.

En un planteamiento alternativo, otros, incluyendo GenPharm International, Inc., han utilizado un planteamiento de
"minilocus”. En el planteamiento de minilocus, se mimetiza un locus de Ig exégeno mediante la inclusion de trozos
(genes individuales) del locus de Ig. De este modo, se forman uno o mas genes Vy, uno o mas genes Dy, uno o mas
genes Ju, una region constante mu y una segunda region constante (preferiblemente una region constante gamma)
en una construccion para insercion en un animal. Este planteamiento se describe en la Patente de EE.UU. nimero
5.545.807, concedida a Surani et al., las Patentes de EE.UU. nimeros 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126, 5.633.425,
5.661.016, 5.770.429, 5.789.650 y 5.814.318, cada una concedida a Lonberg y Kay, la Patente de EE.UU. n°
5.591.669, concedida a Krimpenfort y Berns; las Patentes de EE.UU. n° 5.612.205, 5.721.367 y 5.789.215,
concedidas a Berns et al., la Patente de EE.UU. n° 5.643.763, concedida a Choi y Dunn, y las Solicitudes
Internacionales de Patente de EE.UU., de 546 073 B1, nimeros de serie WO 92/03918, WO 92/22645, WO
92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852 y WO
98/24884, cuyas descripciones se incorporan aqui por referencia en su totalidad. Véanse ademas Taylor et al., 1992;
Chert et al., 1993; Tuaillon et al., 1993; Choi et al., 1993; Lonberg et al., (1994); Taylor et al., (1994); y Tuaillon et al,
(1995); Fishwild et al., (1996).

Una ventaja del planteamiento de minilocus es la rapidez con la que se pueden generar construcciones que incluyan
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porciones del locus de Ig y se pueden introducir en animales. Sin embargo, proporcionalmente, una desventaja
significativa del planteamiento de minilocus es que, en teoria, se introduce una diversidad insuficiente mediante la
inclusién de pequefios numeros de genes V, D y J. En realidad, parece que el trabajo publicado apoya esta cuestion.
El desarrollo de células B y la produccion de anticuerpos por animales producidos mediante el uso del planteamiento
de minilocus parecen poco desarrollados. Por lo tanto, la investigacion que rodea el presente invento ha sido
consistentemente dirigida hacia la introduccion de grandes porciones del locus de Ig con objeto de alcanzar una
mayor diversidad y en un esfuerzo para reconstituir el repertorio inmune de los animales.

Las respuestas de anticuerpos humanos anti-ratén (HAMA; del inglés, human anti-mouse antibodies) han conducido
a la industria a preparar anticuerpos quiméricos o, si no, humanizados. Aunque los anticuerpos quiméricos tienen
una region constante humana y una region variable murina, se espera observar ciertas respuestas de anticuerpos
humanos anti-quiméricos (HACA; del inglés, human anti-chimeric antibodies), particularmente en utilizaciones del
anticuerpo crénicas o de dosis multiples. Por lo tanto, seria deseable proporcionar anticuerpos totalmente humanos
contra CTLA-4 con objeto de invalidar los asuntos y/o efectos de la respuesta de HAMA o HACA.

Tecnologias de humanizacion y presentacion

Como se discutio anteriormente en relacion con la generacion de anticuerpos humanos, hay ventajas a la hora de
producir anticuerpos con inmunogenicidad reducida. Hasta cierto punto, esto se puede llevar a cabo en relacion con
técnicas de humanizacioén y técnicas de presentacion utilizando bancos apropiados. Se apreciara que, utilizando
técnicas bien conocidas en este campo técnico, se pueden humanizar o primatizar anticuerpos murinos o
anticuerpos de otras especies. Véanse, por ejemplo, Winter y Harris Immunol. Today 14:43-46 (1993), y Wright et
al., Crit. Reviews in Immunol. 12125-168 (1992). El anticuerpo de interés puede ser disefiado por técnicas de ADN
recombinante para sustituir los dominios CH1, CH2, CH3 y bisagra, y/o el dominio de armazoén, por la
correspondiente secuencia humana (véanse el Documento WO 92/02190 y las Patentes de EE.UU. numeros
5.530.101, 5.585.089, 5.693.761, 5.693.792, 5.714.350 y 5.777.085). Ademas, en la técnica se conoce el uso de
ADNCc de Ig para la construccion de genes inmunoglobulinicos quiméricos [Liu et al., P.N.A.S. 84:3439 (1987), y J.
Immunol. 139:3521 (1987)]. Se aisla ARNm de un hibridoma u otra célula que produzca el anticuerpo y se utiliza
para producir ADNc. ElI ADNc de interés puede ser multiplicado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
utilizando cebadores especificos (Patentes de EE.UU. numeros 4.683.195 y 4.683.202). Alternativamente, se
prepara un banco y se explora para aislar la secuencia de interés. La secuencia de ADN que codifica la region
variable del anticuerpo es luego fusionada con secuencias de regiones constantes humanas. Las secuencias de
genes de regiones constantes humanas pueden hallarse en Kabat et al. (1991), "Sequences of Proteins of
Immunological Interest", Publicacion n°® 91-3242 del N.I.H. Los genes de regiones C humanas son facilmente
asequibles a partir de clones conocidos. La eleccion del isotipo vendra guiada por las deseadas funciones efectoras,
tal como la fijacion del complemento, o la actividad en citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Los isotipos
preferidos son IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Los isotipos particularmente preferidos para los anticuerpos de la invencion
son IgG2 e IgG4. Se puede utilizar cualquiera de las regiones constantes de cadenas ligeras humanas, kappa o
lambda. Luego se expresa el anticuerpo humanizado quimérico mediante métodos convencionales.

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo, tales como Fv, F(ab'), y Fab, por escision de la proteina intacta, por
ejemplo, mediante una escision quimica o con proteasas. Alternativamente, se disefia un gen truncado. Por ejemplo,
un gen quimérico que codificara una porcion del fragmento F(ab'), incluiria secuencias de ADN que codifican el
dominio CH1 y la regién bisagra de la cadena H, seguidas de un codén de terminacion de la traduccién para producir
la molécula truncada.

En un planteamiento, se pueden usar secuencias de consenso que codifiquen las regiones J de cadenas pesadas y
ligeras para disefar oligonucleétidos para uso como cebadores para introducir sitios de restriccion utiles en la region
J para el subsiguiente enlace de segmentos de la regiéon V con segmentos de la region C humana. Se puede
modificar el ADNc de la regién C mediante mutagénesis dirigida al sitio, para situar un sitio de restriccion en la
posicion analoga de la secuencia humana.

Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus, cosmidos, YACs, episomas derivados del EBV, y similares.
Un vector conveniente es uno que codifica una secuencia inmunoglobulinica de CH o CL humana funcionalmente
completa, con sitios de restriccion apropiados, disefiado para que cualquier secuencia de VH o VL pueda ser
facilmente insertada y expresada. En dichos vectores, se produce normalmente corte y empalme entre el sitio de
corte y empalme del donante de la region J insertada, y el sitio de corte y empalme del aceptor que precede a la
region C humana, y también en las regiones de corte y empalme que se encuentran en los exones de CH humanos.
Se producen poliadenilacion y terminacion de transcripcion en sitios cromosémicos nativos cadena abajo de las
regiones de codificacion. El anticuerpo quimérico resultante puede estar unido a cualquier potente promotor,
incluyendo LTRs retrovirales, tales como, por ejemplo, el promotor precoz de SV-40 [Okayama et al., Mol. Cell. Biol.
3:280 (1983)], la LTR del virus del sarcoma de Rous [Gorman et al., P.N.A.S. 79:6777 (1982)] y la LTR del virus de
la leucemia murina de Moloney [Grosschedl et al., Cell 41:885 (1985)], promotores de Ig nativos, etc.

Ademas, se pueden generar anticuerpos humanos o anticuerpos de otras especies por medio de tecnologias de tipo
presentacion, incluyendo, sin limitacion, presentacion en fagos, presentacion retrovirica, presentacion ribosémica y
otras técnicas, utilizando técnicas bien conocidas en este campo técnico, y las moléculas resultantes pueden ser
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sometidas a una maduracién adicional, tal como maduracion de afinidad, y dichas técnicas son bien conocidas en
este campo técnico:Wright y Harris, supra, Hanes y Plucthau, PNAS USA 94:4937-4942 (1997) (presentacion
ribosémica); Parmley y Smith, Gene 73:305-318 (1988) (presentacion en fagos); Scott, TIBS 17:241-245 (1992);
Cwirla et al., PNAS USA 87:6378-6382 (1990); Rusell et al., Nucl. Acids Research 21:1081-1085 (1993);
Hoganboom et al., Immunol. Reviews 130:43-68 (1992); Chiswell y McCafferty, TIBTECH 10:80-84 (1992); y la
Patente de EE.UU. n° 5.733.743. Si se utilizan tecnologias de presentacion para producir anticuerpos que no sean
humanos, dichos anticuerpos pueden ser humanizados del modo anteriormente descrito.

Utilizando estas técnicas, se pueden generar anticuerpos contra células que expresan CTLA-4, el propio CTLA-4,
formas de CTLA-4, epitopos o péptidos del mismo, y bancos de expresion para el mismo (véase, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. n°® 5.703.057) que pueden ser luego explorados, del modo anteriormente descrito, en cuanto a
las actividades anteriormente descritas.

Criterios adicionales para compuestos terapéuticos de anticuerpo

Como se apreciara, generalmente no es deseable matar las células que expresan CTLA-4. En vez de ello,
generalmente se desea simplemente inhibir la uniéon de CTLA-4 con sus ligandos para mitigar la infrarregulacion de
células T. Uno de los principales mecanismos a través de los cuales los anticuerpos matan células es a través de la
fijacion del complemento y la participacion en CDC. La regiéon constante de un anticuerpo desempefia un papel
importante en relacion con la capacidad del anticuerpo para fijar el complemento y participar en CDC. De este modo,
se selecciona generalmente el isotipo de un anticuerpo para proporcionar o no la capacidad de fijacion del
complemento. Generalmente, en el caso del presente invento, como se mencioné anteriormente, no se prefiere
utilizar un anticuerpo que mata las células. Hay diversos isotipos de anticuerpos que son capaces de fijacion del
complemento y CDC, incluyendo, sin limitacion, los siguientes:lgM murina, IgG2a murina, 1IgG2b murina, 1gG3
murina, IgM humana, IgG1 humana, e IgG3 humana; esos isotipos que no incluyen, sin limitacion, IgG2 humana ni
IgG4 humana.

Se apreciara que no es necesario que los anticuerpos que se generan posean inicialmente un isotipo deseado
concreto, sino que, en vez de ello, el anticuerpo que se genera puede poseer cualquier isotipo y se puede cambiar
mas tarde el isotipo del anticuerpo usando técnicas convencionales que son bien conocidas en este campo técnico.
Dichas técnicas incluyen, entre otras, el uso de técnicas recombinantes directas (véase, por ejemplo, la Patente de
EE.UU. n®4.816.397) y técnicas de fusion de célula-célula (véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de EE.UU. n°
08/730.639, presentada el 11 de Octubre de 1996).

En la técnica de fusién de célula-célula, se prepara un mieloma u otra linea celular que posea una cadena pesada
con cualquier isotipo deseado, y se prepara otro mieloma u otra linea celular que posea la cadena ligera. Mas tarde,
se pueden fusionar dichas células y se puede aislar una linea celular que exprese un anticuerpo intacto.

A modo de ejemplo, la mayoria de los anticuerpos contra CTLA-4 aqui discutidos son anticuerpos 1IgG2 humanos
anti-CTLA-4. Puesto que dichos anticuerpos poseen la uniéon deseada con la molécula de CTLA-4, se puede cambiar
facilmente el isotipo de cualquiera de dichos anticuerpos para generar, por ejemplo, un isotipo IgG4 humano que aun
posea la misma region variable (que define la especificidad del anticuerpo y parte de su afinidad).

En consecuencia, puesto que se generan candidatos a anticuerpo que satisfacen los deseados atributos
"estructurales" anteriormente discutidos, mediante el cambio de isotipo se pueden proporcionar generalmente con al
menos ciertos atributos "funcionales" adicionales que se desean.

Disefio y generacion de otros compuestos terapéuticos

De acuerdo con la presente invencién y basandose en la actividad de los anticuerpos que se producen vy
caracterizan en la presente memoria con respecto a CTLA-4, se facilita el disefio de otras modalidades terapéuticas
que incluyen otros anticuerpos, otros antagonistas o restos quimicos distintos de los anticuerpos. Tales modalidades
incluyen, sin limitacion, anticuerpos que tienen una actividad o funcionalidad de unién similar, terapias avanzadas de
anticuerpos, tales como anticuerpos biespecificos, inmunotoxinas y terapéuticas radiomarcadas, generacion de
terapias peptidicas, terapias genéticas, particularmente intracuerpos, terapias antisentido y moléculas pequefias.
Ademas, como se discutio anteriormente, la funcion efectora de los anticuerpos de la invencién puede ser cambiada
por paso del isotipo a IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE o IgM para diversos usos terapéuticos.

En relacion con la generacion de compuestos terapéuticos de anticuerpo avanzados en que la fijacion del
complemento es un atributo deseable, puede resultar posible evitar la dependencia del complemento para la muerte
celular por medio del uso de, por ejemplo, compuestos biespecificos, inmunotoxinas o radiomarcadores.

En relacion con los anticuerpos biespecificos, se pueden generar anticuerpos biespecificos que comprendan (i) dos
anticuerpos, uno con especificidad para CTLA-4 y otro para una segunda molécula, que se conjugan conjuntamente,
(ii) un solo anticuerpo que tiene una cadena especifica para CTLA-4 y una segunda cadena especifica para una
segunda molécula, o (iii) un anticuerpo de una sola cadena que tiene especificidad para CTLA-4 y para la otra
molécula. Dichos anticuerpos biespecificos pueden ser generados utilizando técnicas que son bien conocidas; por
ejemplo, en relacion con (i) y (ii), véanse, por ejemplo, Fanger et al., Immunol. Methods 4:72-81 (1994), y Wright y
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Harris, supra, y, en relacion con (iii), véase, por ejemplo, Traunecker et al., Int. J. Cancer (Supl.) 7:51-52 (1992).

Ademas, tambien se pueden preparar "Kappacuerpos" [lll et al., "Design and construction of a hybrid immunoglobulin
domain with properties of both heavy and light chain variable regions", Protein Eng. 10:949-57 (1997)], "Minicuerpos"”
[Martin et. al., "The affinity-selection of a minibody polypeptide inhibitor of human interleukin-6", EMBO J, 13:5303-9
(1994.)], "Diacuerpos" [Holliger et al., "Diabodies:Small bivalent and bispecific antibody fragments", PNAS USA
90:6444-6448 (1993)], o "Janusins" [Traunecker et al., "Bispecific single chain molecules (Janusins) target cytotoxic
lymphocytes on HIV infected cells", EMBO J. 10:3655-3659 (1991), y Traunecker et al., "Janusin:New molecular
design for bispecific reagents”, Int. J. Cancer, Supl. 7:51-52 (1992)].

En relacion con las inmunotoxinas, se pueden modificar anticuerpos para que actien como inmunotoxinas utilizando
técnicas que son bien conocidas en este campo técnico. Véase, por ejemplo, Vitetta, Immunol. Today 14:252 (1993).
Véase también la Patente de EE.UU. n° 5.194.594. En relacion con la preparaciéon de anticuerpos radiomarcados,
dichos anticuerpos modificados pueden ser también facilmente preparados usando técnicas que son bien conocidas
en este campo técnico. Véase, por ejemplo, Junghans et al. en "Cancer Chemotherapy and Biotherapy", 655-686 [22
edicién, redactado por Chafner y Longo, Lippincott Raven (1996)]. Véanse también las Patentes de EE.UU. n°®
4.681.581, 4.735.210, 5.101.827, 5.102.990 (RE 35.500), 5.648.471 y 5.697.902. Seria probable que cada una de
las inmunotoxinas y las moléculas radiomarcadas matara células que expresan CTLA-4, y particularmente aquellas
células en que los anticuerpos de la invencién son eficaces.

En relacion con la generacion de péptidos terapéuticos, a través de la utilizacion de informacion estructural
relacionada con CTLA-4 y sus anticuerpos, como los anticuerpos de la invencion (como se analiza mas adelante en
relacion con moléculas pequefias) o la seleccion de bibliotecas de péptidos, péptidos terapéuticos que pueden ser
generados los dirigidos contra CTLA-4. El disefio y la seleccion de la terapéutica de péptidos se discute en relacion
con Houghten et al. Biotechniques 13:412-421 (1992), Houghten PNAS USA 82:5131-5135 (1985), Pinalla et al.
Biotechniques 13:901-905 (1992), Blake y Litzi-Davis BioConjugate Chem. 3:510-513 (1992). Las inmunotoxinas y
las moléculas radiomarcadas también pueden prepararse, y de una manera similar, en relacion con restos peptidicos
como se discutié anteriormente en relacién con anticuerpos.

La informacion importante relacionada con la unién de un anticuerpo a un antigeno se puede obtener a través de la
experimentacion con la presentacion de fagos. Dichos experimentos generalmente se llevan a cabo mediante la
seleccion de una biblioteca de fagos que expresa péptidos aleatorios para unirse a los anticuerpos de la invencion
para determinar si se pueden aislar péptidos que se unen. Si tiene éxito, cierta informacion del epitopo puede ser
obtenida po los péptidos que se unen.

En general, las bibliotecas de fagos que expresan péptidos aleatorios se pueden comprar en New England Biolabs
(bibliotecas 7-mer y 12-mer, Ph.D.-7 Peptide 7-mer Library Kit y Ph.D.-12 Peptide 12-mer Library Kit,
respectivamente) basado en un bacteri6fago M13. La biblioteca de 7 mer representa una diversidad de
aproximadamente 2.0 x 10° clones independientes, que representa la mayoria, si no todos, de las posibles
secuencias de 7 mer de 207 = 1,28 x 10°. La biblioteca de 12 mer contiene aproximadamente 1,9 x 10° clones
independientes y representa solo una muestra muy pequefa del espacio de secuencia potencial de 2012 = 4,1 x
10"® secuencias de 12 mer. Cada una de las bibliotecas 7-mer y 12-mer se panoramizan o seleccionan de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante en las que las placas se recubrieron con un anticuerpo para capturar el
anticuerpo apropiado (un FG de cabra anti-humano de IgG para un anticuerpo de IgG, por ejemplo) seguido de
lavado. Los fagos unidos se eluyen con glicina HCI 0,2 M, pH 2,2. Después de 3 rondas de seleccion/amplificacion
con rigurosidad constante (Tween al 0,5%), mediante el uso de la secuenciacién de ADN, se pueden caracterizar los
clones de las bibliotecas que son reactivas con uno o mas de los anticuerpos. La reactividad de los péptidos se
puede determinar por ELISA. Para una discusion adicional sobre el analisis de epitopos de péptidos, véase también
Scott, J.K. y Smith, G.P. Science 249:386-390 (1990); Cwirla et al. PNAS USA 87:6378-6382 (1990); Felici et al. J.
Mol. Biol. 222:301-310 (1991), y Kuwabara et al. Nature Biotechnology 15:74-78 (1997).

El disefio de terapias genéticas y/o antisentido a través de técnicas convencionales también se facilita a través de la
presente invencion. Tales modalidades se pueden utilizar para modular la funcién de CTLA-4. En relacién con esto,
los anticuerpos de la presente invencion facilitan el disefio y uso de ensayos funcionales relacionados con los
mismos. Un disefio y una estrategia para terapias antisentido se discuten en detalle en la Solicitud de Patente
Internacional n°. WO 94/29444. E| disefio y las estrategias para la terapia génica son bien conocidos. Sin embargo,
en particular, el uso de técnicas terapéuticas de genes que implican intracuerpos podria resultar particularmente
ventajoso. Véase, por ejemplo, Chen et al. Human Gene Therapy 5:595-601 (1994) y Marasco Gene Therapy 4:11-
15 (1997). El disefio general y las consideraciones relacionadas con la terapia génica también se analizan en la
solicitud de patente internacional n® WO 97/38137. Los materiales genéticos que codifican un anticuerpo de la
invencion (como el 4.1.1, 4.8.1 0 6.1.1 u otros) pueden incluirse en un sistema de expresion adecuado (ya sea viral,
atenuado viral, no viral, desnudo o de lo contrario) y administrado a un huésped para la generacién in vivo del
anticuerpo en el huésped.

De acuerdo con la presente invencion, también se pueden contemplar terapias de moléculas pequefias. Los
farmacos pueden disefiarse para modular la actividad de CTLA-4 basandose en la presente invencion. El
conocimiento obtenido de la estructura de la molécula CTLA-4 y sus interacciones con otras moléculas de acuerdo
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con la presente invencion, tales como los anticuerpos de la invencion, CD28, B7, B7-1, B7-2, y otros pueden
utilizarse para disefiar racionalmente modalidades terapéuticas adicionales. En este sentido, se pueden utilizar
técnicas de disefo racional de farmacos como la cristalografia de rayos X, el modelado molecular asistido por
computadora (o asistida) (CAMM), la relacion de estructura-actividad cuantitativa o cualitativa (QSAR) y tecnologias
similares para enfocar los esfuerzos de descubrimiento de farmacos. El disefio racional permite la prediccién de
proteinas o estructuras sintéticas que pueden interactuar con la molécula o formas especificas de la misma que se
pueden usar para modificar o modular la actividad de CTLA-4. Dichas estructuras pueden sintetizarse quimicamente
0 expresarse en sistemas bioldgicos. Este enfoque ha sido revisado en Capsey et al. Genetically Engineered Human
Therapeutic Drugs (Stockton Press, NY (1988)). En efecto, el disefio racional de moléculas (péptidos,
peptidomiméticos, moléculas pequefas o similares) basado en relaciones de estructura-actividad conocidas o
delineadas con otras moléculas (como los anticuerpos de acuerdo con la invencién) se ha vuelto generalmente
rutinario. Véase, por ejemplo, Fry et al. "Inactivacion especifica e irreversible del receptor del factor de crecimiento
epidérmico y erbB2 por una nueva clase de inhibidores de la tirosina quinasa" Proc Natl Acad Sci U S A 95:12022-7
(1998); Hoffman et al. "Un modelo de dominio catalitico de fosfatasa Cdc25 y superficie de interaccion Cdk basado
en la presencia de un dominio de homologia de rodan" J Mol Biol 282:195-208 (1998); Ginalski et al. "Modelizacion
de formas activas de proteina quinasas:p38 - un estudio de caso" Acta Biochim Pol 44:557-64 (1997); Jouko et al.
"Identificacion de los sitios de fosforilacion de tirosina csk y un residuo de tirosina importante para la estructura del
dominio de la quinasa" Biochem J 322:927-35 (1997); Singh et al. "Disefio basado en la estructura de un inhibidor
potente, selectivo e irreversible del dominio catalitico de la subfamilia de proteinas tirosina quinasas receptor erbB" J
Med Chem 40:1130-5 (1997); Mandel et al. "ABGEN:un enfoque automatizado basado en el conocimiento para el
modelado de estructuras de anticuerpos” Nat Biotechnol 14:323-8 (1996); Monfardini et al. "Disefio racional, analisis
y utilidad potencial de los antagonistas de GM-CSF" Proc Assoc Am Physicians 108:420-31 (1996); Furet et al.
"Estudio de modelizacion de los inhibidores de la proteina quinasa:modo de unién de estaurosporina y origen de la
selectividad de CGP 52411" J Comput Aided Mol Des 9:465-72 (1995).

Ademas, las bibliotecas combinatorias pueden disefiarse y sintetizarse y usarse en programas de deteccion, como
los esfuerzos de deteccién de alto rendimiento.

Administracion terapéutica y formulaciones

Se apreciara que la administraciéon de elementos terapéuticos de acuerdo con la invencion se llevara a cabo con
vehiculos, excipientes y otros agentes adecuados que se incorporan a las formulaciones para proporcionar una
transferencia, una distribucion y una tolerancia mejoradas, y similares. En el formulario conocido por todos los
quimicos farmacéuticos:"Remington's Pharmaceutical Sciences" [152 edicion, Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania, EE.UU. (1975)], particularmente en su Capitulo 87 de Blaug y Seymour, se pueden hallar multiples
formulaciones apropiadas. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, unglientos, balsamos, ceras,
aceites, lipidos, vesiculas (tales como Lipofectin™) que contienen lipidos (catidnicos o anidnicos), productos de
conjugacion de ADN, pastas de absorcion anhidras, emulsiones de aceite en agua y de agua en aceite, emulsiones
de Carbowax (polietilenglicoles de diversos pesos moleculares), geles semisodlidos, y mezclas semisodlidas que
contienen Carbowax. Cualquiera de las mezclas precedentes puede ser apropiada en los tratamientos y terapias de
acuerdo con el presente invento con tal de que el ingrediente activo de la formulacién no resulte inactivado por la
formulacion y que la formulacion sea fisiolégicamente compatible y tolerable con la via de administracion. Para una
informacion adicional relativa a excipientes y vehiculos bien conocidos por los quimicos farmacéuticos, véase
también Powell et al., "Compendium of excipients for parenteral formulations", PDA J. Pharm. Sci. Technol. 52:238-
311 (1998) y las citas del mismo.

Preparacién de anticuerpos

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion son preferiblemente preparados mediante la utilizacion de un ratéon
transgénico que tiene insertada una porcién sustancial del genoma productor de anticuerpos humano pero que se ha
hecho deficiente en la produccion de anticuerpos murinos enddgenos. Entonces, dichos ratones son capaces de
producir anticuerpos y moléculas inmunoglobulinicas humanas y son deficientes en la produccion de anticuerpos y
moléculas inmunoglobulinicas murinas. En las patentes, solicitudes y referencias descritas en la presente seccion
"Fundamento" se describen las tecnologias utilizadas para alcanzar lo anterior. Sin embargo, en particular, en la
Solicitud de Patente de EE.UU. n° de serie 08/759.620, presentada el 3 de Diciembre de 1996, cuya descripcion se
incorpora aqui por referencia, se describe una realizacion preferida para la produccion transgénica de ratones y
anticuerpos de los mismos. Véase también Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997).

Mediante el uso de dicha tecnologia, hemos producido anticuerpos monoclonales totalmente humanos hacia una
diversidad de antigenos. Esencialmente, inmunizamos lineas XenoMouse™ de ratones con un antigeno de interés,
recuperamos células linfaticas (tales como células B) de los ratones que expresan anticuerpos y fusionamos dichas
células recuperadas con una linea celular de tipo mieloide para preparar lineas celulares de hibridoma inmortales, y
dichas lineas celulares de hibridoma son exploradas y seleccionadas para identificar las lineas celulares de
hibridoma que producen anticuerpos especificos para el antigeno de interés. Utilizamos estas técnicas de acuerdo
con el presente invento para la preparacion de anticuerpos especificos para CTLA-4. Describimos aqui la produccién
de mudltiples lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos especificos para CTLA-4. Ademas,
proporcionamos una caracterizacion de los anticuerpos producidos por dichas lineas celulares, incluyendo analisis
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de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras de dichos anticuerpos.

Los anticuerpos derivados de lineas celulares de hibridoma aqui discutidas son denominados 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1,
4.10.2, 4131, 4.143, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1,11.7.1, 12.3.1.1 y 12.9.1.1. Cada uno de los anticuerpos producidos por
las lineas celulares anteriormente mencionadas son cadenas pesadas de IgG2 o IgG4 totalmente humanas con
cadenas ligeras kappa humanas. En general, los anticuerpos de acuerdo con la invenciéon poseen unas afinidades
muy elevadas, poseyendo tipicamente unas Kd de aproximadamente 10~° a aproximadamente 10!, cuando se
mide por fase soélida o fase de disolucion.

Como se apreciara, los anticuerpos de acuerdo con el presente invento pueden expresarse en lineas celulares
distintas de lineas celulares de hibridoma. Las secuencias que codifican los ADNc o clones genémicos para los
anticuerpos concretos pueden ser utilizadas para la transformacién de una adecuada célula huésped de mamifero o
de no mamifero. La transformacion puede ser mediante cualquier método conocido para introducir polinucleétidos en
una célula huésped, incluyendo, por ejemplo, empaquetar el polinucleétido en un virus (0 en un vector virico) y
transducir una célula huésped con el virus (o el vector), o mediante procedimientos de transfeccidon conocidos en la
técnica, como se ejemplifica en las Patente de EE.UU. n° 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 y 4.959.455. EIl
procedimiento de transformacioén utilizado depende del huésped que se va a transformar. Los métodos para la
introduccion de polinucledtidos heterdlogos en células de mamifero son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero
no se limitan a, transfeccién mediada por dextrano, precipitacién con fosfato calcico, transfeccion mediada por
Polybrene, fusién de protoplastos, electroporacion, bombardeo con particulas, encapsulacion del(de los)
polinucledtido(s) en liposomas, productos de conjugacion peptidicos, dendrimeros, y microinyeccion directa del ADN
en nucleos.

Las lineas celulares de mamifero asequibles como huéspedes para expresién son bien conocidas en la técnica e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas asequibles del American Type Culture Collection (ATCC),
incluyendo, pero sin limitarse a, células de ovario de hamster chino (CHO; del inglés, chinese hamster ovary),
células NSOy, Hela, células de rifidon de cria de hamster (BHK; del inglés, baby hamster kidney), células renales de
mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), y otras numerosas lineas
celulares. Para expresar anticuerpos recombinantes, también se pueden usar células que no sean de mamifero,
incluyendo, pero sin limitarse a, células bacterianas, de levadura, de insecto y de plantas. Se puede preferir la
mutagénesis del dominio CH2 del anticuerpo, dirigida al sitio, para eliminar la glicosilacion con objeto de evitar
cambios en las funciones inmunogénicas, farmacocinéticas y/o efectoras que resultan de una glicosilacién no
humana. Los métodos de expresion se seleccionan determinando qué sistema genera los mayores niveles de
expresion y produce anticuerpos con propiedades de unions de CTLA-4 constitutivas.

Ademas, la expresion de anticuerpos de la invencion (u otros grupos de los mismos) a partir de lineas celulares de
produccién puede ser potenciada utilizando diversas técnicas conocidas. Por ejemplo, los sistemas de expresion de
los genes de glutamina sintetasa y DHFR son planteamientos comunes para potenciar la expresion bajo ciertas
condiciones. Se pueden identificar clones celulares de alta expresién utilizando técnicas convencionales, tales como
clonacién por dilucion limitada y tecnologia Microdrop. El sistema GS se discute, en todo o en parte, en relacion con
las Patentes Europeas numeros 0216846, 0256055 y 0323997 y la Solicitud de Patente Europea numero
89303964 .4.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser también producidos transgénicamente mediante la generacion de un
mamifero o vegetal que sea transgénico en cuanto a las secuencias de cadenas pesadas y ligeras
inmunoglobulinicas de interés y la produccion del anticuerpo en forma recuperable a partir de él. En relacién con la
produccion transgénica en mamiferos, se pueden producir anticuerpos en, y recuperar de, la leche de cabras, vacas
u otros mamiferos. Véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. nimeros 5.827.690, 5.756.687, 5.750.172 y
5.741.957.

Los anticuerpos de acuerdo con el presente invento han sido analizados estructural y funcionalmente. En relacion
con las estructuras de los anticuerpos, se han pronosticado las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas
y ligeras kappa basandose en la secuencia de ADNc obtenida por medio de una RT-PCR de los hibridomas. Véanse
los Ejemplos 3 y 4 y las Figuras 1-8. Se llevd también a cabo la secuenciacion N-terminal de los anticuerpos para
confirmacion de los resultados discutidos en los Ejemplos 3 y 4. Véanse el Ejemplo 5 y la Figura 9. Se llevaron a
cabo analisis cinéticos de los anticuerpos para determinar afinidades. Véase el ejemplo2. Anticuerpos de acuerdo
con la invencion (y particularmente los anticuerpos de la invencion 4.1.1, 4.8.1, y 6.1.1) tienen altas afinidades
(4.1.1:1.63 X 10" 1/M; 4.8.1:3.54 X 10"° 1/M; y 6.1.1:7.2 X 10° 1/M).. Ademas, se analizaron los anticuerpos por
enfoque isoeléctrico (IEF), electroforesis en gel reductor (SDS-PAGE), cromatografia de exclusiéon por tamario,
cromatografia en fase liquida/espectroscopia de masas y espectroscopia de masas, y se evalué la produccion de
anticuerpos por los hibridomas. Véanse el Ejemplo 6 y la Figura 10.

En relacién con el analisis funcional de los anticuerpos de acuerdo con el presente invento, se probd que dichos
anticuerpos son potentes inhibidores de CTLA-4 y de su unién con sus ligandos de la familia B7 de moléculas. Por
ejemplo, se demostré que anticuerpos de acuerdo con el presente invento bloqueaban la unién de CTLA-4 con B7-1
o B7-2. Véase el Ejemplo 7. En realidad, muchos de los anticuerpos de acuerdo con la invencion poseen unas ICsg
nanomolares y subnanomolares con respecto a la inhibicion de la unién de CTLA-4 a B7-1 y B7-2. Ademas, los
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anticuerpos de la invencién poseen una excelente selectividad para CTLA-4 en comparacion con CD28, CD44, B7-2
o hlgG1. Véase el Ejemplo 8. La selectividad es una relacion que refleja el grado de union preferente de una
molécula con un primer agente en comparacion con la union de la molécula con un segundo agente vy,
opcionalmente, otras moléculas. Aqui, la selectividad se refiere al grado de unién preferente de un anticuerpo de la
invencion con CTLA-4 en comparacion con la union del anticuerpo con otras moléculas tales como CD28, CD44, B7-
2 y hlgG1. Son comunes los valores de selectividad superiores a 500:1 en los anticuerpos de la invencién. También
se ha demostrado que los anticuerpos de la invencion provocan o potencian la expresion de ciertas citocinas (tales
como IL-2 e IFN-y) por células T cultivadas, en un modelo de blastos de células T. Véanse los Ejemplos 9y 10 y las
Figuras 12-17. Ademas, se espera que los anticuerpos de la invencion inhiban el crecimiento de tumores en modelos
tumorales in vivo apropiados. El disefio de dichos modelos se discute en los Ejemplos 11y 12.

Los resultados demostrados de acuerdo con el presente invento indican que anticuerpos del presente invento
poseen ciertas calidades que les pueden hacer mas eficaces que los actuales anticuerpos terapéuticos contra CTLA-
4.

En particular, los anticuerpos de la invencion 4.1.1, 4.8.1 y 6.1.1 poseen propiedades muy deseables. Sus
caracteristicas estructurales, funciones o actividades proporcionan criterios que facilitan el disefio o la seleccién de
anticuerpos adicionales u otras moléculas como las anteriormente discutidas. Dichos criterios incluyen uno o mas de
los siguientes:

capacidad para competir con uno o mas de los anticuerpos de la invencién por unirse a CTLA-4;
especificidad de unién para CTLA-4 similar a la de uno o mas de los anticuerpos de la invencion;

una afinidad de union por CTLA-4 de aproximadamente 10~-° M o superior, y preferiblemente de aproximadamente
10-'° M o superior;

no reacciona cruzadamente con un CTLA-4 de mamifero inferior, incluyendo preferiblemente CTLA-4 de raton, rata
o conejo, y preferiblemente CTLA-4 de raton o rata;

reacciona cruzadamente con CTLA-4 de primate, incluyendo preferiblemente CTLA-4 de cinomolgos y rhesus;

una selectividad para CTLA-4 con respecto a CD28, B7-2, CD44 o higG1 de al menos aproximadamente 100:1 o
superior, y preferiblemente de aproximadamente 300, 400 6 500:1 o superior;

una ICsp en cuanto a bloquear la unién de CTLA-4 con B7-2 de aproximadamente 100 nM o inferior, y
preferiblemente de 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 6 0,38 nM o inferior;

una ICso en cuanto a bloquear la unién de CTLA-4 con B7-1 de aproximadamente 100 nM o inferior, y
preferiblemente de 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 6 0,50 nM o inferior;

Una potenciacién de la produccién de citocinas en uno o mas ensayos in vitro, por ejemplo:

una potenciacion de la produccion de IL-2 en un ensayo con blastos de células T/Raji, de aproximadamente 500
pg/ml o superior y preferiblemente de 750, 1000, 1500, 2000, 3000 6 3846 pg/ml o superior;

una potenciacién de la produccion de IFN-y en un ensayo con blastos de células T/Raji, de aproximadamente
500 pg/ml o superior y preferiblemente de 750, 1000 6 1233 pg/ml o superior; o

una potenciacion de la produccion de IL-2 en un ensayo con hPBMC o con sangre completa y superantigeno, de
aproximadamente 500 pg/ml o superior y preferiblemente de 750, 1000, 1200 6 1511 pg/ml o superior.
Expresado de otro modo, es deseable que, en el ensayo, la produccion de IL-2 resulte potenciada en
aproximadamente un 30, 35, 40, 45, 50 o mas por ciento con respecto al testigo.

Se espera que los anticuerpos (o las moléculas disefiadas o sintetizadas a partir de ellos) que tienen una o mas de
estas propiedades posean una eficacia similar a la de los anticuerpos descritos en el presente invento.

Las deseables propiedades funcionales anteriormente discutidas pueden resultar a menudo de la unién a, y la
inhibicion de, CTLA4 por una molécula (es decir, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, péptido o pequefia
molécula) de una manera similar a la de un anticuerpo de la invencién (es decir, la unién a un epitopo igual o similar
de la molécula de CTLA4).

La molécula puede ser administrada directamente (es decir, administracion directa de dichas moléculas a un
paciente) o, alternativamente, la molécula puede ser "administrada" indirectamente [es decir, un péptido o similar
que produce una respuesta inmune en un paciente (similar a una vacuna), en que la respuesta inmune incluye la
generacion de anticuerpos que se unen a un epitopo igual o similar, o un anticuerpo o fragmento que se produce in
situ después de la administracion de materiales genéticos que codifican dichos anticuerpos o fragmentos de los
mismos que se unen a un epitopo igual o similar. De este modo, se apreciara que el epitopo de CTLA4 al que se
unen los anticuerpos de la invencién puede ser util en relacion con la preparacion y/o el disefio de productos
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terapéuticos de acuerdo con la invencion. En el disefio de farmacos, también es a menudo util la informacién
negativa (es decir, resulta util el hecho de que un anticuerpo que se une a CTLA4 no parezca unirse a un epitopo
que actua como un inhibidor de CTLA4). De esta forma, el epitopo al que se unen anticuerpos de la invenciéon que
no conducen a la funcionalidad deseada puede ser también muy util. En consecuencia, de acuerdo con la presente
descripcion también se contemplan moléculas (y particularmente anticuerpos) que se unen a un epitopo igual o
similar al que se unen anticuerpos de la invencion.

Ademas del hecho de que, de acuerdo con la descripcion, se contemplan anticuerpos de la descripcion y los
epitopos a los que se unen, hemos realizado ciertos estudios preliminares sobre mapeo epitdépico de ciertos
anticuerpos de acuerdo con la descripcion y particularmente de los anticuerpos 4.1.1 y 11.2.1 de la descripcion.

Como primera operacion, llevamos a cabo estudios de competicion BlAcore para generar un mapa basto de unién
entre ciertos anticuerpos de la invencion en relaciéon con su capacidad para competir por unirse a CTLA4. Con este
fin, se unid6 CTLA4 a un chip BlAcore y se uni6 a él un primer anticuerpo bajo condiciones saturantes, y se midié la
competicion de subsiguientes anticuerpos secundarios que se unen a CTLA4. Esta técnica permitia la generacién de
un basto mapa en el que pueden clasificarse familias de anticuerpos.

A lo largo de este proceso, determinamos que los ciertos anticuerpos de acuerdo con la invencion podian ser
clasificados en las siguientes categorias epitdpicas:

Categoria Anticuerpos | Competicion por unirse a CTLA4
A BO1M* Libre competencia cruzada entre si; competencia cruzada con la categoria B; cierta
competencia cruzada con la categoria D
BO2M**
B 411 Libre competencia cruzada entre si; competencia cruzada con las categorias A, C y
D
4.13.1
C 6.1.1 Libre competencia cruzada entre si; competencia cruzada con la categoria B y la
categoria D
3.1.1
481
11.2.1
11.6.1
11.7.1
D 4143 Competencia cruzada con las categorias C y B; cierta competencia cruzada con la
categoria A
E 4,91 BNI3 bloquea la unién de 4.9.1 a CTLA-4, pero no a la inversa
BNI3***

(*) (**) Asequibles de Biostride

(***) Asequible de Pharmingen

Como siguiente operacion, procuramos determinar si los anticuerpos reconocian un epitopo lineal de CTLA4 bajo
condiciones reductoras y no reductoras en transferencias Western. Observamos que parecia que ninguno de los
anticuerpos de la invencion 4.1.1, 3.1.1, 11.7.1, 11.6.1 y 11.2.1 reconocia una forma reducida de CTLA4 en las
transferencias Western. En consecuencia, parecia probable que el epitopo al que se unia cada uno de estos
anticuerpos no era un epitopo lineal sino, mas probablemente, un epitopo conformacional cuya estructura podia
haber sido invalidada bajo las condiciones reductoras.

Por lo tanto, buscamos determinar si podiamos aprender acerca de los restos de la molécula de CTLA-4 que eran
importantes para la union de los anticuerpos de la invenciéon. Una manera que utilizamos fue llevar a cabo
evaluaciones cinéticas de las velocidades de disociacion entre CTLA4 humano y dos moléculas de CTLA4 de
primate muy conservadas (CTLA4 de cinomolgos vy titi). Estudios BIAcore demostraron que el anticuerpo 4.1.1 de la
invencion se unia a CTLA4 de ser humano, cinomolgos y titi a la misma velocidad. Sin embargo, con respecto a las
velocidades de disociacion (afinidad), el anticuerpo 4.1.1 tenia la mayor afinidad (velocidad de disociacion mas lenta)
para el ser humano, una velocidad de disociacion mas rapida para el cinomolgos y una velocidad de disociacion
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mucho mas rapida para el titi. Por otra parte, el anticuerpo 11.2.1 de la invencién se une a CTLA4 de ser humano,
cinomolgos vy titi a aproximadamente la misma velocidad y tiene aproximadamente la misma velocidad relativa de
disociacion para cada uno de los tres. Esta informacién indica ademas que los anticuerpos 4.1.1 y 11.2.1 de la
invencion se unen a diferentes epitopos de CTLA4.

Para estudiar adicionalmente el epitopo al que se unen los anticuerpos de las categorias B y C de la invencion,
llevamos a cabo ciertos estudios de mutagénesis dirigida al sitio. El CTLA4 de titi posee dos importantes cambios en
los restos 105 y 106 con respecto al CTLA4 humano. Dichas diferencias son un cambio de leucina a metionina en el
resto 105 y un cambio de glicocola a serina en el resto 106. En consecuencia, mutamos el ADNc que codifica CTLA4
humano para que codificara un CTLA4 mutado que tuviera los cambios L105M y G106S. EI CTLA4 mutante por
sustitucion homologa no efectuaba la union de una proteina de fusion B7-2-IgG1. Ademas, no se efectud la union
con el anticuerpo 11.2.1 de la invencién. Sin embargo, dicha molécula estaba significativamente inhibida en su
capacidad para unirse con el anticuerpo 4.1.1 (similarmente a la de titi). A continuacion, mutamos un ADNc que
codificaba CTLA4 de titi para crear un CTLA4 mutante de titi que tuviera un cambio S106G. Dicho cambio daba
lugar al restablecimiento de la unién estable entre el anticuerpo 4.1.1 y el CTLA-4 mutante de titi. Ademas, mutamos
un ADNc que codificaba CTLA-4 de titi para crear un CTLA-4 mutante de titi que tuviera un cambio M105L. Dicho
cambio restablecia parcialmente la union entre el anticuerpo 4.1.1 y el CTLA-4 mutante.

Parece que cada uno de los anticuerpos de las categorias B a D de la invenciéon posee similares propiedades
funcionales y tiene el potencial para actuar como un potente agente terapéutico anti-CTLA4. Ademas, cada una de
las moléculas presenta cierta competencia cruzada en su unién con CTLA4. Sin embargo, como se observara de la
discusion anterior, parece que cada una de las moléculas de las diferentes categorias se une a diferentes epitopos
conformacionales de CTLA4.

A partir de lo precedente, se apreciara que la informacion epitdpica anteriormente discutida indica que los
anticuerpos (u otras moléculas, como se discutié anteriormente) que compiten cruzadamente con anticuerpos de la
invencion tendran probablemente cierto potencial terapéutico de acuerdo con el presente invento. Ademas, se
espera que los anticuerpos (u otras moléculas, como se discutié anteriormente) que compiten cruzadamente con
anticuerpos de la invencion (es decir, compiten cruzadamente con anticuerpos de las categorias B, C y/o D) tendran
probablemente cierto potencial terapéutico adicional de acuerdo con el presente invento. Ademas, se espera que los
anticuerpos (u otras moléculas, como se discutié anteriormente) que compiten cruzadamente con anticuerpos de la
invencion (es decir, compiten cruzadamente con anticuerpos de las categorias B, C y/o D) y que (i) no tienen
reducida su unién con CTLA4 de titi (similarmente al anticuerpo 11.2.1) o (ii) tienen reducida su unién con CTLA4 de
titi (similarmente al anticuerpo 4.1.1) tendran probablemente cierto potencial terapéutico adicional de acuerdo con el
presente invento. Los anticuerpos (u otras moléculas, como se discutié anteriormente) que compiten con las
categorias Ay E pueden tener también cierto potencial terapéutico.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes, que incluyen los experimentos llevados a cabo y los resultados alcanzados, se
proporcionan solo con fines ilustrativos y no deben ser considerados restrictivos del presente invento.

Ejemplo 1
Generacion de hibridomas que producen anticuerpos anti-CTLA-4
Se prepararon, seleccionaron y analizaron anticuerpos de la invencion de acuerdo con el presente Ejemplo.

Preparacién de antigenos:Se prepararon tres inmunogenos distintos para la inmunizacién de los ratones
XenoMouse™:(i) una proteina de fusiéon CTLA-4-IgG, (ii) un péptido de CTLA-4 y (iii) células de linfoma murino
300.19 transfectadas con un mutante de CTLA-4 (Y201 V) que se expresa constitutivamente en la superficie celular.

(i) Proteina de fusion CTLA-4-IgG1
Construccion del vector de expresion

El ADNc que codifica los dominios extracelulares maduros de CTLA-4 fue multiplicado por PCR a partir de un banco
de ADNc de timo humano (Clontech) usando cebadores disefiados para la secuencia publicada [Eur. J. Immunol.
18:1901-1905 (1988)]. El fragmento fue direccionalmente subclonado en pSR5, un plasmido de expresion del virus
Sindbis (InVitrogen), entre el péptido sefial de la oncostatina M humana y los dominios CH4/CH2/CH3; de IgG gamma
1 (IgG1) humana. La proteina de fusion no contiene un dominio bisagra pero contiene una cisteina 120 en el dominio
extracelular de CTLA-4 para formar un dimero covalente. El vector resultante fue denominado CTLA-4-IgG1/pSR5.
La secuencia del ADNc de CTLA-4-IgG1 completo en el vector fue confirmada en ambas cadenas. Mas adelante se
muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina CTLA-4-Ig. El dominio extracelular maduro para CD44 fue
multiplicado por PCR a partir de un banco de linfocitos humanos (Clontech) y fue subclonado en pSinRep5 para
generar una proteina testigo con la cola de IgG1 idéntica.
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Proteina de fusion OM-CTLA4-IgG1:
MGVLILTORTLLSLVLALLFPSMASMAMHVAQPAVVLASSRGIASFVC
EYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICT
GTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIY
VIDPEPCPDSDLEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE -
YKCKVSNKALPTPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Subrayado:péptido sefial
Negrita:dominio extracelular de CTLA-4

Los ADNc para el dominio extracelular maduro de CD28 fueron multiplicados por PCR a partir de un banco de
linfocitos humanos (Clontech) y fueron luego subclonados en pCDM8 [J. Immunol. 151:5261-71 (1993)] para
producir una proteina de fusion de IgG1 humana que contenia regiones tanto bisagra como de escision por
trombina. Se clonaron CTLA4 de titi, cinomologos y rhesus a partir de ARNm aislado de PBMCs estimuladas con
PHA, usando técnicas estandares de PCR degenerada. La secuenciacion demostré6 que las secuencias de
aminoacidos de rhesus y cinomolgos eran idénticas con tres diferencias con respecto a dominio extracelular maduro
de CTLA4 humano (S13N, [17T y L105M). EI CTLA4 de titi presentaba 10 diferencias de aminoacidos con respecto
al dominio extracelular maduro de CTLA4 humano (V21A, V33l, A41T, A51G, 541, S71F, Q75K, T88M, L105M y
G106S). Se utilizd una mutagénesis dirigida al sitio para crear mutaciones puntuales Unicas de todos los
aminoacidos diferentes en el CTLA4 de titi, para mapear los aminoacidos importantes para la interaccion de los
anticuerpos con IgG-CTLA4 humano. Mediante la mutagénesis dirigida al sitio Matchmaker (Promega) se generaron
mutaciones de IgG-CTLA4 humano y de titi para el mapeo epitdpico. Se produjeron las proteinas de fusion de IgG
mediante la transfeccion transitoria de células COS7 y se purificaron utilizando técnicas estandares con proteina A.
Las proteinas CTLA4-IgG mutantes fueron evaluadas en cuanto a la unidn a anticuerpos mediante
inmunotransferencia y utilizando analisis BlAcore.

Expresion/purificacion de proteinas recombinantes

Se generd un virus Sindbis recombinante al someter células renales de cria de hamster a electroporacion (Gibco)
con SP6 in vitro, ARNm de CTLA-4-IgG/pSR5 transcrito y ARNm auxiliar de DH-26S, del modo descrito por
InVitrogen. Cuarenta y ocho horas mas tarde, se recolectd el virus recombinante y se tituld en células ovaricas de
hamster chino (CHO-K1) en cuanto a una 6ptima expresion proteica. Se cultivaron células CHO-K1 en suspension
en DMLM/F12 (Gibco) que contenia suero bovino fetal (FBS; del inglés, fetal bovine serum; Gibco) al 10%,
térmicamente inactivado, aminoacidos no esenciales (Gibco), glutamina 4 mM (Gibco), penicilina/estreptomicina
(Gibco) y HEPES 10 mM, pH de 7,5 (Gibco). Para producir CTLA-4-IgG, las células CHO-K1 fueron resuspendidas
en DMEM/F12 en una concentracién de 1x107 células/ml y fueron incubadas con el virus Sindbis durante una hora a
temperatura ambiental. Las células fueron luego diluidas hasta una concentracién de 1x108/ml en DMEM/F12 que
contenia suero bovino fetal al 1% desprovisto de IgG bovina tras usar proteina A-Sepharose (Pharmacia),
aminoacidos no esenciales, glutamina 4 mM, HEPES 12,5 mM, pH de 7,5, y penicilina/estreptomicina. Cuarenta y
ocho horas después de la infeccion, se separaron las células como sedimento de centrifugacion, se recogioé el medio
acondicionado y se complementd con tabletas de inhibidores completos de proteasas (Boehringer Mannheim), se
ajusto el pH a 7,5 y se filtrd el medio a través de filtros de 0,2 ym (Nalgene). Se utilizé6 una cromatografia rapida de
proteinas en fase liquida (Pharmacia) para purificar la proteina de fusion por afinidad, utilizando una columna HiTrap
de proteina A de 5 ml de capacidad (Pharmacia) y un caudal de 10 ml/min. La columna fue lavada con 30 volimenes
de lecho de PBS y fue sometida a elucion con glicocola 0,1 M/HCI, pH de 2,8, y un caudal de 1 ml/min. El pH de las
fracciones (1 ml) fue inmediatamente neutralizado a 7,5 con Tris, pH de 9. Las fracciones que contenian CTLA-4-
IgG1 fueron identificadas mediante SDS-PAGE y fueron luego concentradas utilizando Centriplus 50 (Amicon) antes
de ser aplicadas a una columna de Sepharose 200 (Pharmacia) utilizando PBS como disolvente y un caudal de 1
ml/min. Las fracciones que contenian CTLA-4-IgG1 fueron reunidas, esterilizadas por filtracion a través de un filtro
de 0,2 um (Millipore), divididas en partes alicuotas y congeladas a -80 °C. Se expreso y purificé CD44-IgG1 usando
los mismos métodos. Se purific6 CD28-IgG a partir de medios acondicionados procedentes de células COS7
transitoriamente transfectadas.

Caracterizacion de CTLA-4-1gG1

El CTLA-4-IgG1 purificado migraba como una sola banda en SDS-PAGE utilizando una tincién con Coomassie
coloidal (Novex). Bajo condiciones no reductoras, CTLA-4-IgG1 era un dimero (100 kDa), que se reducia a un
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monoémero de 50 kDa cuando era tratado con DTT 50 mM. La secuenciacion de aminoacidos en disolucion del
CTLA-4-IgG1 purificado confirmd el extremo N de CTLA-4 (MHVAQPAVVLAS) y que el péptido sefal de la
oncostatina M era escindido de la proteina de fusién madura.

El CTLA-4-IgG1 se unia a B7-1-IgG inmovilizado, de un modo dependiente de la concentracién, y la uniéon era
bloqueada por un anticuerpo de hamster anti-CTLA-4 humano (BNI3; Pharmingen). EI CTLA-4-IgG estéril estaba
exento de endotoxinas y fue cuantificado por densidad 6ptica a 280 nm usando 1,4 como coeficiente de extincion. La
produccion de CTLA-4-1gG purificado variaba entre 0,5 y 3 mgl/litro de células CHO-K1.

(i) Péptido de CTLA-4
Se preparo el siguiente péptido de CTLA-4 de la manera descrita mas adelante:

NH2:MHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVT
EVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICK VELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPC-
CONH:z

Abreviaturas/materiales

NMP, N-metilpirrolidinona; TFE, 2,2,2-trifluoroetanol; DCM, diclorometano; FMOC, fluorenil-metoxicarbonilo. Todos
los reactivos fueron suministrados por Perkin Elmer con las excepciones siguientes: TFE, Aldrich Chemical; resina de
FMOC-PAL-PEG, Perseptive Biosystems. Se usaron Fmoc-Arg(PMC)-OH, FMOC-Asn(Trt)-OH, FMOC-Asp(tBu)-OH,
FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Glu(tBu)-OH, FMOC-GIn(Trt)-OH, FMOC-His(Boc)-OH, FMOC-Lys(BOC)-OH, FMOC-
Ser(tBu)-OH, FMOC-Thr(tBu)-OH y FMOC-Tyr(tBu)-OH para los aminoacidos que requerian grupos protectores de
cadenas laterales.

Sintesis peptidica

La sintesis peptidica se llevé a cabo en un aparato Perkin-Elmer 431a, retroprovisto de control por retroalimentacion
a través de absorbancia UV a 301 nm (detector de Perkin-Elmer, Modelo 759A). La secuencia peptidica fue
ensamblada en una resina de FMOC-PAL-PEG utilizando ciclos condicionales de copulacion doble. Se llevaron a
cabo copulaciones dobles forzadas en los ciclos 10, 11, 18, 19, 20 y 28 a 33. La resina fue lavada con una mezcla
de DCM y TFE al 50% a la complecién de cada ciclo de acilacion, lo que fue seguido del remate terminal de los
grupos amino sin reaccionar con anhidrido acético en NMP. Se retir6 la resina del reactor después de completarse el
ciclo 49 y se continu6 el resto hasta la complecion. La escision del péptido de la resina se llevd a cabo utilizando
Reactivo K [King et al., International Journal of Protein and Peptide Research 36:255-266 (1990)] durante 6 horas
sobre 415 mg de resina, lo que proporcioné 186 mg de péptido crudo de CTLA-4.

Caracterizacion peptidica

Se disolvieron partes alicuotas de 25 mg del péptido crudo de CTLA-4 en 5 ml de guanidina-HCI 6 M/K>PO3 100 mM,
en un pH de 6,4, y se eluyeron de una columna Hi Load Superdex 75 16/60 (16 mm x 600 mm, volumen de lecho de
120 ml), de Pharmacia, con guanidina-HCI 2 M/K;PO3; 100 mM, en un pH de 6,4, con un caudal de 2 ml/min, durante
180 minutos, recogiéndose fracciones de 5 ml. Las fracciones fueron analizadas cargando 1,7 ul de las fracciones en
un gel NuUPAGE Laemmli, desarrollandolas con tampén MES de desarrollo y visualizandolas por medio de un
protocolo Daichii para tincion con plata. Las fracciones que presentaban un peso molecular de 12 kDa, segun se
juzgo frente a patrones de peso molecular, fueron reunidas y fueron almacenadas a 4 °C. Las fracciones
combinadas fueron analizadas mediante UV y electroforesis en gel. La secuenciacion de los aminoacidos fue llevada
a cabo haciendo que un cartucho ProSorb (absorbido en una membrana de PVDF) absorbiera una muestra de 100
microlitros y lavando para eliminar las sales del tampdn. La secuenciacion se llevé a cabo en un aparato Applied
Biosystems 420. Se observo la esperada secuencia N-terminal M HV A Q P AV V L A). Una inmunotransferencia
demostré que el péptido era reconocido por el anticuerpo BNI3 anti-CTLA-4 humano (Pharmingen). Para desalar,
una parte alicuota que contenian 648 pug de material fue colocada en un tubo de dialisis con un corte de pesos
moleculares de 3500 Da y fue dializada frente a TFA al 0,1%/H,0 a 4 °C durante 9 dias, con agitacion. El contenido
completo de la bolsa de dialisis fue liofilizado hasta un polvo.

(iii) Células 300.19 transfectadas con CTLA-4 (Y201V)

El ADNc de CTLA4 de longitud completa fue multiplicado por PCR a partir de un banco de ADNc de timo humano
(Stratagene) y fue subclonado en pIRESneo (Clontech). Utilizando el sistema de mutagénesis MatchMaker
(Promega), se introdujo una mutacion de CTLA4 que da lugar a una expresion constitutiva en la superficie celular. La
mutacion de la tirosina Y201 por valina inhibe la uniéon de la proteina adaptina, AP50, que es responsable de la
rapida internalizacion de CTLA4 [Chuang et al., J. Immunol. 159:144-151 (1997)]. Se cultivaron células de linfoma
murino 300.19, exentas de micoplasmas, en RPMI-1640 que contenia suero de ternera fetal al 10%, aminoacidos no
esenciales, penicilina/estreptomicina, glutamina 2 mM, HEPES 12,5 mM, pH de 7,5, y beta-mercaptoetanol 25 pM.
Las células fueron sometidas a electroporacion (3x10%/0,4 ml de RPMI exento de suero) en una camara de 1 ml de
capacidad con 200 pug de CTLA-4-Y201V/pIRESneo, usando 200 V/1180 pF (Gibco CellPorator). Se dejaron las
células en reposo durante 10 minutos y luego se afiadieron 8 ml de medio RPMI completo previamente calentado. A
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las 48 horas, las células fueron diluidas hasta 0,5x108/ml en medio RPMI completo que contenia 1 mg/ml de G418
(Gibco). Las células resistentes se multiplicaron, y se mostréo que expresaban CTLA-4 en la superficie celular al
utilizar el anticuerpo BNI3 conjugado con ficoeritrina (Pharmingen). Se aislaron células con alto nivel de expresion
mediante separacion en estado estéril.

Inmunizacién y generacion de hibridomas

Se inmunizaron ratones XenoMouse (de 8 a 10 semanas de edad) (i) subcutaneamente en la base de la cola con
1x107 células 300.19 que habian sido transfectadas para que expresaran CTLA-4, como se describid anteriormente,
resuspendidas en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS; del inglés, phosphate buffered saline) que contenia
adyuvante completo de Freund, o (ii) subcutaneamente en la base de la cola con (a) 10 ug de la proteina de fusién
de CTLA-4 o (b) 10 ug del péptido de CTLA-4, emulsionados con adyuvante completo de Freund. En cada caso, se
repitid la dosis tres o cuatro veces en adyuvante incompleto de Freund. Cuatro dias antes de la fusion, los ratones
recibieron una inyeccion final del inmundgeno o las células en PBS. Linfocitos de bazo y/o ganglio linfatico de los
ratones inmunizados fueron fusionados con la linea celular murina P3 de mieloma, no secretora, y fueron sometidos
a seleccion con HAT del modo previamente descrito [G. Galfre y C. Milstein, "Preparation of monoclonal
antibodies:strategies and procedures”, Methods Enzymol. 73:3-46 (1981)]. Se recuperd un gran conjunto de
hibridomas, todos los cuales secretaban anticuerpos 1IgG2k o IgG4k humanos especificos para CTLA-4 (deteccion
del modo indicado mas adelante).

Ensayo ELISA

Se llevd a cabo un ensayo de inmunoabsorcion con enzimas ligadas (ELISA, del inglés, enzyme-linked
immunosorbent assay) para la determinacion de anticuerpos antigénicamente especificos en suero de ratéon y en
sobrenadantes de hibridomas, del modo descrito [Coligan et al., Unidad 2.1, "Enzyme-linked immunosorbent assays"
en Current Protocols in Immunology (1994)], usando la proteina de fusion CTLA-4-Ig para capturar los anticuerpos.
En los animales que se inmunizan con la proteina de fusién CTLA-4-lg, exploramos ademas la reactividad
inespecifica hacia la porcion de Ig humana de la proteina de fusion. Esto se lleva a cabo utilizando placas para
ELISA revestidas con IgG1 humana como testigo negativo de la especificidad.

En un ensayo ELISA preferido, se utilizan las técnicas siguientes:

Se revisten placas para ELISA con 100 pl/pocillo del antigeno en tampoén para revestimiento de placas [tampon de
carbonato 0,1 M, pH de 9,6, y NaHCO3 (peso molecular de 84), 8,4 g/l]. Luego se incuban las placas a 4 °C durante
la noche. Tras la incubacion, se retira el tampon de revestimiento y se bloquea la placa con 200 pl/pocillo de tampdn
de bloqueo [albumina sérica bovina (BSA; del inglés, bovine serum albumin) al 0,5%, Tween-20 al 0,1% y timerosal
al 0,01% en PBS 1x] y se incuba a temperatura ambiental durante 1 hora. Alternativamente, las placas se guardan
en una nevera con tampon de bloqueo y dispositivos selladores de placas. Se retira el tampén de bloqueo y se
afaden 50 pl/pocillo de sobrenadante de hibridoma, suero u otro sobrenadante de hibridoma (testigo positivo) y
medio HAT o tampdn de bloqueo (testigo negativo). Se incuban las placas a temperatura ambiental durante 2 horas.
Después de la incubacion, se lava la placa con tampén de lavado (PBS 1x). Se afiade el anticuerpo de deteccion [es
decir, anti-lgG2 humana-HRP generada en ratén (SB, n° 9070-05) para anticuerpos 1gG2, o anti-lgG4 humana-HRP
generada en raton (SB, n° 9200-05) para anticuerpos 1gG4] en una cantidad de 100 pl/pocillo [anti-lIgG2 humana-
HRP generada en raton a 1:2000 o anti-lgG4 humana-HRP generada en raton a 1:1000 (cada uno diluido en tampon
de bloqueo)]. Las placas se incuban a temperatura ambiental durante 1 hora y luego se lavan con tampdén de lavado.
A continuacion, se afiaden 100 pl/pocillo de disolucion de desarrollo recién preparada [10 ml de tampdn de sustrato,
5 mg de OPD (o-fenilendiamina; Sigma, n°® P-7288 del catalogo) y 10 pl de H2O> al 30% (Sigma)] a los pocillos. Se
deja que las placas se desarrollen durante 10-20 minutos hasta que los pocillos del testigo negativo apenas
empiezan a mostrar color. A continuacion, se afiaden 100 pl/pocillo de disolucién de parada (H2SO4 2 M) y se leen
las placas en un lector de placas para ELISA a una longitud de onda de 490 nm.

Determinacion de las constantes de afinidad de mAbs totalmente humanos por BlAcore

La medicion de la afinidad de anticuerpos monoclonales humanos purificados, fragmentos Fab o sobrenadantes de
hibridomas por resonancia de plasmones se llevd a cabo utilizando el instrumento BlAcore 2000, usando
procedimientos generales esbozados por los fabricantes.

El analisis cinético de los anticuerpos se llevd a cabo usando antigenos inmovilizados en la superficie del sensor con
una baja densidad. La proteina de fusion CTLA-4-Ig se inmovilizé en tres superficies del chip sensor BlAcore con
una densidad que variaba de aproximadamente 390 a 900 utilizando la proteina de fusiéon CTLA-4-Ig en una
concentracion de 20 6 50 yg/ml en acetato sédico 10 mM, pH de 5,0, utilizando el kit para copulacion de aminas
suministrado por el fabricante (BlAcore, Inc.). Se inmovilizé IgG1 (900 UR) en la cuarta superficie del chip sensor
BlAcore, que fue utilizada como superficie testigo negativo para la union inespecifica. Se llevd a cabo el analisis
cinético con un caudal de 25 6 50 microlitros por minuto y, utilizando el software proporcionado por el fabricante
(BLA, evaluacion 3.0), que permite calculos Siting globales, se determinaron las velocidades de disociacion (kd o ko)
y asociacion (ka o kon).
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Ejemplo 2
Medicion de la afinidad de los anticuerpos anti-CTLA-4

En la tabla siguiente se proporcionan las mediciones de afinidad para algunos de los anticuerpos seleccionados de
este modo.

TABLA |
Fase sélida (por BlAcore)
Hibridoma Velocidades de Velocidades de Constante de Constante de Densidad
asociacion K, (M- | disociacion Kq (s asociacion disociacion superficial
1q-1 6 1 -4 = 10

s x10°) x10%) KA(1/M)=ka/kgx10 KD(M)=kg/kax10-10 (UR)

Moab01 0,68 1,01 0,67 1,48 878,7
0,70 4,66 0,15 6,68 504,5

0,77 6,49 0,19 8,41 457,2

0,60 3,08 0,20 511 397,8

4.1.1 1,85 0,72 2,58 0,39 878,7
1,88 1,21 1,55 0,64 504,5

1,73 1,54 1,13 0,88 457,2

1,86 1,47 1,26 0,79 397,8

4.8.1 0,32 0,07 4,46 0,22 878,7
0,31 0,23 1,33 0,75 504,5

0,28 0,06 4,82 0,21 397,8

4.14.3 2,81 3,04 0,92 1,08 878,7
2,88 3,97 0,73 1,38 504,5

2,84 6,66 0,43 2,35 457,2

3,17 5,03 0,63 1,58 397,8

6.1.1 0,43 0,35 1,21 0,83 878,7
0,46 0,90 0,51 1,98 504,5

0,31 0,51 0,61 1,63 457,2

0,45 0,79 0,57 1,76 397,8

3.1.1 1,04 0,96 1,07 0,93 878,7
0,95 1,72 0,55 1,82 504,5

0,73 1,65 0,44 2,27 457,2

0,91 2,07 0,44 2,28 397,8

4.9.1 1,55 13,80 0,11 8,94 878,7
1,43 19,00 0,08 13,20 504,5

1,35 20,50 0,07 15,20 397,8

4.10.2 1,00 2,53 0,39 2,54 878,7
0,94 4,30 0,22 4,55 504,5

0,70 5,05 0,14 7,21 457,2

1,00 5,24 0,19 5,25 397,8
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213 1,24 9,59 0,13 7,72 878,7
1,17 13,10 0,09 11, 20 504,5
1,11 13,00 0,09 11,70 397,8
4.13.1 1,22 5,83 0,21 4,78 878,7
1,29 6,65 0,19 5,17 504,5
1,23 7,25 0,17 5,88 397,8

Como se observard, los anticuerpos preparados de acuerdo con la invencion poseen elevadas afinidades y
constantes de union.

Ejemplo 3
Estructuras de anticuerpos anti-CTLA-4 preparados de acuerdo con la invencién

En la siguiente discusion, se proporciona informacion estructural relacionada con anticuerpos preparados de
acuerdo con la invencion.

Con objeto de analizar las estructuras de los anticuerpos producidos de acuerdo con la invencion, clonamos genes
que codificaban los fragmentos de las cadenas pesada y ligera del hibridoma particular. Se llevaron a cabo la
clonacioén génica y la secuenciacion del modo siguiente:

Se aisl6 ARNm poli(A)* de aproximadamente 2x10° células de hibridoma derivadas de ratones XenoMouse
inmunizados, utilizando un kit Fast-Track (Invitrogen). La generacion de ADNc aleatoriamente cebado fue seguida
por PCR. Se utilizaron cebadores de la region variable especifica de la familia V4 humana o Vk humana [Marks et al.,
"Oligonucleotide primers for polymerase chain reaction amplification of human immunoglobulin variable genes and
design of family-specific oligonucleotide probes”, Eur. J. Immunol. 21:985-991 (1991)] o un cebador universal de Vy
humana, MG-30 (CAGGTGCAGCTGGAGCAGTCIGG), junto con cebadores especificos para la regidon constante
Cy2 humana (MG-40d:5-GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGA-3") o la region constante Ck (hkP2; como
describieron previamente Green et al., 1994). Se obtuvieron secuencias de transcritos de cadenas pesadas y kappa
derivadas de mAbs humanos, mediante la secuenciacion directa de los productos de PCR generados a partir de
ARN poli(A)* utilizando los cebadores anteriormente descritos. También se clonaron los productos de PCR en pCRI|
usando un kit de clonacion TA (Invitrogen) y se secuenciaron ambas cadenas usando kits de secuenciacion Prism
con terminadores colorantes y un aparato ABI 377 para secuenciacion. Todas las secuencias fueron analizadas
mediante alineaciones con respecto al "V BASE sequence directory” (Tomlinson et al., MRC Centre for Protein
Engineering, Cambridge, Reino Unido) usando los programas informaticos MacVector y Geneworks.

Ademas, se sometid cada uno de los anticuerpos 4.1.1, 4.8.1, 11.2.1 y 6.1.1 a secuencias de ADN de longitud
completa. Para dicha secuenciacion, se aisl6 ARNm poli(A)* de aproximadamente 4x108 células de hibridoma
usando el kit ARNm Direct (Dynal). EI ARNm fue inversamente transcrito usando oligo-dT (18) y el kit Advantage
para RT/PCR (Clontech). Se usd la base de datos de regiones variables (V Base) para disefiar cebadores de
multiplicacion que comenzaran en el sitio de inicio ATG del gen DP50 de cadena pesada (5'-
TATCTAAGCTTCTAGACTCGACCGCCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC TG-3') y hasta el coddn de parada de la
region constante de IgG2 (5'-TTCTCTGATCAGAATTCCTATCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGCT-3'). Se afnadio
una secuencia Kozak 6ptima (ACCGCCACC) en 5' con respecto al sitio de inicio ATG. Se usé el mismo método para
disefiar un cebador para el sitio de inicio ATG del gen A27 de cadena kappa (5-
TCTTCAAGCTTGCCCGGGCCCGCCACC-ATGGAAACCCCAGCGCAG-3") y el coddén de parada de la region
constante kappa (5-TTCTTTGATCAGAATTCTCACTAACACTCTCCCCTGTTGAAGC-3"). Se clon6é el ADNc 012
usando un cebador para el sitio de inicio ATG (5-TCTTCAAGCTTGCCC-
GGGCCCGCCACCATGGACATGAGGGTCCCCGC T-3") y el anterior cebador para el codon de parada de la region
constante kappa. Los ADNc de cadenas pesadas fueron también clonados como construcciones gendmicas
mediante mutagénesis dirigida al sitio, para afiadir un sitio Nhel al extremo del dominio J variable, y subclonando un
fragmento Nhel que contenia las regiones genémicas CHi/bisagra/CH2/CHs de IgG2. La mutacion puntual para
generar el sitio Nhel no altera la secuencia de aminoacidos de la linea germinal. Se utilizaron las parejas de
cebadores para multiplicar los ADNc usando el kit Advantage High Fidelity para PCR (Clontech). Se obtuvo la
secuencia del producto de PCR mediante una secuenciacion directa usando kits de secuenciacioén con terminadores
colorantes y un aparato ABI para secuenciacion. Se clond el producto de PCR en vectores de expresion de
mamifero para pEE-glutamina sintetasa (Lonza) y se secuenciaron tres clones para confirmar las mutaciones
somaticas. Para cada clon, se verifico la secuencia de ambas cadenas en al menos tres reacciones. Se generd un
anticuerpo 4.1.1 aglicosilado por mutagénesis, dirigida al sitio, de N294Q en el dominio CH2. Se produjeron
anticuerpos recombinantes por transfeccion transitoria de células COS7 en FCS desprovisto de IgG y se purificaron
utilizando técnicas estandares con proteina A-Sepharose. Se generaron transfectantes estables por electroporacion
de células NSO murinas y seleccidon en medios exentos de glutamina. El 4.1.1 recombinante, con o sin glicosilacion,
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presentaba una especificidad y una afinidad idénticas para CTLA4 en los ensayos ELISA y BlAcore in vitro.
Analisis de la utilizacién génica

En la tabla siguiente se expone la utilizacion génica evidenciada por clones hibriddmicos seleccionados de
anticuerpos de acuerdo con la invencion.

TABLA I

Utilizacion de genes de cadenas pesadas y ligeras

Cadena pesada Cadena ligera kappa
Clon VH D JH VK JK
411 DP-50 DIR4 o DIR3 JH4 A27 JK1
481 DP-50 7-27 JH4 A27 JK3
4143 DP-50 7-27 JH4 A27 JK4 JK3
6.1.1 DP-50 DIR5 o DIR5rc JH4 A27 JK3
3.1.1. DP-50 3-3 JH6 012 JK3
4.10.2 DP-50 7-27 JH4 A27 JK3
213 DP-65 1-26 JH6 A10/A26 JK4
4.13.1 DP-50 7-27 JH4 A27 JK3
11.2.1 DP-50 D1-26 JH6 012 JK3
11.6.1 DP-50 D2-2 o D4 JH6 012 JK3
11.7.1 DP-50 D3-22 0 D21-9 JH4 012 JK3
12.3.1.1 DP-50 D3-3 o DXP4 JH6 A17 JK1
12.9.1.1 DP-50 D6-19 JH4 A3/A19 JK4
491 DP-47 5-24 y/o 6-19 JH4 L5 JK1

Como se observara, se generaron anticuerpos de acuerdo con la presente invencion con una fuerte tendencia a la
utilizacion de la region variable de la cadena pesada de DP-50. Al gen DP-50 también se hace referencia como gen
de la familia Vy 3-33. Sélo un anticuerpo que fue seleccionado basandose en la unién a CTLA-4 y en ensayos
funcionales in vitro preliminares mostré una utilizacion de gen de cadena pesada distinta a la de DP-50. Ese clon,
2.1.3, utiliza una region variable de cadena pesada de DP-65 y tiene un isotipo IgG4. Al gen DP-65 también se hace
referencia como gen de la familia Vy 4-31. Por otro lado, el clon 4.9.1, que posee una region variable de cadena
pesada de DP-47, se une a CTLA-4 pero no inhibe la unién a B7-1 ni a B7-2. En ratones XenoMouse, hay mas de 30
genes funcionales distintos de regiones variables de cadenas pesadas con los que generar anticuerpos. Por lo tanto,
la tendencia es indicativa de un motivo de unién preferido de la interaccién anticuerpo-antigeno con respecto a las
propiedades combinadas de unién al antigeno y actividad funcional.

Analisis de mutaciones

Como se apreciara, el analisis de utilizaciones génicas proporciona sélo una panoramica limitada de la estructura de
los anticuerpos. Puesto que las células B de los animales XenoMouse generan estocasticamente transcritos de
cadenas pesadas V-D-J o ligeras kappa V-J, hay diversos procesos secundarios que tienen lugar, incluyendo, sin
limitacion, hipermutaciones somaticas, adiciones de nucledtidos N y extensiones de CDR3. Véanse, por ejemplo,
Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997), y la Solicitud de Patente de EE.UU. n° de serie 08/759.620,
presentada el 3 de Diciembre de 1996. En consecuencia, para examinar mas la estructura de los anticuerpos, se
generaron previstas secuencias de aminoacidos de los anticuerpos a partir de los ADNc obtenidos de los clones.
Ademas, se obtuvieron secuencias de aminoacidos N-terminales por medio de secuenciacion proteica.

La Figura 1 proporciona las secuencias de nucleétidos y las previstas secuencias de aminoacidos de las cadenas
pesadas y ligeras kappa de los clones 4.1.1 (Figura 1A), 4.8.1 (Figura 1B), 4.14.3 (Figura 1C), 6.1.1 (Figura 1D),
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3.1.1 (Figura 1E), 4.10.2 (Figura 1F), 2.1.3 (Figura 1G), 4.13.1 (Figura 1H), 11.2.1 (Figura 1l), 11.6.1 (Figura 1J),
11.7.1 (Figura 1K), 12.3.1.1 (Figura 1L) y 12.9.1.1 (Figura 1M). En las Figuras 1A, 1B y 1D, se obtuvieron secuencias
extendidas de los anticuerpos 4.1.1, 4.8.1 y 6.1.1 por clonacion de longitud completa de los ADNc, como se
describié anteriormente. En dichas Figuras, la secuencia del péptido sefal (o las bases que codifican la misma) se
indica en negrita, y las secuencias utilizadas para la reaccion PCR 5' estan subrayadas.

La Figura 2 proporciona una alineacion de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de cadenas
pesadas de los clones 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3,6.1.1, 3.1.1, 4.10.2, 4.13.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12311y 12911y la
secuencia de aminoacidos de la linea germinal DP-50 (3-33). Las diferencias entre la secuencia de la linea germinal
de DP-50 y las secuencias de los clones se indican en negrita. La Figura también muestra las posiciones de las
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de los anticuerpos en forma sombreada.

La Figura 3 proporciona una alineacion de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena
pesada del clon 2.1.3 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal DP-65 (4-31). Las diferencias entre la
secuencia de la linea germinal de DP-65 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las
posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 4 proporciona una alineacion de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de cadenas
ligeras kappa de los clones 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 4.10.2 y 4.13.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea
germinal A27. Las diferencias entre la secuencia de la linea germinal de A27 y las secuencias de los clones se
indican en negrita. La Figura también muestra las posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del
anticuerpo en forma subrayada. Las aparentes deleciones en los CDR1s de los clones 4.8.1, 4.14.3 y 6.1.1 se
indican con "0s".

La Figura 5 proporciona una alineacion de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de cadenas
ligeras kappa de los clones 3.1.1, 11.2.1, 11.6.1 y 11.7.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal 012.
Las diferencias entre la secuencia de la linea germinal de 012 y las secuencias de los clones se indican en negrita.
La Figura también muestra las posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma
subrayada.

La Figura 6 proporciona una alineacién de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena ligera
kappa del clon 2.1.3 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal A10/A26. Las diferencias entre la secuencia
de la linea germinal de A10/A26 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las
posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 7 proporciona una alineacioén de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena ligera
kappa del clon 12.3.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal A17. Las diferencias entre la secuencia de
la linea germinal de A17 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las posiciones de
las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 8 proporciona una alineacién de secuencias entre la prevista secuencia de aminoacidos de cadena ligera
kappa del clon 12.9.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal A3/A19. Las diferencias entre la secuencia
de la linea germinal de A3/A19 y la secuencia del clon se indican en negrita. La Figura también muestra las
posiciones de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo en forma subrayada.

La Figura 22 proporciona una serie de secuencias adicionales de nucledtidos y aminoacidos de las siguientes
cadenas de anticuerpo anti-CTLA-4:

411
cadena pesada de 4.1.1 de longitud completa [ADNc 22(a), ADNc gendmico 22(b) y aminoacidos 22(c)];
cadena pesada de 4.1.1 aglicosilada de longitud completa [ADNc 22(d) y aminoacidos 22(e)];
cadena ligera de 4.1.1 [ADNc 22(f) y aminoacidos 22(g)];
481
cadena pesada de 4.8.1 de longitud completa [ADNc 22(h) y aminoacidos 22(i)];
cadena ligera de 4.8.1 [ADNc 22(j) y aminoacidos 22(k)];
6.1.1
cadena pesada de 6.1.1 de longitud completa [ADNc 22(l) y aminoacidos 22(m)];
cadena ligera de 6.1.1 [ADNc 22(n) y aminoacidos 22(0)];
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11.2.1
cadena pesada de 11.2.1 de longitud completa [ADNc 22(p) y aminoacidos 22(q)]; y
cadena ligera de 11.2.1 [ADNc 22(r) y aminoacidos 22(s)].

Las secuencias de péptidos sefial se muestran en negrita y en texto grande. Los marcos de lectura abiertos de la
secuencia de ADN gendémico de 4.1.1 de longitud completa [Figura 22(b)] estan subrayados. Y las mutaciones
introducidas para preparar la cadena pesada de 4.1.1 aglicosilada y el cambio resultante (N294Q) se muestran
doblemente subrayadas y con letra negrita {ADNc [Figura 22(b)] y aminoacidos [Figura 22(c)]}.

Ejemplo 4
Andlisis de las sustituciones de aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras

En la Figura 2, que proporciona una alineacién de secuencias entre las previstas secuencias de aminoacidos de
cadenas pesadas de los clones 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 3.1.1, 4.10.2, 4.13.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.71, 12311y
12.9.1.1 y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal DP-50 (3-33), surge un interesante patron. Ademas del
hecho de la tendencia hacia DP-50 de cadena pesada en la mayoria de los clones, hay una hipermutacion
relativamente limitada en los anticuerpos con respecto al gen de la linea germinal DP-50. Por ejemplo, los clones
3.1.1 y 11.2.1 no tienen mutaciones. Ademas, las mutaciones en los otros clones son generalmente cambios
conservativos que implican sustituciones de aminoacidos con propiedades similares a las de los aminoacidos de la
linea germinal. Las mutaciones en muchas de las secuencias de CDR1 y CDR2 son de naturaleza particularmente
conservativa. Tres de las cadenas pesadas representadas en la Figura 2, 4.10.2, 4.13.1 y 4.14.3, proceden
claramente de un Unico proceso de recombinacion (es decir, proceden de un idéntico centro terminal) y tienen unas
secuencias casi idénticas. Si se consideran estas tres como una sola secuencia, entonces, entre los 10 diferentes
anticuerpos que contienen la cadena pesada de DP-50, en CDR1 y CDR2 hay 3 posiciones en que un resto apolar
esta sustituido por otro resto apolar, 12 en que un resto polar no cargado esta sustituido por otro resto polar no
cargado, y 1 en que un resto polar cargado esta sustituido por otro resto polar cargado. Ademas, hay dos posiciones
en que dos restos que son estructuralmente muy similares, glicocola y alanina, estan sustituidos entre si. Las unicas
mutaciones no exactamente conservativas implican tres sustituciones de un resto polar no cargado por un resto
polar cargado, y una sustitucion de un resto polar por un resto apolar.

Las cadenas ligeras de estos anticuerpos proceden de 5 genes Vk diferentes. El gen A27 es el mas representado y
es la fuente de 6 cadenas ligeras diferentes. La comparacion de estas 6 secuencias revela dos caracteristicas
dignas de mencion. En primer lugar, tres de ellas, 4.8.1, 4.14.3 y 6.1.1, contienen supresiones de uno o dos restos
en CDR1, un proceso raro. En segundo lugar, hay un fuerte perjuicio para la serina de la posicion seis de CDR3 de
la linea germinal ya que la serina ha sido sustituida en todas las secuencias. Esto sugiere que una serina en esa
posicion es incompatible con la unién a CTLA4.

Se apreciara que muchas de las sustituciones de aminoacidos anteriormente identificadas existen en intima
proximidad con, o en, una CDR. Pareceria que dichas sustituciones acarrean cierto efecto sobre la unién del
anticuerpo a la molécula de CTLA-4. Ademas, dichas sustituciones podrian ejercer un efecto significativo sobre la
afinidad de los anticuerpos.

Ejemplo 5
Anadlisis de las secuencias de aminoacidos N-terminales de anticuerpos de acuerdo con la invencién

Con objeto de verificar adicionalmente la composicion y la estructura de los anticuerpos de acuerdo con la invencion,
anteriormente identificados, secuenciamos algunos de los anticuerpos utilizando un secuenciador Perkin-Elmer. Se
aislaron tanto las cadenas pesadas como las ligeras kappa de los anticuerpos, se purificaron mediante el uso de
técnicas de electroforesis preparativa en gel y electrotransferencia y luego se secuenciaron directamente del modo
descrito en el Ejemplo 6. Una mayoria de las secuencias de cadena pesada fueron bloqueadas por su extremo
aminico. Por lo tanto, dichos anticuerpos fueron tratados primero con piroglutamato aminopeptidasa y fueron luego
secuenciados.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 9. La Figura 9 también proporciona el peso molecular
de las cadenas pesadas y ligeras, segun se determina mediante espectroscopia de masas (MALDI).

Ejemplo 6
Caracterizacion adicional de anticuerpos de acuerdo con la invencién

La Figura 10 proporciona cierta informacion caracterizadora adicional acerca de ciertos de los anticuerpos de
acuerdo con la invencién. En la Figura, se resumen datos relacionados con los clones 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2,
4143 y 6.1.1. Se proporcionan los datos siguientes:concentracion, enfoque isoeléctrico (IEF), SDS-PAGE,
cromatografia de exclusion por tamafio, FACS, espectroscopia de masas (MALDI) y secuencias N-terminales de
cadenas ligeras.
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Generalmente, los datos se generaron del modo siguiente:
Materiales y métodos

La concentracion proteica se determin6 a 280 nm a partir de un barrido UV (200-350 nm), en el que 1,58 unidades
de absorbancia a 280 nm equivalen a 1 mg/ml.

La SDS-PAGE se llevo a cabo usando el sistema de electroforesis Novex NUPAGE con un gel NuPAGE al 10% y un
tampon de desarrollo MES. Se prepararon las muestras diluyendo 3:1 con tampon de muestras NUPAGE 4x (+/-
beta-mercaptoetanol) calentado y se cargaron = 5 ug de proteina en el gel. Luego se tifid el gel con disolucion
tintérea Brilliant Blue R (Sigma, n® B-6529 del catalogo) y se hicieron estimaciones del peso molecular comparando
las bandas tefiidas con "Perfect Protein Markers" (Novagen, n® 69149-3 del catalogo).

Para la secuenciacion N-terminal, las muestras fueron desarrolladas como antes en geles NUPAGE, transferidas a
una membrana de inmovilizacion Pro Blot (Applied Biosystems) y luego tefiidas con Coomassie Blue R-250. Las
bandas proteicas tefiidas fueron escindidas y fueron sometidas a un analisis secuencial mediante la degradacion de
Edman automatizada en un secuenciador Applied Biosystems 494 Precise HT.

El enfoque isoeléctrico (IEF) se llevé a cabo utilizando geles Pharmacia IEF 3-9 Phast (n° 17-0543-01 del catalogo).
Se diluyeron las muestras en glicerol al 10% hasta ~ 0,8 mg/ml, se cargé 1 pl en gel y luego se tifié con plata. Las
estimaciones del pl se realizaron comparando las bandas tefiidas con una gran variedad (pH de 3-10) de patrones
para IEF (Pharmacia, n°® 17-0471-01 del catalogo).

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) se llevo a cabo en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS),
en el sistema Pharmacia SMART, usando la columna Superdex 75 PC 3.2/30. Las estimaciones de peso molecular
se realizaron comparando los tiempos de retencion de los picos con los tiempos de retencion del gel.

Para los estudios por FACS, se prepararon células T periféricas humanas y se estimularon durante 48 horas. Las
células T fueron lavadas una vez, resuspendidas en tampon de FACS en una concentracion de 1x10° células/100 pl
y tefiidas para la expresion superficial de CD3 con 10 ul de anti-CD3-FITC (Immunotech, Marsella, Francia) durante
30 minutos a temperatura ambiental. Las células fueron lavadas dos veces y fueron luego fijadas, permeabilizadas
("Fix and Perm", Caltag) y tefiidas para la expresion de CTLA-4 intracelular con 10 pl de anti-CD152-PE
(Pharmingen). La citometria de flujo se llevé a cabo usando un aparato Becton Dickinson FACSort. Se ajustaron los
cuadrantes mediante el analisis de relevantes anticuerpos testigo de isotipo (Caltag).

Como se discutié anteriormente, se ha demostrado que los anticuerpos anti-CTLA-4 poseen ciertas potentes
actividades de modulacion inmune. Se llevaron a cabo los experimentos siguientes con objeto de determinar si los
anticuerpos de acuerdo con el presente invento poseian dichas actividades. En general, los experimentos se
disefiaron para evaluar la capacidad de los anticuerpos para inhibir la interaccion entre moléculas de CTLA-4 y B7,
ser selectivos entre CD28 y las moléculas de CTLA-4 y B7, y activar la produccion de citocinas de células T,
incluyendo, pero sin limitarse a, la expresion de IL-2 y/o IFN-y. Ademas, se emprendio el examen de la reactividad
cruzada de los anticuerpos de la invencion con ciertos tejidos humanos y moléculas de CTLA-4 de ofras especies
(por ejemplo, ratén y primate).

Ejemplo 7
Elisa de competicién:inhibicion de la interaccion ctla-4/b7-1 o b7-2 por anticuerpos de acuerdo con la invencion

Se llevé a cabo un ensayo in vitro para determinar si anticuerpos de acuerdo con el presente invento eran capaces
de inhibir la unién de CTLA-4 con B7-1 o B7-2. Como se apreciara, se esperaria que los anticuerpos de la invencion
que fuesen capaces de inhibir la unién de CTLA-4 con moléculas de B7 fueran candidatos a la regulacién inmune a
través de la ruta de CTLA-4. En el ensayo, se utilizaron los siguientes materiales y métodos.

Materiales y métodos

Se revistieron placas MaxiSorp de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca, nimero 439454) con B7-1-Ig(G1) o B7-2-1g(G1)
(Repligen, Inc., Needham, Massachusetts, EE.UU.) 3 nM en PBS de Dulbecco y se incubaron a 4 °C durante la
noche. El dia 2, se retiré la B7-lg y se bloquearon las placas con BSA al 1% mas Tween-20 al 0,05% en D-PBS
durante dos horas. Se lavaron 3 veces las placas con tampon de lavado (Tween-20 al 0,05% en D-PBS ). Se
premezclaron el anticuerpo, en las concentraciones de ensayo apropiadas, y CTLA-4-Ig(G4) (concentracion final de
0,3 nM) (Repligen, Inc., Needham, Massachusetts, EE.UU.) durante 15 minutos y luego se afiadié la mezcla a la
placa revestida con B7-lg (volumen total de 60 pl) y se incubd a temperatura ambiental durante 1,5 horas. Se lavaron
las placas 3 veces, se afiadieron 50 pl de una dilucién 1 a 1000 de anticuerpo anti-lgG4 humana generado en raton
y marcado con HRP (Zymed, San Francisco, California, EE.UU., n°® 05-3820) y se incubd a temperatura ambiental
durante 1 hora. Se lavaron las placas 3 veces, se afadieron 50 yl de sustrato TMB Microwell para peroxidasa
(Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, Maryland, EE.UU., n°® 50-76-04), se incub6 a temperatura ambiental durante 20
minutos y luego se afiadieron 50 pl de HSO4 1 N a las placas. Se leyeron las placas a 450 nm usando un lector de
placas de Molecular Devices (Sunnyvale, California, EE.UU.). Todas las muestras se ensayaron por duplicado. Se
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definio la sefial maxima como la union de CTLA-4-Ig en ausencia de anticuerpo de ensayo. Se definid la union
inespecifica como la absorbancia en ausencia de CTLA-4-lg y anticuerpo de ensayo.

Los resultados del ensayo se proporcionan en las Tablas IlIA y IlIB. En la Tabla IlIA se muestran los resultados para
una diversidad de anticuerpos de acuerdo con la invencién. En la Tabla llIB se muestran los resultados de un
experimento distinto en que se compara el anticuerpo 4.1.1 de la invencién con el anticuerpo 11.2.1 de la invencion.

TABLA llIA
Clon de CTLA-4-Ig Isotipo ELISA competitivo para CTLA4/B7-2 | ELISA competitivo para CTLA-4/B7-1
ICs0 (NM) ICs0 (NM)
CT3.1.1 1gG2 0,45 £ 0,07 (n=3) 0,63 £ 0,10 (n=2)
CT4.1.1 IgG2 0,38 £ 0,06 (n=5) 0,50 £ 0,05 (n=2)
CT4.8.1 Ig-G2 0,57 £ 0,03 (n=3) 0,17 £ 0,28 (n=2)
CT4.91 IgG2 no competitivo (n=3) no competitivo (n=2)
CT4.10.2 1gG2 1,50 £ 0,37 (n=3) 3,39 £ 0,31 (n=2)
CT4.13.1 1gG2 0,49 £ 0,05 (n=3) 0,98 £ 0,11 (n=2)
CT4.14.3 1gG2 0,69 £ 0,11 (n=3) 1,04 £ 0,15 (n=2)
CT6.1.1 IpG2 0,39 + 0,06 (n=3) 0,67 £ 0,07 (n=2)
TABLA 1IIB
Clon de CTLA-4-Ig Isotipo ELISA competitivo para CTLA4/B7-2 ICso ELISA competitivo para CTLA-
(nM) 4/B7-1 1Cso (NM)
CT4.1.1 1gG2 0,55 + 0,08 (n=4) 0,87 £ 0,14 (n=2)
CT11.21 IgG2 0,56 + 0,05 (n=4) 0,81 £ 0,24 (n=2)

Ejemplo 8
Relaciones de selectividad de anticuerpos de la invencién con respecto a CTLA-4 frente a CD28 o B7-2

Se llevod a cabo otro ensayo in vitro para determinar la selectividad de anticuerpos de la invencién con respecto a
CTLA-4 frente a CD28 o B7-2. En relacion con los experimentos, se utilizaron los materiales y métodos siguientes.

ELISA de selectividad para CTLA-4:Materiales y métodos

Se revistié una placa Floro-NUNC (Nunc, numero 475515 del catalogo), de 96 pocillos, con cuatro antigenos:CTLA-
4/lg, CD44/1g, CD28/Ig y B7-2/Ig (antigenos generados de forma doméstica). Se revistio la placa durante la noche, a
+4 °C, con los antigenos en una concentracion de 1 pg/ml, 100 pl/pocillo, en tampdn de bicarbonato sédico 0,1 M,
pH de 9,6. Luego se lavo la placa con PBST (PBS + Tween-20 al 0,1%) tres veces utilizando un lavador de placas
NUNC. La placa fue bloqueada con PBST + BSA al 0,5% en una cantidad de 150 pl/pocillo. La placa fue incubada a
temperatura ambiental durante 1 hora y fue luego lavada tres veces con PBST. A continuacién, se diluyeron los
anticuerpos anti-CTLA-4 de la invencion en bloque, a una concentracion de 1 yg/ml, y se afiadieron a la placa. La
placa fue incubada a temperatura ambiental durante 1 hora y fue luego lavada tres veces con PBST. Los pocillos
que contenian los anticuerpos de la invencion fueron luego tratados en bloque con 100 pl/pocillo de anti-IgG2
humana-HRP (Southern Biotech, nimero 9070-05 del catalogo) en una dilucién 1:4000. Ademas, una fila fue tratada
con anti-lIgG humana (Jackson, nimero 209-035-088 del catalogo) para normalizar el revestimiento de la placa. Se
diluyé este anticuerpo hasta 1:5000 en bloque y se afiadié en una cantidad de 100 pl/pocillo. Ademas, una fila fue
tratada con anti-CTLA-4 humano-HRP (Pharmingen, numero 345815 del catalogo/conjugado con HRP de encargo)
como un testigo positivo. Este anticuerpo fue utilizado en una concentracion de 0,05 pg/mi, diluido en bloque. La
placa fue incubada a temperatura ambiental durante 1 hora y fue luego lavada tres veces con PBST. Se afadio
sustrato quimioluminiscente LBA (Pierce) en una cantidad de 100 pl/pocillo y se incubd la placa durante 5 minutos en
un sacudidor de placas. Luego se leyo la placa utilizando un aparato Lumi-lmager para una exposicion de 2 minutos.
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Ensayo IGEN de selectividad de uniéon de CTLA-4-Ig:Materiales y métodos

Se lavaron Dynabeads M-450 (Dynal A.S., Oslo, Noruega, n° 140.02) 3 veces con tampoén de fosfato sddico, pH de
7,4, y se resuspendieron en tampon de fosfato sodico. Se afiadieron 1,0 uyg de CTLA-4-Ig(G1), 1,0 ug de CD28-
Ig(G1) o de 1,0 a 3,0 ug de B7-2-Ig(G1) (Repligen, Inc., Needhan, Massachusetts, EE.UU.) a 100 pl de gldbulos y se
incubd la mezcla durante la noche en un agitador giratorio a 4 °C. El dia 2, los glébulos fueron lavados 3 veces en
BSA al 1% mas Tween-20 al 0,05% en PBS de Dulbecco y fueron bloqueados durante 30 minutos. Se diluyeron los
glébulos 1 a 10 con tampoén de bloqueo y se afiadieron 25 pl de los glébulos revestidos a tubos de polipropileno de
12 x 75 mm. Todas las muestras se ensayaron por duplicado. Se afiadieron 50 pl de anticuerpo de ensayo
(concentracion final de 1 pg/ml) o de tampdn de bloqueo a los tubos y se incubaron durante 30 minutos en el
carrusel del Analizador Origen 1.5 (IGEN International, Inc., Gaithersburg, Maryland, EE.UU.) a temperatura
ambiental se revolvia a 100 rpm. Se afadieron 25 pl de anti-IgG1, 1gG2 o IgG4 humanas, de origen murino y
rutenilado (Zymed, Inc., San Francisco, California, EE.UU., nimeros 05-3300, 05-3500 y 05-3800) (concentracion
final de 3 pg/ml en un volumen total de 100 pl), a los tubos. Se incubaron los tubos durante 30 minutos a
temperatura ambiental en el carrusel se revolvia a 100 rpm. Se afiadieron 200 pl de tampdn de ensayo Origen (IGEN
International, Inc., Gaithersburg, Maryland, EE.UU., n° 402-050-03) por tubo, se revolvid brevemente y luego se
contaron los tubos en el Analizador Origen y se determinaron las unidades de ECL (electroquimioluminiscencia) de
cada tubo. Se determinaron factores de normalizacion para corregir las diferencias en la union de las proteinas de
fusion a los Dynabeads, y se corrigieron las unidades de ECL en cuanto a la union inespecifica antes de calcular las
relaciones de selectividad.

Los resultados de los ensayos se proporcionan en las Tablas IVA 'y IVB.

TABLA IVA
Clon Isotino ELISA para ELISA para ELISA para IGEN para IGEN para
P CTLA4/CD28 CTLA4/B7-2 CTLA4/CD44 CTLA4/CD28 CTLA4/B7-2
>500:1 (n=1)
3.1.1 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=2)
195:1 (n=1)
>500:1 (n=2) >500:1 (n=1) >500:1 (n=1)
411 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3)
485:1 (n=1) 261:1 (n=1) 107:1 (n=1)
>500:1 (n=2)
481 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=2) >500:1 (n=2)
190:1 (n=1)
>500:1 (n=2) >500:1 (n=2)
491 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=1) >500:1 (n=1)
244:1 (n=1) 33:1 (n=1)
4.10.2 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=1) >500:1 (n=1)
>500:1 (n=2) >500:1 (n=1)
4.13.1 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=2)
46:1 (n=1) 329:1 (n=1)
>500:1 (n=2) >500:1 (n=2) >500:1 (n=2)
4143 IgG2 >413:1 (n=1) >234:1 (n=1)
80:1 (n=1) 10:1 (n=1) 126:1 (n=1)
>500:1 (n=2)
6.1.1 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=2) >500:1 (n=2)
52:1 (n=1)
TABLA IVB
Clon Isotipo ELISA paraCTLA-4/CD26 | ELISA paraCTLA-4/B7-2 ELISA paraCTLA-4/higG
411 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=2) >500:1 (n=3)
11.2.1 IgG2 >500:1 (n=3) >500:1 (n=3) >500:1 (n=3)
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Ejemplo 9
Modelo de sefial de células T humanas

Con objeto de definir mas la actividad de los anticuerpos de acuerdo con la invencion para actuar como reguladores
inmunes, desarrollamos ciertos ensayos con células T para cuantificar la potenciacion de la produccion de IL-2 por
células T tras el bloqueo de la sefal de CTLA-4 con los anticuerpos. En relaciéon con los experimentos, se utilizaron
los materiales y métodos siguientes.

Materiales y métodos

Se prepararon células T humanas recién aisladas utilizando Histopaque (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU., n° A-
70543) y T-Kwik (Limpho-Kwik, One Lambda, Canoga Park, California, EE.UU., n° LK-50-T), se estimularon con PHA
(fitohemaglutinina purificada, Murex Diagnostics, Ltd., Dartford, Inglaterra, n® HA 16) (1 pg/ml) en medio (RPMI-1640
que contenia L-glutamina, aminoacidos no esenciales MEM, penicilina, estreptomicina, HEPES 25 mM y FBS al
10%), en una concentracion de 1x10° células/ml, y se incubaron a 37 °C durante 2 dias. Se lavaron las células y se
diluyeron en medio hasta 2x108 células/ml. Se trataron células Raji (linfoma de Burkitt, ATCC humano n°® CCL 86
Clase Il, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, EE.UU.) con mitomicina C (Sigma, St. Louis,
Missouri, EE.UU., n® M-4287; 25 ug/ml) durante una hora a 37 °C. Las células Raji fueron lavadas 4 veces en PBS y
fueron resuspendidas hasta 2x108 células/ml. Se afiadieron blastos de células T humanas (5x10%/ml), células Raji
(5x10%/ml) y anticuerpos anti-CTLA-4 o un anticuerpo testigo isotipicamente correspondiente, en diversas
concentraciones, a placas de 96 pocillos para microtitulacion y se incubaron las placas a 37 °C durante 72 horas. El
volumen total por pocillo fue 200 pl. Setenta y dos horas después de la estimulacion, las placas fueron centrifugadas
y el sobrenadante separado y congelado para la posterior determinacion de IL-2 (kit de ELISA Quantikine para IL-2,
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, EE.UU., n°® D2050) e IFN-y (kit de ELISA Quantikine para IFN-y, R&D
Systems). Se definié la potenciacion citocinica como la diferencia entre los niveles de citocinas en los cultivos que
contenian un mAb bloqueante anti-CTLA-4 y los de aquellos que contenian un anticuerpo testigo isotipicamente
correspondiente. Para los experimentos por citometria de flujo, las células Raiji se lavaron 1 vez con tampdn de
FACS (PBS que contenia FCS térmicamente inactivado al 2% y azida sédica al 0,025%). Los sedimentos celulares
fueron resuspendidos en tampon de FACS en una concentracion de 1x10° células/100 pl y fueron incubados con 10
pl de anti-CD80-PE (Becton Dickinson, San Jose, California, EE.UU.) o anti-CD86-PE (Pharmingen, San Diego,
California, EE.UU.) durante 30 minutos a temperatura ambiental. Las células fueron lavadas dos veces y fueron
resuspendidas en 1 ml de tampén de FACS. Se llevo la citometria de flujo a cabo usando un aparato Becton
Dickinson FACSort. Se ajustaron los marcadores de histograma mediante el analisis de relevantes anticuerpos
testigo de isotipo (Caltag, Burlingame, California, EE.UU.).

En general, hemos desarrollado un ensayo que puede ser usado para una rapida determinacion de la
suprarregulacion de IL-2 de células T. Como se apreciara, la estimulacion de las células T depende de B7 y CD28.
Ademas, los blastos T lavados no crean IL-2 detectable, y las células Raji no crean IL-2 detectable ni siquiera
cuando son estimuladas con LPS o PWM. Sin embargo, en combinacion, los blastos T conjuntamente cultivados con
células Raji pueden modelar los procesos de sefalizacion de B7, CTLA-4 y CD28 y se pueden evaluar los efectos de
anticuerpos contra ellos.

La Figura 11 muestra la expresion de B7-1 y B7-2 en células Raiji al usar los mAbs anti-CD80-PE y anti-CD86-PE,
usando la citometria de flujo (FACS) del modo descrito en el Ejemplo 6.

La Figura 12 muestra la potenciacion, dependiente de la concentracion, de la produccién de IL-2 en el ensayo con
blastos de células T/Raji, inducida por anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 [BNI3 (Pharmingen) y los anticuerpos
4.1.1,4.8.1y6.1.1 de la invencion].

La Figura 13 muestra la potenciacion, dependiente de la concentracion, de la produccion de IFN-y en el ensayo con
blastos de células T/Raji, inducida por anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 [BNI3 (Pharmingen) y los anticuerpos
4.1.1,4.8.1y 6.1.1 de la invencion] (mismas células T de donante).

La Figura 14 muestra la potenciacién media de la produccion de IL-2 en células T de 6 donantes, inducida por
anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 en el ensayo con blastos de células T/Raji. Es interesante considerar que el
mAb CT4.9.1 se une a CTLA-4 pero no bloquea la unién de B7. Por lo tanto, la simple uniéon a CTLA-4 es en si
insuficiente para proporcionar un anticuerpo funcional de la invencion.

La Figura 15 muestra la potenciacion media de la produccion de IFN-y en células T de 6 donantes, inducida por
anticuerpos bloqueantes anti-CTLA-4 en el ensayo con blastos de células T/Raiji.

La Figura 19 muestra una comparacion entre los anticuerpos 4.1.1 y 11.2.1 de la invencién en una concentracion de
30 pg/ml en el ensayo de 72 horas con blastos de células T/Raji, como se describe en este Ejemplo 9 y el ensayo
con Superantigeno descrito en el Ejemplo 10.

La Figura 20 muestra la potenciacion, dependiente de la concentracion, de la produccion de IL-2 inducida por los
anticuerpos anti-CTLA4 4.1.1 y 11.2.1 de la invencién en el ensayo con blastos de células T/Raji.
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La Tabla IVC siguiente proporciona informacion relativa a la potenciacion media y el intervalo de potenciacion de la
respuesta citocinica en los ensayos con Raji y SEA de la invencién. Cada uno de los experimentos incluidos en los
resultados se basa en anticuerpo en una dosis de 30 pg/ml y se mide a las 72 horas. Se muestran el nimero de
donantes usados en los experimentos y también las respuestas.

TABLA IVC
Ensayo mAb | Citocina Potenciacion SEM Intervalo de n Respuesta
media (pg/ml) potenciacion (pg/ml) de donantes

Blastos de células 411 IL-2 3329 408 0 a 8861 42 19 de 21
T/Raji
Blastos de células 411 IFN-y 3630 980 600 a 13939 17 13 de 13
T/Raji
Blastos de células 11.21 IL-2 3509 488 369 a 6424 18 14 de 14
T/Raji
SEA (PBMC) 411 IL-2 2800 312 330 a 6699 42 17 de 17
SEA (PBMC) 11.2.1 IL-2 2438 366 147 a 8360 25 15de 15
SEA (sangre 411 IL-2 6089 665 -168 a 18417 46 15de 17
completa)
SEA (sangre 11.2.1 IL-2 6935 700 -111a 11803 25 12 de 14
completa)
Ejemplo 10

Modelo de sefiales de células T humanas

Desarrollamos un segundo ensayo celular con objeto de cuantificar la potenciacion de la suprarregulacion de IL-2 en
células T tras el bloqueo de la sefial de CTLA-4 con los anticuerpos. En relacién con los experimentos, se utilizan los
siguientes materiales y métodos.

Materiales y métodos

Se prepararon PBMC humano usando el sistema Accuspin. Se revistieron previamente placas de microtitulacién con
un anticuerpo anti-CD3 (Leu4, Becton Dickinson; 60 ng/ml) y se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Se afiadieron las
hPBMC a los pocillos en una cantidad de 200000 células por pocillo. Se afiadié enterotoxina estafilococica A (SEA;
del inglés, Staphylococcus enterotoxin A) (Sigma) a los pocillos en una concentracién de 100 ng/ml. Se afiadieron
los anticuerpos a los pocillos, normalmente en una concentracién de 30 ug/ml. Luego se estimularon las células
durante 48, 72 6 96 horas. Se centrifugaron las placas en el punto temporal deseado y se retiraron los
sobrenadantes de los pocillos. A continuaciéon, se examinaron los sobrenadantes en cuanto a la produccion de IL-2
utilizando un ELISA (R&D Systems).

Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 16, 17 y 21. En la Figura 16, se midié la induccion
de la produccion de IL-2 en hPBMC de 5 donantes 72 horas después de la estimulacion. En la Figura 17, se
muestran los resultados de la medicion en sangre completa, analizandose la diferencia en la induccion de la
produccion de IL-2 en la sangre de 3 donantes, segun se mide a las 72 y 96 horas después de la estimulacion.

En la Figura 21, se muestra la potenciacion de la produccion de IL-2 en la sangre completa de 2 donantes, seguin se
mide a las 72 horas después de la estimulacion.

Ejemplo 11
Modelo tumoral en animal

Hemos establecido un modelo tumoral en animal para el analisis in vivo de anticuerpos anti-CTLA-4 murino en
cuanto a la inhibicidon del crecimiento tumoral. En el modelo, se desarrolla un tumor de fibrosarcoma murino y se
tratan los animales con anticuerpos anti-CTLA-4 murino. A continuacion se proporcionan los materiales y métodos
para el establecimiento del modelo.
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Materiales y métodos

Se inyectaron subcutaneamente 0,2 ml de células tumorales Sa1N (1x10°) (Baskar, 1995) en la cara dorsal del
cuello de hembras de ratén A/J (6-8 semanas de edad). Los dias 0, 4, 7 y 14 después de la inyeccion de las células
tumorales, se inyecto6 intraperitonealmente un anticuerpo anti-CTLA-4 murino o un anticuerpo testigo isotipicamente
correspondiente (Pharmingen, San Diego, California, EE.UU.; 200 pg/animal). Se realizaron mediciones tumorales
en el curso de los experimentos de 3-4 semanas utilizando un calibre electronico Starret SPC Plus (Athol,
Massachusetts, EE.UU.) y se expreso el tamafio tumoral como el area superficial cubierta por el crecimiento tumoral
(mm?2).

La Figura 18 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral con un anticuerpo anti-CTLA-4 murino en un modelo
tumoral de fibrosarcoma murino. Como se muestra en la Figura 18, los animales tratados con anti-CTLA-4
presentaban una reduccién del crecimiento tumoral en comparacién con los animales tratados con un anticuerpo
testigo de isotipo. En consecuencia, los mAbs anti-CTLA-4 murino eran capaces de inhibir el crecimiento de un
fibrosarcoma en un modelo tumoral en ratén.

Se espera que los anticuerpos que presenten reactividad cruzada con CTLA4 murino se comporten similarmente en
el modelo. Sin embargo, de los anticuerpos la invencionde la invencion que han sido examinados en cuanto a
reactividad cruzada, ninguno presenta reactividad cruzada con CTLA4 murino.

Ejemplo 12
Modelo tumoral en animal

Con objeto de investigar adicionalmente la actividad de los anticuerpos de acuerdo con la invencion, se disefio un
modelo de xenoinjerto en raton SCID para ensayar la erradicacion de tumores establecidos y sus metastasis
derivadas. En el modelo, se proporcionan ratones SCID con células T humanas injertadas y se les implantan células
de cancer pulmonar de células no pequefias (NSCC; del inglés, non-small cell cancer) o carcinoma colorrectal (CC)
derivadas del paciente. La implantacion se realiza en las almohadillas grasas gonadales de los ratones SCID. Los
tumores son dejados crecer y son luego extirpados. Los ratones desarrollan metastasis hepaticas y tumores de tipo
humano. Dicho modelo es descrito por Bumpers et al., J. Surgical Res 61:282-288 (1996).

Se espera que los anticuerpos de la invencién inhiban el crecimiento de tumores formados en dichos ratones:
Alegre et al., J. Immunol. 157:4762-70 (1996).
Allison and Krummel, Science 270:932-933 (1995).
Balzano et al., Int. J. Cancer Suppl. 7:28-32 (1992).
Blair et al. J. Immunol. 160:12-5 (1998).
Blake and Litzi-Davis, BioConjugate Chem. 3:510-513 (1992).
Boussiotis et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.90:11059-63 (1993).
Bowie et al., Science 253:164 (1991).
Bruggeman et al., PNAS USA 86:6709-6713 (1989).

Bruggeman, M. and Neuberger, M.S., in Methods:A companion to Methods in Enzymology 2:159-165 (Lerner et al.,
eds., Academic Press (1991)).

Bruggemann et al., "Human antibody production in transgenic mice:expression from 100 kb of the human IgH
locus," Eur. J. Immuno/. 21:1323-1326 (1991).

Bruggemann, M. and Neuberger, M.S., "Strategies for expressing human antibody repertoires in transgenic mice,"
Immunology Today 17:391-397 (1996).

Brunet et al., Nature 328:267-270 (1987).

Bumpers et al., J. Surgical Res. 61:282-288 (1996).

Capsey et al., Genetically Engineered Human Therapeutic Drugs (Stockton Press, NY (1988)).
Castan et al., Immunology 90:265-71 (1997).

Cepero et al., J.Exp.Med. 188:199-204 (1998).

Chen et al., "Immunoglobulin gene rearrangement in B-cell deficient mice generated by targeted deletion of the JH
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locus”, International Immunology 5:647-656 (1993).
Chen et al., Cell 71:1093-1102 (1992).

Chen et al., Human Gene Therapy 5:95-601 (1994).
Chiswell and McCafferty, TIBTECH 10:80-84 (1992).

Choi et al., "Transgenic mice containing a human heavy chain immunoglobulin gene fragment cloned in a yeast
artificial chromesome”, Nature Genetics 4:117-123 (1993).

Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).

Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Chuang et al., J. Immunol. 159:144-151 (1997)

Coligan et al., Unit 2.1, "Enzyme-linked immunosorbent assays," in Current protocols in immunology (1994).
Cwirla et al., PNAS USA 87:6378-6382 (1990).

Dariavach et al. Eur. J. Immuno/. 18:1901-1905 (1988).

Dayhoff, M.O., in Atlas of Protein Sequence and Structure, pp. 101-110 (Volume 5, National Biomedical Research
Foundation (1972)) and Supplement 2 to this volume, pp. 1-10.

de Boer et al., Eur.J.Immunol. 23:3120-5 (1993).

Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991)).
Evans et al., J. Med. Chem. 30:1229 (1987).

Fallarino et al., J. Exp. Med. 188:205-10 (1998).

Fanger et al., Immunol. Methods 4:72-81 (1994).

Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986).

Fishwild et al., "High-avidity human IgGy monoclonal antibodies from a novel strain of minilocus transgenic mice,"
Nature Biotech. 14:845-851 (1996).

Freeman et al., J.Exp.Med. 178:2185-92 (1993).

Freeman et al. J. Immunol. 161:2708-15 (1998).

Freeman et al., Science 262:907-9 (1993).

Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)).

Galfre, G. and Milstein, C.; "Preparation of monoclonal antibodies:strategies and procedures," Methods Enzymol.
73:3-46 (1981).

Gorman et al., P.N.A.S. 79:6777 (1982).

Green and Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998).
Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994).
Grosschedl et al., Cell 41:885 (1985).

Hanes and Plucthau, PNAS USA 94:4937-4942 (1997).
Harding et al., Nature 356:607-609 (1994).

Harper et al., J. Immunol. 147:1037-44 (1991).

Hathcock et al., Science 262:905-7 (1993).

Hoganboom et al., Immunol. Reviews 130:43-68 (1992).
Horspool et al., J.Immunol. 160:2706-14 (1998).
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Houghten et al., Biotechniques 13:412-421 (1992).
Houghten, PNAS USA 82:5131-5135 (1985).

Hurwitz et al., J.Neuroimmunol. 73:57-62 (1997).

Hurwitz et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 95:10067-71 (1998).

Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S. Golub and D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass.
(1991)).

Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)).

Jakobovits et al., "Germ-line transmission and expression of a human-derived yeast artificial-chromosome" Nature
362:255-258 (1993).

Jakobovits, A. et al., "Analysis of homozygous mutant chimeric mice:Deletion of the immunoglobulin heavy-chain
joining region blocks B-cell development and antibody production” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555 (1993).

Jakobovits, A., "Humanizing the mouse genome" Current Biology 4:761-763 (1994).

Jakobovits, A., "Production of fully human antibodies by transgenic mice" Current Opinion in Biotechnology 6:561-
566 (1995).

Junghans et al., in Cancer Chemotherapy and Biotherapy, 655-686 (2d edition, Chafner and Longo, eds., Lippincott
Raven (1996)).

Kabat et al. (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, N.I.H. Publication No.91-3242.

Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1987 and
1991)).

Kostelny et al., J. Immunol. 148:1547-1553 (1992).
Krummel and Allison, J.Exp.Med. 182:459-65 (1995).
Krummel et al., Int.Immunol.8:519-23 (1996).
Kuchroo et al., Cell 80:707-18 (1995).

Kwon et al., PNAS USA 94:8099-103 (1997).
LaPlanche et al., Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986).
Lenschow et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.90:11054-8 (1993).
Lenschow et al., Science 257:789-792 (1992).

Lin et al., J.Exp.Med.188:199-204 (1998).

Linsley et al., J.Exp.Med.176:1595-604 (1992).
Linsley et al., J.Exp.Med. 174:561-569 (1991).
Linsley et al., Science 257:792-795 (1992).

Liu et al., J.Immunol.139:3521 (1987).

Liu et al., P.N.A.S. 84:3439 (1987).

Lonberg et al., "Antigen-specific human antibodies from mice comprising four distinct genetic modifications" Nature
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Luhder et al., J.Exp.Med. 187:427-32 (1998).
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Markees et al., J.Clin.Invest.101:2446-55 (1998).
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Equivalentes

La descripcion y los ejemplos anteriores detallan ciertas realizaciones preferidas de la invencion y describen el mejor
modo contemplado por los inventores.

La presente divulgacion también puede caracterizarse por los siguientes objetos:

1. Un anticuerpo que es capaz de unirse a CTLA-4, comprende una secuencia de aminoacidos de region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos contigua desde dentro de una secuencia FR1 a
través de una secuencia FR3 que esta codificada por un gen familiar VH3-33 humano y que comprende al menos
uno de los aminoacidos sustituidos en las secuencias CDR1, secuencias CDR2, o secuencias marco mostradas en
la figura 2.

2. El anticuerpo del objeto 1, en donde la secuencia de aminoacidos comprende una secuencia seleccionada de un
grupo que consiste en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:64, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, y SEQ ID NO:70.

3. El anticuerpo del objeto 1, ademas comprende una una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
ligera que comprende una secuenca seleccionada de un grupo que consiste en una secuencia que comprende SEQ
ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:65, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:69, y SEQ ID NO:71.

4. El anticuerpo del objeto 2, ademas comprende una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera
que comprende una secuenca seleccionada de un grupo que consiste en una secuencia que comprende SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:65, SEQ ID
NO:67, SEQ ID NO:69, y SEQ ID NO:71.

5. Un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:1 y
una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:14.

6. Un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:2 y
una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:15.

7. Un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende SEQ ID NO:4 2
y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprend SEQ ID NO:17.

8. Un anticuerpo monoclonal humano aislado que es capaz de de unirse a CTLA-4.

9. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo es capaz de competir por la unién de CTLA-4 con un amticuerpo
seleccionado de un grupo que consiste en 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1,
12.3.1.1,y 12.9.1.1.

10. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo posee una especifidad de unién similar sustancialmente a
CTLA-4 como un anticuerpo seleccionado de un grupo que consiste en 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3,
6.1.1,11.21,11.6.1,11.7.1,12.3.1.1,y 12.9.1.1.

11. El anticuerpo del item 8, en donde el amticuerpo s eselecciona de un grupo que consiste en 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1,
4.10.2,4.13.1,4.14.3,6.1.1, 11.21, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1,y 12.9.1.1.

12. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo no es un reactivo cruzado con CTLA-4 de especies de
mamiferos inferiores.

13. El anticuerpo del item 12, en donde las especies de mamiferos inferiores comprende ratén, rata y conejo.
14. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo es un reactivo cruzado con CTLA-4 de primates.
15. El anticuerpo del item 14, en donde los primates comprenden monos cinomolgos y rhesus.

16. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo posee una selectividad por CTLA-4 sobre CD28, B7-2, CD44,
and hlgG1 of greater than about 100:1.

17. El anticuerpo del item 16, en donde la selectividad es alrededor de 500:1 o mayor.

18. El anticuerpo del item 8, en donde la afinidad de union del anticuerpo es alrededor de 10-° M o mayor.
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19. El anticuerpo del item 18, en donde la afinidad de unién del anticuerpo es alrededor de 107'® M o mayor.

20. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con un ICsp 0 menor que
alrededor 100 nM.

21. El anticuerpo del item 20, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con un ICso de menor que
alrededor de 0,38 nM.

22. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-1 con un ICsy de menor que
alrededor de 100 nM o mayor.

23. El anticuerpo del item 22, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-1 con un ICso de menor que
alrededor de 0,50 nM.

24. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IL-2 en un ensayo blast/Raji de células
T en alrededor de 500 pg/ml 0 mas.

25. El anticuerpo del item 24, en donde el anticuerpo mejora la produccién de IL-2 en un ensayo blast/Raiji de células
T en alrededor de 3846 pg/ml o mas.

26. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IFN-y en un ensayo blast/Raji de
células T en alrededor de 500 pg/ml 0 mas.

27. El anticuerpo del item 26, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IFN-y en un ensayo blast/Raji de
células T en alrededor de 1233 pg/ml o mas.

28. El anticuerpo del item 8, en donde el anticuerpo induce la produccién de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en alrededor de 500 pg/ml 0 mas.

29. El anticuerpo del item 26, en donde el anticuerpo induce la produccion de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en alrededor de 1500 pg/ml o mas.

30. El anticuerpo del item 26, en donde el anticuerpo induce la produccién de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en mas de alrededor de 30% al control.

31. El anticuerpo del item 26, en donde el anticuerpo induce la produccién de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en mas de alrededor de 50% en relacion al control.

32. Un anticuerpo humanizado que posee una especificidad de unién substancialmente similar a CTLA-4 como un
anticuerpo seleccionado de un grupo que consiste en 3.1.1, 4.1.1,4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3,6.1.1, 11.2.1, 11.6.1,
11.7.1,12.3.1.1,y 12.9.1.1.

33. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo es un reactivo no cruzado con CTLA-4 de especies de
mamifero inferior.

34. El anticuerpo del item 33, en donde las especies de mamiferos inferiores comprenden ratén, rata y conejo.
35. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo es un reactivo no cruzado con CTLA-4 de primates.
36. El anticuerpo del item 35, en donde los primates comprenden monos cinomolgos y rhesus.

37. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo posee una slectividad de CTLA-4 sobre CD28, B7-2, CD44, y
hlgG1 de mayor de alrededor de 100:1.

38. EL anticuerpo del item 37, en donde la sleectividad es alrededor de 500:1 o mayor.
39. El anticuerpo del item 32, en donde la afinidad de union del anticuerpo es alrededor de 10-° M o mayor.
40. El anticuerpo del item 39, en donde la afinidad de unién del anticuerpo es alrededor de 107" M o mayor.

41. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con un ICso de menos de
alrededor de 100 nM.

42. El anticuerpo del item 41, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con un ICso de menos de
alrededor de 0,38 nM.

43. El anticuerpo 32, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-1 con un ICso de menos de alrededor
100 nM o mayor.

44. El anticuerpo del item 43, en donde el anticuerpo inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-1 con un ICsp de menos de
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alrededor 0,50 nM.

45. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IL-2 en ensayos blast/Raji de células T
en alrededor de 500 pg/ml o0 mas.

46. El anticuerpo del item 45, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IL-2 en ensayos blast/Raiji de células T
en alrededor de 3846 pg/ml o mas.

47. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IFN-y en ensayos blast/Raji de células
T en alrededor de 500 pg/ml 0 mas.

48. El anticuerpo del item 47, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IFN-y en ensayos blast/Raji de células
T en alrededor de 1233 pg/ml 0 mas.

49. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo mejora la produccién de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en mas de alrededor de 500 pg/ml o mas.

50. El anticuerpo del item 49, en donde el anticuerpo mejora la producciéon de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en mas de alrededor de 1500 pg/ml o mas.

51. El anticuerpo del item 32, en donde el anticuerpo mejora la producciéon de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en mas de alrededor de 30% en proporcion al control.

52. El anticuerpo del item 50, en donde el anticuerpo mejora la produccion de IL-2 en un ensayo hPBMC o
superantigeno de sangre completa en mas de alrededor de 50% en proporcion al control.

53. Un anticuerpo que se une a CTLA-4, que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que
comprende secuencias FR1, FR2, y FR3 humanas codificadas por el gen humano VH 3-33 familiarmente operable
encuadrada con una secuencia CDR1, CDR2, y CDRS3, siendo las secuencias CDR1, CDR2, y CDR3
independientemente seleccionadas de secuencias CDR1, CDR2, y CDR3 ilustradas en la Figura 2.

54. El anticuerpo del item 32, que comprende ademas cualquiera de las mutaciones somaticas de las secuencias
FR1, FR2, y FR3 como se ilustrasn en la Figura 2.

55. Un anticuerpo que se une a CTLA-4, que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que
comprende secuencias FR1, FR2, y FR3 humanas codificadas por el gen humano VH 3-33 familiarmente operable
encuadrada con una secuencia CDR1, CDR2, y CDR3, cual anticuerpo tiene las siguientes propiedades:

una afinidad de union por de CTLA-4 alrededor de 10-° o mayor;

inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1 con un ICsq de alrededor de 100 nM o menor;

inhibe la union entre CTLA-4 y B7-2 1 con un ICs de alrededor de 100 nM o menor; y
mejor la produccion de citoquina en un ensayo de células T humanas de 500 pg/ml o mas.

56. Un anticuerpo que se une a CTLA-4, que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que
comprende secuencias FR1, FR2, y FR3 humanas codificadas por el gen humano VH 3-33 familiarmente operable
encuadrada con una secuencia CDR1, CDR2, y CDRS ilustradas en las Figuras 2 y 3, cual anticuerpo tienen las
siguientes propiedades:

una afinidad de union por de CTLA-4 alrededor de 10-° o mayor;

inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1 con un ICsq de alrededor de 100 nM o menor;

inhibe la union entre CTLA-4 y B7-2 1 con un ICs de alrededor de 100 nM o menor; y
mejora la produccion de citoquina en un ensayo de células T humanas de 500 pg/ml o mas.

57. Un sistema celular de cultivo para el ensayo de la estimulacion de células T, que comprende un cultivo de
blastos de células T humanos co-cultivadas con una linea celular Raiji.

58. Un sistema de cultivo celular del item 57, en donde los blastos de células T se lava al cultivo anteriormente con
la célula lienar Raji.

59. Un ensayo para medir la estimulacion de células T, que comprende:

proporcionar un cultivo de blastos de células T humanos y una linea celular Raji cell line; que pone en contacto el
cultivo con un agente, y
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medir la produccion de citoquina por el cultivo.

60.
61.
62.
63.
64.
65.

66

El ensayo del item 59, en donde los blastos de células T se lavan antes del cultivo con la linea celular Raiji.
El ensayo del item 59, en donde la citoquina es IL-2.

El ensayo del item 59, en donde la citoquina es IFN-y.

El ensayo del item 59, en donde la produccién de citoquina se evalda en un sobrenadante aislado del cultivo.
El ensayo del item 59, en donde el agente es un anticuerpo.

El ensayo del item 59, en donde el anticuerpo se une a CTLA-4.

. Un ensayo funcional para la deteccion de un resto para la funcién estimulatoria de células T, que comprende:

proporcionar un cultivo de blastos de células T humanos y una linea celular;

poner en contacto el cultivo con el resto; y

evaluar la produccién de citoquina por el cultivo.

67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.

El ensayo del item 66, en donde los blastos de células T se lavan antes del cultivo con la linea celular Raiji.
El ensayo del item 66, en donde la citoquina es is IL-2.

El ensayo del item 66, en donde la citoquina es IFN-y.

El ensayo del item 66, en donde la produccién de citoquina se evalda en un sobrenadante aislado del cultivo.
El ensayo del item 66, en donde el resto es un anticuerpo.

El ensayo del item 66, en donde el anticuerpo se une a CTLA-4.

Un ensayo funcional para la deteccion de un resto para la funcién estimulatoria de células T, que comprende:

blastos de células T y una linea celular Raji y una linea celular Raji con un agente y evaluacién de la produccion de
citoquinas por el cultivo.

74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.

El ensayo del item 73, en donde los blastos de células T se lavan antes del cultivo una la linea celular Raiji.
El ensayo del item 73, en donde la citoquina es is IL-2.

El ensayo del item 73, en donde la citoquina es IFN-y.

El ensayo del item 73, en donde la produccién de citoquina se evalda en un sobrenadante aislado del cultivo.
El ensayo del item 73, en donde el agente es un anticuerpo.

El ensayo del item 73, en donde el anticuerpo se une a CTLA-4.

Un método para seleccionar un agente para la actividad de estimulacion de células T, que comprende:

poner en contacto el agente con un cultivo celular que comprende blastos de células T humanos y una linea celular
Raji; y

evaluar la produccién de citoquinas por el cultivo.

81.
82.
83.
84.
85.
86.

El ensayo del item 80, en donde los blastos de células T se lavan antes del cultivo una la linea celular Raiji.
El ensayo del item 80, en donde la citoquina es is IL-2.

El ensayo del item 80, en donde la citoquina es IFN-y.

El ensayo del item 80, en donde la produccién de citoquina se evalia en un sobrenadante aislado del cultivo.
El método del item 80, en donde el agente es un anticuerpo se une a CTLA-4.

Un ensayo para medir la estimulacion de células T, que comprende:

proporcionar una poblacion de células mononucleares perféticas humanas o sangre completa humana estimulada
con enterotoxina A de estafilococo.
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poner en contacto el cultivo con un agente, y
medir la produccion de citoquina por la poblacion de células.
87. El ensayo del item 86, en donde la citoquina es is IL-2.

88. El ensayo del item 86, en donde la produccion de citoquina se mide en el sobrenadante aislado de la poblacion
celular.

89. El ensayo del item 86, en donde el agente es un anticuerpo.
90. El ensayo del item 86, en donde el anticuerpo se une a CTLA-4.
91. Un ensayo funcional para la deteccion de un resto para la funcién estimulatoria de células T, que comprende:

proporcionar una poblaciéon celular mononucleares de sangre periférica humana o sangre completa estimulada
humana con enterotoxina A de estafilococo;

poner en contacto el cultivo con el resto; y
evaluar la produccién de citoquina por la poblacién celular.
92. El ensayo del item 91, en donde la citoquina es is IL-2.

93. El ensayo del item 91, en donde la produccion de citoquina se evalia en un sobrenadante aislado de la
poblacién celular.

94. El ensayo del item 91, en donde el resto es un anticuerpo.
95. El ensayo del item 91, en donde el anticuerpo se une a CTLA-4.

96. Un ensayo de estimulacion de células T para la funcién inhibitoria de CTLA-4, que comprende poner en contacto
una poblaciéon de células mononucleares de sangre periférica humana o sangre completa estimulada humana con
enteroxina A de estafilococo con un agente y evaluar la produccion de citoquina por la poblacién celular.

97. El ensayo del item 96, en donde la citoquina es is IL-2.

98. El ensayo del item 91, en donde la produccion de citoquina se evalia en un sobrenadante aislado de la
poblacién celular.

99. El ensayo del item 96, en donde el agente es un anticuerpo.
100. El ensayo del item 96, en donde el anticuerpo se une a CTLA-4.
101. Un método para detectar un agente para la actividad estimulatoria de células T, que comprende:

poner en contacto el agente con una poblacién de células mononucleares de sangre periférica humana o sangre
compleata estimulada humana con enterotoxina A de estafilofilococo; y

evaluar la produccién de citoquina por la poblacién celular.
102. El método del item 101, en donde la citoquina es IL-2.

103. El método del item 101, en donde la produccién de citoquina se evalla en un sobrenadante aislado de la
poblacién celular.

104. El método del item 101, en donde el agente es un anticuerpo que se une a CTLA-4.
Listado de secuencias

<110> ABGENIX, INC. PFIZER INC.

<120> ANTICUERPOS MONOCLONALES HUMANOS PARA CTLA-4

<130> ABX-PF1 PCT

<140>PCT/US99/30895
<141> 1999-12-23

<150>60/113,647
<151> 1998-12-23
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15

Arg Gin Ala Pro
30

Asp Gly Arg Asn
45

Ile Ser Arg Asp
Leu Arg Ala Glu
80

Leu Gly Pro Leu
95

Ser Ala Ser Thr
110
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Lys

Glu

Gly

Ser
130

Pro Val

145

Thr

<210>7
<211>172
<212> PRT

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

65

Val

Asp

Ser

Ser

Asp

145

Thr

<210> 8
<211> 153
<212> PRT

Gly

Val

Arg

Ile

50

Ser

Thr

Tyr

Ser

Arg

130

Tyr

Ser

<213> Homo sapiens

Pro
115
Thr

Thr

Pro

Pro
Ser
Gln

35
Gly
vVal
Ala
Tyr
Ala
115
Ser

Phe

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

Gly

Gly

20

His

Asn

Asp

Ala

Gly

100

Ser

Thr

Pro

Val

Val

Ala

Ser

Val
165

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

85

Ile

Thr

Ser

Glu

His
165

ES 2706 547 T3

Phe

Leu

Trp

150

Leu

vVal

Ser

Gly

Tyr

Ser

70

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

150

Thr

Pro

Gly
135

Asn

Gln

Lys

Ile

Lys

Tyr

55

Lys

Ala

Val

Gly

Ser

135

Val

Phe

Leu Ala
120

Pro

Cys Leu val

Ser Gly Ala

Pro Ser

Ser Ser
25

Gly Leu
40
Asn Pro
Asn Gln
Val Tyr
Trp Gly
105
Pro Ser
120
Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

57

Gln

10

Gly

Glu

Ser

Phe

Tyr

80

Gln

Val

Ala

Ser

Val
170

Cys

Lys

Leu
155

Ile

Gly

Trp

Leu

Ser

75

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp
155

Ser

Asp
140

Thr

Leu

His

Ile

Lys

60

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Arg Ser Thr Ser

125

Tyr

Ser

Ser

Tyr

Gly

45

Ser

Lys

Arg

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Phe Pro Glu

Gly Val His

Leu

Trp

30

Tyr

Arg

Leu

Asp

Val

110

Ala

Leu

Gly

Thr

15

Ser

Ile

Val

Ser

Ser

95

Thr

Pro

val

Ala

160

Cys

Trp

Tyr

Thr

Ser

80

Gly

Val

Cys

Lys

Leu
160
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15

<400> 8
Pro Gly Arg Ser Leu
1 5
Ser Ser His Gly Ile
20
Glu Trp Val Ala Val
35
Asp Ser Val Lys Gly
50
Thr Leu Tyr Leu Gln
65
Tyr Tyr Cys Ala Arg
85
Gln Gly Thr Leu Val
100
Val Phe Pro Leu Ala
115
Ala Leu Gly Cys Leu
130
Ser Trp Asn Ser Gly
145
<210>9
<211> 167
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD_RES
<222> (103)
<223> Cualquier aminoacido
<400> 9
Gly Val val Gln Pro
1 5
Gly Phe Thr Phe Ser
20
Gly Lys Gly Leu Glu
35
Lys Tyr Tyr Ala Asp
50
BAsn Ser Lys Asn Thr
65

ES 2706 547 T3

Arg

His

Ile

Arg

Met

70

Val

Thr

Pro

vVal

Ala
150

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu
70

Trp

Trp

Phe

55

Asn

Ala

Val

Cys

Lys

135

Leu

Arg

Tyr

Val

Val

55

Tyr

Ser

Val

Tyr

40

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser

120

Asp

Thr

Ser

Gly

Ala

40

Lys

Leu

Cys

Arg

25

Asp

Ile

Leu

Leu

Ser

105

Arg

Tyr

Ser

Leu

Met

25

Val

Gly

Gln

58

Ala

10

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

80

Ala

Ser

Phe

Arg

10

His

Ile

Arg

Met

Ala

Ala

Arg

Arg

Ala

75

Pro

Ser

Thr

Pro

Leu

Trp

Trp

Phe

Asn
75

Ser

Pro

Asn

Asp

60

Glu

Leu

Thr

Ser

Glu
140

Ser

Val

Tyr

Thr

60

Ser

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Asp

Lys

Glu

125

Pro

Cys
Arg
Asp

45

Ile

Leu

Thr Phe
15

Phe

Lys Gly Leu

30

Asp Tyr Ala

Lys Asn

Sér

Ala Val
80

Thr

Trp Gly
95

Tyr
Gly Pro Ser
110

Ser Thr Ala

Val Thr Val

Ala Ala Ser
15

Gln Ala Pro
30

Gly Ser Asn

Ser Arg Asp

Arg RAla Glu
80



10

Asp Thr

Tyr Tyr

Thr Val

Pro Cys
130

Val Lys

145

Ala Leu

<210> 10
<211> 151
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

65

Asp

Ala

Ser

Thr

Pro
145

<210> 11
<211> 146
<212> PRT

Val

Phe

Lys

Tyr

50

Ser

Thr

Met

Thr

Ser

130

Glu

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

BAla

Tyr

Ser
115

Ser

Asp

Thr

Val

Thr

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Asp

Lys

115

Glu

Pro

ES 2706 547 T3

Val Tyr Tyr

Tyr
100

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gln
Phe

20
Leu
Ala
Asn
vVal
Val
100
Gly

Ser

Val

85

Tyr Arg

Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

150

Gly Val

165

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

85

Trp

Pro

Thr

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Gly

Ser

Ala

Val
150

Cys
Xaa
Thr

Ser
135

Glu

His

Arg
Tyr
val
Val

55
Tyr
Cys
Gin
Val
Ala

135

Ser

Ala

Asp

Lys

120

Glu

Pro

Ser

Gly

Ala
40

Lys.

Leu

Ala

Gly

Phe

120

Leu

Arg

vVal
105

Gly

Ser

Val

Leu
Met

25
Val
Gly
Gln
Arg
Thr
105

Pro

Gly

59

Asp

50

Trp

Pro

Thr

Thr

Arg

10
His
Ile
Arg
Met
Gly

90
Thr

Leu

Cys

Pro

Gly

Ser

Ala

Val
155

Trp

Trp

Phe

Asn

75

Ala

Val

Ala

Leu

Arg

Gln

Val

Ala
140

Ser

Ser

Val

Tyr

Thr

60

Ser

Val

Thr

Pro

Val

140

Gly Ala
Gly Thr
110

Phe Pro
125

Leu Gly

Trp Asn

Cys Ala

Arg Gln

30

Asp Gly

45

Ile Ser

Leu Arg

Val val

Val Ser

110

Cys Ser
125

Lys Asp

Thr Leu
85

Thr Val

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly
160

Ala Ser

15

Ala Pro

Ser His

Arg Asp

Ala Glu

80

Pro Ala

95

Ser Ala

Arg Ser

Tyr Phe
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<222> (22)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 11

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

65

Thr

Leu

Thr

Ser

Glu
145

<210> 12
<211> 174
<212> PRT

Val

Thr

Gly

Tyr

50

Lys

Ala

Asp

Lys

Glu

130

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ser Gly

1

Ala Ala

Gln Ala

Gly

Ser
50

Gln
Phe
Leu

35
Ala
Asn
val
Tyr
Gly

115

Ser

Gly
Ser
Pro

35

Asn

Pro

Ser

20

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

100

Pro

Thr

Gly
Gly
20

Gly

Lys

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Gly

Ser

Ala

val

Phe

Lys

Tyr

ES 2706 547 T3

Arg

Xaa

Val

Val

Tyr

70

Cys

Gln

Val

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ala

Lys

55

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu
135

Gln

Phe

Leu

Rla
55

Leu

Met

Val

40

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

120

Gly

Pro

Ser

Glu

40

Asp

Arg
His

25
Ile
Arg
Met
Gly
Leu
105

Leu

Cys

Gly
Ser
25

Trp

Ser

60

Leu

10

Trp

Trp

Phe

Asn

Thr

90

Val

Ala

Leu

Arg
10
Tyr

val

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

75

Met

Thr

Pro

Val

Ser

Gly

Ala

Lys

Cys

Arg

Asp

Ile

60

Leu

Ile

Val

Cys

Lys
140

Leu

Val

vVal

Gly
60

Ala Ala Ser
15

Gln Ala Pro
30

Gly Ser His
45

Ser Arg Asp

Arg Ala Glu

Val Val Gly
95

Ser Ser Ala
110

Ser Arg Ser
125

Asp Tyr Phe

Arg Leu Ser
15

His Trp Val
30

Ile Trp Tyr
45

Arg Phe Thr

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

80

Thr

Ser

Thr

Pro

Cys

Arg

AsSp

Ile
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Ser
65

Arg

Asp

Thr

Leu

Cys

145

Ser

<210> 13
<211> 163
<212> PRT

Arg

Ala

Phe

Val

Ala

130

Leu

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 13

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys

65
Ala
Phe
Thr
Ser

Glu
145

Gln

Phe

Leu

Ala

50

Asn

Val

Asp

Lys

Glu

130

Pro

Asp

Glu

Trp

Thr

115

Pro

Val

Ala

Pro

Ser

Glu

35

Glu

Thr

Tyr

Phe

Gly

115

Ser

val

Asn

Asp

Ser

100

Val

Cys

Lys

Leu

Asn

20

Trp

Ser

Leu

Tyr

Trp

100

Pro

Thr

Thr

Ser

Thr

85

Gly

Ser

Ser

Asp

Thr
165

Arg

Tyr

val

Val

Tyr

Cys

85

Gly

Ser

Ala

Val

ES 2706 547 T3

Lys

70

Ala

Arg

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Ala

Val

Lys

Leu

70

Ala

Gln

Val

Ala

Ser
150

Ser

Val

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly’

Leu

Met

Val

Gly

55

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

135

Trp

Thr

Tyr

Gly

Ser

120

Thr

Pro

Val

Arg

His

Ile

40

Arg

Met

Asp

Thr

Pro

120

Gly

Asn

Leu

Tyr

Met

105

Thr

Ser

Giu

His

Leu

Trp

25

Trp

Phe

Asn

Gln

Leu

105

Leu

Cys

Ser

Tyr

Cys

90

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr
170

Ser

10

val

His

Thr

Ser

Gly

90

Val

Ala

Leu

Gly

His Thr Phe

61

Leu

75
Ala
Val
Gly
Ser
Val

155

Phe

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu
75

Thr

Thr

Pro

val

Ala
155

Gln Met Asn

Arg Asp Ser

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Ala

Gln

Gly

Ser

60

Arg

Gly

Val

Cys

Lys

140

Leu

Gly
Ser
125
Ala

Val

Ala

Ala

Ala

Asn

45

Arg

Ala

Trp

Ser

Ser

125

Asp

Thr

Gln

110

val

Ala

Ser

Val

Ser

Pro

30

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

110

Arg

Tyr

Ser

Ser

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Gly

15

Gly

Lys

Asn

Asp

Gly

95

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn
160

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

80

Gly

Ser

Thr

Pro

Val
160
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<210> 14
<211> 235
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met
Asp
Leu
Ile
Pro

65
Asp
Ser
Gly
Arg
Gln
145
Tyr
Sei‘
Thr
Lys
Pro

225

<210> 15
<211> 233
<212> PRT

Glu

Thr

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

Thr

Thr

130

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

210

vVal

<213> Homo sapiens

<400> 15

Thr

Thr

Pro

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

115

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

195

Lys

Thr

Pro

Gly

20

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

180

Leu

Val

Lys

Ala

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

85

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

165

Gln

Ser

Tyr

Ser

ES 2706 547 T3

Gln

Ile

Arg

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
230

Leu

Val

Ala

Ala

55

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

215

Asn

Leu

Leu

Thr

40

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

120

Val

Ser

Gln

Val

Leu

200

Glu

Arg

62

Phe

Thr

25

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

185

Thr

Val

Gly

Leu

10

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

90

val

Gly

Ile

Val

Lys

170

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu

Ser

Cys

Gln

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Val

Gln

Ser

His

Cys
235

Leu

Pro

Arg

Arg

60

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

140

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
220

Leu

Gly

Ala

45

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

125

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

205

Gly

Trp

Thr

30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

190

Asp

Leu

Leu

15

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

95

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

175

Asp

Tyr

Ser

Pro

Ser

Ser

Ala

Pro

80

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

160

Gln

Ser

Glu

Ser
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Met Glu Thr Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser
20 25 30

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser Val Ser
35 40 45

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
50 55 60

Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg
65 70 : 75 80

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg
85 90 95

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ile
100 105 110

Ser Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr
115 120 125

Val Ala RAla Pro-Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu
130 135 140

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly
165 170 175

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr
180 185 190

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His
195 200 205

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
210 215 220

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 16
<211>139

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
1 5 10 15

63



Ala

Gly

Gly

Leu

65

Gln

Asp

Ser

Asn

<210> 17
<211> 234
<212> PRT

Ser

Gln

Ile

50

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn
130

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

Asp

Leu

Val

Arg

65

Arg

Arg

Ile

Thr

Glu

Thr

Ser

Ser

50

Pro

Phe

Leu

Ser

Val
130

Gln

Ala

35

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

115

Phe

Thr

Thr

Pro

35

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

115

Ala

Ser

20
Pro
Asp
Ser
Gly
Arg
100

Gln

Tyr

Pro

Gly

20

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Phe

Ala

val

Arg

Arg

Arg

Arg

85

Thr

Leu

Pro

Ala

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

ES 2706 547 T3

Ser

Leu

Phe

Leu

70

Ser

Val

Lys

Arg

Gln

Ile

Arg

Ala

Gly

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

Leu

Ser

55

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu
135

Leu

Val

Ala

Trp

55

Val

Ser

Phe

Gly

Val
135

Tyr

Ile

40

Gly

Pro

Phe

Ala

Gly

120

Ala

Leu

Leu

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro

120

Phe

Leu

25
Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
105

Thr

Lys

Phe

Thr
25

Ser
Thr
Val
105

Gly

Ile

64

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

90

Ser

Ala

Val

Leu

10
Gln
Ser
Gln
Arg
Asp

S0
Tyr

Thr

Phe

Trp

Ala

Ser

Phe

75

Gly

val

Ser

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Tyr

Ser

Gly

60

Ala

Pro

Phe

Val

Leu

Pro

Arg

Pro

60

Thr

Thr

Cys

vVal

Pro
140

Gln

Ser

45

Thr

Val

Gly

Ile

Val
125

Leu

Gly

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

125

Ser

Gln

30

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

110

Cys

Trp

Thr

30

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

95

Pro

Leu

Leu

i5

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Tyr

Lys

Gliu

Pro

Thr

Thr

Cys

80

Val

Pro

Leu

Pro

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Ser

Gly

Arg

Gln
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Leu
145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210> 18
<211> 152
<212> PRT

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 18
Gln

Thr

Gln

Leu

Asn

65

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
145

<210> 19
<211> 142
<212> PRT

Ser

Cys

Lys

Gln

50

Phe

Lys

Pro

Leu

130

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 19

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Pro

Arg

Pro

35

Ser

Thr

Cys

val

Pro

115

Leu

Asn

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Ser

Ala

20

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

100

Ser

Asn

Ala

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

85

Ile

Asp

Asn

Leu
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Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

70

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
150

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

55

Asn

Tyr

Arg

Gln

Tyr

135

Ser

val

Trp

Thr

Thr
200

Ala
Ile
Asn

40
Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
120

Pro

Gly

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Ser

Asn

25

Phe

Phe

Leu

Thr

vVal

105

Lys

Arg

65

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Val

10

Thr

Leu

Arg

His

Pro

90

Ala

Ser

Glu

Leu
155
Asp
Asp

Lys

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

75

Phe

Ala

Gly

Ala

Leu Asn Asn Phe Tyr

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

205

Gly Leu
220

Asp Arg

Leu Ile

Ser Ala

45

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

125

Lys Val
140

Leu
Asp

190

Ser

Val
Trp

30
Thr

Ser

Phe

‘Gly

Val
110

Ser

Gln

Gln
175
Ser

Glu

Ser

Thr

15
Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro

95
Phe

Val

Trp

160

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Gln

Ile

Thr

Thr

80

Gly

Ile

val

Lys
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Ser
Cyé
Gln
Arg
Asp

65
Tyr
Thr
Phe
Cys

<210> 20

<211> 155
<212> PRT

Pro

Arg

Lys

Ala

50

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
130

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ser

Cys

Lys

Phe

Phe

65

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

50

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

Pro

35

Thr

Thr

Cys

val

Pro

115

Leu

Asp
Ala
Asp

35

Gly

His

Glu

Thr

Ser

20

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

100

Ser

Asn

Phe

Ser
20

Gln

vVal

Thr

Gln

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

Gln

85

Ile

Asp

Asn

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

Ser

85

Lys

ES 2706 547 T3

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

70

Tyr

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Pro

Ser

Asn

70

Ser

Arg

Pro

Asp

55

Ser

Gly

Arg

Gln

Tyr
135

Val

Ile

Lys

Arg

55

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser

Arg

40

Ser

Arg

Thr

Thr

Leu

120

Pro

Thr

Gly

Leu

40

Phe

Leu

Leu

val

Pro

Ser

25

Leu

Phe

Leu

Ser

Val

105

Lys

Arg

Pro

Ser

25

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

66

Gly

10

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

90

Ala

Ser

Glu

Lys Glu

10

Ser Leu

Ile Lys

Gly Ser

Ala Glu

Leu Thr

90

Ala

Pro

Glu

Phe

Ile

Gly

Pro

75

Phe

Ala

Gly

Ala

75

Lys

His

Tyr

Gly

Asp

Phe

Ser

Arg

Leu

Tyr

Ser

60

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
140

60

Val

Trp

Ala

45

Ser

Ala

Gly

vVal

Ala

Ala

Arg

45

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

125

Val

Thr L

eu Ser
15

Trp Tyr Gln

30

Pro Ser Ser

Ser G

ly Thr

Phe Ala Leu

80

Gly Pro Gly

85

Val Phe Ile

110

Ser VvVal Val

Gln

Thr Ile

15

Tyr Gln
30

Ser Gln
Gly Thr

Ala Thr

Gly Gly

95

Phe Ile

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

80

Thr

Phe
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100 105 110

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
115 120 125

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu ARla Lys Val Gln Trp Lys Val
130 135 140

Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu
145 150 155

<210> 21

<211> 146

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
20 25 30

Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser
35 40 45

Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
50 55 60

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val
65 70 75 80

-Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly
85 90 95

Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
100 105 110

Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
115 120 125

Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
130 135 140

Gly Gly
145

<210> 22

<211>139

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
1 5 10 15

67
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Arg

Pro

Ser

Thr

65

Cys

Val

Pro

Leu

<210> 23
<211> 134
<212> PRT

Ala

Gly

Gly

50

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn
130

<213> Homo sapiens

<400> 23

Thr
Ile
Gln
Ile
Pro

65
Thr
Gly

Ile

vVal

<210> 24
<211> 150
<212> PRT

Gln

Thr

Gln

Leu

50

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys
130

Ser

Lys

35

vVal

Thr

Gln

Ile

Asp

115

Asn

Ser

Cys

Lys

35

Gln

Phe

Tyr

Lys

Pro

115

Leu

Gln

20

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

100

Glu

Phe

Pro

Arg

20

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

100

Pro

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

85

Arg

Gln

Tyr

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

85

Asp

Ser

Asn

ES 2706 547 T3

Ile

Lys

Arg

Ser

70

Ser

Thr

Leu

Pro

Ser

Ser

Lys

vVal

Thr

70

Gln

Ile

Asp

Asn

Asn

Leu

Phe

55

Leu

Thr

Val

Lys

Arg
135

Leu

Gln

Ala

Pro

55

Ile

Ser

Lys

Glu

Ser

Leu

40

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

120

Glu

Ser

Asn

Pro

40

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln
120

Tyr

25
Ile
Gly
Pro
Phe
Ala
105

Gly

Ala

Ala

Ile

25

Lys

Gly

Ser

Ser

Thr

105

Leu

68

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

80

Pro

Thr

Lys

Ser

10

Ser

Phe

Phe

Leu

Thr

90

Val

Lys

Asp

Ala

Gly

Asp

75

Phe

Ser

Ala

Val

Val

Arg

Leu

Ser

Gln

75

Pro

Ala

Ser

Trp

Ala

Ser

60

Phe

Gly

Val

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ala

60

Pro

Phe

Ala

Gly

Tyr
Ser

45
Gly
Ala
Pro

Phe

val
125

Asp
Leu
Tyf

45
Ser
Glu
Thr

Pro

Thr
125

Gln

30
Ser
Thr
Thr
Gly
Ile

110

Val

Arg
Aén

30
Val
Gly
Asp
Phe
Ser

110

Ala

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

95

Phe

Cys

Val

15

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

85

Val

Ser

Lys

Gln

Phe

Tyr

80

Lys

Pro

Leu

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

80

Pro

Phe

Val
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<213> Homo sapiens

<400> 24

Thr

Ile

Gln

Ser

Ile

65

Thr

Gly

Ile

val

Lys
145

<210> 25
<211> 139
<212> PRT

Gln

Thr

Gln

Leu

50

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

130

Val

<213> Homo sapiens

<400> 25

Pro

Arg

Trp

Val

Ser
65

Leu

Ser

Phe

Ser

50

Gly

Ser

Cys

Lys .

35

Gln

Cys

Tyr

Arg

Pro

115

Leu

Asp

Ser

Ser

Gln

35

Asn

Thr

Pro

Arg

20

Gly

Thr

Cys

Val

100

Pro

Leu

Asn

Leu

Gln

20

Gln

Trp

Asp

ES 2706 547 T3

Ser Ser
5

Ala Ser

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

70

Gln Gln
85

Asp Ile

Ser Asp

Asn Asn

Ala Tyr
150

Pro Val

5

Ser Leu

Arg Pro

Asp Ser

Phe Thr
70

Leu

Gln

Ala

Pro

55

Ile

Ser

Glu

Glu

Phe
135

Thr

Val

Gly

Gly

55

Leu

Ser

Ser

Pro

40

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln

120

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Ala

Ile

25

Arg

Arg

Ser

Ile

Thr

105

Leu

Pro

Gly

Ser

Ser

10

Cys

vVal

Phe

Leu

Thr

90

vVal

Lys

Arg

Gln

Val

Asn

Leu

Ser

Gln

75

Pro

Ala

Ser

Glu

10

25

40

vVal

Lys

69

Ser

Pro

Ile

Asp

Pro

Asp

Ser

Gly Asp

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

60

Pro Glu

Phe Thr

Ala Pro

Gly Thr

45

Arg

Ala

Asp

Ser

Asn T

30

Gly S

Phe G

110

125

Ala Lys

140

Pro Ala

Gly Asn

Arg Arg

Arg Phe

60

Arg Val

75

Ser

Thr

Leu

45

Ser

Glu

Ala S

val G

Ile
Tyr

30
Ile

Gly

Ala

Val Thr

15

rp Tyr

Ala Ser

er Gly

Phe Ala

80

ly Pro
95

Val Phe

er Val

1n Trp

Ser Cys

15

Leu Asn

Tyr Lys

Ser Gly

Glu Asp

80



10

15

Val Gly Val

Gly Gln Gly Thr

Val Phe

Ser Val

Ile

85

100

115

130

<210> 26
<211> 133
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Pro Gly

His Ser

Gln Ser

Val Pro
50

Lys Leu
65

Gln Ala

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe
130

<210> 27
<211> 1392
<212> ADN

Glu

Asn

Pro

35

Asp

Ser

Leu

Arg

Gln

115

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 27

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagegt
ggcaaggggc

Val

Pro

Gly

20

Gln

Arg

Arg

Gln

Thr

100

Leu

Pro

Phe

Cys

Ala

Tyr

Leu

Phe

Val

Thr

85

Val

Lys

Arg

Lys

Pro

Leu

Ser

Asn

Leu

Ser

Glu

70

Pro

Ala

Ser

ES 2706 547 T3

Tyr Tyr Cys Met

val Glu

Pro Ser

Leu Asn

Ile

Lys

90

105

Asp Glu

120

135

Ile

Tyr

Ile

Gly

55

Ala

Leu

Ala

Gly

Ser

Leu

Tyr

40

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
120

ggctgagctg ggttttccte
tggagtctgg gggaggcgtg
ctggattcac cttcagtagc
tggagtgggt ggcagttata

Asn

Cys

Asp

25

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

105

Ala

gttgctcttt taagaggtgt ccagtgtcag
gtccagecctg ggaggtccct gagactctcce
catggcatgc actgggtccg ccaggctcca
tggtatgatg gaagaaataa atactatgca

70

Phe

Arg

10
Trp
Gly
Ser
Val
Gly

90

Val

Ser

Gln

Tyr

Ser
Tyr
Ser
Gly
Gly

75
Gly

Phe

Val

Pro

Ser

Leu

Asn

Thr

60

val

Gly

Ile

Val

110

125

Gln

Gln

Arg

45

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys
125

Ser

Lys

30

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

110

Leu

Leu

15

Pro

Ser

Thr

Cys

vVal

85

Pro

Leu

Gln Gly Ser His Trp Pro Pro Thr Phe

95

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser

Leu Lys Ser Gly Thr Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

80

Glu

Ser

Asn

60

120
180
240
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<210> 28

gactccgtga
caaatgaaca
ttcggtectt
aagggcccat
gcecctggget
ggcgctctga
tcecctcagea
aacgtagatc
gtcgagtgcce
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcce
gggcagcecgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

<211> 1395
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 28

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagcgt
ggcaaggggce
gactccgtga
caaatgaaca
ctggggtcct
accaagggcc
gcggecectgg
tcaggcegctc
tactccctca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagce

" ttcttectet

<210> 29
<211> 48

tcatgctceceg
tctccgggta

9

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 29

agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttccc
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccce
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccagceccce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actttgacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccgtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgttgtgea
gcctcccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

ES 2706 547 T3

caccatctec
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgecce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccectce
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcece
cttctacccc
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

ggttttcctce
gggaggcgtg
cttcagtaac
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctggggccag
cccceectggeg
caaggactac
cgtgcacacc

gaccgtgccc.

cagcaacacc
cccagcacca
cctcatgatc
ccccgaggtce
gccacgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccceccca
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcecac

agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtceca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcee
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccatge
agcaggtggc
cactacacgc

gttgctcttt
gtccagectg
tatggcatgce
tggtatgatg
agtgacaatt
gctgtgtatt
ggaaccctgg
ccctgeteca
ttccececgaac
ttcccagetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tcccggacce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tccegggagg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt
aaccactaca

71

ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tcaccgtctce
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgcecgtgga
tgctggactc
ggcagcaggyg
cgcagaagag

gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
caaatgttgt
cctectteece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagcccega
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttce
cgtcttctca
ctcectgtet

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
acactatgga
gctgtatctg
aggagagaga
ctcagcctcce
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttcctcttce
gtgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctctcectg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1395
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15

20

cctgggaggt
atccactggg
gatggaagaa
aattccaaga
tattactgtg
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacag

<210> 30

<211> 1392

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31
<211> 50

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagcgt
ggcaaggggc
gactccgcga
caaatgaaca
ctgggttact
aagggcccat
gcectgggcet
ggcgetctga
tccctcagea
aacgtagatc
gtcgagtgce
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcce
gggcagceceag
ttcctctaca
tgctccegtga
ccgggtaaat

7

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 31

<210> 32
<211> 50

ggcgtggtcee
agtagctatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
tggggccaag
ccecctggege

ccctgagact
tccgecagge
ataaagacta
agacgctgta
cgagagtggc
cctcagecctc
ccgagagcac
tgtcgtggaa

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttccc
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgeccecc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcececagecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga
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ctcctgtgea
tccaggcaag
tgcagactcc
tttgcaaatg
cccactgggg
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgct

gcgtctggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
ccacttgact
ccatcggtct

ggctgcctgg
ctgaccagcg

tcaccttcag
gggtggcagt
gattcaccat
gagccgagga
actggggcca
tcccectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac

tagtcatggc
tatatggtat
ctccagagac
cacggctgtg
gggaaccctg
gccectgetcee
cttcceccgaa
cttcccaget

60

120
180
240
300
360
420
480
489

ggttttcctce
gggaggcgtg
cttcagtagt
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgcecece
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcecctee
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gccecceccatcece
cttctacccce
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

gttgctcttt
gtcgagectg
tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcece
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatecg
cctceccatge
agcaggtggce
cactacacgc

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtcecg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctcecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
acactatgca
gctgtatctg
agccggactg
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctcttceccce
cgtggtggtg
cgtggaggtyg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecctte
cgtcttctca
ctcectgtcet

60

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

1020
1080

114
120
126
132
138
139

agcctgggag
gcatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
ggaccacggt
cctgctccag

aaggactact tccccgaacc
gtgcacacct tceccagetgt

1

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 32

gtccctgaga
ggtccgccag
taataaatac
gaacacgctg
tgcgagaggg
caccgtctcc
gagcacctcc

ggtgacggtg
cctacag

ctctecctgtg
gctccaggcea
tatgcagact
tatctgcaaa
gcccgtataa
tcagcctcca
gagagcacag

tcgtggaact

72

cagcgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
taaccccttg
ccaagggccce
cggecctggg

caggcgctct

attcaccttc
gtgggtggca
ccgattcacc
gagagccgag
tatggacgtc
atcggtcttc
ctgectggtce

gaccagcggce

0
0
0
0
0
2

60

120
180
240
300
360
420

480
507



10

15

20

25

ggcgtggtcc
agtagtcatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
cagggaaccc
gcgecectget
tacttccccg
accttcccag

<210> 33

<211> 516

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33

tcgggcccag
ggctccatca
ctggagtgga
agtcgagtta
gtgactgccg
atagacgtct
tcegtettec
tgcctggtca
accagcggceg

<210> 34

<211> 459

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34

cctgggaggt
atccactggg

gatggaagaa
aattccaaga
tattactgtg
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg

<210> 35

<211> 503

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

ggcgtggtcec
agtagctatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
taccggtkgg
ggcccatcgg
ctgggctgee
gctctgacca

<210> 36

<211> 451

<212> ADN

<213> Homo sapiens

agcctgggag
gcatccactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
tggtcaccgt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca

gactggtgaa
gcagtggtgg
ttgggtacat
ccatatcagt
cggacacggc
ggggccaagg
ccctggecgcec
aggactactt
tgcacacctt

ccctgagact
tccgecagge
ataaagacta
acacgctgta
cgagagtggc
cctcagectce
ccgagagcac
tgtcgtggaa

agcctgggag
gcatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
acgtctgggg
tcttcceecect
tggtcaagga
gcggcgtgea
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gtccctgaga
ggtccgccag
aaataaagac
gaacacgctg
tgcgagagtg
ctcctcagcece
ctccgagagce
ggtgtcgtgg
g

gccttcacag
tcactactgg
ctattacatt
agacacgtct
cgtgtattat
gaccacggtc
ctgctccagg
ccccgaaccyg
cccggetgte

ctcctgtgea
tccaggcaag
tgcagactcc
tttgcaaatg
cccactgggg
caccaagggc
agcggecctg
ctcaggcgcet

gtccctgaga
ggtccgccecag
taataaatac
gaacacgctg
tgcgagagat
ccaagggacc
ggcgccctge
ctacttcccce
cac

ctctectgtg
gctccaggca
tatgcagact
tatttgcaaa
gcceccactgg
tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg

atcctgtcce
agctggatcc
gggaacacct
aagaaccagt
tgtgcgagag
accgtctcect
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacaa

gcgtctggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
ccacttgact
ccatcggtct

ggctgcctgg
ctgaccagc

ctctcectgtg
gctccaggea
tatgcagact
tatctgcaaa
ccgaggggag
acggtcaccg
tccaggagcea

gaaccggtga

73

tagcgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ggccacttga
gcccatcggt
tgggctgect
ctctgaccag

tcacctgcac
gccagcaccce
actacaaccc
tctcectgaa
atagtgggga
cagcttccac
agagcacagc
cgtggaactc

tcaccttcag
gggtggcagt
gattcaccat
gagccgagga
actggggcca
tcceectgge
tcaaggacta

cagcgtctag
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ctacccttta
tctcctcage
cctccgagag
cggtgtegtg

attcatcttc
gtgggtggca
ccgattcacc
gagagccgag
ctactggggc
cttecceccectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac

tgtctctggt
agggaagggc
gtcectcaag
gctgagctct
ctactacggt
caagggccca
cgeccctgggce
aggcgccectg

tagtcatggce
tatatggtat
ctccagagac
cacggctgtg
gggaaccctg
gccctgcetcece
cttccccgaa

attcaccttc
gtgggtggea
ccgattcacc
gagagccgag
ctactactac
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc

60

120
180
240
300
360
420
480
501

60

120
180
240
300
360
420
480
516

60

120
180
240
300
360
420
458

60

120
180
240
300
360
420
480
503



10

15

20

25

<400> 36

ggcgtggtcec
agtagctatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
tggggccaag
ccecectggege
aaggactact

<210> 37

<211> 438

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

agcctgggag
gcatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
ggaccacggt
cctgctccag
tcceccgaacce

<221> base de datos modificada
<222> (64)
<223> a, ¢, t, g, otra o desconocida

<400> 37

gtggtccage

-agcngtggca

atatggtctg
tccagagaca
acggctgtgt
ggccagggaa
ctggecgecect
gactacttcc

<210> 38

<211> 562

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38

tcctgtgeag
gcectgggagg

cgtgcactgg
tgatggaagt
caattccaag
gtattattgt
ctggggccaa
ccecectggeg
caaggactac
cgtgcacacc

<210> 39

<211> 490

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtca
attccaagaa
attactgtgce
ccctggtcac
gctccaggag
ccgaaccg

cgtctggatt
tcectgagac

gtccgccagg
aataaatact
agcacgctgt
gcgagagact
gggaccacgg
ccectgctceea
ttcceccecgaac
ttccecagetg
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gtccctgaga
ggtccgecag
tcataaatac
gaacacgctg
tgcgagaggce
caccgtctce
gagcacctcc
ggtgacggtg

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagaggaact
cgtctectea
cacctccgag

caccttcagt
tctectgtge

ctccaggcaa
atgcagactc
atctgcaaat
cgtattacga
tcaccgtctce
ggagcacctc
cggtgacggt
tc

ctctcctgtg
gctccaggca
tatgcagact
tatctgcaaa
gctgtagtag
tcagcctcca
gagagcacag
t

tcctgtgcecag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
atgatagtag
gcctceccacca
agcacagcgg

tactatggcg
agcgtctgga

ggggctggag
cgtgaagggc
gaacagcctg
tttttggagt
ctcagcctcce
cgagagcaca
gtcgtggaac

74

cagcgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
taccagctge
ccaagggccc
cggceectggg

cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
tgggtaccct
agggcccatc
ccctgggcetg

tctgggggag
ttcacctteca

tgggtggcag
cgattcacca
agagccgagg
ggtcggggcg
accaagggcc
gcggecectgg
tcaggcgcte

attcaccttc
gtgggtggca
ccgattcacc
gagagccgag
tatggacgtc
atcggtctte
ctgcctggte

60
120
180
240
300
360
420
451

caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
tgactactgg
ggtcttcece
cctggtcaag

60

120
180
240
300
360
420
438

gcgtggtcca 60
gtagctatgg 120

ttatatggta
tctccagaga
acacggctgt
gtatggacgt
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg

180
240
300
360
420
480
540

562



10

15

20

gtccagccetg
tatgccatge
tggcatgatg
agagacaatt
gctgtatatt
ggccagggaa
ctggcgeect
gactacttcc
cacaccttecc

<210> 40
<211>708

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgaget

<210> 41

<211>702

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctectgea
caggctccca
ttcagtggca

gattttgcag
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcecccg

<210> 42

<211> 417

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 42

ggaggtccct
actgggtccg
gaaataataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccctggtcac
gcteccaggag
ccgaaccggt

cagcgcagct
tgacgcagtc
gggccagtca
ctccecagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgcccgtcac

cagcgcagcet
tgacgcagtc
ggaccagtgt
ggctectcat
gtgggtctgg

tctattactg
agatcaagcg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag
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gagactctcc
ccaggctcecca
atactatgca
gctgtatctg
agatcagggc
cgtctectca
cacctccgag

gacggtgtcg

tctcttecte
tccaggcacc
gagtattagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

tctcttecte
tccaggcacc
tagcagcagt
ctatggtgca
gacagacttc

tcagcagtat
aactgtggcet
aactgcctcet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg

tgtgcagcgt
ggcaaggggce
gagtccgtga
caaatgaaca
actggctggt
gcctcecacca
agcacagcgg
tggaactcag

ctgctactct
ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct

‘aaagtctacg

aacaggggag

ctgctactct
ctgtctttgt
tacttagcct
tccagcaggag
actctcacca

ggcatctcac
gcaccatctg
gttgtgtgcee
aacgccctcc
acctacagcce
tacgcctgceg
ggagagtgtt

75

ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
acggaggctt
agggcccatc
ccectgggetg
gcgctctgac

ggctcccaga
ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctcaccctg
catctgtctt
tgtgcctget
ccctccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttag

ggctcccaga
ctccagggga
ggtaccagca
ccactggcat
tcagcagact

ccttcacttt
tcttcatett
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca

ag

cttcagtaac
ggtagttatt
caccatctcc
cgaggacacg
tgacttctgg
ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggcegtg

taccaccgga
aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggce
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag

taccaccgga
aagagccacc
gaaacctggce
cccagacagg
ggagcctgaa

cggcggaggg
cccgecatcet
cttctatccce
ctcccaggag
cctgacgcectg
tcagggcctg

60

120
180
240
300
360
420
480
490

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

60

120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
702



10

15

20

25

ggcaccctgt
gtcagcagcect
tatggtgcat
acagacttca
cagcagtatg
actgtggctg
actgcctctg

<210> 43

<211> 705

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 43

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcctgta
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge

<210> 44

<211> 458

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

cagtctccat
agtcagagca
ttcctgatet
ggctctggga
tactactgtc
atcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga

<210> 45

<211> 426

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

tctccaggca
cagagtatta
ctcctcatct
gggtctggga
tattactgtc
atcaagcgaa
aaatctggaa
gtacag

<210> 46

<211> 465

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ctttgtctcce
acttagcectg
ccagcagggc
ctctcaccat
gtaggtcacc
caccatctgt
ttgtgtgcct

cagcgcagcet
tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggcccct
gcagtgggtc
cagtgtatta
tggatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

cctcectgte
ttaacaccta
ctgctacatce
caaatttcac
aacagagtta
ctgtggctge
ctgcctectgt
aggtggataa

ccctgtettt
gcagcaattt
atcgtccatc
cagacttcac
agcagtatgg
ctgtggctgce
ctgcctectgt
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aggggaaaga
gtaccagcag

cactggcatc
cagcagactg
attcactttc
cttcatcttc
gctgaataac

tctecttecte
tccaggcacc
aagtgttagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
acgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

tgcatctgta
tttaatttgg
cattttgcaa
tctcaccatc
cagtacccca
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa

gtctccaggg
cttagecctgg
cagcagggcc
tctcaccatc
tacgtcacca
accatctgtc
tgtgtgecctg

gccaccctct
aaacctggcece
ccagacaggt
gagcctgagg
ggccctggga
ccgccatctg
ttctatccea

ctgctactct
ctgtctttgt
agctacttag
gtatccagca
ttcactctca
tatggtatct
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect
aggggagagt

ggagacagag
tatcagcaga
agtggggtce
aacagtcttc
ttcactttcg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaa

gaaagagcca
taccagcaga
actggcatcc
agcagactgg
ttcactttcg
ttcatcttcc
ctgaataact

76

cctgcagggce
aggctcccag
tcagtggcag
attttgcagt
ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggccaa

ggctcccaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcecag
gcgaagtcac
gttag

tcaccatcac
aaccagggaa
catcaaggtt
atcctgaaga
gccctgggac
cgccatctga
tctatcccag

ccctectectg
aacctggcca
cagacagttt
agcctgagga
gccctgggac
cgccatctga
tctatcccag

cagtcagagt
actcctcate
tgggtctggg
gtattactgt
tatcaagcga
gaaatctgga
agtacag

taccaccgga
aagagccacc
acagaaacct
catcccagac
actggagcct
tttcggecect
cttcccgceca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

ttgccgggea
agcccctaac
ccgtggcecagt
ttttgcaact
caaagtggat
tgagcagttg
agaggccaaa

cagggccagt
ggctcccagg
cagtggcagt
ttttgcatta
caaagtggat
tgagcagttg
agaggccaaa

60
120
180
240
300
360
417,

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705

60

120
180
240
300
360
420

458

60

120
180
240
300
360
420
426



10

15

20

25

30

<400> 46

tctccagact
cagagcattg
ctcatcaagt
tctgggacag
tactgtcatc
aaacgaactg
tctggaactg

cagtggaagg

<210> 47

<211> 440

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 47

cagtctccag
agtcagagtg
ctcctcecatct
gggtctggga
tattactgtc
atcaagcgaa
aaatctggaa
gtacagtgga

<210> 48

<211> 417

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 48

ccatcctccece
agcattaaca

atctatgctg
gggacagatt
tgtcaacagt
cgaactgtgg
ggaactgcct

<210> 49

<211> 402

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

ttcagtctgt
gtagtagctt
atgcttccca
atttcaccct
agagtagtag
tggctgcacc
cctctgttgt
tggataacgc

gcaccctgtce
tcagcagcta
atggtgcatc
cagacttcac
aacagtatgg
ctgtggctgce
ctgcctctgt
aaggtggata

tgtctgcatc
gctatttaga

catccagttt
tcactctcac
attacagtac
ctgcaccatc
ctgttgtgtg

<221> base de datos modificada
<222> (207)
<223> a, ¢, t, g, otra o desconocida

<400> 49

acccagtctc
gcaagtcaga
aagttcctga
agtggatctg
acttactact
gatatcaaac
ttgaaatctg

catcctcect
acattagcag
tctatgttge
ggccagattt
gtcaacagag
gaactgtggc
gaactgcctc
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gactccaaag
acattggtat
gtccttctet
caccatcaat
tttaccgctce
atctgtcttc
gtgcctgctg
cctccaatcg

tttgtctcca
cttagcctgg
cagcagggcce
tctcaccatc
taggtcacca
accatctgtc
tgtgtgecectg

tgtaggagac
ttggtatcag

gcaaagtggg
catcagcagt
tccattcact
tgtcttcatc
cctgctgaat

gtctgcatct
gtatttaaat
atctattttg
cactctnacc
ttacagtacc
tgcaccatct
tgttgtgtgc

gagaaagtca
cagcagaaac
ggggtcccct
agcctggaag
actttcggeg
atcttcecege
aataacttct
ggtaactccc

ggggaaagag
taccagcaga

actggcatcc
agcagactgg
ttcactttcg
ttcatcttcc
ctgaataact

agagtcacca
cagaaaccag

gtcccatcaa
ctgcaacctg
ttcggcectg
ttcccgecat
aacttctatc

gtaggagaca
tggtatcaac
caaagtgggg
atcagcagtc
ccattcactt
gtcttcatct
ctgctgaata

77

ccatcacctg
cagatcagtc
cgaggttcag
ctgaagatgc
gagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggag

ccaccctctce
aacctggcca
cagacaggtt
agcctgagga
gccctgggac
cgccatctga
tctatcceccag

tcacttgecg
ggaaagcccce

ggttcagtgg
aagattttgc
ggaccaaagt
ctgatgagca
ccagagaggce

gagtcaccat
agaaaccagg
tcccatcagg
tgcaacctga
tcggecectgg
tcececgecatce
ac

ccgggccagt
tccaaagctc
tggcagtgga
tgcaacgtat
ggtggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta

ctgcagggcc
ggctcccagg
cagtggcagt
ttttgcagtg
caaagtagat
tgagcagttg
agaggccaaa

ggcaagtcag
taaactcctg

cagtggatct
aacttactac
ggaaatcaaa
gttgaaatct
caaagta

cacttgccgg
gaaagcccct
gttcagtgce
agattttgca
gaccaaagtg
tgatgagcag

60

120
180
240
300
360
420
465

60

120
180
240
300
360
420
440

60
120

180
240
300
360
417

60

120
180
240
300
360
402
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<210> 50

<211> 451

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

acccagtctc
gcaagtcaga
agggtcctga
agtggatctg
acttactact
gatatcgaac
ttgaaatctg
aaagtacagt

catcctecect
gcatttgcaa
tctatgctge
ggacagattg
gtcaacagag
gaactgtggc
gaactgcectc
ggaaggtgga

gtctgecatct
ctatttaaat
atccagtttg
cactctcacc
ttacactacc
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgcctat

gtaggagaca
tggtatcagc
caaggtgggg
atcagcagtc
ccattcactt
gtcttcatct
ctgctgaata
t

gagtcaccat
agaaaccagg
tcecegtcaag
tgcaacctga
tcggecctgg
tcecegecate
acttctatcc

cacttgccgg
aaaagcccct
gttcagtggce
agattttgca
gaccagagtg
tgatgagcag
cagagaggcc

60

120
180
240
300
360
420
451

<210> 51

<211> 419

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

15

ccactctccc
agcctcgtat
tctccaaggce
agcggcagtg
gttggggttt
aaggtggaaa
gagcagttga

<210> 52

tgcccegtceac
acagtgatgg
gcctaattta
ggtcaggcac
attactgcat
tcaaacgaac
aatctggaac

ccttggacag
aaacacctac
taaggtttct
tgatttcaca
gcaaggttca
tgtggctgca
tgcctctgtt

ccggcectceca
ttgaattggt
aactgggact
ctgaaaatca
cactggcctc
ccatctgtct
gtgtgcctge

tctcctgecag
ttcagcagag
ctggggtccc
gcagggtgga
cgacgttcgg
tcatcttccc
tgaataactt

gtctagtcaa
gccaggccaa
agacagattc
ggctgaggat
ccaagggacc
gccatctgat
ctatcccac

60

120
180
240
300
360
419

<211> 419
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 52

20

cctggagagce
tacaactatt
ttgggttcta
gattttacac
caagctctac
gtggctgcac
gcctctgttg

cggcttccat
tggattggta
atcgggectce
tgaaactcag
aaactcctct
catctgtctt
tgtgcctget

ctcttgcagg
cctgcagaag
cggggtccct
cagagtggag
cactttcgge
catcttceccg
gaataacttc

tctagtcaga
ccaggacagt
gacaggttca
gctgaggatg
ggagggacca
ccatctgatg
tatcccagar

gcctectgea
ctccacagct
gtggcagtgg
ttggggttta
aggtggagat
agcagttgaa
aggccaaagt

tagtaatgga
cctgatctat
atcaggcaca
ttactgcatg
caaacgaact
atctggaact
acattccat

60

120
180
240
300
360
419

<210> 53

<211> 1392

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 53

78



atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ttcggtccectt
aagggcccat
gccctggget
ggcgctctga
tcectcagea
aacgtagatc
gtcgagtgcc
ccaaaaccca
gacgtgagee
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcec
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

<210> 54

<211> 1999

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggce
gactccgtga

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
ttgactactg
cggtcttcce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgcecec
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccagececece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggce
ga

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
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ggttttecctce
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggegece
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcecce
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gccccecatce
cttctacccc
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

ggttttcctce
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc

gttgctcttt
gtccagcctg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcc
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctceccatge
agcaggtggc
cactacacgc

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctcecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagceg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa
agaagagcct

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctcttececce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagcccecga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttc
cgtcttctca
ctcecectgtet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

gttgctcttt
gtccagcectg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt

79

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttctg

60

120
180
240
300



10

" caaatgaaca

<210> 55
<211>13

ttcggtectt
.aagggcccat
gccectgggcet
ggcgctctga
tccctcagea
aacgtagatc
cagggaggga
ctgtgcagcec
tctgecccgee
gcaggcacag
tcagacctgc
ggccaaactg
ccaatcttct
cagcccaggce
agggacaggce
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
gctcggccca
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttcectte
cttctcatge
cctgtctccg

92

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 55

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagegt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ttcggtectt
aagggcccat
gccectgggcet
ggcgctctga
tccectecagea
aacgtagatc
gtcgagtgec
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgec
gggcagccgg

gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttcce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
gggtgtctge
ccagcccagg
ccactcatgc
gctgggtgcc
caaaagccat
tccactccect
ctctgcagag
ctcgcectec
cccagctggg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
ccctectgecc
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge
ggtaaatga

ggctgagcetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttececce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgecc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcececagecece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
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cgaggacacg
gggccaggga
cctggecgeee
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccectcece
caacaccaag
tggaagccag
gcagcaaggc
tcagggagag
cctaccccag
atccgggagg
cagctcggac
Ccgcaaatgtt
agctcaaggc
tgctgacacg
cctectteccecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcce
tgggacccgce
tgggagtgac
acaccctgcece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcc
agcaacttcg
gtggacaaga
gctcagccect
aggccccatce
ggtcttectgg
gcccttcaca
accctgccce
accttctctc
gtgtcgagtg
gggacaggtg
tccacctcca
ccaaaaccca
gacgtgagce
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
ggggtatgag
cgctgtgcceca
cccatcecegg
ctaccccagc
gaccacacct
ggacaagagc
gcacaaccac

actgtgcgag
ccgtctectce
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttggtga
cctgccectgga
tgtctcctca
ctttttccac
cacaggggca
tgacctaagc
ctcccagatce
cccaccgtge
ccctagagta
tctcttecte
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccagcececce
ggccacatgg
acctctgtecce
gaggagatga
gacatcgccg
cccatgctgg
aggtggcage
tacacgcaga

aggaggtcac
agctagcacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
gaggccagct
cgcacccegg
cccggaggec
caggctccag
ggtgcttgge
cgaccccaaa
cgagtaactc
ccaggtaage
gcctgcecatce
agcaccacct
catgatctcce
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggccg
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcctcte

360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260 -
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1999

ggttttcctc
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggecgece
ggactacttc
gcacaccttce
cgtgccectcece
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcce
cttctacccce
caagaccaca

gttgctcttt
gtccagectg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgcteccagga
cccgaaccgg
ccagctgtec
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttccaaa
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctccecatge

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtccte
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctcttcecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecctte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca 1320
tgctccgtga tgcatgaggc tctgcacaac cactacacgc agaagagcct ctccctgtcect 1380

ccgggtaaat

<210> 56
<211> 708

ga

80

1392
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 56

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagcet

cagcgcagcet
tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgcccgtcac

tctcttecte
tccaggcace
gagtattagce
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

ctgctactct
ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta
gtggctgcac
gcctetgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

ggctcccaga
ctccagggga
tagcctggta
gcagggeccac
tcaccatcag
cctcacccetg
catctgtctt
tgtgcctget
ccctccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttag

taccaccgga
aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

<210> 57

<211> 1395

<212> ADN
<213> Homo sapiens

10

<400> 57

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagcgt
ggcaaggggce
gactccgtga
caaatgaaca
ctggggtcct
accaagggcc
gcggecctgg
tcaggcgctc
tactccctceca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
ccceccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectcet
tcatgctccg
tctcecgggta

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actttgacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccgtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgttgtgca
gccteccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

ggttttccte
gggaggcgtg
cttcagtaac
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctggggccag
cccectggeg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccce
cagcaacacc
cccagcacca
cctcatgatc
ccccecgaggte
gccacgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccccca
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

gttgctcttt
gtccagcecctg
tatggcatgc
tggtatgatg
agtgacaatt
gctgtgtatt
ggaaccctgg
ccctgctcca
ttcecccgaac
ttcccagetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tccecggacce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tccegggagg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt
aaccactaca

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tcaccgtcte
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgecgtgga
tgctggactce

ggcagcaggg
cgcagaagag

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
acactatgga
gctgtatctg
aggagagaga
ctcagectcce
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttcctctte
gtgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttce
cctctceccetg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1395

<210> 58
<211>702

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58

81



10

15

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcctgeca
caggctccca
ttcagtggca
gattttgcag
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcccg

<210> 59

<211> 1392

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 59

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagecgt
ggcaaggggc
gactccgcga
caaatgaaca
ctgggttact
aagggcccat
gccectgggcet
ggcgctctga
tccctcagea
aacgtagatc
gtcgagtgcc
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctectaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

<210> 60

<211> 705

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60

cagcgcagct
tgacgcagtc
ggaccagtgt
ggctcctcat
gtgggtctgg
tctattactg
agatcaagcg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttccce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgecce
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccageccce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga
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tctcttcecte
tccaggcacc
tagcagcagt
ctatggtgca
gacagacttc
tcagcagtat
aactgtggct
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg

ggttttectc
gggaggcgtg
cttcagtagt
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgecc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcee
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggdaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatce
cttctacccc
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

ctgctactct
ctgtctttgt
tacttagcct
tccagcaggg
actctcacca
ggcatctcac
gcaccatctg
gttgtgtgce
aacgccctcece
acctacagcc
tacgcctgeg
ggagagtgtt

gttgctcttt
gtcgagcctg
tatggcatgce
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcecce
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccatge
agcaggtggce
cactacacgc

ggctcccaga
ctccagggga
ggtaccagca
ccactggcat
tcagcagact
ccttcacttt
tcttecatett
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca
ag

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

taccaccgga
aagagccacc
gaaacctggc
cccagacagg
ggagcctgaa
€ggcggaggyg
cccgecatcect
cttctatccce
ctcccaggag
cctgacgctg
tcagggcctg

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
acactatgca
gctgtatctg
agccggactg
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
caaatgttgt
cctcectteccee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctcctte
cgtcttctca
ctceectgtcet

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

atggaaaccc cagcgcaget tctcttecte ctgectactct ggectcccaga taccaccgga 60

82
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15

gaaattgtgt
ctctecctgta
ggccaggcte
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge

<210> 61

<211> 1413

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 61

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagcgt
ggcaaggggce
gactccgtga
caaatgaaca
ggagctaccc
accgtctecct
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
acagttgagc
ccgtcagtct
gaggtcacgt
tacgtggacg
agcacgttcc
gagtacaagt
aaaaccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg

cagcagggga
cagaagagcc

<210> 62
<211>714

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62

atggacatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
caacctgaag
ggccctggga

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggcccct
gcagtgggtc
cagtgtatta
tggatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
tttactacta
cagcctccac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctacacctg
gcaaatgttg
tcctettecce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctececetgtce

gggtccceccge
tccagatgac
cttgcecggge
aagcccctaa
tcagtggcag
attttgcaac
ccaaagtgga
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tccaggcacc
aagtgttagce
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
acgaactgtg
tggaactgec
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

ggttttectc
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctactacggt
caagggccca
ggccctgggce
aggcgctctg
ctccctecage
caacgtagat
tgtcgagtgce
cccaaaaccce
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaaggc
agaaccacag
cctgacctgce
tgggcageeg
cttcctcectac
atgctccgtg
tccgggtaaa

tcagctcctg
ccagtctcca
aagtcagagc
actcctgatc
tggatctggg
ttactactgt
aatcaaacga

ctgtctttgt
agctacttag
gtatccagca
ttcactctca
tatggtatct
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgcct

aggggagagt

gttgctcettt
gtccagcectg
tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
atggacgtct
tcggtcttce
tgcctggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
ccaccgtgcece
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gttgtgcacc
ctcccageec
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

gggctcctge
tcctcectgt
attaacagct
tatgctgcat
acagatttca
caacagtatt
actgtggctg

83

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ggggccaagg
ccctggegece
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgccttc
gcaacaccaa
cagcaccacc
tcatgatctce
ccgaggtcca
cacgggagga
aggactggcect
ccatcgagaa
tgccccecate
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

tactctggcet
ctgcatctgt
atttagattg
ccagtttgca
ctctcaccat
acagtactcc
caccatctgt

aagagccacc
acagaaacct
catcccagac
actggagcect
tttcggecct
cttcccgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcceca
atactatgca
gctgtatctg
agatccgagg
gaccacggtc
ctgctccagg
ccccgaaccg
cccagctgtce
cagcaacttc
ggtggacaag
tgtggcagga
ccggacccect
gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
acctcccatg
gagcaggtgg
ccactacacg

ccgaggtgcc
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggggtc
cagcagtctg
attcactttc
cttcatcttc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413

60

120
180
240
300
360
420



<210> 63
<211> 46

ccgecatetg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

3

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 63

Met Glu

Val Gln

Gly

Ser
50

Ser

Glu
65

Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Gln Gly

130

Val
145

Phe
Ala Leu
Ser Trp
Val

Leu

Ser
210

Pro

Lys Pro

225

Phe

Cys

Arg

His

Val

Val

Phe

Cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gin

195

Ser

Ser

atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgccecegt

Gly Leu

Gln
20

Val

Ser Leu

35

Gly Met

Ala Val

Gly
85

Lys

Leu Gln

100

Ala Arg

Leu Val

Leu Ala

Leu
165

Ser
180

Gly

Ser Ser

Asn Phe

Asn Thr

ES 2706 547 T3

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc

Ser Trp

Gln Leu

Arg Leu

His Trp

55

Ile
70

Trp
Arg Phe
Met

Asn

Gly Gly

Val

Val

Ser

40

Val

Tyr

Thr

Ser

His

actgectctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

Phe Leu

10

Glu
25

Ser

Cys Val

Arg Gln

Asp Gly

Ile Ser

90

Leu
105

Arg

Phe Gly

120

Val
135

Thr

Pro
150

Cys
Val Lys
Ala

Leu

Gly Leu

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

Ser Ala

Ser

Arg

Phe
170

Tyr

Ser
185

Gly

Ser Leu

200

Thr
215

Gly

Lys Val

230

Gln

Asp

Thr Tyr

Lys Thr

84

ttgtgtgect
acgccecctcca
cctacagect
acgcctgcga
gagagtgtta

val Ala

Gly Gly

Ala Ser

Leu

Gly

Gly

gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat

gtga

Leu Arg

15

Val
30

Val

Phe Thr

45

Ala Pro

60

Arg Asn

75
Arg Asp
Glu

Pro Phe

CGly

Lys

Asn

Asp

Asp

Lys Gly

Tyr Tyr

Ser Lys

95

Thr
110

Ala

Tyr Trp

125

Thr
140

Thr
155

Ser
Pro Glu
His

Val

Ser Ser

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

Gly Pro

Thr

Val Thr

175

Phe
190

Pro

Val Thr

205

Thr Cys

220

Val
235

Glu

Asn

Arg

Val Asp

Lys Cys

480
540
600
660
714

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Gly

Ser

Ala

160

Val

Ala

Val

His

Cys
240



ES 2706 547 T3

Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val
245 250 255

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
260 265 270

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Vval Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
275 280 285

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
290 295 300

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser
305 310 315 320

Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
325 330 335

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
340 345 . 350

Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
355 360 365

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
370 375 380

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
385 390 395 400

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser
405 410 415

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
420 425 430

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
435 440 445

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 64

<211> 463

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Vval val Gln
20 25 30

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45

85
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Ser Ser His Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Arg Asn Lys Tyr Tyr Ala
65 70 75 80

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
85 90 95

Thr Leu Phe Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly His Phe Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
130 135 140

Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
145 150 155 . 160

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
165 170 175

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

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
195 200 205

Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His
"210 215 220

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

Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val
245 250 255

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
260 265 270

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
275 280 285

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
290 295 300

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Gln Ser Thr Phe Arg Val Val Ser
305 310 315 320

Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
325 330 335

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
340 345 350

Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

86



Pro

Val
385

Gly

Asp

Trp

His

<210> 65

<211> 235
<212> PRT

Ser
370
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
450

<213> Homo sapiens

<400> 65

Met

1

Asp

Leu

Ile

Pro

65

Asp

Ser

Gly

Arg

Gln

145

Tyr

Glu

Thr

Ser

Ser

50

Arg

Arg

Arg

Thr

Thr

130

Leu

Pro

355

Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435

His

Thr
Thr
Pro

35
Ser
Leu
Phe
Leu
Ser
115
Val

Lys

Arg

Glu

Phe

Glu

Phe

420

Gly

Tyr

Pro

Gly

20

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Glu

Glu

Tyr

Asn

405

Phe

Asn

Thr

Ala

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

85

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

ES 2706 547 T3

Met

Pro

390

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Ile

Arg

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Thr

375

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
455

Leu

Val

Ala

Ala

55

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Ala

Val

360

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

440

Ser

Leu

Leu

Thr

40

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

120

Val

Ser

Gln

Asn
Ile
Thr
Lys
425

Cys

Leu

Phe
Thr

25
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
105
Gln
Phe

Val

Trp

87

Gln

Ala

Thr

410

Leu

Ser

Ser

Leu

10

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

90

vVal

Gly

Ile

Val

Lys

Val

Val

395

Pro

Thr

Val

Leu

Leu

Ser

Cys

Gln

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

155

Val

Ser

380

Glu

Pro

Val

Met

Ser
460

Leu

Pro

Arg

Arg

60

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

140

Leu

Asp

365

Leu

Trp

Met

Asp

His

445

Pro

Leu

Gly

Ala

45

Pro

Thr

Thr

Cys

val

125

Pro

Leu

Asn

Thr

Glu

Leu

Lys

430

Glu

Gly

Trp

Thr

30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Ser

Asn

Ala

Cys Leu

Ser Asn
400

Asp Ser
415

Ser Arg

Ala Leu

Lys

Leu Pro
15

Leu Ser

Gln Ser

Gln Ala

Ile Pro

80

Thr Ile
95

Gln Tyr

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

160

Leu Glin



Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val

Thr Tyr

Lys His
210

Pro Val

225

<210> 66
<211> 464
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Met
val
Pro
Ser

' Glu
65
Asp
Thr
Tyr
oty

Ser

145

Ala

Val

Ala

Glu
Gln
Gly
Asn

50
Ser
Leu
Tyxr
Gln
130
Val
Ala

Ser

Val

Ser
195

Lys

Thr

Phe

Cys

Arg

35

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Leu

vVal

Lys

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

165

Ser

ES 2706 547 T3

Ser

Tyr Ala

Ser

Leu

Val

Leu

Met

Val

Gly

85

Gln

Arg

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Phe
230

Ser

Gln

Arg

His

Ile

70

Arg

Met

Gly

Val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Thr

Cys
215

Asn

Trp

Leu

Leu

Trp

55

Trp

Phe

Asn

Glu

Thr

135

Pro

vVal

Ala

Gly

185

170

Leu Thr Leu Ser

200

Glu Val Thr His

Arg Gly Glu Cys

Val

Val

Ser

40

Val

Tyr

Thr

Ser

Arg

120

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

88

Phe

Glu
25

Cys

Asp

Ile

Leu

105

Leu

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Leu

10

Ser

Thr

Gln

Gly

Ser

90

Arg

Gly

Ser

Arg

Tyr

170

Ser

Ser

235

vVal

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Ser

Ala

Ser

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Thr Glu Gln Asp

Lys

Gln
220

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Thr

Pro

Val

Ser

Ser

Ala
205

Gly

Leu

Gly

Gly

45

Gly

Lys

Asn

Asp

Phe

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

Lys
130
Asp

Leu

Leu

Val

30

Phe

Lys

His

Ser

Thr

110

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

190

Val

175

Asp

Tyr

Ser

Arg

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Gly

Ser

Val

175

Phe

Val

Ser

Glu

Ser

Gly

Gln

Phe

Leu

Gly

80

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr



10

Val

His

225

Cys

val

Thr

Glu

Lys

305

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

385

Asn

Ser

Arg

Leu

<210> 67
<211> 233
<212> PRT

Pro

210

Lys

val

Phe

Pro

Val

290

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

370

Val

Gly

Asp

Trp

His
450

<213> Homo sapiens

<400> 67

195

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

275

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
355

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

435

Asn

Ser

Ser

Cys

Phe

260

Val

Phe

Pro

Thr

Val‘

340

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

420

Gln

His

Asn

Asn

Pro

245

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

325

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

405

Phe

Gly

Tyr
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Phe

Thr

230

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

310

Val

Asn

Gly

Glu

Tyr

390

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

215

Lys

Cys

Lys

Val

Tyr

295

Glu

His

Lys

Gln

Met

375

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
455

Met Glu Thr Pro Ala Gln Leu

200

Thr

Val

Pro

Pro

Val

280

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

360

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

440

Lys

Gln

Asp

Ala

Lys

265

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

345

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser
425

Thr

Lys

Pro

250

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Tyr

Thr

235

Pro

Thr

Val

Val

Ser

315

Leu

330

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

410

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

395

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr
220
Val
Val
Leu
Ser
Glu
300
T_hr
Asn
Pro
Gln
Val
380
Val
Pro
Thr

val

Leu
460

205

Cys

Glu

Ala

Met

His

285

Val

Phe

Gly

Tle

Val

365

Ser

Glu

Pro

Val

Met

445

Ser

Asn

Arg

Gly

Ile

270

Glu

His

Arg

Lys

Glu

350

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

430

His

Pro

Val

Lys

Pro

255

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

335

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

415

Lys

Glu.

Gly

Asp

Cys

240

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

320

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

400

Asp

Ser

Ala

Lys

Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

89



Asp

Leu

Ser

Leu

65

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
225

<210> 68
<211> 463
<212> PRT

Thr

Ser

Ser

50

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

130

Glu

Ser

Leu

val

210

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 68

Thr

Pro

35

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

Ser

Gly

20

Gly

Leu

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

Glu

Glu

Ala

Gly

Gly

85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165 .

Ser

Thr

Cys

Asn

ES 2706 547 T3

Ile

Arg

Trp

Ala

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
230

Val

Ala

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

135

Val

Trp

Thr

Thr

vVal

215

Gly

Leu

Thr

40

Gln

Ser

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Glu

Thr

25

Leu

Gln

Arg

Asp

Tvr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

185

Ser

His

Cys

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe

1

5

10

Gln

Ser

Lys

Ala

Phe

90

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu
10

val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser

20

25

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys

90

Thr

Ser

Cys

Pro

Thr

75

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

60

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Gly

Thr

45

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Thr

30
Ser
Ala
Pro
Ile
Tyr
110
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
190

Glu

Ser

Val Ala Leu Leu

Gly Gly Gly Val

30

Ala Ser Gly Phe

15

Leu

Val

Pro

Asp

Ser

95

Gly

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ser

Ser

Arg

Arg

80

Arg

Ile

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

val

Arg Gly

15

val Glu

Thr Phe



Ser
Glu
65
Asp
Thr
Tyr
Gln
Val
145
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
225
Val
Phe
Pro
Val
Thr
305

Val

Cys

Ser

50
Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Glu
Leu
Glu
Gln
290
Lys

Leu

Lys

35

Tyr

Val

Ala

Tyxr

Cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Cys

Phe

Val

275

Phe

Pro

Thr

Val

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Leu

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Asn

Asn

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser
340

Met

vVal

Gly

85

Gln

Arg

Val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Phe

Thx

Pro

245

Pro

Cys

Trp

Glu

Val

325

Asn
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His

Ile

70

Arg

Met

Ala

Thr

Pro

150

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Lys

Val

Tyr

Glu

310

His

Lys

Trp

55

Trp

Phe

Asn

Gly

val

135

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

215

Val

Pro

Pro

Val

Val

295

Gln

Gln

Gly

40

Val
Tyr
Thr
Ser
Leu
120
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
200
Gln
Asp
Ala
Lys
Val
280
Asp
Phe
Asp

Leu

91

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Pro

Asp

265

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
345

Gln

Gly

Ser

%0

Arg

Gly

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Thr

Pro

250

Thr

Val

Val

Ser

Leu

330

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Ala

Tyr

Ser

Thr

155

Pro

Val

Ser

Thr

Val

235

Val

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

Pro

Asn

Asp

Glu

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Ala

Met

His

Val

300

Phe

Gly

Ile

45

Gly
Lys
Asn
Asp
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
vVal
205
Asn
Arg
Gly
Ile
Glu
285
His
Arg
Lys

Glu

Lys

His

Ser

Thr

110

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

190

Val

Val

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
350

Gly
Tyr
Lys

95

Ala

Trp

Pro.

'i‘hr
Thr
175
Pro
Thr
Asp
Cys
Ser
255
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr

335

Thr

Leu

Ala

80

Asn

Val

Gly

Ser

Ala

160

vVal

Ala

val

His

Cys

240

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

320

Lys

Ile



Ser

Pro

Val

385

Gly

Asp

Trp

His

<210> 69
<211> 234
<212> PRT

Lys

Ser

370

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
450

<213> Homo sapiens

<400> 69

Met

Asp

Leu

Val

Arg

65

Arg

Arg

Tle

Thr

Leu
145

Glu

Thr

Ser

Ser

50

Pro

Phe

Leu

Val
130

Lys

Thr
355
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435

His

Thr

Thr

Pro

35

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

115

Ala

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

420

Gly

Tyr

Pro

Gly

20

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Phe

Ala

Gly

Gly

Glu

Tyr

Asn

405

Phe

Asn

Thr

Ala

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr
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Gln

Met

Pro

390

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Ile

Arg

Ala

Gly

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
150

Pro

Thr

375

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
455

Leu

Val

Ala

Trp

55

Val

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Arg
360
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

440

Ser

Leu
Leu
Thr

40
Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
120

Phe

Val

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

425

Cys

Leu

Phe

Thr

25

Leu

Gln

Ser

Thr

Val

105

Gly

Ile

Val

92

Gln

Ala

Thr

410

Leu

Ser

Ser

Leu

10

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Gln Val Tyr Thr Leu

365

Val Ser Leu Thr Cys

Val

395

Pro

Thr

Val

Leu

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
155

380

Glu Trp Glu
Pro Met Leu
Val Asp Lys

430

Met His Glu
445

Ser Pro Gly
460

Leu Leu Trp

Pro Gly Thr
30

Arg Ala Ser
45

Pro Gly Gln
60

Thr Gly Ile
Thr Leu Thr
Cys Gln Gln

110

Val Asp Ile
125

Pro Ser Asp
140

Leu Asn Asn

Ser

Asp

415

Ser

Ala

Lys

Leu

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Tyr

Lys

Glu

Phe

Pro

Leu

Asn

400

Ser

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Ser

Gly

Arg

Gln

Tyr
160



Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

<210> 70
<211> 451
<212> PRT

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 70

Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

Val

Met

Val

50

Gly

Gln

Arg

Val

Gly

130

Ser

Val

Phe

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro
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Ala Lys Val Gln Trp

165

Gln Glu Ser Val Thr

180

Ser Ser Thr Leu Thr

200

Tyr Ala Cys Glu Val
215

Ser Phe Asn Arg Gly

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Pro

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
180

Val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Arg

Gln

Val

Ala

Ser

165

Val

230

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu
Gly
Gly
Phe
Leu
150

Trp

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Gly Gly

Ala Ser

Ala Pro

40

Sexr Asn

Arg Asp A

Ala Glu

Thr Leu

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

25

105

Thr Val

120

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly

Ser Ser

Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser

170

Gln Asp Ser

Ser Lys Ala

His Gln Gly

Cys

Gly Val

10

Gly Phe

Gly Lys

Lys Tyr

sn Ser
75

Asp Thr

90

Tyr Tyr

Thr Val

Pro Cys

val Lys

155

Ala Leu

170

185

93

Gly Leu

Lys

Asp

205

220

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Ala

Ser

Phe

Gly

.Leu

190

Asp

130

Tyr

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Thr

Pro

Val

175

Ser

175

Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro

Arg
Tyr
vVal
Val
Tyr

80
Cys
Met
Thr
Ser
Glu
160
His

Ser



Val val
Asn Val
210

Arg Lys
225

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

290

Arg Val
305

Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr

370

Trp Glu
385

Met Leu

Asp Lys

His Glu

Pro Gly
450

<210> 71

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71

Thr

195

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr.

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Lys

Val

His

Cys

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Pro

Lys

Val

Phe

245

Pro

Val

Thr

Val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

ES 2706 547 T3

Ser

Pro

Glu

230

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Ser

Ser

215

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Asn
200
Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
280
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
360
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
440

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

94

Gly

Lys

Cys

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

410

Val

Gln

Thr

vVal

Pro

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

315

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Gln

Asp

220

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr
205
Lys
Pro
Asp
Asp
Gly
285
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu
445

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

270

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Thr
Val
vVal
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
vVal
val
Pro
Thr
415

Val

Leu

Glu

Ala

240

Met

His

Val

Phe

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser



Asp Ile Gln Met

Asp Arg Val Thr
20

Leu Asp Trp Tyr
35

Tyr Ala Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Pro
100

Pro Ser Val Phe
115

Thr Ala Ser Val
130

Lys Val Gln Trp
145

Glu Ser Val Thr

Ser Thr Leu Thr
180

Ala Cys Glu Val
195

Phe Asn Arg Gly
210

<210>72

<211>89

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Gly Val Val Gln

Gly Phe Thr Phe
20

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Pro

Ser

Gly Lys Gly Leu Glu

35
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Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly Arg Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Leu

Ser Tyr Gly Met

25

Trp Val Ala val

40

95

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Arg
10

His

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala Ser

Ile Asn
30

Lys Leu
45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Thr

Thr Val
110

Leu Lys
125

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

190

Val Thr
205

Leu Ser Cys Ala

Trp Val Arg Gln

30

Trp Tyr Asp Gly

45

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ala
15

Ala

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

Asn
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Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
50 55 60

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
65 70 75 80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85

<210>73

<211> 169

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 73

Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
20 25 30

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Val Tle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn
35 40 45

Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
50 55 60

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
65 70 75 80

Asp Thr Ala Val Tyr TQr Cys Ala Arg Gly Ala Arg Ile Ile Thr Pro
85 90 95

Cys Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala
100 105 110

Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser
115 120 125

Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
130 135 140

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
145 150 155 160

Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165

<210>74

<211> 167

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 74

Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser

96



Gly
Gly
Lys
Asn

65
Asp
Asp
Lys
Glu
Pro
145

Thr

<210>75
<211> 166
<212> PRT

Phe

Lys

Tyr

50

Ser

Thr

Tyr

Gly

Ser

130

Val

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 75

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

65

Asp

Phe

Val

Phe

Lys

His

50

Ser

Thr

Asp

Thr

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

115

Thr

Thr

Pro

Val

Thr

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Phe

20

Leu

Ala

Asn

val

Gly

100

Ser

Ala

Val

Ala

Gln

Phe

20

Leu

Gly

Asn

Val

Trp

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

85

Gln

Val

Ala

Ser

Val
165

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

85

Gly
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Ser

Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

150

Leu

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Gln

His

Val

Val

55

Phe

Cys

Thr

Pro

Gly

135

Asn

Gln

Arg

Tyr

Val

Val

35

Tyr

Cys

Gly

Gly Met

25

Ala Val

40

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

Leu Val
105

Leu 2la

120

Cys Leu

Ser Gly

Ser Leu

Gly Met

25

Ala Val

40

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

Thr

97

Leu

10

His

Ile

Arg

Met

Gly

80

Thr

Pro

Val

Ala

Arg

i0
His
Ile
Arg
Met
Gly

90

Val

Trp

Trp

Phe

Asn

75

Gly

val

Cys

Lys

Leu
155

Leu

Trp

Trp

Phe

Asn

75

Glu

Thr

Val Arg Gln
30

Tyr Asp Gly
45

Thr Ile Ser
60

Ser Leu Arg

His Phe Gly

Ser Ser Ala

110

Ser Arg Ser
125

Asp Tyr Phe
140

Thr Ser Gly

Ser Cys Thr

Val Arg Gln
30

Tyr Asp Gly
45

Thr Ile Ser
60
Ser Leu Arg

Arg Leu Gly

Val Ser Ser

15

Ala

Arg

Arg

Ala

Pro

95

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

15

Ala

Ser

Ser

Ala

Ser
95

Pro

Asn

Asp

Glu

80

Phe

Thr

Ser

Glu

His
160

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

80

Tyr

Ser



10

Thr

Ser

Glu
145

His

<210> 76
<211> 167
<212> PRT

Lys
Glu
130

Pro

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 76

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

65

Asp

Asp

Lys

Glu

Pro

145

Thr

<210> 77
<211> 153
<212> PRT

Val

Phe

Lys

Asp

50

Ser

Thr

Tyr

Gly

Ser

130

Val

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 77

Gly
115
Ser

val

Phe

Val

Ile

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

115

Thr

Thr

Pro

100

Pro

Thr

Thr

Pro

Gln

Phe

20

Leu

Ala

Asn

Val

Gly

100

Ser

Ala

Val

Ala

Ser

Ala

Val

Ala
165

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

85

Glin

Val

Ala

Ser

vVal
165
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val

Ala

Ser

150

vVal

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

150

Leu

Phe

Leu
135

Trp

Arg

His

Val

val

55

Tyr

Cys

Thr

Pro

Gly

135

Asn

Gln

Pro
120

Gly

Asn

Ser

Gly

Ala

40

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

120

Cys

Ser

105

Leu

Cys

Ser

Leu

Ile

25

vVal

Gly

Gln

Arg

Val

105

Ala

Leu

Gly

98

Ala

Leu

Gly

Arg

10

His

Ile

Arg

Met

Val

90

Thr

Pro

Val

Ala

Pro

Val

Ala
155

Leu

Trp

Trp

Phe

Asn

75

Ala

Val

Cys

Lys

Leu
155

Cys
Lys
140

Leu

Ser

Val

Tyr

Thr

60

Ser

Pro

Ser

Ser

Asp

140

Thr

Ser
125

Asp

Thr

Cys

Arg

Asp

45

Ile

Leu

Leu

Ser

Arg

125

Tyr

Ser

110

Arg Ser Thr

Tyr

Val

Gln

30

Gly

Ser

Arg

Gly

Ala

110

Ser

Phe

Gly

Phe

Pro

Gly Val

Ala

15

Ala

Arg

Arg

Ala

Pro

95

Ser

Thr

Pro

Val

160

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

80

Leu

Thr

Ser

Glu

His
160



Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

65

Tyr

Gln

Val

Ala

Ser
145

<210> 78
<211> 163
<212> PRT

Gly

Ser

Trp

Ser

50

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu

130

Trp

<213> Homo sapiens

<400> 78

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

65

Tyr

Gly

Ser

Trp

Ser

50

Leu

Tyr

Arg

His

Val

35

vVal

Tyr

Cys

Thr

Pro

115

Gly

Asn

Arg

His

val

35

Val

Tyr

Cys

Ser

Gly

20

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

.100

Leu

Cys

Ser

Ser

Gly

20

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

Ile

Val

Gly

Gln

Arg

85

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Ile

Val

Gly

Gln

Arg
85
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Arg

His

Ile

Arg

Met

70

vVal

Thr

Pro

val

Ala
150

Arg

His

Ile

Arg

Met

70

Val

Leu

Trp

Trp

Phe

55

Asn

Ala

Val

Cys

Lys

135

Leu

Leu

Trp

Trp

Phe

55

Asn

Ala

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser

120

Asp

Thr

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

Pro

Cys

Arg

25

Asp

Ile

Leu

Leu

Ser

105

Arg

Tyr

Ser

Cys

Arg

25

Asp

Ile

Leu

Leu

99

Ala

10

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

90

Ala

Ser

Phe

Ala

10

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly
90

Ala

Ala

Arg

Arg

Ala

75

Pro

Ser

Thr

Ala

Ala

Arg

Arg

Ala

75

Pro

Ser

Pro

VAsn

Asp

60

Glu

Leu

Thr

Ser

Glu
140

Pro

Asn

Asp

60

Glu

Gly

Gly

Lys

45

Asn

Asp

Asp

Lys

Glu

125

Pro

Gly

Gly

Lys

45

Asn

Asp

Asp

Phe

Lys

30

Asp

Ser

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Val

Phe

Lys

30

Asp

Ser

Thr

Tyr

Thr

15

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp

95

Pro

Thr

Thr

Thr

15

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp
95

Phe

Leu

Ala

Asn

vVal

80

Ser

Ala

Val

Phe

Leu

Ala

Lys

Val

80

Gly



10

15

Gln Gly Thr
Val Phe Pro
115
Ala Leu Gly
130
Ser Trp Asn
145
Val Leu Gln
<210>79
<211>138
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 79
Gly Gly
1
Ser Gly
Pro Gly
Asn Lys
50
Asp Asn
65
Glu Asp
Phe Asp
Thr Lys
Ser Glu
130
<210> 80
<211> 167
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

Leu
100

Leu

Cys

Ser

val
Phe
Lys

35

His

Thr
Tyr
Gly

115

Ser

val

Ala

Leu

Gly

Val
Thr

20
Gly
Tyr
Lys
Ala
Trp
100

Pro

Thr

Thr Val

Pro

Val

Ala
150

Glu

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

85

Gly

Ser

Ala
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Cys

Lys

105

120

135

Leu

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

70

Tyr

Gln

Val

Ala

Gly

Ser

Trp

Ser

55

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu
135

Asp

Thr

Arg

Tyr

val

40

Ala

Tyr

Cys

Thr

Pro

120

Gly

Ser

Tyr

Ser

Gly

25

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

105

Leu

Cys

Leu

10

Met

Val

Gly

Gln

Arg

90

val

Ala

Leu

Ser Arg Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

155

Arg

His

Ile

Arg

Met

75

Ala

Thr

Pro

Ser

Glu
140

His

Leu

Trp

Trp

Phe

60

Asn

Gly

val

Cys

Ser Ser Ala Ser Thr Lys

Glu

Gly Pro Ser
110

125

Pro

Thr

Ser

Val

Tyr

45

Thr

Ser

Leu

Ser

Ser
125

Val

Cys

Arg

30

Asp

Ile

Leu

Leu

Ser

110

Arg

Ser

Phe

Thr

15
Gln
Gly
Ser
Gly

95

Ala

Ser

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

160

Ala

Ala

Ser

Arg

Ala

80

Tyr

Ser

Thr

Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

1

5

100

10

15



Gly

Gly

Lys

Asn
65

Asp

Tyr

Thr

Pro

Val
145

Ala

<210> 81
<211> 150
<212> PRT

Phe
Lys
Tyr

50
Ser
Thr
Tyr
Val
Cys
130

Lys

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 81

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

65

Asp

Ala

Val

Phe

Lys

Tyr

50

Ser

Thr

Thr

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

115

Ser

Asp

Thr

vVal

Thr

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Asp

Phe

20
Leu
Ala
Asn
Val
Tyr
100
Ser
Arg

Tyx

Ser

Gln
Phe

20
Leu
Ala
Asn

vVal

vVal
100

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

85

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly
165

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyxr

85

Trp
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Ser

Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Gly

Ser

Thr

Pro

150

Val

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Gly

Tyr Gly

Val Ala
40

Val Lys
55

Tyr Leu

Cys Ala

Met Asp

Thr Lys

120

Ser Glu
135
Glu Pro

His

Arg Ser
Tyr Gly
Val Ala

40

Val Lys
55

Tyr Leu

Cys Ala

Gln Gly

Met

25
val
Gly
Gln
Arg
Val
105
Gly

Ser

Val

Leu
Met

25
Val
Gly
Gln

Arg

Thr
105

101

His

Ile

Arg

Met

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Arg

10

His

Ile

Arg

Met

Gly

90

Thr

Asn

75
Pro
Gly
Ser

Ala

Val
155

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn

75

Ala

Val

Val

Tyr

Thr

60

Ser

Arg

Gln

val

Ala

140

Ser

Ser

Val

Tyr

Thr

60

Ser

Val

Thr

Arg

Asp

45

Ile

Leu

Gly

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Cys

Arg

Asp

45

Ile

Leu

Val

Val

Gln

30

Gly

Ser

Arg

Ala

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Ala

Gln

30

Gly

Ser

Arg

Val

Ser
110

Ala

Ser

Arg

Ala

Thr

95

Thr

Leu

Cys

Ser

Ala

15

Ala

Ser

Arg

Ala

Pro

95

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

80

Leu

vVal

Ala

Leu

Gly
160

Ser

Pro

His

Asp

Glu

80

Ala

Ala
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Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser
115 120 125

Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
130 135 140

Pro Glu Pro Val Thr Val
145 150

<210> 82

<211> 146

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 82

Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
1 5 10 15

Phe Thr Phe Ser Ser Cys Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
20 25 30

Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Val Ile Trp Ser Asp Gly Ser His Lys
35 40 45

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
50 55 60

Ser Lys 2sn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
65 70 75- 80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Thr Met Ile Val Val Gly Thr
85 90 95

Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser
100 105 110

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr
115 120 125

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
130 135 140

Glu Pro
145

<210> 83

<211> 171

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

Gly Val val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
1 5 10 15

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Val His Trp Val Arg Gln Ala Pro
20 25 30

102



Gly

Lys

Asn

65

Asp

Ser

Val

Cys

Lys

145

Leu

Lys
Tyr
50

Ser

Thr

Ser
130
Asp

Thr

Gln

Phe

Leu

Ala

50

Asn

Val

Asp

<210> 84
<211> 163
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 84
Val
1
T‘hr
Gly
Tyr
Lys
65
Ala
Phe
Thr I

Gly

35

Tyr

Lys

Ala

Arg

Ser

115

Arg

Tyr

Ser

Pro

Ser

Glu

35

Glu

Thr

Tyr

Phe

Gly
115

Leu

Ala

Ser

Val

Gly

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

Asn

20

Trp

Ser

Leu

Tyr

Trp

100

Pro

Glu

Asp

Thr

Tyr

85

Gly

Ser

Thr

Pro

val
165

Arg

Tyr

vVal

Val

Tyxr

Cys

85

Gly

Ser
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Trp

Ser

Leu

70

Tyr

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Ala

Val

Lys

Leu

70

Ala

Gln

val

Val

Val

55

Tyr

Cys

Asp

Lys

Glu

135

Pro

Thr

Met

Val

Gly

55

Gln

Arg

Gly

Phe

Ala

40

Lys

Leu

Ala

Val

Gly

120

Ser

Val

Phe

Arg

His

Ile

40

Arg

Met

Asp

Thr

Pro
120

Val

Gly

Gln

Arg

Pro

Thr

Thr

Pro

Leu

Trp

25

Trp

Phe

Asn

Gln

Leu
105

103

Ile

Arg

Met

Asp

90

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
170

Ser

10
Val
His
Thr
Ser
Gly

90

val

Ala

Trp

Phe

Asn

75

Ser

Gln

Val

Ala

Ser

155

val

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

15

Thr

Thr

Pro

Tyr Asp Gly

Thr

60
Ser
Tyr
Gly
Phe
Leu

140

Trp

Ala

Gln

Gly

Ser

60

Arg

Gly

Val

Cys

45

Ile

Leu

Tyr

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Ala

Ala

Asn

45

Arg

Ala

Trp

Ser

Ser
125

Ser

Arg

Asp

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Pro

30

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

110

Arg

Ser

Arg

Ala

Phe

85

vVal

Ala

Leu

Gly

Gly

15
Gly
Lys
Asn
Asp
Gly

95

Ala

Ser

Asn
Asp
Glu

80
Trp
Thr
Pro

Val

Ala
160

Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr

80
Gly

Ser

'i‘hr
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Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro

130 135 140
Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
145 150 155 160
His Thr Phe
<210> 85
<211>76
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 85
Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile
1 5 10 15
Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr
20 25 30
Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile
35 40 45
Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
50 55 60
Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
65 70 75
<210> 86
<211>172
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln Ile Leu Ser Leu Thr Cys
Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly Gly His Tyr Trp Ser Trp
20 25 30

Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr
35 40 45

Tyr Ile Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr
50 55 60

Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser
65 70 75 80

Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Ser Gly
85 90 95

Asp Tyr Tyr Gly Ile Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
100 105 " 110

104



10

15

Ser Ser
Ser Arg
130

Asp Tyr
145

Thr Ser

<210> 87

<211>96

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87
Glu Ile
Glu Arg
Tyr Leu
Ile Tyr

50

Gly Ser
65

Pro Glu

<210> 88

<211> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Gln Ser
1

Ser Cys
Gln Gln
Ser Arg

50

Thr Asp

Ala
115

Ser

Phe

Gly

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

Pro

Val

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Ser

Glu

His
165

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Pro Gly Thr

5

Arg Ala Ser

20

Arg Pro Gly

35

Ala Thr Gly

Phe Thr Leu

ES 2706 547 T3

Lys Gly

Glu Ser
135

Pro Val
150

Thr Phe

Gln Ser

Ser Cys

Gln Gin

Ser Arg

55

Thr Asp
70

Val Tyr

Leu Ser

Gln Ser

Gln Ala

Ile Pro

55

Thr Ile

Pro
120
Thr

Thr

Pro

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Leu

Ile

Pro

40

Asp

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

Gly
Ala

25
Pro
Thr

Thr

Cys

Ser
Ser

25
Arg

Arg

Arg

105

val

Ser

val
170

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Pro

10
Ser
Leu

Phe

Leu

Phe Pro Leu Ala Pro Cys

125

Leu Gly Cys Leu Val Lys

Trp
155

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Gly

Ser

Leu

Serx

Glu

140

Asn

Gln

Ser
Ser
Ala
Pro

60

Ile

Tyr

Glu
Phe
Ile
Gly

60

Pro

Ser Gly Ala Leu

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Arg

Leu

Tyr

45

Ser

Glu

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ala
Ala

30
Gly

Gly

Asp

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Thr

15

Trp

Ala

Ser

Phe

160

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
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15

65
Val Tyr
Gly Thr
Ile Phe
vVal Cys
130
<210> 89
<211> 141
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 89
Gln Ser
1
Ser Cys
Lys Pro
Ala Thr
50
Phe Thr
65
Tyr Cys
Lys Val
Pro Pro
Leu Leu
130
<210> 90
<211>139
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 90
Gly Thr
1

Tyr Cys
Lys Val
100

Pro Pro
115

Leu Leu

Pro Gly
Arg Thr
20

Gly Gln
35

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

Glu Ile
100

Ser Asp
115

Asn Asn

Leu Ser Leu Ser

Gln
85
Glu

Ser

Asn

Thr

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

85

Lys

Glu

Phe

5
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70

Gln
Ile
Asp

Asn

Leu
vVal
Pro
Asp
Ser

70
Gly
Arg

Gln

Tyr

Tyr

Lys

Glu

Phe
135

Ser

Ser

Arg

Arg

55

Arg

Ile

Thr

Leu

Pro
135

Pro

Gly

Arg

Gln

120

Tyr

Leu

Ser

Leu

40

Phe

Leu

Ser

Val

Lys

120

Arg

Thr

Thr

105

Leu

Pro

Ser

Ser

25

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

105

Ser

Glu

Ser
90
Val

Lys

Arg

Pro
10
Tyr

Ile

Phe
90
Ala

Gly

Ala

75

Pro

Ala

Ser

Glu

Gly

Leu

Tyr

Ser

Glu

75

Thr

Pro

Thr

Lys

Trp

Ala

Gly

Ala
140

Glu

Ala

Gly

Gly

60

Asp

Phe

Ser

Ala

Val
140

Thr

Pro

Thr

125

Lys

Arg

Trp

Ala

45

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

125

Gln

80

Phe Gly Gln

95

Ser Val
110

Ala Ser

Ala Thr
15

Tyr Gln
30

Ser Ser

Gly Thr

Ala Vval

Gly Gly
95

Phe Ile
110

val val

Phe

Val

Leu

Gln

Arg

Asp

Tyr

80

Thr

Phe

Cys

Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

106

10

15
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Ala

Gly

Gly

Leu

65

Gln

Asp

Ser

Asn

<210> 91
<211> 142
<212> PRT

Ser

Gln

Ile

50

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn
130

<213> Homo sapiens

<400> 91

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

65

Tyr

Thr

Phe

Cys

<210> 92
<211> 142
<212> PRT

Cys

Lys

Ala

50

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
130

<213> Homo sapiens

Gln

Ala

35

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

115

Phe

Pro

Arg

Pro

35

Thr

Thr

Cys

Val

Pro
115

Ser

20

Pro

Asp

Ser

Gly

Arg

100

Gin

Tyr

Gly

Ala

20

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

100

Ser

Asn

Val

Arg

Arg

Arg

Arg

85

Thr

Leu

Pro

Thr

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

85

Ile

Asp

Asn
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Ser

Leu

Phe

Leu

70

Ser

Val

Lys

Arg

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

70

Tyr

Lys

Glu

Phe

Ser

Leu

Ser

55

Glu

Pro

Ala

Ser

Glu
135

Ser

Ser

Pro

Asp

55

Ser

Gly

Arg

Gln

Tyr
135

Tyr

Ile

40

Gly

Pro

Phe

Ala

Gly

120

Ala

Leu

val

Arg

40

Arg

Arg

Ile

Thr

Leu

120

Pro

Leu

25
Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
105

Thr

Lys

Ser

Ser

25

Pro

Phe

Leu

Ser

val

105

Lys

Arg

107

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

80

Ser

Ala

Val

Pro

10

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

90

Ala

Ser

Glu

Trp

Ala

Ser

Phe

75

Gly

Val

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

75

Phe

Ala

Gly

Ala

Gly

60

Ala

Pro

Phe

val

Glu

Leu

Tyr

Ser

60

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
1490

Gln

Ser

45

Thr

Val

Gly

Ile

Val
125

Arg

Ala

Gly

45

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

125

Val

Gln

30

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

110

Cys

Ala

Trp

30

Val

Ser

Phe

Gly

Val

110

Ser

Gln

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

95

Pro

Leu

Thr

15

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro

95

Phe

Val

Pro

Thr

Thr

Cys

80

Val

Pro

Leu

Leu

Gln

Ser

Thr

Val

80

Gly

Ile

Val
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<400> 92

Ser
Cyé
‘Gln
Arg
Asp

65
Tyr
Thr
Phe
Cys

<210> 93
<211> 146
<212> PRT

Pro
Arg
Lys
Ala

50
Phe
Tyr
Lys
Pro

Leu
130

<213> Homo sapiens

<400> 93

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

65

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

50

Phe

Tyr

Gly

Thr

Cys

Val

Pro

115

Leu

Pro

Arg

Pro

35

Thr

Thr

Cys

Thr

Ser

20

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

100

Ser

Asn

Gly

Ala

20

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

Gln

85

Ile

Asp

Asn

Thr

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
85
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Ser
Ser
Ala
Pro
Ile

70
Tyr
Lys

Glu

Phe

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

70

Tyr

Leu

Ile

Pro

Asp

55

Ser

Gly

Arg

Gln

Tyr
135

Ser

Pro

Asp

55

Ser

Gly

Ser Pro

Ser Ser
25

Arg Leu
40

Ser\Phe
Arg Leu
Thr Ser
Thr Val

105

Leu Lys
120

Pro Arg

Leu Ser

Val Ser

25

Arg Leu
40

Arg Phe

Arg Leu

Arg Ser

108

Gly

10

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

90

Ala

Ser

Glu

Pro

10

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
90

Glu Arg

Phe Leu

Ile Tyr

Gly Ser

60

Pro Glu
75

Phe Thr

Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys
140

Gly Glu

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser
60

Pro Glu
75

Phe Thr

Ala

Ala

Arg

45

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

125

val

Arg

Ala

Gly

45

Gly

Asp

Phe

Thr

Trp

30

Pro

Ser

Phe

Gly

Val

110

Ser

Gln

Ala

Trp

30

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

15
Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro

95

Phe

val

Thr

15

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro
95

Ser

Gln

Ser

Thr

Leu

80

Gly

Ile

Val

Leu

Gln

Ser

Thr

Val

80

Gly
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Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
100 105 110

Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
115 120 125

Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Rla Lys Val Gln Trp Lys
130 135 140

Gly Gly
145

<210> 94

<211>95

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 94

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro
85 90 95

<210> 95

<211> 152

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile
Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asn Thr Tyr Leu Ile Trp Tyr Gln
20 25 30

Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Asn Phe Leu Ile Ser Ala Thr Ser Ile
35 40 45

Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr
50 55 60

Asn Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu His Pro Glu Asp Phe Ala Thr

109
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65

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val
145

<210> 96
<211> 139
<212> PRT

Tyr

Lys

Pro

Leu

130

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 96

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

65

Cys

Val

Pro

Leu

<210> 97
<211> 134
<212> PRT

Ser

Ala

Gly

Gly

50

Leu

Gln

Glu

Ser

Asn
130

<213> Homo sapiens

<400> 97

Cys

Val

Pro

115

Leu

Asn

Ser

Ser

Lys

35

Val

Thr

Gln

Ile

Asp

115

Asn

Gln

Asp

100

Ser

Asn

Ala

Leu

Gln

20

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

100

Glu

Phe

Gln

85

Ile

Asp

Asn

Leu

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

85

Arg

Gln

Tyr
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70

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
150

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

70

Ser

Thr

Pro

Tyr

Arg

Gln

Tyr

135

Ser

Ser

Asn

Leu

Phe

55

Leu

Thr

Val

Lys

Arg
135

Ser

Thr

Leu

120

Pro

Gly

Val

Ser

Leu

40

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

120

Glu

Thr
Val
105

Lys

Arg

Gly
Tyr

25
Ile

Gly

Pro

Ala
105

Gly

Ala

110

Pro
S0
Ala

Ser

Glu

Asp

10

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

90

Pro

Thr

Lys

75

Phe

Ala

Gly

Ala

Arg

Asp

Ala

Gly

Asp

75

Phe

Ser

Ala

Val

Thr

Pro

Thr

Lys
140

Val

Trp

Ala

Ser

60

Phe

Gly

Val

Ser

Phe Gly

Ala
125

Val

Thr

Tyr

Ser

45

Gly

Ala

Pro

Phe

Val
125

Val
110

Ser

Gln

Ile

Gln

30

Ser

Thr

Thr

Gly

Ile

110

Val

Pro
95
Phe

Val

Trp

Thr

15

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

95

Phe

Cys

80

Gly

Ile

Val

Lys

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

80

Lys

Pro

Leu



Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ile Leu
50

Pro Asp
65

Thr Tyr

Gly Thr

Ile Phe

Val Cys
130

<210> 98

<211> 150

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 98

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

50

Ile Asp
65

Thr Tyr

Gly Thr

Ile Phe

Ser

Cys

Lys

35

Gin

Phe

Tyr

Lys

Pro

115

Leu

Ser

Cys

Lys

35

Gln

Cys

Tyr

Arg

Pro
115

Pro

Arg

20

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

100

Pro

Leu

Pro

Arg

20

Pro

Gly

Thr

Cys

val

100

Pro

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

85

Asp

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

85

Asp

Ser
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Ser

Ser

Lys

vVal

Thr

70

Gln

Ile

Asp

Asn

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

70

Gln

Ile

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

55

Ile

Ser

Lys

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

55

Ile

Ser

Glu

Glu

Ser

Asn

Pro

40

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln
120

Ser

Ser

Pro

40

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln
120

Ala

Ile

25

Lys

Gly

Ser

Ser

Thr

105

Leu

Ala

Ile

25

Arg

Arg

Ser

Ile

Thr

105

Leu

111

Ser

10

Phe

Phe

Leu

Thr

90

Val

Lys

Ser

10

Cys

Val

Phe

Leu

Thr

90

Val

Lys

val

Ser

Gln

75

Pro

Ala

Ser

Val

Asn

Leu

Ser

Gln

75

Pro

Ala

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ala

60

Pro

Phe

Ala

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

60

Pro

Phe

Ala

Gly

Asp

Leu

Tyr

45

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
125

Asp

Leu

Tyr

45

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
125

Arg

Asn

30

Val

Gly

Asp

Phe

Ser

110

Ala

Arg

Asn

30

Ala

Gly

Asp

Phe

Ser

110

Ala

Val

15

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

95

Val

Ser

Val

15

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

95

Val

Ser

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

80

Pro

Phe

Val

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

80

Pro

Phe

Val
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Val Cys Leu Leu Asn Asn

Lys
145
<210> 99

<211> 96
<212> PRT

130

Val

<213> Homo sapiens

<400> 99

Glu

Glu

Leu

Lys

Ser
65

Glu

<210> 100
<211> 364
<212> PRT

Ile

Lys

His

Tyr

50

Gly

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 100

Met
1
Leu
Ala
Tyr
Gln
65

Gly

Ser

Gly

Leu

Val

Ala

50

Ala

Asn

Gly

Asp Asn Ala Tyr

vVal

val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Val

Phe

Val

35

Ser

Asp

Glu

Asn

Leu
Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Leu

Pro

20

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Gln

Thr

Thr
85

Leu

Ser

Ala

Gly

Gln

Thr

85

Val

150

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Thr

Met

Ser

Lys

val

70

Phe

Asn

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp

135

Ser

Cys

Lys

Phe

55

Phe

Tyr

Gln

Ala

Ser

Ala

55

Thr

Leu

Leu

Pro
Arg
Pro
40
Ser

Thr

Cys

Arg
Ser
Arg

40
Thr
Glu

Asp

Thr

Asp

Ala

25

Asp

Gly

Leu

His

Thr

Met

25

Gly

Glu

Val

Asp

Ile
105

112

Phe

10

Ser

Gln

vVal

Thr

Gln
90

Leu
10

Ala

Ile

Val

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Leu

Met

Ala

Arg

Ala

75

Ile

Gly

140

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Ser

Ser

His

Ser

Val

60

Ala

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Leu

Val

Phe

45

Thr

Thr

Thr

Arg

Thr

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

vVal

Ala

30

val

vVal

Tyr

Gly

Ala
110

Pro Lys

15

Ser Ser

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

80

Pro Gln

95

Leu

15

Gln

Cys

Leu

Met

Thr

95

Met

Ala

Pro

Glu

Arg

Met

80

Ser

Asp
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Thr

Tyr

Pro

145

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

225

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

305

Phe

Gly

Tyr

<210> 101
<211>12
<212> PRT

Gly
Leu
130
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
210
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
290
Asn
Phe

Asn

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 101

<210> 102
<211>120
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Leu

115

Pro

Lys

vVal

Tyr

195

Glu

His

Lys

Gln

Leu

275

Pro

Asn

Leu

val

Gln
355

Met

Tyr
Ile
Asp
Pro
val
180
val
Gln
Gln
Ala
Pro
260
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

340

Lys

Ile

Gly

Ser

Lys

165

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

245

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

325

Ser

Ser
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Cys

Asn

Asp

150

Asp

Gly

Asn

Trp

230

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

310

Lys

Cys

Leu

Lys

Gly

135

Leu

Thr

Val

Val

Ser

215

Leu

Thr

Pro

Gln

Ala

295

Thr

Leu

Ser

Ser

His Val Ala Gln

5

val

120

Thr

Glu

Leu

Ser

Glu

200

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

280

Val

Pro

Thr

Val

Leu
360

Pro

Glu Leu

Gln Ile

Gly Ala

Met Ile
170

His Glu
185

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

Ile Glu
250

Val Tyr
265

Ser Leu

Glu Trp

Pro Val

Val Asp
330

Met His
345

Ser Pro

Ala Val Val Leu Ala Ser

113

Met

Tyr

Pro

155

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

235

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

315

Lys

Glu

Gly

Tyr

val

140

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

220

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

300

Asp

Ser

Ala

Lys

10

Pro
125
Ile
Val
Thr
Glu
Lys
205
Ser

Lys

Ile

Leu
285
Asn
Ser

Arg

Leu

Pro

Asp

Phe

Pro

Val

190

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

270

Val

Gly

Asp

Trp

His
350

Pro

Pro

Leu

Glu

175

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

255

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

335

Asn

Tyr

Glu

Phe

160

Val

Phe

Pro

Thr

Val

240

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

320

Gln

His
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val

Ala

Ala

40

Asn

Gly

Gly

Leu

Cys
120

Val

Ser

25

Asp

Glu

Asn

Leu

Gly
105

Leu

10

Pro

Ser

Leu

Gln

Tyr

90

Ile

Ala

Gly

Gln

Thr

Val

75

Ile

Gly

Ser

Lys

val

Phe

60

Asn

Cys

Asn

Ser

Ala

Thr

45

Leu

Leu

Lys

Gly

Arg

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Val

Thr
110

Met His Val Ala Gln Pro Ala Val Val Leu Ala

<400> 102
Met His Val Ala Gln Pro Ala
1 5
Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr
20
Arg Val Thr Val Leu Arg Gln
35
Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly
50 55
Ile Cys Thr Gly Thr Ser Ser
65 70
Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr
85
Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr
100
Tyr Val Ile Asp Pro Glu Pro
115
<210> 103
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 103
1
<210> 104
<211>23
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador
<220>
<221> base de datos modificada
<222> (21)
<223>i
<400> 104
caggtgcagc tggagcagtc ngg 23
<210> 105
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 105
gctgagggag tagagtcctg agga 24

<210> 106

5

114

10

Gly

15

Glu

val

Asp

Ile

Glu

95

Gln

Ile

Val

Cys

Ser

Gln

80

Leu

Ile
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<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 106
tatctaagct tctagactcg accgccacca tggagtttgg getgagcetg 49

<210> 107

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 107
ttctctgatc agaattccta tecatttaccc ggagacaggg agagcet 46

<210> 108

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia Kozak éptima

<400> 108
accgccacc 9

<210> 109

<211>45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 109
tcttcaagct tgeccegggec cgeccaccatg gaaacccccag cgeag 45

<210> 110

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 110
ttctttgatc agaattctca ctaacactct ccectgttga age 43

<210> 111

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 111
tcttcaagct tgcecegggcec cgccaccatg gacatgaggg tecceeget 48

<210> 112
<211> 155
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 112

115
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15

Ser

Cys

Lys

Phe

Phe

65

Tyr

Lys

Pro

Leu

<210> 113

<211> 100
<212> PRT

Pro

Arg

Pro

Ser

50

Thr

Cys

Val

Pro

Leu
130

<213> Homo sapiens

<400> 113

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp
65

Ser

Thr

<210> 114
<211> 139
<212> PRT

Val

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

<213> Homo sapiens

Asp

Ala

Asp

35

Gly

Leu

His

Glu

Ser

115

Asn

Val

Ala

Asn

35

Arg

Phe

Val

Trp

Phe

Ser

20

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

100

Asp

Asn

Asp
145

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

Ser

85

Lys

Glu

Phe

Asn

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85
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Ser

Ser

Pro

Ser

Asn

70

Ser

Arg

Gln

Tyr

Val

Ile

Lys

Arg

55

Ser

Ser

Thr

Leu

Pro
135

Thr

Gly

Leu

40

Phe

Leu

Leu

Val

Lys

120

Arg

Pro

Ser

25

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

105

Ser

Glu

Lys

10
Ser
Ile
Gly
Ala
Leu

90
Ala

Gly

Ala

Glu

Leu

Lys

Ser

Glu

75

Thr

Pro

Thr

Lys

Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
150

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Ser

Cys

Asn

Lys

55

Gly

Asp

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

116

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val
90

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Lys

His

Tyr

Gly

60

Asp

Phe

Ser

Ala

Val
140

Gln

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Val

Trp

Ala

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

125

Gln

Glu
155

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Thr
Tyr

30
Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
110

vVal

Trp

Thr
Val

30
Gly
Gly

Leu

Met

Ile

15

Gln

Gln

Thr

Thr

Gly

Ile

vVal

Lys

Leu

15

Tyr

Gln

vVal

Lys

Gln
95

Thr

Gln

Ser

Asp

Tyr

80

Thr

Phe

Cys

vVal

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly
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<400> 114

Pro Leu

Arg Ser

Trp Phe

Val Ser

50

Giy

Gly

Gln
val

Ser

<210> 115
<211>100
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 115

Asp Ile

1

Glu Pro

Asn

Gly

Gln
50

Pro

Asp
65

Arg

Ser Arg

Leu Gln

<210> 116
<211>133
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Ser

Ser

Gln

35

Asn

Thr

Val

Gly Thr Lys

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp

Val val Cys Leu Leu Asn Asn

130

vVal

Ala

Tyr

35

Leu

Phe

val

Thr
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Leu Pro Val

Gln
20

Ser Leu

Gln Arg Pro

Trp Asp

Phe Thr

70

Asp

Tyr Tyr

85

Cys

Val
100

115

Met Thr Gln

Ser Ile Ser

20

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser
70

Ser Gly

Glu Ala

85

Glu

Pro
100

Thr

Val

Gly

Gly

55

Leu

Met

Glu

Leu

Tyr

Gln

Gly

Ser
25

Ser

40

vVal

Lys

Gln

Ile.

Pro

Ile

Gly

Lys
105

120

135

Ser
Cys
Asp
Leu

55

Asp

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

val

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

117

Gln

10

Asp

Pro

Asp

Ser

Ser

90

Arg

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

75

His

Ala

Asn

Arg

Phe

60

vVal

Trp

Ser

Thr

Leu

45

Ser

Glu

Pro

Ile Ser Cys
15

Tyr Leu Asn
30

Ile Tyr Lys
Gly Ser Gly

Ala Glu Asp
80

Pro Thr Phe
95

Thr Val Ala Ala Pro Ser

Phe Tyr Pro

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

125

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

110

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala

Thr Pro Gly

15

Leu His Ser

30

Gly Gln Ser

Gly Val Pro

Leu Lys Ile

80

Gln Ala
95

Met
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<400> 116

Pro Gly Glu
1

His Ser Asn

Gln Ser Pro
35

Val Pro Asp
50

Lys Leu Ser
65

Gln Ala Leu

Ile Lys Arg

Asp Glu Gln
115

Asn Phe Tyr
130

<210> 117

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117

Pro
Gly

20
Gln
Arg

Arg

Gln

Thr
100

Leu

Pro

Ala

Tyr

Leu

Val

Thr

85

Val

Lys

Arg

ES 2706 547 T3

Ser

Asn

Leu

Ser

Glu

70

Pro

Ala

Ser

Ile

Tyr

Ile

Gly

55

Ala

Leu

Ala

Gly

Ser

Leu

Tyr

40

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
120

Cys
Asp
25

Leu

Asp

Phe

Ser
105

Ala

Arg

10
Trp
Gly
Ser

Val

Gly
80

Val

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

75

Gly

Phe

Val

Ser

Leu

Asn

Thr

60

Val

Gly

Ile

Val

Gln

Gln

Arg

45

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys
125

Ser

Lys

30

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro
110

Leu

Leu

15

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

95

Pro

Leu

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

80

Glu

Ser

Asn

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

Asp Arg Val Thr

<210> 118

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118

20

5

10

15

Glu Ile Val Leu Thr Giln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

Glu Arg Ala Thr

<210> 119

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

20

5

118

10

15
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<400> 119

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr
20
<210> 120
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 120
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr
' 20
<210> 121
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 121
Thr Gly Glu Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser
1 . 5 10 15
Pro Gly Glu Arg
20
<210> 122
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 122
Glu Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr
20
<210> 123
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 123
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr
20

<210> 124
<211> 20
<212> PRT

119
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<213> Homo sapiens

<400> 124

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr
20

<210> 125

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr
20

<210> 126

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 126

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser
20

<210> 127

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 127

Pro Glu Val Gln Phe
1 5

<210> 128

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser
20

<210> 129
<211>10

120
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 129

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
1 5 10

<210> 130

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu

<210> 131

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr
1 5

<210> 132

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu
20

<210> 133

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 133

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser
20
<210> 134
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

121



10

15

20

25

30

35

ES 2706 547 T3

<400> 134

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
1 5 10

<210> 135

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 135

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
15

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser
20

<210> 136

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 136

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val
1 5

<210> 137

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Vval Gln Pro Gly Arg

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser
20

<210> 138

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138

Pro Glu Val Gln Phe Asn
1 5

<210> 139

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139
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Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Glu Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser
20

<210> 140

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 140

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
1 5 10

<210> 141

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 141

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5

<210> 142

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 142

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

<210> 143

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

<210> 144

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144

Thr Gly Glu Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5 10

<210> 145

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145
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Glu Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

<210> 146

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

<210> 147

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal humano que se une a CTLA-4, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, en
donde dicho anticuerpo o fragmento compite por la unién a CTLA-4 con un anticuerpo de referencia, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a ligando del mismo tienen las siguientes propiedades:

a) una afinidad de union por CTLA-4 de 10-° M o mayor segun se determina por BlAcore;
b) inhibe la union entre CTLA-4 y B7-1 con un ICso de 100 nM o menor; y
c) inhibe la unién entre CTLA-4 y B7-2 con un ICsy de 100 nM o menor,

en donde el anticuerpo de referencia se selecciona de un grupo que consiste en:

i) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:9 y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:22;

ii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:5 y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:18;

iii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:14;

iv) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:2 'y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:15;

v) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:8 y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:21;

vi) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:3 y
una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:16;

vii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:4
y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:17;

viii) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO:10 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:23; and

ix) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:11
y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ 1D NO:24.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende las secuencias de aminoacidos CDR1, CDR2 y CDR3 en la SEQ ID
NO:70.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende las secuencias de aminoacidos CDR1, CDR2 y CDR3 en la SEQ ID
NO:22.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:70.

5. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:22.

6. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un vehiculo farmacéuticamente acceptable.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para el tratamiento del cancer.

8. Una linea celular que produce un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

9. La linea celular de la reivindicacion 8 que es una linea celular de mamifero.
10. La linea celular de la reivindicacién 9 que es una linea celular CHO o una linea celular NSO.

11. Un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de cadena ligera y pesada de un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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12. Un método para producir un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 que comprende expresar dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo en
una linea célular huésped y recuperar dicho dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde dicha linea celular hospedadora es una linea celular de
mamifero.

14. El procediemiento de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde dicha linea celular de mamifero es una linea
celular CHO o una linea celular NSO.

15.Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso
en el tratamiento del cancer.

16. Uso de un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer.
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Figura 1A
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4.1.1. ADN de cadena pesada

ATGGAGTTTG GGCTGAGCTG

CCAGTGTCAG
GGAGGTCCCT
CATGGCATGC
GGCAGTTATA
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGGAGGTCAC
CCGTCTCCTC
TGCTCCAGGA
GGACTACTTC
CCAGCGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACACCTGC
CAGTTGAGCG
GTGGCAGGAC
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATGCCA
TGTGGTCAGC
AGTACAACTG
ACCATCTCCA
GCCCCCATCC
TGGTCARAGG
GGGCAGCCGG
CGGCTCCTTC
AGCAGGGGAA
CACTACACGC

(SEQ ID NO:

4.1.1.

GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGTATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
TTCGGTCCTT
AGCCTCCACC
GCACCTCCGA
CCCGAACCGG
GCACACCTTC
GCGTGGTGAC
AACGTAGATC
CAAATGTTGT
CGTCAGTCTT
CGGACCCCTG
CGAGGTCCAG
AGACAAAGCC
GTCCTCACCG
CAAGGTCTCC
AAACCAAAGG
CGGGAGGAGA
CTTCTACCCC
AGAACAACTA
TTCCTCTACA
CCTCTTCTCA
AGAAGAGCCT

27)

Proteina de

GGTTTTCCTC
TGGAGTCTGG
TGTGTAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAGAAATAR
AGAGACAATT
CGAGGACACG
TTGACTACTG
AAGGGCCCAT
GAGCACAGCG
TGACGGTGTC
CCAGCTGTCC
CGTGCCCTCC
ACAAGCCCAG
GTCGAGTGCC
CCTCTTCCCC
AGGTCACGTG
TTCAACTGGT
ACGGGAGGAG
TTGTGCACCA
AACAAAGGCC
GCAGCCCCGA
TGACCAAGRA
AGCGACATCG
CAAGACCACA
GCAAGCTCAC
TGCTCCGTGA
CTCCCTGTCT

GTTGCTCTTT
GGGAGGCGTG
CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ATACTATGCA
CCRAGAACAC
GCTGTGTATT
GGGCCAGGGA
CGGTCTTCCC
GCCCTGGGCT
GTGGARACTCA
TACAGTCCTC
AGCAACTTCG
CAACACCAAG
CACCGTGCCC
CCAARACCCA
CGTGGETGGTG
ACGTGGACGG
CAGTTCAACA
GGACTGGCTG
TCCCAGCCCC
GAACCACAGG
CCAGGTCAGC
CCGTGGAGTG
CCTCCCATGC
CGTGGACAAG
TGCATGAGGC
CCGGGTAAAT

cadena pesada

MEFGLSWVFL
HGMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
CSRSTSESTA
SLESVVTVPS
VAGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKTKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

{SEQ ID NO:

VALLRGVQCQ
GKGLEWVAVI
AVYYCARGGH
ALGCLVKDYF
SNFGTQTYTC
PKPKDTLMIS
QFNSTFRVVS
EPQVYTLPPS
PPMLDSDGSF
PGK

1)

VQLVESGGGV
WYDGRNKYYA
FGPFDYWGQG
FEPVTVSWNS
NVDHKPSNTK
RTPEVTCVVV
VLTVVHQDWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

VQPCRSLRLS
DSVKGRFTIS
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKTVERKCC
DVSHEDPEVQ
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFY>P
SRWQQGNVEFS

127

TAAGAGGTGT
GTCCAGCCTG
CTTCAGTAGC
TGGAGTGGGT
GACTCCGTGA
GCTGTTTCTG
ACTGTGCGAG
ACCCTGGTCA
CCTGGCGCCC
GCCTGGTCAA
GGCGCTCTGA
AGGACTCTAC
GCACCCAGAC
CTGGACAAGA
AGCACCACCT
AGGACACCCT
GACGTCAGCC
CGTGGAGCTG
GCACGTTCCG
AACGGCAAGG
CATCGAGAAA
TGTACACCCT
CTGACCTGCC
GGAGAGCAAT
TGGACTCCGA
AGCAGGTGGC
TCTGCACAAC
GA

CVASGFTFSS
RDNSKNTLFL
KGPSVFPLAP
PAVLQSSGLY
VECPPCPAPP
FNWYVDGVEV
NKGLPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
€50
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1382

50

100
150
200
250
300
350
400
450
463



Figura 1A (continuacion)

4.1.1. ADN de cadena

ES 2706 547 T3

kappa

ATGGARBRCCC CAGCGCAGCT

TACCACCGGA
CTCCAGGGGA
AGCAGCTTCT
CCTCATCTAT
GTGGCAGTGG
CCTGAAGATT
GACGTTCGGC
CATCTGTCTT
GCCTCTGTTG
ACAGTGGAAG
TCACAGAGCA
ACGCTGAGCA
CACCCATCAG
AGTGTTAG

(SEQ ID NO:

GAAATTGTCT
AAGAGCCACC
TAGCCTGGTA
GGTGCATCCA
GTCTGGGACA
TTGCAGTGTA
CAAGGGACCA
CATCTTCCCG
TGTGCCTGCT
GTGGATAACG
GGACAGCARG
AAGCAGACTA
GGCCTGAGCT

40)

TCTCTTCCTC
TGACGCAGTC
CTCTCCTGCA
CCAGCAGAGA
GCAGGGCCAC
GACTTCACTC
TTACTGTCAG
AGGTGGAAAT
CCATCTGATG
GAATAACTTC
CCCTCCAATC
GACAGCACCT
CGAGAAACAC
CGCCCGETCAC

CTGCTACTCT
TCCAGGCACC
GGGCCAGTCA
CCTGGCCAGG
TGGCATCCCA
TCACCATCAG
CAGTATGGTA
CARAACGAACT
AGCAGTTGAA
TATCCCAGAG
GGGTAACTCC
ACAGCCTCAG
AAAGTCTACG
AAAGAGCTTC

4.1.1. Proteina de cadena kappa

METPAQLLFL
SSFLAWYQQOR
PEDFAVYYCQ
ASVVCLLNNE
TLSKADYEKH

(SEQ ID NO:

LLLWLPDTTG
PGQAPRLLIY
QYGTSPWTFG
YPREAKVQWK
KVYACEVTHQ

14)

EIVLTQSPGT
GASSRATGIP
QCGTKVEIKRT
VDNALQSGNS
GLSSPVTKSF

LSLSPGERAT
DRFSGSGSGT
VAAPSVFIFE
QESVTEQDS3K
NRGEC

128

GGCTCCCAGA
CTGTCTTTGT
GAGTATTAGC
CTCCCAGGCT
GACAGGTTCA
CAGACTGGAG
CCTCACCCTG
GTGGCTGCAC
ATCTGGAACT
AGGCCAAAGT
CAGGAGAGTG
CAGCACCCTG
CCTGCGAAGT
AACAGGGGAG

LSCRASQSIS
DFTLTISRLE
PSDEQLKSGT
DSTYSLSSTL

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
500
650
700
708

50

100
150
200
235



Figura 1B
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4.8.1. ADN de cadena pesada

G
CCAGTGTCAG
GGAGGTCCCT
TATGGCATGC
GGCAGTTATA
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGGAGAGAGA
TCACCGTCTC
CCCTGCTCCA
CAAGGACTAC
TGACCAGCGG
TACTCCCTCA
GACCTACACC
AGACAGCTTGA
CCTGTGGCAG
CCTCATGATC
GCCACGAAGA
GTGCATAATG
CCGTGTGGTC
AGGAGTACAA
AAARCCATCT
CCTGCCCCcCa
GCCTGGTCAA
AATGGGCAGC
CGACGGCTCC
GGCAGCAGGG
AACCACTACA

(SEQ ID NO:

G G
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGTATGATGC
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
CTGGGGTCCT
CTCAGCCTCC
GGAGCACCTC
TTCCCCGAAC
CGTGCACACC
GCAGCGTGGT
TGCAACGTAG
GCGCAAATGT
GACCGTCAGT
TCCCGGACCC
CCCCGAGGTC
CCAAGACAAR
AGCGTCCTCA
GTGCARAGGTC
CCAAAACCAA
TCCCGGGAGG
AGGCTTCTAC
CGGAGAACAA
TTCTTCCTCT
GAACGTCTTC
CGCAGAAGAG

28)

GGTTTTCCTC
TGGAGTCTGG
TGTACAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAGTAATAR
AGTGACAATT
CGAGGACACG
ACTTTGACTA
ACCAAGGGCC
CGAGAGCACA
CGGTGACGGT
TTCCCAGCTG
GACCGTGCCC
ATCACAAGCC
TGTGTCGAGT
CTTCCTCTTC
CTGAGGTCAC
CAGTTCAACT
GCCACGGGAG
CCGTTCTGCA
TCCAACAARG
AGGGCAGCCC
ACGATGACCARA
CCCAGCGACA
CTACARAGACC
ACAGCAAGCT
TCRTGCTCCG
CCTCTCCCTG

GTTGCTCTTT
GGGAGGCGTG
CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ACACTATGGA
CCAAGAACAC
GCTCTGTATT
CTGGGGCCAG
CATCGGTCTT
GCGGCCCTGG
GTCGTGGAAC
TCCTACAGTC
TCCAGCAACT
CAGCAACACC
GCCCACCGTG
CCCCCAAAAC
GTGCGTGGTG
GGTACGTGGA
GAGCAGTTCA
CCAGGACTGG
GCCTCCCAGC
CGAGRACCAC
GAACCAGGTC
TCGCCGTGGA
ACACCTCCCa
CACCGTGGAC
TGATGCATGA
TCTCCGGGTA

4.8.1. Proteina de cadena pesada

MEFGLSWVFL
YGMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
PCSRSTSEST
YSLSSVVTVP
PVAGPSVFLF
VHNAKTKPRE
KTISKTKGQP
NGQPENNYKT
NHYTQKSLSL

(SEQ ID NO:

VALLRGVQCQ
GKGLEWVAVI
AVYYCARGER
AATGCLVKDY
SSNFGTQTYT
PPKPKDTLMI
EQFNSTFRVV
REPQVYTLPP
TPPMLDSDGS
SPGK

2)

VQLVESGGGV
WYDGSNKHYG
LGSYFDYWGQ
FPEPVTVSWN
CNVDHKPSNT
SRTPEVTCVV
SVLTVVHQDW
SREEMTKNQV
FFLYSKLTVD

VQPGRSLRLS
DSVKGRFTIS
GTLVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKTVERKC
VDVSHEDPEV
LNGKEYKCKV
SLTCLVKGFY
KSRWQQGNVF

129

TAAGAGGTGT
GTCCAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
GACTCCGTGA
GCTGTATCTG
ACTGTGCGAG
GGAACCCTGG
CCCCLTGGCG
GCTGCZCTGGT
TCAGGCGCTC
CTCAGGACTC
TCGGCACCCA
AAGGTGGACA
CCCAGCACCA
CCAAGGACAC
GTGGACGTGA
CGGCGTGGAG
ACAGCACGTT
CTGAACGGCA
CCCCATCGAG
AGGTCTACAC
AGCCTGACCT
GTGGGAGAGC
TGCTGGACTC
AAGAGCAGCT
GGCTCTGCAC
AATGA

CTASGFTFSN
SDNSKNTLYL
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
CVECPPCPAP
QFNWYVDGVE
SNKGLPAPIE
PSDIAVEWES
SCSVMHEALH

50
100
150
200
250
300
250
400
450
500
50
600
€50
700
750
800
850
900
©50
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1385

50

100
150
200
250
300
350
400
500
514



Figura 1B (continuacion)
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4.8.1. ADN de cadena kappa

ATGGAAACCC CAGCGCAGCT

-TACCACCGGA
CTCCAGGGGA
TACTTAGCCT
CTATGGTGCA
GTGGGETCTGG
GATTTTGCAG
CGGCGGAGGG
TCTTCATCTT
GTTGTGTGCC

GAAGGTGGAT

AGCAGGACAG
AGCARAGCAG
TCAGGGCCTG
AG

(SEQ ID NO:

GAAATTGTGT
AAGAGCCACC
GGTACCAGCA
TCCAGCAGGG
GACAGACTTC
TCTATTACTG
ACCAAGGTGG
CCCGCCATCT
TGCTGAATAA
AACGCCCTCC
CAAGGACAGC
ACTACGAGAA
AGCTCGCCCG

41)

TCTCTTCCTC
TGACGCAGTC
CTCTCCTGCA
GARACCTGGC
CCACTGGCAT
ACTCTCACCA
TCAGCAGTAT
AGATCAAGCG
GATGAGCAGT
CTTCTATCCC
AATCGGGTARA
ACCTACAGCC
ACACAAAGTC
TCACAAAGAG

CTGCTACTCT
TCCAGGCACC
GGACCAGTGT
CAGGCTCCCA
CCCAGACAGG
TCAGCAGACT
GGCATCTCAC
AACTGTGGCT
TGAAATCTGG
AGAGAGGCCA
CTCCCAGGAG
TCAGCAGCAC
TACGCCTGCG
CTTCAACAGG

4.8.1. Proteina de cadena kappa

METPAQLLFL
YLAWYQQKPG
DFAVYYCQQY
VVCLLNNFYP
SKADYEKHKV

(S2Q ID NO

LLLWLPDTTG
QAPRLLIYGA
GISPFTFGGG
REAKVQWKVD
YACEVTHQGL

:15)

EIVLTQSPGT
SSRATGIPDR
TKVEIKRTVA
NALQSGNSQE
SSPVTKSFNR

LSLSPGERAT
FSGSGSGTIDF
APSVFIFPPS
SVTEQDSKDS
GEC

130

GGCTCCCAGA
CTGTCTTTGT
TAGCAGCAGT
GGCTCCTCAT
TTCAGTGGCA
GGAGCCTGAA
CCTTCACTTT
GCACCATCTG
AACTGCCTCT
AAGTACAGTG
AGTGTCACAG
CCTGACGCTC
AAGTCACCCA
GGAGAGTGTT

LSCRTSVSSS
TLTISRLEPE
DEQLKSGTAS
TYSLESTLTL

50

100
150
200
250

300 -

350
400
450
500
550
600
650
700
702

50

100
150
200
233



Figura 1C
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4.14.3. ADN de cadena pesada

CCTGGGAGGT
TAGTCATGGC
GGGTGGCAGT
GTGAAGGGCC
TTTGCAAATG
CGAGAGTGGC
GTCACCGTCT
GCCCTGCTCC
TCAAGGACTA
CTGACCAGCG

(SEQ ID NO:

CCCTGAGACT
ATCCACTGGG
TATATGGTAT
GATTCACCAT
AACAGCCTGR
CCCACTGGGG
CCTCAGCCTC
AGGAGCACCT
CTTCCCCGAA
GCGTGCACAC

29)

4.14.3. Proteina de

CTCCTGTGCA
TCCGCCAGGC
GATGGAAGAA
CTCCAGAGAC
GAGCCGAGGA
CCACTTGACT
CACCAAGGGC
CCGAGAGCAC
CCGGTGACGG
CTTCCCAGCT

GCGTCTGGAT
TCCAGGCAAG
ATAAAGACTA
AATTCCAAGA
CACGGCTGTG
ACTGGGGCCA
CCATCGGTCT
AGCGGCCCTG
TGTCGTGGAA
GTCCTACAG

cadena pesada

PCRSLRLSCA
" VKGRFTISRD
VIVSSASTKG
LTSGVHTFPA

(SEQ ID NO:

ASGFTFSSHG
NSKKTLYLQM
PSVFPLAPCS
VLQ

3)

IHWVRQAPCK
NSLRAEDTAV
RSTSESTARL

4.14.3. ADN de cadena kappa

GGCACCCTGT
CAGTCAGAGT
AGGCTCCCAG
CCAGACAGGT
CAGCAGACTG
GTAGGTCACC
ACTGTGGCTG
GAAATCTGGA
GAGAGGCCAA

(SEQ ID NO:

CTTTGTCTCC
GTCAGCAGCT
ACTCCTCATC
TCAGTGGCAG
GAGCCTGAGG
ATTCACTTTC
CACCATCTGT
ACTGCCTCTG
AGTACAG

42)

AGGGGAAAGAR
ACTTAGCCTG
TATGGTGCAT
TGGGTCTGGE
ATTTTGCAGT
GGCCCTGGGa
CTTCATCTTC
TTGTGTGCCT

GLEWVAVIWY
YYCARVAPLG
GCLVKDYFPE

GCCACCCTCT
GTACCAGCAG
CCAGCAGGGC
ACACGACTTCA
GTATTACTGT
CCAAAGTGGA
CCGCCATCTG
GCTGAATAAC

4.14.3. Proteina de

cadena kappa

GTLSLSPGER ATLSCRASQS
PDRFSGSGSG TDFTLTISRL
TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG

(SEQ ID NO:16)

VSSYLAWYQQ KPGQAPRLLI
EPEDFAVYYC QQYGRSPFTF
TASVVCLLNN FYPREAKVQ

131

TCACCTTCAG
GGGCTGGAGT
TGCAGACTCC
AGACGCTGTA
TATTACTGTG
GGGAACCCTG
TCCCCCTGGC
GGCTGCCTGG
CTCAGGCGCT

DGRNKDYADS
PLDYWGQGTL
PVTVSWNSGA

CCTGCAGGGC
AAACCTGGCC

ACTGGCATC
CTCTCACCAT
CAGCAGTATG
TATCAAGCGA
ATGAGCAGTT
TTCTATCCCA

YGASSRATGI
GPGTKVDIKR

50

100
150
200
250
300
350
400
450
489

50

100
150
163

50

100
150
200
250
300
350
400
417

50
100
138



Figura 1D
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6.1.1. ADN de cadena pesada

ATGGAGTTTG GGCTGAGCTG

CCAGTGTCAG
GGAGGTCCCT
TATGGCATGC
GGCAGTTATA
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGCCGGACTG
CCGTCTCCTC
TGCTCCAGGA
GGACTACTTC
CCAGCGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACACCTGC
CAGTTGAGCG
GTGGCAGGAC
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATGCCA
TGTGGTCAGC
AGTACAAGTG
ACCATCTCCR
GCCCCCATCC
TGGTCAAAGG
GGGCAGCCGG
CGGCTCCTTC
AGCAGGGGAA
CACTACACGC

(s2Q ID NO:

GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGTATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
CTGGGTTACT
AGCCTCCACC
GCACCTCCGA
CCCGAACCGG
GCACACCTTC
GCGTGGTGAC
AACCGTAGATC
CAARATGTTGT
CCTCAGTCTT
CGGACCCCTG
CGAGGTCCAG
AGACAAAGCC
GTCCTCACCG
CAAGGTCTCC
AANCCAAAGG
CGGGAGGAGA
CTTCTACCCC
AGAACAACTA
TTCCTCTACA
CGTCTTCTCA
AGAAGAGCCT

30)

GGTTTTCCTC
TGGAGTCTGG
TGTACAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAGCAATAA
AGAGACAATT
CGAGGACACG
TTGACTACTG
AAGGGCCCAT
GAGCACAGCG
TGACGGTGCTC
CCAGCTGTCC
CSTGCCCTCC
ACAAGCCCAG
GTCGAGTGCC
CCTCTTCCCC
AGGTCACGTG
TTCAACTGST
ACGGGAGGAG
TTGTGCACCA
AACAAAGGCC
GCAGCCCCGR
TGACCAAGAR
AGCGACATCGS
CAAGACCACA
GCAAGCTCAC
TGCTCCGTGA
CTCCCTGTCT

GTTGCTCTTT
GGGAGGCGTG
CTGGATTCAC
GGCAARGGGGC
ACACTATGCA
CCAAGAACAC
GCTGTGTATT
GGGCCAGGGA
CGGTCTTCCC
GCCCTGGGCT
GTGGAACTCA
TACAGTCCTC
AGCAACTTCG
CAACACCAAG
CACCGTGCCC
CCAARACCCA
CGTGGTGGETG
ACGTGGACGG
CAGTTCAACA
GGACTGGCTG
TCCCAGCCCC
GRACCACAGS
CCAGGTCAGC
CCGTGGAGTG
CCTCCCATGC
CGTGGACARAG
TGCATGAGGC
CCGGGTAAAT

6.1.1. Proteina de cadena pesada

MEFGLSWVFL
YGMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
CSRSTSESTA
SLSSVVTVPS
VAGPSVFLEP
HNAKTKPREE
TISKTKGQPR
CQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

(SEQ ID NO:

VALLRGVQCQ
GKGLEWVAVI
AVYYCARAGL
ALGCLVKDYF
SNFGTQTYTC
PKPKDTLMIS
QFNSTFRVVS
EPQVYTLPPS
PPMLDSDGSF
PGK

4)

VQLVESGGGV
WYDGSNKEYA
LGYFDYWGQG
PEPVTVSWNS
NVDHKPSNTK
RTPEVTCVVV
VLTVVHQDWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

VEPGRSLRLS
DSAKGRFTIS
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKTVERKCC
DVSHEDPEVQ
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP?
SRWQQGNVFS

132

TAAGAGGTGT
GTCGAGCCTG
CTTCAGTAGT
TGGAGTGGGT
GACTCCGCGA
GCTGTATCTG
ACTGTGCGAG
ACCCTGGTCA
CCTGGCGCCC
GCCTGGTCAA
GGCGCTCTGA
AGGACTCTAC
GCACCCAGAC
GTGGACAAGA
AGCACCACCT
AGGACACCCT
GACGTGAGCC
CGTGGAGGT
GCACGTTCCG
AACGGCAAGG
CATCGAGARA
TGTACACCCT
CTGACCTGCC
GGAGAGCART
TGGACTCCGA
AGCAGGTGGC
TCTGCACAAC
GA

CTASGFTFSS
RDNSKNTLYL
KGPSVFPLAP
PAVLQSSGLY
VECPPCPAPP
FNWYVDGVEV

GLPAPIEX
SDIAVEWESN
CSVMHEALIN

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
500
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1392

50

100
150
200
250
300
350
400
450
463



ES 2706 547 T3

Figura 1D (continuacién)

6.1.1. ADN de cadena

kappa

ATGGARACCC CAGCGCAGCT

TACCACCGGA
CTCCAGGGGA
AGCTACTTAG
CATCTATGGT
GCAGTGGGTC
GAAGATTTTG
TTTCGGCCCT
CTGTCTTCAT
TCTGTTGTCT
GTGGAAGGTG
- CAGAGCAGGA
CTGAGCAAAG
CCATCAGGGC
GTTAG

(SEQ ID NO:

GARATTGTGT
AAGAGCCACC
CCTGGTACCA
GTATCCAGCA
TGGGACAGAC
CAGTGTATTA
GGGACCAAAG
CTTCCCGCCa
GCCTGCTGAA
GATAACGCCC
CAGCAAGGAC
CAGACTACGA
CTGAGCTCGC

43)

TCTCTTCCTC
TGACGCAGTC
CTCTCCTGTA
ACAGAAACCT
GGGCCACTGG
TTCACTCTCA
CTGTCAGCAG
TGGATATCAA
TCTGATGAGC
TAACTTCTAT
TCCAATCGGG
AGCACCTACA
GAAACACARA
CCGTCACAAAR

CTGCTACTCT
TCCAGGCACC
GGGCCAGTCA
GGCCAGGCTC
CATCCCAGAC
CCATCAGCASG
TATGGTATCT
ACGAACTGCTG
AGTTGAAATC
CCCAGAGAGG
TAACTCCCAG
GCCTCAGCAG
GTCTACGCCT
GAGCTTCAAC

6.1.1. Proteina de cadena kappa

METPAQLLYFL
SYLAWYQQKP
-EDFAVYYCQQ
SVVCLLNNEY
LSKADYEKHK

(SEQ

ID NO:

LLLWLPDTTG
GQAPRPLIYG
YGISPFTEFGP
PREAKVQWKV
VYACEVTHQG

17)

EIVLTQSPGT
VSSRATGIPD
GTKVDIKRTV
DNALQSGNSQ
LSSPVTKSFN

LSLSPGERAT
RFSGSGSGTD
AAPSVFIFPP
ESVTEQDSKD
RGEC

133

GGCTCCCAGA
CTGTCTTTGT
AAGTGTTAGC
CCAGGCCCCT
AGGTTCAGTG
ACTGGAGCCT
CACCATTCAC
GCTGCACCAT
TGGAACTGCC
CCAAAGTACA
GAGAGTGTCA
CACCCTGACG
GCGAAGTCAC
AGGGGAGAGT

LSCRASQSVS
FTLTISRLEP
SDEQLKSGTA
STYSLSSTLT

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
£50
600
€50
700
705

50

100
150
200

234



Figura 1E

3.1.1. ADN

de cadena

ES 2706 547 T3

pesada

GGCGTGGETCC

" ATTCACCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
TGGGGCCARAG
ATCGGTCTTC
CGGCCCTGGG
TCGTGGAACT
CCTACAG

(SEQ ID NO:

AGCCTGGGAG
AGTAGCTATC
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATCTGCAAA
TGCGAGAGGG
GGACCACGCT
CCCCTGGCGC
CTGCCTGGTC
CAGGCGCTCT

31)

GTCCCTGAGA
GCATGCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
GCCCGTATAA
CACCGTCTCC

CTGCTCCAG
AAGGACTACT
GACCAGCGGC

CTCTCCTIGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGRAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
TAACCCCTTG
TCAGCCTCCA
GAGCACCTCC
TCCCCGAACC
GTGCACACCT

3.1.1. Proteina de cadena pesada

GVVQPGRSLR
YADSVKGRFT
WGQGTTVTVS
SWNSGALTSG

(SEQ ID NO:
3.1.1. ADN de cadena

LSCAASGFTE
ISRDNSKNTL
SASTKGPSVE
VHTFPAVLQ

5)

SSYGMHWVRQ
YLQMNSLRAE
PLAPCSRSTS

kappa

CAGTCTCCRT
TTGCCGGGCA
AACCAGGGAA
AGTGGGGTCC
TCTCACCATC
AACAGAGTTA
ATCAAACGAA
TGAGCAGTTG
TCTATCCCAG
TCGGGTAA

(SEQ ID NO:

CCTCCCTCTC
ACGTCAGAGCA
AGCCCCTARC
CATCAAGGTT
BACAGTCTTC
CAGTACCCCA
CTGTGGCTGC
ARATCTGGAA
AGAGGCCAARA

44)

TGCATCTGT!
TTAACACCTA
TTCCTGATCT
CCGTGGCAGT
ATCCTGAAGA
TTCACTTTCG
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
GTACACTGGA:

APGKGLEWVA
DTAVYYCARG
ESTARLGCLV

GGAGACAGAG
TTTAATTTGG
CTGCTACATC
GGCTCTGGGA
TTTTGCARCT
GCCCTGGGAC
TTCATCTTCC
TGTGTGCCTG
AGGTGGATAA

3.1.1. Proteina de cadena kappa

QSPSSLSASV GDRVTITCRA SQSINTYLIW
SGVPSRFRGS GSGTNFTLTI NSLHPEDFAT
IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL

SG

(SEQ ID NO:

18)

YQQKPGKAPN
YYCQQSYSTP
LNNFYPREAK

134

CAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
TAATAAATAC
ACAATTCCARA
GACACGGCTG
TATGGACGTC
CCAAGGGCCC
GAGAGCACAG
GGTGACGGTG
TCCCAGCTGT

VIWYDGSNKY
ARIITPCMDV
KDYEFPEDPVTIV

TCACCATCAC
TATCAGCAGA
CATTTTGCAA
CRAATTTCAC
TACTACTGTC
CAAACGTGGAT
CGCCATCTGA
CTGAATAACT
CGCCCTCCAA

FLISATSILQ 5

FTFGPGTKVD
VQWKVDNALQ

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
507

50

100
150
169

50

100
150
200
250
300
250
400
450
458



Figura 1F

ES 2706 547 T3

4.10.2. ADN de cadena pesada

GGCETGGTCC
ATTCATCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
CAGGGAACCC
CTTCCCCCTG
TGGGCTGCCT
AACTCAGGCG
G

(SEQ ID NO
4.10.2.

AGCCTGGGAG
AGTAGTCATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATTTGCAAR
TGCGAGAGTG
TGGTCACCGT
GCGCCCTGLCT
GGTCAAGGAC
CTCTGARCCAG

:32)

Proteina de

GTCCCTGAGA
GCATCCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
GCCCCACTGG
CTCCTCAGCC
CCAGGAGCAC
TACTTCCCCG
CGGCGTGCAC

CTCTCCTGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
GGCCACTTGA
TCCACCAAGG
CTCCGAGAGC
AACCGGTGAC
ACCTTCCCAG

cadena pesada

GVVQPGRSLR
YADSVKGRETT
QGTLVTVSSA
NSGALTSGVH

(SEQ ID NO

LSCVASGFIF
ISRDNSKNTL
STKGPSVFPL
TFPAVLQ

1 6)

SSHGIHWVRQ
YLQMNSLRAE
APCSRSTSES

4.10.2. ADN de cadena kappa

TCTCCAGGCA
CAGGGCCACGT
AACCTGGCCA
ACTGGCATCC
TCTCACCATC
AGCAGTATGG
ATCAAGCGAA
TGAGCAGTTG
TCTATCCCAG

(SEQ ID NO:

4.10.2.

CCCTCTCTTIT
CAGAGTATTA
GGCTCCCAGE
CAGACAGTTT
ACCAGACTGG
TACGTCACCA
CTGTGGCTGC
AAATCTGGRA
AGAGGCCARAA

45)

GTCTCCAGGEG
GCAGCAATTT
CTCCTCATCT
CAGTGGCAGT
AGCCTGAGGR
TTCACTTTCG
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
CTACAG

APGKCGLEWVA
DTAVYYCARV
TAAT.GCLVKD

GAAAGAGCCA
CTTAGCCTGG
ATCGTCCATC
GGGTCTGGGA
TTTTGCATTA
GCCCTGGGAC
TTCATCTTCC
TGTGTGCCTG

Proteina de cadena kappa

SPGTLSLSPG ERATLSCRAS QSISSNFLAW YQQKPGQAPR
TGIPDSFSGS GSGTDFTLTI SRLEPEDFAL YYCQQYGTSP
IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK

(SEQ ID NO

:19)

135

TAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
AAATAAAGAC
ACAATTCCAA
GACACGGCTG
CTACTGGGGC
GCCCATCGGT
ACAGCGGCCC
GGTGTCGTGE
CTGTCCTACA

VIWYDGRNKD
APLGPLDYWG
YFPEDVTVSW

CCCTCTCCTG
TACCAGCAGAR
CAGCAGGGCT
CAGACTTCAC
TATTACTGTC
CAAAGTGGAT
CGCCATCTGA
CTGAATAACT

LLIYRPSSRA
FTFGPGTKVD
VQ

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
501

50

100
150
167

50

100
150
200
250
300
350
400
426

50
100
142



Figura 1G

2.1.3. ADN de cadena

ES 2706 547 T3

pesada

TCGGGCCCAG
TGTCTCTGGT
GCCAGCACCC
GGGAACACCT
AGACACGTCT
CGGACACGGC
ATAGACGTCT
CAAGGGCCCA
- AGAGCACAGC
GTGACGGTGT
CCCGGCTGTC

(SEQ ID NO:

GACTGGTGARA
GGCTCCATCA
AGGGAAGGGC
ACTACAACCC
AAGAACCACT
CGTGTATTAT
GGGGCCAAGG
TCCGTCTTCC
CGCCCTGGGC
CGTGGAACTC
CTACAA

33)

2.1.3. Proteina de

GCCTTCACAG
GCAGTGGTGG
CTGGAGTGGA
GTCCCTCAAG
TCTCCCTGAR
TGTGCGAGAG
GACCACGGTC
CCCTGGCGCC
TGCCTGGTCA
AGGCGCCCTG

ATCCTGTCCC
TCACTACTGG
TTGGGTACAT
AGTCGAGTTA
GCTGAGCTCT
ATAGTGGGGA
ACCGTCTCCT
CTGCTCCAGG
AGGACTACTT
ACCAGCGGCG

cadena pesada

SGPGLVKPSQ
GNTYYNPSLK
IDVWGQGTTV
VIVSWNSGAL

(SEQ ID NO:

ILSLTCTIVSG
SRVTISVDTS
TVSSASTKGP
TSGVETFPAV

7)

GSISSGGHYW
KNQFSLKLSS
SVFPLAPCSR
LQ

2.1.3. ADN de cadena kappa

TCTCCAGACT
CCGGCGCCAGT
CAGATCAGTC
GGGGTCCCCT
CACCATCAAT
AGAGTAGTAG
AAACGAACTG
GCAGTTGARA
ATCCCAGAGA
GGTAACTCCC

(SEQ ID NO:

TTCAGTCTGT
CAGAGCATTG
TCCARAGCTC
CGAGGTTCAC
AGCCTGGAAG
TTTACCGCTC
TGGCTGCACC
TCTGGAACTG
GGCCAAAGTA
AGGAG

46)

GACTCCARAG
GTAGTAGCTT
CTCATCAAGT
TGGCAGTGGA
CTGAAGATGC
ACTTTCGGCG
ATCTGTCTTC
CCTCTGTTGT
CAGTGGAAGG

SWIRQEPGKG
VIAADTAVYY
STSESTAALG

GAGAAAGTCA
ACATTGCTAT
ATGCTTCCCA
TCTGGGACAG
TGCAACGTAT
GAGGGACC2A
ATCTTCCCGC
GTGCCTGCTG
TGGATAACGC

2.1.3. Proteina de cadena kappa

SPDFQSVTPK
GVPSRFSGSG

KRTVAAPSVE.

GNSQE

(SEQ ID NO:

EKVTITCRAS QSIGSSLHWY QQKPDQSPKL
SGTDFTLTIN SLEAEDAATY YCHQSSSLPL
IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV

20)

136

TCACCTGCAC
AGCTGGATCC
CTATTACATT
CCATATCAGT
GTGACTGCCG
CTACTACGGT
CAGCTTCCAC
AGCACCTCCG
CCCCGAACCG
TGCACACCTT

LEWIGYIYYI
CARDSGDYYG
CLVKDYFPEP

CCATCACCTG
CAGCAGAAAC
CTCCTICTCT
ATTTCACCCT
TACTGTCATC
GGTGGAGATC
CATCTGATGA
AATAACTTCT
CCTCCAATCG

LIKYASQSFS
TFGGGTKVEIL
QWKVDNALQS

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
516

50

100
150
172

50

100
150
200
250
300
350
400
450
465

50
100
150

155



Figura 1H

ES 2706 547 T3

4.13.1. ADN de cadena pesada

CCTGGGAGGT
TAGTCATGGC
GGGTGGCAGT
GTGAAGGGCC
TTTGCAAATG
. CGAGAGTGGC
GTCACCGTCT
GCCCTGCTCC
TCAAGCACTA
CTGACCAGC

(SEQ ID NO
4,.13.1.

CCCTGAGACT
ATCCACTGGG
TATATGGTAT
GATTCACCAT
AACAGCCTGA
CCCACTGGGG
CCTCAGCCTC
AGGAGCACCT
CTTCCCCGAA

:34)

Proteina de

CTCCTGTGCA
TCCGCCAGGC
GATGGARAGAA
CTCCAGAGAC
GAGCCGAGGA
CCACTTGACT
CACCAAGGGC
CCGAGAGCAC
CCGGTGACGG

GCGTCTGGAT
TCCAGGCAAG
ATAAAGACTA
ARTTCCAAGA
CACGGCTGTG
ACTGGGGCCA
CCATCGGTCT
AGCGGCCCTG
TGTCGTGGAA

cadena pesada

PGRSLRLSCA
VKGRFTISRD
VIVSSASTKG
LTS

(SEQ ID NO

ASGFTFSSHG
NSKNTLYLQM
PSVFPLAPCS

: 8)

IHEWVRQAPGK
NSLRAEDTAV
RSTSESTAAL

4.13.1. ADN de cadena kappa

CAGTCTCCAG
CTGCAGGGCC
EACCTGGCCA
ACTGGCATCC
TCTCACCATC
AACAGTATGG
ATCAAGCGAA
TGAGCACTTG
TCTATCCCAG

(SEQ ID NO
4.13.1.

GCACCCTGTC
AGTCAGAGTG
GGCTCCCAGG
CAGACAGGETT
AGCAGACTGG
TAGGTCACCA
CTGTGGCTGC
ARATCTGGARA
AGAGGCCAAA

:47)

TTTGTCTCCA
TCAGCAGCTA
CTCCTCATCT
CAGTGGCACT
AGCCTGAGGA
TTCACTTTCG
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
GTACAGTGGA

GLEWVAVIWY
YYCARVAPLG
GCLVKDYFPE

GGGGAAAGAG
CTTAGCCTGG
ATGCTGCATC
GGCTCTGGGA
TTTTGCAGTG
GCCCTGGGAC
TTCATCTTCC
TGTGTGCCTG
AAGGTGGATA

Proteina de cadena kappa

QSPGTLSLSP
TGIPDRFSGS
IKRTVAAPSV

(sEQ ID NO

GERATLSCRA SQSVSSYLAW YQQKPGQAPR

GSGTDrTLTI

SRLEPEDFAV

YYCQQYGRSP

FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK

:21)

137

TCACCTTCAG
GGGCTGGAGT
TGCAGACTCC
ACACGCTGTA
TATTACTGTG
GGGAACCCTG
TCCCCCTGGC
GGCTGCCTGG
CTCAGGCGCT

DGRNKDYADS
PLDYWGQGTL
PVTVSWNSGA

CCACCCTCTC
TACCAGCAGA
CACGCAGGGCC
CAGACTTCAC
TATTACTGTC
CAAAGTAGAT
CGCCATCTGA
CTGAATAACT

LLIYGASSRA
FTFGPGTKVD
VQWKGG

50

100
150
200
250
300
350
400
450
459

50

100
150
153

50

100
150
200
250
300
350
400
440

50
100
146



Figura 11

ES 2706 547 T3

11.12.1. ADN de cadena pesada

GGCGTGGTCC
ATTCACCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TCTATTACTG
TACCGGTKGG
CTCCACCAAG
CCTCCGAGAG
GAACCGGTGA
CAC

(SEQ ID NO:

11.2.1.

AGCCTGGGAG
AGTAGCTATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATCTGCARA
TGCGAGAGAT
ACGTCTGGGG
GGCCCATCGG
CACAGCGGCC
CGGTGTCGTG

35)

Proteina de

GTCCCTGAGA
GCATGCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
CCCGAGGGGAG
CCAAGGGACC
TCTTCCCCCT
CTGGGCTGCC
GAACTCAGGC

CTCTCCTETG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
CTACCCTTTA
ACGGTCACCG
GGCGCCCTGC
TGGTCAAGGA
GCTCTGACCA

cadena pesada

GVVQPGRSLR
YADSVKGRET
YRXDVWGQGCT
EPVITVSWNSG

(SEQ ID NO:

LSCAASGFTF
ISRDNSKNTL
TVTVSSASTK
ALTSGVH

9)

SSYGMHWVRQ
YLOMNSLRAE
GPSVFPLAPC

11.2.1. ADN de cadena kappa

CCATCCTCCC
GGCAAGTCAG
GGARAGCCCC
GTCCCATCAA
CATCAGCAGT
ATTACAGTAC
CGAACTGTGG
GTTGAARATCT
CCAGAGAGGE

(SEQ ID NO:

TGTCTGCATC
AGCATTAACA
TARACTCCTG
GGTTCAGTGG
CTGCAACCTG
TCCATTCACT
CTGCACCATC
GGAACTGCCT
CARAGTA

48)

GTAGGAGAC
GCTATTTAGAR
ATCTATGCTG
CAGTGGATCT
AAGATTTTGC
TTCGGCCCTG
TGTCTTCATC
CTGTICTGTG

APGKGLEWVA
DTAVYYCARD
SRSTSESTAA

AGAGTCACCA
TTGGTATCAG
CATCCAGTTT
GGGACAGATT
AACTTACTAC
GGACCAAAGT
TTCCCGCCAT
CCTGCTGAAT

11.2.1. Proteina de

cadena kappa

PSSLSASVGD RVTITCRASQ
VPSRTSGSGS GTDFTLTISS
RTVAAPSVFI FPPSDEQLXS

(SEQ ID NO:22)

SINSYLDWYQ QKPGKAPKLL
LOPEDFATYY CQQYYSTPFT
GTASVVCLLN NFYPREAKV

138

CAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
TAATAAATAC
ACAARTTCCAA
GACACGGCTC
CTACTACTAC
TCTCCTCAGC
TCCAGGAGCA
CTACTTCCCC
GCGGCGTGCA

VIWYDGSNKY
PRGATLYYYY
LGCLVKDY:P

TCACTTGCCG
CAGAARCCAG
GCARAAGTGGG
TCACTCTCAC
TGTCAACAGT
GGAAATCAAA
CTGATGAGCA
AACTTCTATC

IYAASSLQSG
FCPGTKVEIK

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
503

50
100
150

50

100
150
200
250
300
350
400
417

50
100
138



Figura 1J

ES 2706 547 T3

11.6.1. ADN de cadena pesada

GGCGTGGTCC
ATTCACCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
TGGGGCCAAG
ATCGGTCTTC
CGGCCCTGGG
T

(SEQ ID NO:

11.6.1.

AGCCTGGGAG
AGTAGCTATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATCTGCARA
TGCGAGAGGC

GGACCACGGT .

CCCCTGGCGC
CTGCCTGGTC

36)

Proteina de

GTCCCTGAGA
GCATGCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
GCTGTAGTAG
CACCGTCTCC
CCTGCTCCAG
AAGGACTACT

CTCTCCTGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
TACCAGCTGC
TCAGCCTCCA
GAGCACCTCC
TCCCCGAACC

cadena pesada

GVVQPGRSLR
YADSVKGRFT
WGQGTTVTIVE
S

(SEQ ID NO

LSCAASGETF
ISRDNSKNTL
SASTKGPSVF

:10)

SSYGMIWVRQ
YLQMNSLRAZ
PLAPCSRSTS

11.6.1. ADN de cadena kappa

ACCCAGTCTC CATCCTCCCT
CACTTGCCGG GCAAGTCAGA
AGARACCAGG GAAAGCCCCT
CAAAGTGGGG TCCCATCAGG
CACTCTNACC ATCAGCAGTC
GTCAACAGAG TTACAGTACC
GATATCAAAC GAACTGTGGC
TGATGAGCAG TTGAAATCTG
AC

(SEQ ID NO:49)
11.6.1.

GTCTGCATCT
ACATTAGCAG
AAGTTCCTGA
GTTCAGTGCC
TGCAACCTGA
CCATTCACTT
TGCACCATCT
GAACTGCCTC

APGKGLEWVA
DTAVYYCARG
ESTAALGCLV

GTAGGAGACA
CTATTTAAAT
TCTATGTTGC
AGTGGATCTG
AGATTTTGCA
TCGGCCCTGG
GTCTTCATCT

GTTGTGTGC

Proteina de cadena kappa

TQSPSSLSAS VGDRVTITCR
QSGVPSGFSA SGSGPDEFTLT
DIKRTVAAPS VFIFPPSDEQ

(SEQ ID NO:23)

ASQNISRYLN
ISSLQPEDFA
LKSGTASVVC

WYQQKPGKA?P
TYYCQQSYST
LLNN

139

CAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
TCATAAATAC
ACAATTCCARA
GACACSGGCTG
TATGGACGTC
CCAAGGGCCC
GAGAGCACAG
GGTGACGGTG

VIWYDGSHKY
AVVVPAAMDV
KDYFPEPVTV

GAGTCACCAT
TGGTATCAAC
ATCTATTTTG
GGCCAGATTT
ACTTACTACT
GACCAAAGTG
TCCCGCCATC
CTGCTGAATA

KFLIYVASIL
PFTFGPGTKV

50

100
150
200
250
300
350
400
450
451

50

100
150
151

50

100
150
200
250
300
350
400
402

50
i00
134



Figura 1K

ES 2706 547 T3

11.7.1. ADN de cadena pesada

GTGGTCCAGC
CACCTTCAGT
GGCTGGAGTG
GCAGACTCCG
CACGCTGTAT
ATTACTGTGC
GGCCAGGGARA
GGTCTTCCCC
CCCTGGGCTG

(SEQ ID NO:

11.7.1.

CTGGGAGGTC
AGCNGTGGCA

CCTGAGACTC

TGCACTGGGT

GGTGGCAGTT ATATGGTCTG
TGAAGGGCCG ATTCACCATC
CTGCAAATGA ACAGCCTGAG

GAGAGGAACT
CCCTGGTCAC
CTGGCGCCCT
CCTGGTCAAG

37)

ATGATAGTAG
CGTCTCCTCA
GCTCCAGGAG
GACTACTTCC

TCCTGTGCAG
CCGCCAGGCT
ATGGAAGTCA
TCCAGAGACA
AGCCGAGGAC
TGGGTACCCT
GCCTCCACCA
CACCTCCGAG
CCGAACCG

Proteina de cadena pesada

VVQPGRSLRL
ADSVKGRFTI
GRGTLVTVSS

(SEQ ID NO:

SCAASGFTFS
SRDNSKNTLY
ASTKGPSVEP

11)

SXGMHWVRQA
LQMNSLRAED
LAPCSRSTSE

11.7.1. ADN de cadena kappa

ACCCAGTCTC
CACTTGCCGG
AGARACCAGG
CAAGGTGGGG
CACTCTCACC
GTCAACAGAG
GATATCGAAC
TCATGAGCAG
ACTTCTATCC
-

" (SEQ ID NO
11.7.1.

CATCCTCCCT
GCAAGTCAGA
AAAAGCCCCT
TCCCGTCARAC
ATCAGCAGTC
TTACACTACC
GAACTGTGGC
TTGAAATCTG
CAGAGAGGCC

:50)

GTCTGCATCT
GCATTTGCRA
AGGGTCCTGA
GTTCAGTGGC
TGCARCCTGA
CCATTCACTT
TGCACCATCT
GAACTGCCTC
ARAGTACACT

PCKGLEWVAV
TAVYYCARGT
STAARLGCLVK

GTAGGAGACA
CTATTTAARAT
TCTATGCTGC
AGTGGATCTG
AGATTTTGCA
TCGGCCCTGG
GTCTTCATCT
TGTTGTGTGC
GGAAGGTGGA

Proteina de cadena kappa

TQSPSSLSAS
QGGVPSRFSG
DIERTVAAPS

(SEQ ID NO:

VGDRVTITCR
SGSGIDCTLT
VFIFPPSDEQ

24)

ASQSICNYLN
ISSLQPEDFA
LKSGTASVVC

WYQQKPGKAP
TYYCQQSYIT
LLNNFYPREA

140

CGTCTGGATT
CCAGGCAAGG
TAAATACTAT
ATTCCARAGAA
ACGGCTGTGT
TGACTACTGG
AGGGCCCATC
AGCACAGCGG

IWSDGSHKYY
MIVVGTLDYW
DYFPEP -

GAGTCACCAT
TGGTATCAGC
ATCCAGTTTG
GGACAGATTG

CTTACTACT
GACCAGAGTG
TCCCGCCATC
CTGCTGAATA
TAACGCCTAT

RVLIYAASSL
PETFGPGTRV
KVQWKVDNAY

50

100
150
200
250
300
350
400
438

50
100
146

50

100
150
200
250
300
350
400
450
451

50
100
150



Figura 1L

12.3.1.1. ADN de cadena pesada

ES 2706 547 T3

TCCTGTGCAG

TCTGGGGGAG
AGCGTCTGGA
CTCCAGGCAA
AATAAATACT
CAATTCCAAG
ACACGGCTGCT
GGTCGGGGECG
CTCAGCCTCC
GGAGCACCTC
TTCCCCGAAC
CCETGCACACC

(SEQ ID NO:

12.3.1.1.

CGTCTGGATT

GCGETGGTCCA
TTCACCTTCA
GGGGCTGGAG
ATGCAGACTC
AGCACGCTIGT
GTATTATTGT
CTATGCGACGT
ACCAAGGGCC
CGAGAGCACA
CGGTGACGGT
TTCCCAGCTG

38)

CACCTTCACT

GCCTGGGAGG
GTAGCTATGG
TGGGTGGCAG
CGTGAAGGGC
ATCTGCAAAT
GCGAGAGACT
CTGGGGCCAR
CATCGGTCTT
GCGGCCCTGG
GTCGTGGAAC
TC

TACTATGGCG

TCCCTGAGAC
CGTGCACTGG
TTATATGGTA
CGATTCACCA
GAACAGCCTG

.CGTATTACGA

GGGACCACGG
CCCCCTGECG
GCTGCCTGGT
TCAGGCGCTC

Proteina de cadena kappa

SGGGVVQPGR
NKYYADSVKG
GRGGMDVWGQ
FPEPVTVSWN

(SEQ ID NO:

SLRLSCAASG
RFTISRDNSK
GTTVTVSSAS
SGALTSGVHT

12)

FTFSEYGVHW
STLYLOMNSL
TKGPSVFPLA
FPAV

12.3.1.1. ADN de cadena kappa

CCACTCTCCC
GTCTAGTCAA
TTCAGCAGAG
AACTGGGACT
TGATTTCACA
ATTACTGCAT
AAGGTGGAAA
GCCATCTGAT
TGAATAACTT

(SEQ ID NO:

12.3.1.1.

TGCCCGTCAC
AGCCTCGTAT
GCCAGGCCAA
CTGGGGTCCC
CTGAAARTCA
GCAAGGTTCA
TCARACGAAC
GAGCAGTTG

CTATCCCAC

51)

CCTTGGACAG
ACAGTGATGG
TCTCCAAGGC
AGACAGATTC
GCAGGGTGGA
CACTGGCCTC
TGTGGCTGCA
AATCTGGARAC

VRQAPGKGLE
RAEDTAVYYC
PCSRSTSEST

CCGGCCTCCA
AAACACCTAC
GCCTAATTTA
AGCGGCAGTG
GGCTGAGGAT
CGACGTTCGG
CCATCTGTCT
TGCCTCTGTT

Proteina de cadena pesada

PLSLPVTLGQ
NWDSGVPDRT
KVEIKRTVAA

(SEQ ID NO:

PASISCRSSQ SLVYSDGNTY LNWFQQORPGQ
SGSGSGTDFT LKISRVEARED VGVYYCMQGS
PSVFIFPPSD EQLKSGTASV VCLLNNFYP

25)

141

TCTCCTGTGC
GTCCGCCAGG
TGATGGAAGT
TCTCCAGAGA
AGAGCCGAGG
TTTTTGGACT
TCACCGTCTC
CCCTGCTCCA
CAAGGACTAC
TGACCAGCGG

WVAVIWYDGS
ARDSYYDFWS
ARLGCLVKDY

TCTCCTGCAG
TTGARTTGGT
TAAGGTTICT
GGTCAGGCAC
GTTGGGGTTIT
CCAAGGGACC
TCATCTTCCC
GTGTGCCTGC

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
522

50

100
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174

50
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250
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350
400
419
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Figura 1K

12.3.1.1.

ADN de cadena pesada
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GTCCAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
GAGTCCGTGA
GCTGTATCTG
ACTGTGCGAG
GGCCAGGGAA
GGTCTTCCCC
CCCTGGGCTG
TGGAACTCAG

(SEQ ID NO:

12.9.1.1.

GGAGGTCCCT
TATGCCATGC
GGTAGTTATT
AGGGCCGATT
CAARTGAACA
AGATCAGGGC
CCCTGGTCAC
CTGGCGCCCT
CCTGGTCAAG
GCGCTCTGAC

39)

GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGCATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
ACTGGCTGGT
CGTCTCCTCA
GCTCCAGGRG
GACTACTTCC
CAGCGGCGTG

TGTGCAGCGT
CCAGGCTCCA
GARATAATAR
AGAGACAATT
CGAGGACACG
ACGGAGGCTT
GCCTCCACCA
CACCTCCGAG
CCGAACCGGT
CACACCTTCC

Proteina de cadena pesada

VQPGRSLRLS
ESVKGRFTIS
GQGTLVTVSS
WNSGALTSGV

(SEQ ID NO:

CAASGFTFEN
RDNSKNTLYL
ASTKGPSVFP
HTF

13)

YAMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
LAPCSRSTSE

12.9.1.1. ADN de cadena kappa

CCTGGAGAGC
TAGTAATGGA
CTCCACAGCT
GACAGCTTCA
CAGAGTGGAG
AAACTCCTCT
CTGGCTGCAC
ATCTGGAACT
AGGCCAAAGT

(SEQ ID NO:

12.9.1.1.

CGGCTTCCAT
TACAACTATT
CCTGATCTAT
GTGGCAGTGG
GCTGAGGATG
CACTTTCGGC
CATCTGTCTT
GCCTCTGETTG
ACATTCCAT

52)

CTCTTGCAGS
TGGATTGCTA
TTGGGTTCTA
ATCAGGCACA
TTGGGGTITA
GGAGGGACCA
CATCTTCCCG
TGTGCCTGCT

GKGLEWVVVI
AVYYCARDQG
STAALGCLVK

TCTAGTCAGA
CCTGCAGAAG
ATCGGGCCTC
GATTTTACAC
TTACTGCATG
AGCGTGGAGAT
CCATCTGATG
GAATAACTTC

Proteina de cadena kappa

PGEPASISCR
DRFSGSGSGT
VAAPSVFIFP

(SEQ ID NO:26)

SSQSLLHSNG
DFTLKLSRVE
DPSDEQLKSGT

YNYLDWYLQK
AEDVGVYYCM
ASVVCLLNNF

PGQSPQLLIY
QAIQTPLTFG
YPR

142

CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ATACTATGCA
CCAAGRACAC
GCTGTATATT
TGACTTCTGG
AGGGCCCATC
AGCACAGCGG
GACGGTGTCG

WHDGNNKYYA
TGWYGGFDFW
DYFPEPVIVS

GCCTCCTGCAR
CCAGGACACGT
CGGGGTCLCCT
TGAAACTCAG
CAAGCTCTAC
CAAACGAACT
AGCAGTTGAA
TATCCCAGAR

LGSNRASGVP
GGTKVEIKRT

50

100
150
200
250
300
350
400
450
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50

100
150
163

50

100
150
200
250
300
350
400
419

50
100
133
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Figura 2
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 2 (continuacion)
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Fi gura 9 Anslisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal

Hibridoma Cadena ligera MW
CT2.1.3 ND ND
CT3.1.1 NH2-DIQMTQSPSSLSASVGDRVT 26,119
CT4.1.1 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23,917
CT4.8.1 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23,617
CT4.9.1 NH2-DIQMTQSPSSVSASVGDRVT 23,702
CT4.10.2 NH2-TGEFVLTQSPGTLSLSPGER (60%) 24,101
NH2-EFVLTQSPGTLSLSPGERAT (40%)
CT4.14.3 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23,770
CT4.13.1 NH,-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23,802
CT6.1.1 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23,747
Hibridoma Cadena pesada | MW
CT2.1.3 ND ND
CT3.1.1 NH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato Aminopeptidasa: 51,813

NHz-pQ—VQLVESGGGVVQPGRSLRlS I(seq mayoritaria~80%)
NH>-PEVQF.. .(seq minoritaria~20%)

NH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato Aminopeptidasa: 51,502
NH>-pQ-VQLVESGGGVV QPGRSLRLS(seq mayoritaria~65%)
NH,-PEVQFNWYVD.. (seq minoritaria~35%)

CT4.8.1 NH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato Aminopeptidasa: | 51,597

NH,-pQ-VQLVESGGGVVQPG(R)SL. .. (seq mayoritaria~60%)

NHz-PEVQFN\W. . .((seq minoritaria~40%)

CT4.9.1 | NH»EVQLLESGGGLVQPGGSLRL (free amino terminus) 51,437
CT4.102

CT4.1.1

NH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato Aminopeptidasa: 51,502
NH2pQ-VQLVESGGGVVQPGRSLRLS (seq mayoritaria~60%)
NH,-PEVQFNWYVD.. (seq minoritaria~40%)

CT4.14.3 NH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato Aminopeptidasa: 51,293

NHZ—pQ—VQLVESGGGVVQPGRSL(RXLXS) (seq mayoritaria~65%)

NHz-PEVQFNWYV. . .((seq minoritaria~35%)

CT4.13.1 NH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato AminoPePtidasa: 51,305

NHz—pQ-VQLVESGGGWQPGRSLRLS (seq mayoritaria~75%)

NH>-PEVQFN. . .(seq minoritaria~25%)

INH:-Bloqueado. Después de tratamiento con Piroglutamato Aminopeptidasa: 51,476

NI‘Iz-pQ-VQLVESGGGVVEPGRSLRLS* (seq mayoritaria~65%) -

i NHz—PEVQFNWYVD. . (seq minoritaria~35%)

*Esta secuencia de cadena pesada es similar a las demas secuencias de cadenas pesadas bloqueadas excepto un cambio
unico Gln ->Glu en posicion 13.

CTé6.1.1
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Mejora en IL-2 (pg/ml)
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Figura 12

Mejora de la produccion de IL-2 en Células T humanas inducida
por MAbs anti-CTLA4 de xeno-ratén en el ensayo blastos T / Raji
de 72 horas

10000 — Niveles basales de IL-2 (pg/ml): T + R = 3324
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Mejora en INF-y (pg/ml)
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Figura 13

Mejora de la produccion de IFN-y en Células T humanas inducida
por MAbs anti-CTLA4 de xeno-ratén en el ensayo blastos T / Raji
de 72 horas

_Niveles basales de IFN-y (pg/ml): T + R = 8264

Ty
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Figura 14

Mejora de la produccion de IL-2 en Células T humanas inducida
por MAbs anti-CTLA4 de xeno-ratén en el ensayo blastos T / Raji
de 72 horas (6 donantes)

8509
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Figura 15

Mejora de la produccion de IFN-y en Células T humanas inducida por
MAbs anti-CTLA4 de xeno-raton en el ensayo blastos T / Raji de 72

horas (6 donantes)
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=4780, T+R+1gG2a=4888, T+R+IgG2=
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IL-2 +/- ETM (pg/ml)
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Figura 16

Mejora de la produccion de IL-2 inducida por MAbs anti-CTLA4
CT4.1.1 (30 pg/ml) que se unen a PBMC humanos estimulados con
SEA (100 ng/ml) + MAb Anti-CD3 (60 ng/ml)
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Figura 17

Mejora de la produccion de IL-2 inducida por MAbs anti-CTLA4 (30

Mg/ml) en Sangre Completa Humana estimulada con SEA (100
ng/ml) + MAb Anti-CD3 (60 ng/ml)
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Tamaiio medio del tumor (mm?)
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Figura 18

Anti-Murine CTLA4 lnhibité Tumor Growth in Mice

Anti-CTLA4 murino inhibe crecimiento tumoral en ratones
300 1

250 | Control Antibody

Anticuerpo control

200 -
150 1
100 4

50 ; Anti-CTLA4

© 5 10 15 20 25 30
Dias después de la inyeccion del tumor

El tratamiento se administré los dias 0,4,7 y
14 después de la provocacion con el tumor
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Mejora en IL-2 (pg/ml) +/- ETM
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Figura 19

Mejora de la produccidn de IL-2 inducida por MAbs anti-CTLA4 (30
Hg/ml) en los ensayos con Superantigeno y con Blastos T / Raji en

72 h
12000 .
I B CTiid . * p<0.05
- ** p<0.01
r CTi1.2.1.4 P
10000

8000
000 = ** e
4000 +

2000 r

J .

T Blast/ Raji SEA/PBMC SEA / Blood
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Mejora en IL-2 (pg/ml)
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Figura 20

Mejora de la produccion de IL-2 de Células T humanas
inducida por MAbs anti-CTLA4 (30 pg/ml) en los ensayo con
Blastos T/ Rajien 72 h
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Figura 21

Mejora de la produccion de IL-2 inducida por MAbs anti-CTLA4 en
sangre completa estimulada con Superantigeno (100 ng/ml)
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Péptidos seial mostrados en negrilla y texto grande

® Marco de lectura abierto para clon genémico subrayado

® Mutaciones introducidas para hacer Ab (N2940) desglicosilados
subrayado doble y texto grande

Figura 22A 4.1.1 ADNc de cadena pesada de IgG2

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGETGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGT
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTCTGTAGCETCTGGATTCACCTTCAGTAGC
CATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCARGEGGCTGGAGTSGETGG
AGTTATATGGTATGATGGAAGAAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTCTTTCTGCARATGAAC
AGCCTCGAGAGCCGAGGACACGGCTCTGTATTACTCTGCGAGAGGAGGETCACTT
CGGTCCTTTTGACTACTGGGGCCAGGEAACCCTGETCACCGTCTCCTCAGCCT
CCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGECTGCCTGETCAAGGACTACTTCCCCGAACCGST
GACGGTGTCGTGGRAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACETAGATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACRAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCAC
CGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGETCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARR
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGETCACGTGCGTGETGET
GGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGCETCCACGTTCAACTGETACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCACGGCGACGAGCAGTTCAACAGCACG
TTCCGTGTGETCAGCCTCCTCACCGTTETGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAA
GGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGRARAA
CCATCTCCAAAACCAANGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCCTGGAGTGEGAGAGCAATGGGECAGCCGE
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGETGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAARTGA (SEQ ID NO:53)
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F, ig ura 22B 111 apN gendémico de cadena pesada de IeG2

CATTCACCATCTCCACAGACAATTCCARGAACACCCTGTTITCTCCARATGARC
G TTTC lelelele) el TCOT
T TT jclele; T c
2C A o e}
cTCR e T o ™
ITCCOT, TTCCOT G ™ T GG )
TTOG N T TG,
T TTCCTGAGAGGCCAGCTCAGGCGAGGGAGGG

TCTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCCCTCCTGCCTGGACGCACCCCGGCTGTGC
AGCCCCAGCCCAGGGCAGCAAGGCAGGCCCCATCTGTCTCCTCACCCGGAGGL
CTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGACAGGETCTTCTGGCTTTTTCCACCA
GGCTCCAGGCAGGCACAGECTGEGTGCCCCTACCCCAGGCCCTTCACACACAG
GGGCAGGTGCTTGGCTCAGACCTGCCAAARGCCATATCCGGGAGGACCCTGCC
CCTGACCTAAGCCGACCCCAAAGGCCAAACTGTCCACTCCCTCAGCTCGGALCA
CCTTCTCTCCTCCCAGATCCGAGTAACTCCCARTCTTCTCTCTGCAGAGCGCH

STSTCGACTG 2 2TGC GGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCCC
TCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGT
CCCAGCTGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCACGCACCACCTCETS

leles =T Py T T (elefe = oTc P
T 3 STGCCTCSTGGTGGACGTGA ed:\ c
IGTCCAG G T e G G
c 3G ITT e GTTCCRT T ITCCT
T TETGE TGS fole IAGT, a AGGTC
CCAACAARGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGARARCCATCTCCARRACCARAGET

GGCGACCCGCGGGCETATGAGGGECCACATGEACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCT

CTGCCCTGGGAGTGACCGCTGETGCCAACCTCTGTCCCTACAGGECACCCCCGA
£2:) TCT, TCCCGEGAGCASATGACCAAG
TG oTe (¢! us ~ ~—r TCoCOG
2TGGE ATG (e 2} 3 CCTCCCATG
TCCGACCCTTCCTTCTTCOTCTACAR 2cTC puere
el GGG coT TCT cT 3 AT T
ACRACCACTACRCG AGRAGAGCHS TCTCCCTCTCTCCGGE, 'EEBTG-A (SEQ
ID NO:54)

Figura 22C 4.1.1 Proteina de cadena pesada de IgG2

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSS
HGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGRNKYYADSVKGRFTI SRDNSKNTLEFLQMN
SLRAEDTAVYYCARGGHFGPFDYWGQGTLVIVSSASTKCPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNFCTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTIVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVELEFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
FRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSRERMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALENHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID

NO:63)
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Figura 22D 4.1.1 ADNc N2940 de cadena pesada de IgG2

ATGCGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGC
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGC
CATGGCATGCACTGGETCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATATGGTATGATGGAAGAAATAAATACTATGCAGACTCCGTGARGGGCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCCAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGCGTCACTT
CGGTCCTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCT
CCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCALCCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGCTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAG
CTCGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCARAATCTTGTGTCGAGTGCCCAC
CGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCACTCTTCCTCTTCCCCCCAARA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACCTGCGTGGTGET
GGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACETGGACGGCG
TGGAGGTGCATAATGCCARAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCCARARGCACG
TTCCCTCTGETCAGCETCCTCACCETTCTGCACCAGGACTGCCTGAACGGCAR
GGAGTACAAGTGCARAGGTCTCCAACARAGGCCTCCCAGCCCCCATCCASAARR
CCATCTCCAARAACCARAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCLCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATCACCARGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCCETGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTCGACAAGAGCAGCTGGCAGCAGGGGAACCTCTT
CTCATGCTCCCETCGATGCATCGAGGCTCTCCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTICTCCGGGTARATGA (SEQ ID NO:S5)

F, ig ura 22E 4.1.1 Proteina N2940 de cadena pesada de IgG2

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVOPGRSLRLSCVASGFTFSS
HGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGRNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLOMN
SLRAEDTAVYYCARGGHFGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVPPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFQST
FRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKT I SKTKGQPREPQVYTLP
PSREBMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID
NO:64)
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Figura 22F 411 ADN de cadena kappa

ATGEAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC
CAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGC
AGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGAGACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCA
GTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGAT
TTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTACCTCACCCTGGACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCT
TCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATARCGC
CCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCARGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAA
CACAAAGTCTACGCCTGECGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGETCAC
ARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG (SEQ ID NO:56)

Figura 22G 4.1.1 Proteina de cadena kappa

METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIS
SSFLAWYQQORPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSCTDFTLTISRLEPED
FAVYYCQQYCTSPWIFGQGTRKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPRFAKVOQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:65)

Figura 22H 431 ADN de cadena pesada

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGETTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGETGCAGCTGESTGGAGTCTGGGGGAGGCETGGTCCAGT
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTACAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAAC
TATGGCATGCACTGCCTCCCCCAGGCTCCAGGCAAGGGECTGGAGTGGEETSGL
AGTTATATGCTATCATGGAAGTAATAAACACTATGGAGACTCCGTGARGGECC
GATTCACCATCTCCAGTGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAARTGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTCTGTATTACTETGCCGAGAGSEAGAGAGACT
GGGGTCCTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGETCACCGTCTCCTCAG
CCTCCACCAAGGGECCCATCGGETCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCALCC
TCCGAGAGCACAGCGGCCCTIGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGRACC
GGTGACGGTCTCETGGAACTCAGGCGTCTCTGACCAGCGCECGTGCACACCTTCC
CAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTCAGCGCARATGCTTGTGTCGAGTSCC
CACCGTGCCCAGCACCACCTCETGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
ARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCCETEGT
GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGCGTCCACTTCAACTGGTACGTGGACG
GCCTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTCTGETCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGRAALGG
CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGT
CAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCCTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGL
CGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCGACAAGAGCAGCTGGCAGCAGGGGAACGT
CTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGA
GCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGA (SEQ ID NO:57)
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F, ig ura 221 43.1 Proteina de cadena pesada

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGEVVQPGRSLRLSCTASGFTFSN
YGMHEWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNKHYGDSVKGRFTISSDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCARGERLGSYFDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEFPP
KPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID
NO:66)

Figura 22J 431 ADN de cadena kappa

ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC
CAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TETCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGACCACTETTAGCAGCAGT
TACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTA
TGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGETTCAGTGGCAGTGGEGT
CTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCA
CTCTATTACTGTCAGCAGTATGGCATCTCACCCTTCACTTTCGGCGGAGGGAC
CAAGGTGGAGATCAAGCGAACTGETGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGC
CATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTICTGTTGTGTGCCTGCTGAAT
AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGCGTGGATAACGCCCTCCA
ATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCT
ACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAA
GTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGLCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG
CTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG (SEQ ID NO:58)

Figura 22K 43.1 Proteina de cadena kappa

"METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRTSVSSS
YLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFA
VYYCQQYGISPFTFGGCTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:67)
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Figura 22L 6.1.1 ADN de cadena pesada

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGEGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GrCGTCCAGTGT CAGGTGCAGCTGETGCGACTCTGGGGGAGGCGTGETCGAGT
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTACAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGT
. TATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATATGGTATGATGGAAGCAATARAACACTATGCAGACTCCGCGAAGGGCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGCCGGACTGCT
GGGTTACTTTGACTACTGCGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCT
CCACCAAGGGCCCATCGETCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGECTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGARACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAG
CTCTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCETGETGACCGTGCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACCTAGATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCARATGTTGTGTCGAGTGCCCAC
CGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARRA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGCTCACGTGCGTGETGET
GGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGETCCACGTTCAACTGGTACETGCGALCGGCG
TGGAGGTGCATARATGCCAAGACRAAGCCACGEGAGGAGCAGTTCAACAGCALCG
TTCCETGTGETCAGCGTCCTCACCETTGTGCACCAGGACTGCCTCGAACGGCAA
GGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARR
CCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGEAGCAGATCGACCAAGAACCAGCTCAGCCTGACCTGCCTGETCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ ID-NO:59)

Figura 22M 6.1.1 Proteina de cadena pesada

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVEPGRSLRLSCTASGFTFSS
YGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNKHYADSAKGRFTISRDNSKNTLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARAGLLGYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRETS
ESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVP
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
FRVVSVLTVVHQDWILNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNEYTQKSLSLSPGK (SEQ ID
NO:68)
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Figura 22N 6.1.1 ADN de cadena kappa

ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC
CAGATACCACCGGAGARATTGTSTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGCARAGAGCCACCCTCTCCTGTAGGCECCACTCAAAGTCETTAGC
AGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCCCCTCAT
CTATGGTGTATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTG
GGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTT
GCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTATCTCACCATTCACTTTCGGCCCTGE
GACCAAAGTGGATATCARACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCC
CGCCATCTCGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
~ AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGCTGGATAACGCCCT
CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCA
CCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGARACAC
~ AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGECCTGAGCTCGCCCGTCACARA
GAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG (SEQ ID NO:60)

Figura 220 6.1.1 Proteina de cadena kappa

METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVS
SYLAWYQQOKPGQAPRPLIYGVSSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDF
AVYYCQQYGISPFTFGPGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSTNRGEC (SEQ ID NO:639)

Figura 22P 112.1 ADN de cadena pesada de IeG2

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGETTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGETGCAGCTGETGGAGTCTGGGGEAGGCGTGGTCCAGE
CTGGGAGCTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGCATTCACCTTCAGTAGC
TATGGCATGCACTGSGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGETGGC
AGTTATATGSTATCATGCAAGTAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGLCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAARTTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCCEAGGGE
AGCTACCCTTTACTACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCA
CGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGEGTCTTCCCCCTGGCG
CCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGETCAA
GGACTACTTCCCCGARACCGETGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCA
GCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTG
CAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCG

AATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCCETCA
GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC
TGAGCTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTCAGCCACCGAAGACCCCGAGCETCCAGT
TCAACTGGTACGTGGACGGCCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCACGG
GAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTCTGCTCAGCGTCCTCACCGTTSTGCA
CCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCC
TCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCAAAACCARAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGET
CAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCCTGEAGT
GGGAGAGCAATGGGCAGCCGCGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAG
GTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGA (SEQ ID

NO:61)
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Figura 22Q 11.2.1 Proteina de cadena pesada de 1gG2

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWY
DGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPRGATLY
YYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSNFGTQTYTCNVDH
KPSNTKVDKITVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHEQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:70)

Figura 22R 112.1 ADN de cadena kappa de 1eG2

ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTCT

GGCTCCGAGGTGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCC
CTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAG
CATTAACAGCTATTTAGATTGCTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTARAC
TCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCARAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGT
GGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGA
AGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGTATTACAGTACTCCATTCACTTTCG
GCCCTGGGACCAAAGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTCTTGTCTG
CCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATA
ACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCARG
GACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCARAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCG
TCACRAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTCTTACGTGA (SEQ ID NO:62)

Figura 22S 112.1 Proteina de cadena kappa de IeG2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSINSYLDWYQQKPGKAPKLLIYAASS
LQOSGVPSRFSGSCGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQYYSTPFTFGPGTKVEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC (SEQ ID NO:71)
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