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DESCRIPCION

Métodos para diagnosticar y tratar la leucemia linfocitica crénica de linfocitos B en base a la deteccién e inhibicion de
CD84.

En individuos normales, el conjunto de linfocitos periféricos es de tamafo constante. El control de la homeostasis
linfoide es el resultado de un equilibrio muy estrecho entre la produccion, la supervivencia y la proliferacion de
linfocitos. Se ha demostrado que los factores de supervivencia desempefian un papel critico en el mantenimiento de
la homeostasis de los linfocitos.

La leucemia linfocitica cronica (CLL, de sus siglas en inglés), la leucemia mas comun en el mundo occidental se
caracteriza por la acumulacién progresiva de linfocitos maduros pequenios CD5*, en la sangre periférica, 6rganos
linfoides y médula ésea. El sello distintivo de la enfermedad es la disminucion de la apoptosis, lo que da como
resultado la acumulaciéon de estas células malignas. A pesar de los grandes avances en los Ultimos afios en la
comprension de la biologia y la fisiopatologia de la enfermedad, asi como del desarrollo de mejores modalidades de
tratamiento, la CLL sigue siendo incurable en la mayoria de los pacientes, e incluso el control de la enfermedad
requiere de un tratamiento agresivo con efectos secundarios significativos. Una mejor comprensién de los eventos
celulares involucrados en la patogénesis y la progresién de la enfermedad deberia conducir a terapias mas
especificas y menos tdxicas, con un tratamiento temprano en pacientes en riesgo, que posiblemente permita la cura.

Estudios anteriores han demostrado que los linfocitos de la CLL expresan cantidades relativamente grandes del
ARNm de CD74 (cadena invariable; li) en comparacion con las células B normales, y este receptor regula la
supervivencia celular de una manera dependiente de IL-8.

CD74 es una proteina de membrana integral de tipo Il no polimérfica que se expresa en las células presentadoras de
antigenos, incluidos los macréfagos y las células B. Tiene una cola citoplasmatica N-terminal corta de 28
aminoacidos (aa), seguida de una sola regién transmembrana de 24 aa, y un dominio luminal de aproximadamente
150 aa. Inicialmente, se pensé que la cadena CD74 funcionaba principalmente como una chaperona MHC de clase
Il, que promueve la salida ER de las moléculas MHC de clase Il, las dirige a los compartimentos endociticos, evita la
unién de péptidos dentro del ER, y contribuye a la ediciéon de péptidos en el compartimento de las moléculas MHC
de clase Il. Una pequefia proporcion de CD74 se modifica mediante la adicion de sulfato de condroitina (CD74-CS),
y esta forma de CD74 se expresa en la superficie de las células presentadoras de antigeno. Anteriormente se
demostré que el factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) se une al dominio extracelular CD74 en los
macréfagos, un proceso que da como resultado el inicio de una via de sefalizacion en estas células. El MIF
promueve la activacion de monocitos/macréfagos y es necesario para la expresion éptima de TNF, IL-1 y PGE2. Los
macréfagos activados por MIF son mas fagociticos y mas capaces de destruir los patégenos intracelulares, tales
como Leishmania.

CD44 es una proteina transmembrana de un solo paso ampliamente expresada con propiedades activadoras de
quinasas conocidas.

Recientemente, CD44 se describié como un componente integral del complejo receptor CD74. Mientras que CD74
es suficiente para la union de MIF a la superficie celular, se descubrid que CD44 era necesario para la transduccion
de sefales de MIF. EI CD74 expresado en las células B estéd directamente involucrado en la configuracion del
repertorio de células B mediante la regulacién de la supervivencia de las células B maduras [Shachar et al. Science.
1996;274:106-108; Matza et al. Proc Natl Acad Sci EE.UU. 2002;99:3018-3023; Matza et al. 2003 Trends Immunol.
24:246-248] a través de una via que conduce a la activacion de la transcripcion mediada por el homodimero NF-kB
p65/RelA y su coactivador, TAFII105 [Matza et al. J Biol Chem. 2001;276:27203-27206]. La activacion de NF-kB esta
mediada por la region citosélica de CD74 (CD74-ICD), que se libera de la membrana [Matza et al. Immunity.
2002;17:549-560]. Después de la eliminacion del dominio luminal CD74, se produce un evento de escisién
intramembrana en el aminoacido 42, que da como resultado la liberacién del fragmento citosélico CD74 (CD74-ICD;
1-42 aa). Después CD74-ICD se transloca al nicleo celular y activa NF-kB [Becker-Herman Cell. 2005; 16:5061-
5069]. Por tanto, siguiendo este paso de procesamiento, CD74 actiia como una molécula de sefnalizacién que induce
la acumulacion de células B maduras. Esta sefial se atenla por la degradacion del fragmento CD74-ICD activo, y su
eliminacion del citoplasma. Por otra parte, la estimulacion de CD74 por MIF conduce a la activacion de NF-kB,
permitiendo la entrada de las células B estimuladas en la fase S, un aumento en la sintesis de ADN, division celular,
y expresion aumentada de proteinas anti-apoptéticas de una manera dependiente de CD44. Estos hallazgos indican
que la superficie CD74 funciona como un receptor de supervivencia.

Curiosamente, tanto el MIF como CD74 se han asociado con la progresion tumoral. Se inform6 que el ARNm de MIF
se sobre-expresa en varios tumores y que el MIF también se ha asociado con el crecimiento de células malignas
[Bando et al. Jpn J Cancer Res. 2002;93:389-396; Nishihira et al. Ann N Y Acad Sci. 2003;995:171-182]. Muchos
estudios han demostrado la sobre-expresion de CD74 en varios tipos de cancer, incluida la CLL [Narni et al. Blood.
1986;68:372-377]. Se ha sugerido que la expresién de CD74 en muchos de estos canceres sirve como factor
prondstico, con una mayor expresion relativa de CD74 que se comporta como un marcador de progresion tumoral
[Mizue et al. Int J Mol Med. 2000;5:397-403]. La activacion de CD74 por MIF en células B de CLL, inicia una cascada
de senalizacion que contribuye a la progresion del tumor. Esta via induce la activacion de NF-kB, lo que da como
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resultado la secrecion de interleuquina 8 (IL-8), que a su vez promueve la supervivencia celular. El bloqueo de esta
via conduce a una disminucion de la supervivencia celular. Por tanto, CD74 expresado en la superficie de las células
B de CLL desempeiia un papel critico en la regulacién de la supervivencia de estas células malignas [Binsky et al.
Proc Natl Acad Sci EE.UU. 2007;104:13408-13413]. Las moléculas que participan en la sefalizacién de CD74
pueden, por tanto, emplearse como nuevos objetivos y en la generacién de plataformas terapéuticas para el
tratamiento de la leucemia linfocitica cronica.

CDB84 es un miembro del subconjunto CD2 de la superfamilia de inmunoglobulinas de las moléculas de la superficie
celular. Es una proteina de superficie celular de cadena sencilla con una porcion extracelular de 199 aa, que
contiene cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion. La regién transmembrana consiste en 25 aa, y la cola
citoplasmatica de 83 aa contiene cuatro tirosinas [de la Fuente et al. Blood. 1997;90:2398-2405]. El CD84 humano
es 57,3% idéntico al CD84 murino. CD84 se expresa predominantemente por células B, células T, plaquetas,
monocitos, células dendriticas (DCs), y CD84 también se expresa de forma temprana en la hematopoyesis [Calpe et
al. Advances in Immunology, Vol 97. 2008;97:177-250].

Basado en la expresion de CD84, las células B se pueden subdividir en poblaciones CD84" y CD84". La poblacion
CD84" representa un subconjunto de células B de memoria, que se caracterizan por la co-expresion de CD27,
genes de la region variable de Ig mutados somaticamente, y una proliferacién aumentada en respuesta a CD40L e
IL-4, en comparacion con las células B CD84".

Sin embargo, no se conoce el papel de CD84 en la biologia de estas células. Una caracteristica sorprendente del
CD84 humano es la expresion de una serie compleja de isoformas con varias colas citoplasmaticas en células
tumorales [Palou et al.Tissue Antigens. 2000;55:118-127]. La expresién y relevancia funcional de estas variantes
aun se desconocen. Hasta la fecha se han descrito dos transcripciones de CD84 en tejidos murinos. CD84 se auto-
asocia fuertemente con un Kd en el intervalo submicromolar; la asociacion esta dirigida por el dominio Ig-V,
formando un dimero homofilico ortogonal.

Técnica relacionada adicional:

La solicitud de Patente de EE.UU. Numero 20050027114 describe métodos para tratar enfermedades, tales como la
leucemia cronica, mediante el empleo de un agonista o antagonista de una actividad de un polipéptido similar a
CD84.

La solicitud de Patente de EE.UU. Numero 20050025789 describe el tratamiento o la profilaxis de tumores en
pacientes, utilizando un polipéptido coestimulador (por ejemplo, CD84) que expresa células tumorales para producir
una vacuna para aumentar la actividad litica de las células NK.

YAN QINGRONG ET AL, se refiere a "Structure of CD84 provides insight into SLAM family function",
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA,
(200706), vol. 104, n2 25, ISSN 0027-8424, paginas 10583-10588.

BROWN M H ET AL, se refiere a "2B4, the natural killer and T cell immunoglolin superfamily surface protein, is a
ligand for CD48", JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE 19981207 US, (19981207), vol. 188, n® 11, ISSN
0022-1007, paginas 2083-2090.

Compendio de la invencion

La presente descripcién se refiere a un método para diagnosticar la B-CLL en un sujeto que lo necesita, el método
comprende determinar en una muestra bioldgica del sujeto un nivel de isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 30), en
donde un aumento en dicho nivel de dicha isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 30), por encima de un limite
predeterminado con respecto a un nivel de dicho CD84 en una muestra biol6gica de un individuo sano, es indicativo
de la B-CLL.

La presente descripcién también se refiere a un agente que disminuye la actividad o expresion de CD84 para su uso
en el tratamiento de la B-CLL, en donde dicho agente se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un anticuerpo neutralizante de CD84;

(i) un agente de acido nucleico para disminuir la expresién de dicho CD84, seleccionandose dicho agente de &cido
nucleico del grupo que consiste en un antisentido, un ARNSsi, una ribozima y una ADNzima; y

(iii) un CD84 soluble, en donde dicho CD84 soluble se une a CD84 expresado en
células B e inhibe su interaccion homofilica.
Preferiblemente, dicha muestra biolégica comprende células B y en donde dicha determinacién es en dichas células B.

Preferiblemente, dicha determinacién se efectlia a nivel del ARNm.
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Preferiblemente, dicha determinacién se efectla a nivel proteico.

Preferiblemente, comprende ademas corroborar el diagnéstico empleando un ensayo de diagnoéstico seleccionado
de la expresion de marcador de superficie distintivo de dicha isoforma C de CD84, analisis de cariotipo y mutaciones
de linea germinal.

Preferiblemente, comprende ademas informar al sujeto de la enfermedad.
Breve descripcion de los dibujos

En la presente memoria se describen algunos aspectos de la divulgacion, sélo a modo de ejemplo, con referencia a
los dibujos adjuntos. Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se enfatiza que los detalles mostrados
son a modo de ejemplo y con fines de discusion ilustrativa de aspectos de la divulgacion. A este respecto, la
descripcion tomada con los dibujos hace evidente a los expertos en la técnica cdémo se pueden practicar los
aspectos de la divulgacion.

En los dibujos:

Las figs. 1A-B muestran una expresion elevada de hCD84 en células de B-CLL. Se purificaron las células B
derivadas de sujetos sanos (normales), asi como de pacientes con B-CLL de estadio temprano y avanzado. (A) El
ARNmM de CD84 se analizé por RT-PCR. Los resultados presentados son representativos de 2 pacientes normales, 6
en estadio temprano, y 6 en estadio B-CLL avanzado. (B) Las células se tifieron con anti-CD84. Los histogramas
muestran la expresion de CD84 en B-CLL, asi como en células B normales. Los resultados presentados son
representativos de 2 pacientes normales, 7 en estadio temprano, y 6 en estadio B-CLL avanzado.

Las figs. 2A-D muestran que CD84 es un gen diana de CD74 en células de B-CLL. (A, B) Se purificaron las células B
derivadas de pacientes con B-CLL. Las células se incubaron en presencia o ausencia de MIF. (A) Después de 18
horas, se purificé el ARN, y se analiz6 el ARNm de CD84 y actina. Los resultados presentados son representativos
de 6 pacientes con B-CLL temprana y 4 en estadio B-CLL avanzado. (B) Después de 24 horas, las células se tifieron
con anti-CD84. Los histogramas muestran la expresién de CD84 en B-CLL. Los resultados presentados son
representativos de 3 pacientes con B-CLL temprana y 6 en estadio B-CLL avanzado. (C, D) Las células de B-CLL se
incubaron en presencia o ausencia de MIF (100 ng/ml), ISO-1 (20 mM). (C) Después de 18 horas, se purificé el ARN
y se analizaron los niveles de ARNm de CD84 y actina. Los resultados presentados son representativos de 4
pacientes con B-CLL. (D) Después de 24 horas, las células se tifieron con anti-CD84. Los histogramas muestran la
expresion de CD84 en B-CLL. Los resultados presentados son representativos de 5 pacientes con B-CLL.

Las figs. 3A-B muestran que la activacion de la superficie celular CD84 inicia la fosforilacion de tirosina y una
cascada de supervivencia en células de B-CLL. Las células de B-CLL se incubaron en presencia o ausencia de anti-
CD84 (1 ng/ml) durante 30 minutos. Después las células se lavaron, y el mAb unido se entrecruzd con F(ab')2 de
cabra Ig anti ratén. (A) Las células se inmunoprecipitaron con anti-pTyr durante la noche y se lisaron. Los lisados se
separaron en SDS/PAGE al 8% (p/vol) y se secaron con anticuerpo anti-CD84 (los resultados presentados son
representativos de 3 experimentos separados). (B) Después de 18 horas, se purifico el ARN y se analizaron los
niveles de ARNm de Bcl-2, IL-8 y actina. Los resultados presentados son representativos de 7 pacientes con B-CLL.

Las figs. 4A-B muestran que la activacién de la superficie celular de CD84 inicia una cascada de supervivencia en
células HEK 293. Células HEK-293 transfectadas con CD84 de longitud completa (FL) o con construcciones de
plasmidos vacias. (A) Después de 8 horas, se purifico el ARN y se analizaron los niveles de CD84, Bcl-2 y ARNm de
actina. Los resultados presentados son representativos de 2 experimentos independientes con resultados similares.
(B) Después de 24 horas, las células se lisaron mediante SDS caliente, y los lisados se separaron luego en
SDS/PAGE al 12% (p/vol) y se secaron con anticuerpo anti-Myc, anti-Bcl-2 y tubulina, seguido de anticuerpos HRP
anti-raton. Los resultados mostrados representan 8 experimentos independientes con resultados similares.

La fig. 5 muestra que la activacion de la superficie celular de CD84 induce a una cascada de supervivencia en
células B-CLL. Las células de B-CLL se incubaron en presencia o ausencia de anti-CD84 (1 ng/ml) durante 30
minutos. Después las células se lavaron, y el mAb unido se entrecruzé con F(ab')2 de cabra Ig anti raton durante 26
horas. Las células se tifieron con anexina V, Pl y se analizaron mediante FACS. Los resultados presentados son
representativos de 7 pacientes con B-CLL.

Las figs. 6A-B muestran andlisis de ARNm que codifica las isoformas de CD84. EI ARN total, aislado de linfocitos B
humanos (ya sea una persona de control sana, pacientes con B-CLL en estadio | 0 estadio 1V) se sometié a RT-PCR
semicuantitativa con actina como gen de referencia y se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%.
Los resultados mostrados son ejemplos para la sobreexpresion de CD84C en pacientes con B-CLL. Los tamafos de
producto de PCR correspondientes para las diferentes isoformas son: a-477 pb; b-459 pb; c-426 pb; d- 500 pb; e-
272 pb. Las flechas a la izquierda indican la identidad de los productos de RT-PCR.

La fig. 7 es una ilustracion esquematica del CD84- construccion completa y versiones mutadas de tirosina. Lp
Péptido lider; IgV Dominio de inmunoglobulina tipo V; inmunoglobulina tipo C2; TM-transmembrana; CD dominio
citoplasmatico; myc/His- diferentes marcadores. Las designaciones de aminoacidos de una letra estan arriba de los
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diagramas. "N" indica el sitio previsto de N-glicosilacion, "C" interconectada indica enlaces disulfuro. Longitud del
constructo 367 aminoacidos.

Las figs. 8A-D describen las mutaciones dobles de CD84 (Y262/Y299 o Y279/Y324) y sus efectos sobre la
regulacién a la baja de Bcl-2 en células 293 transfectadas con CD84: las figuras 8A-C — células 293 se transfectaron
con el vector vacio, CD84 completo, CD84(Y262F, Y299F)=A2 y CD84 (Y279F, Y324F)=B2. Figura 8A- se purifico el
ARN 18 horas después de la transfeccion. La PCR cuantitativa en tiempo real se realiz6 utilizando cebadores para
Bcl-2 y RP-2. gqRTPCR- Los resultados se expresan como un numero de veces de cambio en la expresion de Bcl-2
en comparacion con vacio, que se definié como 1. N = 3 transfecciones. Figura 8B - 40 horas después los lisados de
las células de transfeccion se sometieron a analisis mediante SDS-PAGE al 12% y Western blot. El grafico muestra
la media en el numero de veces en la expresién de Bcl-2 de 6 experimentos diferentes. Figura 8C - 6 horas después
de la transfeccion, se repuso el medio y el CD84 se activd usando el anticuerpo activador CD84. 24 horas después,
las células se cosecharon y se sometieron a SDS-PAGE al 12% y al analisis de Western blot para la expresion de
Bcl-2. El grafico muestra la media en el nimero de veces en la expresion de Bcl-2 de 4 experimentos diferentes.
Figura 8D- se transfectaron células 293 con vector vacio, CD84 completo o CD84 completo mas CD84-ECD. Las
células se sometieron a SDS-PAGE al 12% y al andlisis de Western blot para la expresion de Bcl-2. Los resultados
presentados son representativos de 5.

La fig. 9 muestra que la sobre-expresién de CD84 no mutado y mutado por tirosina afecta la expresion de Tap63.
Las células HEK 293T se transfectaron con pEF4 (vector vacio), Cd84-completo (no mutado) y mutaciones dobles
de CD84 como se indica. 8 horas o 32 horas después de la transfeccién, las células se sometieron a RT-PCR
semicuantitativa con actina como gen de referencia, seguido del andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1,5%. Se muestran los resultados de dos experimentos independientes.

Las figs. 10A-D muestran el disefo, purificacion e identificacion de CD84-ECD. (dominio extracelular). (A) El
esquema se dibuja a escala real. Véanse las abreviaturas como en la Figura 7 anterior. Longitud del constructo es
de 330 aminoacidos. (B, C) Se analizaron muestras de diferentes etapas de purificacion en SDS-PAGE al 12% y
andlisis de Western blot con anticuerpo anti-Myc (B) o tinciéon con Coomassie (C). El medio acondicionado (calle 7)
se purificé con Ni?* - cromatografia de afinidad de quelatos metalicos (carriles 1 + 5), seguida de cromatografia de
exclusién por tamano. Los carriles 2-4 muestran las fracciones maximas de la cromatografia de exclusién por
tamano. (D) identificacion del constructo de CD84 por ESI-MS/MS. El fragmento de gel eliminado del gel tefiido con
Coomassie (c, carril 3) se analizé mediante protedlisis limitada seguido de ESI-MS/MS. Los péptidos emparejados
para CD84 se resaltan en rojo. Este analisis fue realizado por la Unidad de Servicio Biolégico del Instituto
Weizmann.

La fig. 11 es un grafico del perfil de elucién de cromatografia de exclusién por tamafno-FPLC (SEC-FPLC) para la
proteina CD84-ECD. El grafico muestra un perfil de elucidn tipico a 215, 260 y 280 nm. Los picos correspondientes a
la fraccion analizada se indican mediante barras marcadas con el pico 1-3. La separacién se realizé en la columna
GE Healthcare HiLoad 16/60 Superdex 200.

Las figs. 12A-C son fotomicrografias que muestran el efecto de bloqueo de CD84-ECD sobre la activacion inducida
por CD84-Bcl-2. (A) Las células HEK 293T se transfectaron con 2 ug de pEF4 (vector vacio), 2 ug de CD84
completo o 1 ug de CD84-ECD para proporcionar una cantidad final de 2 ug de ADN. Las células se sometieron a
SDS-PAGE al 12% y Western blot como se indica. (B) Las células HEK 293Y se transfectaron con cantidades
iguales de pEF4 (vector vacio) y CD84-ECD y se sometieron a SDS-PAGE al 12% y Western blot como se indica.
(C) Analisis de Western blot de células transfectadas y cotransfectadas (cantidad igual de ADN completo de CD84).
Las células HEK 293T se transfectaron con 2 pg de pEF4 (vector vacio), 2 pg de CD84 completo o 2 ug de CD84-
ECD més 2 ug de CD84-ECD y se sometieron a SDS-PAGE al 12% y analisis de Western blot como se describié
anteriormente. La cantidad total de ADN se mantuvo constante mediante la adicion de plasmido pEF4 vacio.

La fig.. 13 muestra el efecto de CD84-ECD sobre la expresion de Bcl-2. La linea celular CD84s20 o las células HEK
293T se transfectaron con pEF4 (vector vacio) o CD84-ECD. Veinticuatro horas después de la transfeccién, se aislo
el ARN total, se sometié a RT-PCR para los genes indicados.

La fig. 14 muestra el efecto del medio acondicionado CD84-ECD sobre la expresion de Bcl-2. La superficie CD84 de
la linea celular CD84s20 estaba o no estaba entrecruzada con anticuerpos anti-CD84 y anti-Fab en presencia o
ausencia de diferentes concentraciones de CD84-ECD. Veinticuatro horas después del tratamiento, se aisl6 el ARN
total, y se realizdé RT-PCR para Bcl-2 y actina.

Las figs. 15A-C muestran que un anticuerpo bloqueador anti CD84 induce la muerte de B-CLL. Las células de B-CLL
se incubaron en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueadores de MIF y CD84. Figura 15A - Después de 18
horas, se purificé el ARN. Se analizaron los niveles de ARNm de Bcl-2 y actina. N = 4 pacientes. La PCR cuantitativa
en tiempo real se realizé utilizando cebadores para Bcl-2 y RP-2. qRTPCR- Los resultados se expresan como el
numero de veces de cambio en la expresion de Bcl-2 por las células estimuladas en comparacion con las células no
estimuladas, que se definié como 1. N = 3 pacientes. Figura 15B - las células se lisaron después de 24 horas de
exposicion al anticuerpo bloqueador de MIF y CD84, y se analizaron la expresion de Bcl-2 y tubulina mediante
andlisis de Western blot. Figura 15C - 27 horas después de la aplicacién del anticuerpo de bloqueo de MIF y CD84,,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800328 T3

las células se tifieron con FLICA, y se analizaron mediante FACS. N=5 pacientes.

Las figs. 16A-B muestran el efecto de Ab del hibridoma D1-300, F8-200 y F8-500 (diferentes concentraciones del
anticuerpo) sobre la supervivencia de la B-CLL. Figura 16A - Las células de B-CLL se incubaron en presencia o
ausencia de medio acondicionado derivado del hibridoma D1-300 o F8-200 durante 18 horas. EI ARN se purificé. La
PCR cuantitativa en tiempo real se realiz6 utilizando cebadores para Bcl-2 y RP-2. qRTPCR- Los resultados se
expresan como el nimero de veces de cambio en la expresion de Bcl-2 por las células estimuladas en comparacion
con las células no estimuladas, que se defini6 como 1. N=3 pacientes. Figura 16B - las células se incubaron en
presencia o ausencia de hibridoma sup durante 24 horas, las células se tifleron con magic red, y se analizaron
mediante FACS. N=1 paciente.

La Fig. 17 muestra el efecto de los anticuerpos del hibridoma F8-200 y F8-500 sobre la supervivencia de la B-CLL.
Las células se incubaron en presencia o ausencia de MIF y medio acondicionado derivado del hibridoma F8-200 o
F8-500 durante 24 horas, las células se tifieron con red magic, y se analizaron mediante FACS. N=1 pacientes.

Descripcion de aspectos de la divulgacion

La presente descripcion, en algunos aspectos de la misma, se refiere a composiciones y métodos para diagnosticar
y tratar la B-CLL.

Antes de explicar al menos un aspecto de la divulgacion en detalle, debe entenderse que la divulgaciéon no esta
necesariamente limitada en su aplicacion a los detalles establecidos en la siguiente descripcién o ejemplificados por
los Ejemplos. La divulgacion es capaz de otros aspectos o de practicarse o llevarse a cabo de varias maneras.

La leucemia linfocitica crénica (CLL), una enfermedad maligna caracterizada por la acumulacién de linfocitos B en la
sangre, los érganos linfoides y la médula 6sea, es el segundo tipo de leucemia mas comun en adultos, y representa
alrededor de 7.000 nuevos casos de leucemia cada afo. Actualmente, no existe una cura para la CLL, y el objetivo
general del tratamiento de la leucemia es lograr una remision. Por lo tanto, es altamente deseable identificar nuevas
proteinas que puedan servir como dianas para inducir la muerte celular en las células malignas.

Los presentes inventores han identificado al CD84 como una proteina reguladora que es esencial para la
supervivencia de las células de CLL. Como se ilustra a continuacién y en la seccién de Ejemplos de a continuacién,
los presentes inventores pudieron demostrar que las células B tomadas de pacientes con CLL expresan un alto nivel
de isoforma C del CD84 en comparacion con la expresion de la misma en células B de sujetos sanos libres de la
enfermedad. La estimulacion de CD84 por MIF, aumentd la supervivencia de la B-CLL, como lo demuestra la
regulacién al alza de Bcl-2 y la reduccion de la tincion de anexina, siendo todo indicativo de una seial de
supervivencia. Sin embargo, la inhibicién de la actividad de CD84 con un anticuerpo de bloqueo o un péptido de
bloqueo derivado de CD84, regulaba a la baja la expresion de Bcl-2, induciendo asi la muerte celular. Por lo tanto,
los presentes hallazgos establecen a CD84 como un marcador de diagndstico para la B-CLL y, al ser un regulador
de la supervivencia de B-CLL, como una diana para el desarrollo de nuevas modalidades terapéuticas. Por tanto,
segun un aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para diagnosticar la B-CLL en un sujeto que
lo necesite. EI método comprende determinar en una muestra bioldgica del sujeto un nivel de la isoforma C de CD84
(SEQ ID NO: 30), en donde un aumento en dicho nivel de dicha isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 30) mas alla de
un limite predeterminado con respecto a un nivel de dicho CD84 en una muestra biolégica de un individuo sano es
indicativo de la B-CLL.

Como se emplea en la presente memoria, el término "diagndstico" o "diagnosticar" se refiere a clasificar una
patologia (por ejemplo, cancer, por ejemplo, leucemia, por ejemplo, leucemia linfocitica crénica (CLL), por ejemplo,
B-CLL).

Segun este aspecto de la divulgacion, el término "sujeto" o "sujeto que lo necesita" se refiere a un mamifero, por
ejemplo, un sujeto humano que tiene un chequeo de rutina o un examen de la patologia, asi como a un sujeto que
esta en riesgo de tener la patologia, tal como debido a antecedentes familiares, factores ambientales y/o un sujeto
que muestra signos clinicos sospechosos de la patologia. Algunos signos clinicos de la B-CLL incluyen, pero no se
limitan a, predisposicién a infecciones repetidas, tal como neumonia, herpes simple labial, y herpes zoster; ganglios
linfaticos agrandados; saciedad temprana y/o molestias abdominales que pueden estar relacionadas con un bazo
agrandado; sangrado mucocutaneo y/o petequias que pueden deberse a trombocitopenia; cansancio y fatiga
secundaria a anemia; fiebres, escalofrios y sudores nocturnos y pérdida de peso; anemia hemolitica autoinmune.

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

Como se emplea en la presente memoria, la frase "isoforma C D84" se refiere a la isoforma de CD84 que se asigna
con los Numeros de Acceso AF054815.1 NP_003865.1 (NM 003874, Q9UIB8-3). SEQ ID NOs: 29, 30.
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Ejemplos de "muestras biolégicas" incluyen, pero no se limitan a, sangre completa, suero, plasma, liquido
cefalorraquideo, orina, fluidos linfaticos, y diversas secreciones externas de las vias respiratorias, tractos intestinal y
genitourinario, lagrimas, saliva, leche, asi como glébulos blancos, tejidos, cultivo celular, por ejemplo, cultivo
primario. Segun un aspecto especifico, la muestra bioldgica comprende células B.

Las células de B-CLL pueden obtenerse de la sangre, la médula 6sea, el bazo y/o los ganglios linfaticos.

El nivel de la isoforma C de CD84 se puede determinar a nivel de la proteina (nivel de expresion y/o actividad) o a
nivel del ARNm (por ejemplo, RT-PCR, PCR en tiempo real, etc.).

A continuacion, se incluye una lista no limitante de ejemplos de métodos para determinar un nivel de CD84C.

Ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA): Este método implica una reaccion entre una enzima y un sustrato.
Una muestra biolégica que comprende CD84C se coloca en un plato de micropocillos. Se aplica un anticuerpo
especifico de sustrato acoplado a una enzima y se deja que se una al sustrato. Después se detecta la presencia del
anticuerpo y se cuantifica mediante una reaccion colorimétrica que emplea la enzima acoplada al anticuerpo. Las
enzimas empleadas cominmente en este método incluyen la peroxidasa de rabano picante y la fosfatasa alcalina. Si
esta bien calibrado y dentro del intervalo lineal de respuesta, la cantidad de sustrato presente en la muestra es
proporcional a la cantidad de color producido. Generalmente se emplea un estandar de sustrato para mejorar la
precision cuantitativa.

Western blot: Este método implica la separacion de un sustrato de otra proteina por medio de un gel de acrilamida
seguido de la transferencia del sustrato a una membrana (por ejemplo, nylon o PVDF). Después se detecta la
presencia del sustrato por anticuerpos especificos del sustrato, que a su vez se detectan mediante reactivos de
unién a anticuerpos. Los reactivos de union a anticuerpos pueden ser, por ejemplo, proteina A, u otros anticuerpos.
Los reactivos de unién a anticuerpos pueden estar radiomarcados o unidos a enzimas como se describe
anteriormente. La deteccion puede ser por autorradiografia, reaccion colorimétrica o quimioluminiscencia. Este
método permite tanto la cuantificacion de una cantidad de sustrato como la determinacion de su identidad mediante
una posicion relativa en la membrana que es indicativa de una distancia de migracion en el gel de acrilamida durante
la electroforesis.

Radio-inmunoensayo (RIA): En una versién, este método implica la precipitacion de la proteina deseada (es decir, el
sustrato) con un anticuerpo especifico y una proteina de unién a anticuerpos radiomarcados (p. €j., proteina A
marcada con 1'2%) inmovilizado en un vehiculo precipitable, tal como perlas de agarosa. El nimero de recuentos en
el sedimento precipitado es proporcional a la cantidad de sustrato.

En una version alternativa del RIA, se emplean un sustrato marcado y una proteina de unién a anticuerpos no
marcados. Se agrega una muestra que contiene una cantidad desconocida de sustrato en cantidades variables. La
disminucion en los recuentos precipitados del sustrato marcado es proporcional a la cantidad de sustrato en la
muestra afadida.

Clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS): Este método implica la deteccidén de un sustrato in situ
en células mediante anticuerpos especificos del sustrato. Los anticuerpos especificos del sustrato estan unidos a los
fluoréforos. La deteccidn se realiza mediante una maquina de clasificacién de células que lee la longitud de onda de
la luz emitida por cada célula a medida que pasa a través de un haz de luz. Este método puede emplear dos o mas
anticuerpos simultdneamente.

Anadlisis inmunohistoquimico: Este método implica la deteccion de un sustrato in situ en células fijadas mediante
anticuerpos especificos del sustrato. Los anticuerpos especificos del sustrato pueden estar unidos a enzimas o estar
unidos a fluoréforos. La deteccién es por microscopia y evaluacién subjetiva o automatica. Si se emplean
anticuerpos ligados a enzimas, puede ser necesaria una reaccion colorimétrica. Se apreciard que la
inmunohistoquimica a menudo va seguida de una contratincion de los nucleos celulares empleando, por ejemplo,
tincion con hematoxilina o Giemsa.

Analisis de RT-PCR: Este método utiliza la amplificacion por PCR de moléculas de ARN relativamente raras.
Primero, las moléculas de ARN se purifican de las células y se convierten en ADN complementario (ADNc) utilizando
una enzima transcriptasa inversa (tal como una MMLV-RT) y cebadores, tales como oligo dT, hexameros aleatorios
o cebadores especificos de genes. Luego, aplicando cebadores especificos de gen y ADN polimerasa Tagq, se lleva
a cabo una reaccion de amplificacion por PCR en una maquina de PCR. Los expertos en la técnica son capaces de
seleccionar la longitud y la secuencia de los cebadores especificos del gen y las condiciones de PCR (es decir,
temperaturas de re-asociacioén, numero de ciclos, y similares) que son adecuadas para detectar moléculas de ARN
especificas. Se apreciara que se puede emplear una reaccion de RT-PCR semi-cuantitativa ajustando el nimero de
ciclos de PCR y comparando el producto de amplificacién con controles conocidos.

En la seccion de Ejemplos de a continuacion se describen adicionalmente ejemplos de anticuerpos y ensayos que
se pueden emplear para detectar CD84C y otros marcadores de la presente descripcién.

Como se menciond, un aumento en el nivel del CD84C mas alla de un limite predeterminado con respecto al nivel
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del mismo en una muestra similar de un individuo sano es indicativo de la enfermedad (por ejemplo, B-CLL).

Como se emplea en la presente memoria, la frase "muestra biolégica de un individuo sano" se refiere a una muestra
de control no afectada tomada de un sujeto sano (conocido por no tener B-CLL) o del mismo sujeto antes del inicio
de la B-CLL (es decir, sano). Como las caracteristicas biolégicas dependen, entre otras cosas, de la especie y la
edad, es preferible que la saliva de control provenga de un sujeto de la misma especie, la edad. Alternativamente,
los datos de control pueden tomarse de bases de datos y bibliografia. Se apreciara que la muestra de control
también se puede tomar del sujeto enfermo en un punto de tiempo particular, para analizar la progresion (es decir, la
monitorizacién) de la enfermedad.

El término "aumento" segun el aspecto especifico debe ser estadisticamente significativo.

Una vez que se realiza el diagndstico, el sujeto puede ser informado de la enfermedad, es decir, de la presencia o
ausencia de la misma y de potenciales terapias para la B-CLL.

Para mejorar la sensibilidad del ensayo, el método puede comprender ademas corroborar el diagndstico empleando
un ensayo de diagnoéstico seleccionado de la expresion de marcador de superficie distintivo de dicha isoforma C de
CD84, andlisis de cariotipo y mutaciones de la linea germinal.

A continuacién, se incluye una lista no limitante de dichos ensayos/marcadores que se pueden emplear para
corroborar el diagnéstico de la B-CLL.

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

Analisis genético - Se observa un cariotipo anormal en la mayoria de los pacientes con CLL. La anormalidad mas
comun es la eliminacion de 13qg, que ocurre en mas del 50% de los pacientes. Las personas que muestran
anormalidades 13q14 tienen una enfermedad relativamente benigna que generalmente se manifiesta como
linfocitosis aislada estable o lentamente progresiva.

La presencia de trisomia 12, que se observa en el 15% de los pacientes, se asocia con morfologia atipica y
enfermedad progresiva. La delecién en el brazo corto del cromosoma 17 se ha asociado con una progresion rapida,
una remision corta, y una disminucion de la supervivencia general en la CLL. Las deleciones de 17p13 se asocian
con la pérdida de la funcién del gen supresor tumoral p53. Las deleciones de las bandas 11922-g23, observadas en
el 19% de los pacientes, se asocian con afectacion extensa de los ganglios linfaticos, enfermedad agresiva y
supervivencia mas corta.

Técnicas mas sensibles han demostrado anormalidades del cromosoma 12. Del cuarenta al 50% de los pacientes no
demuestran anormalidades cromosémicas en estudios citogenéticos convencionales. Sin embargo, el 80% de los
pacientes tendran anormalidades detectables por hibridacién fluorescente in situ (FISH). Aproximadamente el 2-5%
de los pacientes con B-CLL muestran un fenotipo de células T.

Las investigaciones también han identificado una serie de caracteristicas y marcadores genéticos de alto riesgo que
incluyen la cadena pesada variable de la inmunoglobulina de la linea germinal (IgVh), uso de genes IgVu V3-21 ,
aumento de la expresion de CD38, aumento de la expresion de Zap70, niveles elevados de beta-2-microglobulina
sérica, aumento de la actividad sérica de timidina quinasa, tiempo corto de duplicacién de linfocitos (<6 meses) y
aumento de los niveles séricos de CD23 soluble. Estas caracteristicas se han asociado con la progresion rapida,
remisién corta, resistencia al tratamiento, y acortamiento de la supervivencia general en pacientes con B-CLL.

Mutaciones de la linea germinal — Se ha demostrado que la linea germinal IgVwx indica un mal pronéstico. Los
estudios han demostrado que estos pacientes también tienen una progresion mas temprana de B-CLL después del
tratamiento con quimioterapia. El empleo de ciertos genes, IgVux, V3-21, también se han asociado con mal pronéstico
independientemente del estado mutacional de IgVh.

Los presentes inventores también han identificado a CD84 como un factor de supervivencia importante en la B-CLL
y como tal como una diana para la intervencién terapéutica.

Por tanto, segun otro aspecto de la divulgacion se proporciona un uso de un agente que disminuye la actividad o
expresion de CD84 en la fabricacion de un medicamento para tratar la B-CLL.

Segun otro aspecto de la divulgacion, se proporciona un uso de un agente que disminuye la actividad o expresion de
CD84 para tratar la B-CLL.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800328 T3

Segun otro aspecto de la divulgacién se proporciona un método para inducir la apoptosis en células B de un sujeto
que tiene B-CLL, el método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz terapéuticamente de un agente que
disminuye la actividad o expresion de CD84, induciendo asi la apoptosis en células B del sujeto.

Segun otro aspecto de la divulgacion se proporciona un método para tratar la B-CLL en un sujeto que lo necesita, el
método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz terapéuticamente de un agente que disminuye la
actividad o expresion de CD84, tratando asi la B-CLL.

Segun un aspecto terapéutico de la divulgacion el sujeto se diagnostica con B-CLL.

CD84 se refiere a una isoforma expresada del gen CD84. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, Q9UIB8-1,
QoUIB8-2, Q9UIB8-3, Q9UIB8-4, Q9UIB8-5, Q9UIB8-6 y Q9UIB8-7. Segun un aspecto especifico de este aspecto
de la presente descripcion la regulacion a la baja de CD84 se refiere a todas las isoformas de CD84. Para este fin,
se emplean preferiblemente agentes que reconocen todas las isoformas de CD84 (es decir, pan CD84).

Por tanto, la regulacion a la baja de CD84 puede efectuarse a nivel genémico y/o de transcripcion empleando una
variedad de moléculas que interfieren con la transcripcion y/o traduccién (por ejemplo, antisentido, ARNSsi, ribozima,
ADNzima), o a nivel proteico empleando, por ejemplo, antagonistas, enzimas que escinden el polipéptido, y
similares.

A continuacidn, se incluye una lista de agentes capaces de regular a la baja el nivel de expresion y/o la actividad de
CD84.

Un ejemplo, de un agente capaz de regular a la baja un CD84, un polipéptido que contiene CDR, tal como un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo capaz de unirse especificamente a CD84. Preferiblemente, el anticuerpo se
une especificamente a al menos un epitopo de una porcion extracelular de CD84 y neutraliza/bloquea su actividad,
tal como al interferir con sus interacciones homofilicas.

Tal polipéptido que contiene CDR (por ejemplo, anticuerpo) se puede producir a partir del hibridoma que se deposité
en el CNCN Pateur Institut el 23 de septiembre de 2009 con el nimero de deposito CNCM 1-4228 (F8).

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

Los determinantes epitdpicos generalmente consisten en agrupaciones superficiales de moléculas activas
quimicamente, tales como aminoacidos o cadenas laterales de carbohidratos, y generalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas.

El término "anticuerpo" como se emplea en esta descripcién incluye moléculas intactas, asi como fragmentos
funcionales de las mismas, tales como Fab, F(ab')2, y Fv que son capaces de unirse a los macrofagos. Estos
fragmentos de anticuerpos funcionales se definen como sigue: (1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento de
unién a antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo, se puede producir mediante la digestion del
anticuerpo completo con la enzima papaina para producir una cadena ligera intacta y una porcién de una cadena
pesada; (2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo que se puede obtener tratando el anticuerpo completo
con pepsina, seguido de la reduccion, para producir una cadena ligera intacta y una porcion de la cadena pesada; se
obtienen dos fragmentos Fab' por molécula de anticuerpo; (3) (Fab')2, el fragmento del anticuerpo que se puede
obtener tratando el anticuerpo completo con la enzima pepsina sin reduccién posterior; F (ab")2 es un dimero de dos
fragmentos Fab' unidos por dos enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un fragmento modificado genéticamente que
contiene la region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada expresada como dos
cadenas; y (5) Anticuerpo de cadena simple ("SCA"), una molécula modificada genéticamente que contiene la regién
variable de la cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada, unida mediante un conector de polipéptido
adecuado como una molécula de cadena Unica fusionada genéticamente.

Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como fragmentos de los mismos, son bien
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York, 1988).

Los fragmentos de anticuerpos segln la presente descripcion pueden prepararse por hidrolisis proteolitica del
anticuerpo o por expresion en E. coli o células de mamifero (por ejemplo, cultivo de células de ovario de hamster
chino u otros sistemas de expresion de proteinas) de ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de anticuerpos
se pueden obtener por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos mediante métodos
convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos se pueden producir mediante la escisién enzimatica de
anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab")2. Este fragmento se puede escindir
adicionalmente empleando un agente reductor de tiol, y opcionalmente un grupo de bloqueo para los grupos
sulfhidrilo resultantes de la escisién de enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes Fab' 3.5S.
Alternativamente, una escisién enzimatica empleando pepsina produce dos fragmentos monovalentes Fab' y un
fragmento Fc directamente. Estos métodos se describen, por ejemplo, por Goldenberg, Patentes de EE.UU. N°s
4.036.945 y 4.331.647. Véase también Porter, R. R. [Biochem. J. 73: 119-126 (1959)]. También se pueden emplear
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otros métodos de escision de anticuerpos, tales como la separacion de cadenas pesadas para formar fragmentos
monovalentes de cadena ligera-pesada, la escisién adicional de fragmentos, u otras técnicas enzimaticas, quimicas,
0 genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno que es reconocido por el anticuerpo intacto.

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

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

Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo., murinas) son moléculas quiméricas de
inmunoglobulinas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab').sub.2
u otras subsecuencias de anticuerpos que se unen a antigenos) que contienen una secuencia minima derivada de
una inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo
receptor) en las que los restos forman una regién determinante complementaria (CDR) del receptor que se
reemplazan por restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como de raton, rata o
conejo que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos marco Fv de la
inmunoglobulina humana se reemplazan por los restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados
también pueden comprender restos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias marco o
CDR importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera de forma sustancial la totalidad de al menos
uno, y normalmente dos dominios variables, en el que todas o sustancialmente todas las regiones CDR
corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son los de
una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado de manera Optima también
comprendera al menos una porcion de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una
inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); y
Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)].

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

Los anticuerpos humanos también se pueden producir utilizando diversas técnicas conocidas en la técnica, incluidas
las bibliotecas de presentacion de fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol., 222:581 (1991)]. Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. también estan disponibles para la preparacion de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77
(1985) y Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991)]. De manera similar, los anticuerpos humanos pueden
prepararse mediante la introduccién de loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por ejemplo,
ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégena se han inactivado parcial o completamente. Tras el
desafio, se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se asemeja mucho a la observada en humanos en
todos los aspectos, incluida la reorganizacion de genes, el ensamblaje y el repertorio de anticuerpos. Este enfoque
se describe, por ejemplo, en las Patentes de EE.UU. N°S 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425;
5.661.016, y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et
al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51
(1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern.. Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995).

Otra molécula que se puede emplear para regular a la baja la actividad de CD84 es una forma no funcional de CD84
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que se une a CD84, pero inhibe su actividad de sefializacion, tal como inhibiendo sus interacciones homofilicas.

Por tanto, las presentes ensefianzas proporcionan ademas un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos de un CD84 soluble (es decir, no unido a la membrana), en donde el CD84 soluble se une al CD84
expresado en las células B (por ejemplo, con una afinidad de unién de al menos 10-° nM) e inhibe sus interacciones
homofilicas.

Debido a su afinidad inherente hacia la porcion extracelular de CD84, el agente CD84 soluble descrito en la presente
memoria también se puede utilizar en los aspectos de diagnéstico descritos anteriormente, tales como mediante la
conjugacién de un mismo resto identificable (por ejemplo, una proteina fluorescente, fosfatasa alcalina, marcador
myc/his, beta galactosidasa, y similares).

Segun un aspecto especifico, el CD84 soluble comprende un dominio extracelular de CD84 y carece de un dominio
transmembrana de CD84.

Segun un aspecto especifico, el CD84 soluble se fusiona a un resto para aumentar la solubilidad del CD84 soluble.

Segun un aspecto especifico, el resto para aumentar la solubilidad del CD84 soluble es una secuencia de
aminoacidos heterdloga o un resto quimico, tal como PEG, y similares.

Como se emplea en la presente memoria la frase "secuencia de aminoacidos heterdloga" se refiere a una secuencia
de aminoacidos que no forma endégenamente una parte de la secuencia de aminoacidos CD84. Preferiblemente, la
secuencia de aminoacidos heteréloga no regula a la baja la actividad biolégica (por ejemplo, apoptética) del
polipéptido CD84 soluble.

Por tanto, la secuencia de aminoacidos heter6loga puede servir para asegurar la estabilidad del CD84 soluble de la
presente descripcion sin comprometer su actividad. Por ejemplo, el polipéptido heter6logo puede aumentar la vida
media de la molécula de CD84 soluble en el suero. Ejemplos de secuencias de aminoacidos heterélogas que se
pueden usar segun las ensefianzas de la presente descripcién incluyen, pero no se limitan a, inmunoglobulina,
galactosidasa, glucuronidasa, glutation-S-transferasa (GST), péptido carboxilo terminal (CTP) de coriénico
gonadotropina (hCG) y cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) [véase, por ejemplo, Suzuki et al., mencionado
anteriormente; y la Publicacién de EE.UU. N° 20030171551].

El sitio exacto de la fusion (conjugacion) entre el resto para aumentar la solubilidad y la secuencia de amino&cidos
de CD84 no es critico. Generalmente, el resto para aumentar la solubilidad se localiza en el extremo amino o
carboxilo (n-ter o c-ter, respectivamente) del polipéptido CD84 de la presente descripcion. Los sitios particulares son
bien conocidos en la técnica y pueden seleccionarse para optimizar la actividad bioldgica, la secrecién o las
caracteristicas de unién de las moléculas quiméricas de este aspecto de la presente descripcién.

La secuencia de aminoacidos heter6loga se puede unir a la secuencia de aminoacidos de CD84 por cualquier
enlace peptidico o no peptidico. La unién de la secuencia de aminoacidos de CD84 a la secuencia de aminoacidos
heterdloga puede efectuarse mediante unidn covalente directa (enlace peptidico o un enlace peptidico sustituido) o
unién indirecta, tal como mediante el empleo de un conector que tiene grupos funcionales. Los grupos funcionales
incluyen, sin limitacion, un acido carboxilico libre (C(=0O)OH), un grupo amino libre (NHz2), un grupo éster (C(=O)OR,
donde R es alquilo, cicloalquilo o arilo), un grupo haluro de acilo (C(=0O)A, donde A es fluoruro, cloruro, bromuro o
yoduro), un haluro (fluoruro, cloruro, bromuro o yoduro), un grupo hidroxilo (OH), un grupo tiol (SH), un grupo nitrilo
(C=N), un grupo C-carbamico libre (NR"-C(=0) -OR ', donde cada uno de R'y R" es independientemente hidrégeno,
alquilo, cicloalquilo o arilo).

Un ejemplo de una secuencia de aminoacidos heter6loga que puede usarse de acuerdo con este aspecto de la
presente descripcion es una secuencia de aminoacidos de inmunoglobulina, tal como las regiones bisagra y Fc de
un dominio pesado de inmunoglobulina (véase, la Patente de EE.UU. N® 6.777.196). El resto de inmunoglobulina en
las quimeras de este aspecto de la presente descripcion se puede obtener a partir de los subtipos 1gG1, IgG2, IgG3
o 1gG4, IgA, IgE, IgD o IgM, como se discute méas adelante en la presente memoria. Las quimeras construidas a
partir de una secuencia receptora unida a una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina apropiada
(inmunoadhesinas) son conocidas en la técnica. Las inmunoadhesinas presentadas en la bibliografia incluyen
fusiones del receptor de células T [Gascoigne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S., 84:2936-2940 (1987)]; CD4 [Capon
et al., Nature 337: 525-531 (1989); Traunecker et al., Nature, 339: 68-70 (1989); Zettmeissl| et al., DNA Cell Biol.
EE.UU., 9: 347-353 (1990); Byrn et al., Nature, 344: 667-670 (1990)]; L-selectina (receptor de referencia) [(Watson et
al., J. Cell. Biol., 110:2221-2229 (1990); Watson et al., Nature, 349: 164-167 (1991)]; CD44 [Aruffo et al., Cell, 61:
1303-1313 (1990)]; CD28 y B7 (Linsley et al., J. Exp. Med., 173: 721-730 (1991)]; CTLA-4 [Lisley et al., J. Exp. Med.,
174: 561-569 (1991)]; CD22 [Stamenkovic et al., Cell, 66:1133-1144 (1991)]; receptor TNF [Ashkenazi et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU., 88: 10535-10539 (1991); Lesslauer et al., Eur. J. Immunol., 27: 2883-2886 (1991); Peppel et
al., J. Exp. Med., 174:1483-1489 (1991)]; receptores NP [Bennett et al., J. Biol. Chem 266:23060-23067 (1991)]; y
receptor a IgE [Ridgway et al., J. Cell. Biol., 1 15: resumen. 1448 (1991)].

Normalmente, en tales fusiones, la molécula quimérica retendra al menos los dominios de bisagra y CH2 y CH3
activos funcionalmente de la region constante de una cadena pesada de inmunoglobulina. Las fusiones también se
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pueden generar en el extremo C-terminal de la porcién Fc de un dominio constante, o inmediatamente en el extremo
N-terminal del CH1 de la cadena pesada o la region correspondiente de la cadena ligera.

Segun un aspecto ejemplificado actualmente, el CD84 soluble es como se establece en SEQ ID NO: 2.

La presente descripcion proporciona ademas un polinucleétido aislado (del entorno natural) que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un CD84 soluble como se describe anteriormente.

Para expresar el polinucleotido, se liga preferiblemente en un constructo de expresion de acido nucleico bajo el
control de un elemento regulador cis, por ejemplo, el promotor.

Los promotores constitutivos adecuados para emplear con la presente divulgacion son secuencias promotoras que
son activas en la mayoria de las condiciones ambientales y en la mayoria de los tipos de células, tales como el
citomegalovirus (CMV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). Los promotores inducibles adecuados para emplear
con la presente divulgacion incluyen, por ejemplo, el promotor inducible por tetraciclina (Zabala M, et al., Cancer
Res. 2004, 64(8): 2799-804).

El constructo de &cido nucleico (también denominado en la presente memoria como un "vector de expresion") de la
presente descripcion incluye secuencias adicionales que hacen que este vector sea adecuado para la replicacion e
integracién en procariotas, eucariotas o preferiblemente ambos (por ejemplo, vectores lanzadera). Ademas, los
vectores de clonacion tipicos también pueden contener una secuencia de inicio de transcripcion y traduccion, un
terminador de transcripcién y traduccion y una sefal de poliadenilacion. A modo de ejemplo, tales constructos
incluirdn normalmente un 5' LTR, un sitio de unién a ARNt, una sefal de empaquetamiento, un origen de sintesis de
ADN de segunda cadena y un 3' LTR o una porcion del mismo.

El constructo de acido nucleico de la presente descripcion normalmente incluye una secuencia sefial para la
secrecién del péptido desde una célula huésped en la que se coloca. Preferiblemente, la secuencia sefial para este
proposito es una secuencia senal de mamifero o la secuencia sefial de las variantes de polipéptidos de la presente
descripcion.

Los promotores eucariotas contienen normalmente dos tipos de secuencias de reconocimiento, la caja TATA y los
elementos promotores ascendentes. Se cree que la caja TATA, ubicada a 25-30 pares de bases hacia arriba del sitio
de inicio de la transcripcién, esta involucrada en dirigir la ARN polimerasa para comenzar la sintesis de ARN. Los
otros elementos promotores ascendentes determinan la velocidad a la que se inicia la transcripcién.

Preferiblemente, el promotor utilizado por el constructo de acido nucleico de la presente descripcion es activo en la
poblacién celular especifica transformada. Ejemplos de promotores especificos de tipo celular y/o especifico de
tejido incluyen promotores, tales como la albumina que es especifica del higado [Pinkert et al., (1987) Genes Dev.
1:268-277], promotores especificos linfoides [Calame et al., (1988) Adv. Immunol 43:235-275]; en particular
promotores de receptores de células T [Winoto et al., (1989) EMBO J. 8:729-733] e inmunoglobulinas; [Banerii et al.
(1983) Cell 33729-740], promotores especificos neuronales, tales como el promotor de neurofilamentos [Byrne et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86:5473-5477], promotores especificos del pancreas [Edlunch et al. (1985)
Science 230:912-916] o promotores especificos de las glandulas mamarias, tales como el promotor de suero de
leche (Patente de EE.UU. N° 4.873.316 y Publicacion de la Solicitud Europea N°® 264.166).

Los elementos potenciadores pueden estimular la transcripcién hasta 1.000 veces de promotores homélogos o
heterdlogos unidos. Los potenciadores estan activos cuando se colocan de manera ascendente o descendente al
sitio de inicio de la transcripcion. Muchos elementos potenciadores derivados de virus tienen un amplio intervalo de
huéspedes y son activos en una variedad de tejidos. Por ejemplo, el potenciador genético temprano SV40 es
adecuado para muchos tipos de células. Otras combinaciones de potenciador/promotor que son adecuadas para la
presente divulgacion incluyen aquellas derivadas del virus del polioma, citomegalovirus humano o murino (CMV), la
repeticion a largo plazo de varios retrovirus, tales como el virus de la leucemia murina, el virus del sarcoma de Rous
o murino y el VIH. Véase, Enhancers and Eukaryotic Expression, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. 1983.

En la construccion del vector de expresién, el promotor se coloca preferiblemente aproximadamente a la misma
distancia desde el sitio de inicio de la transcripcion en su entorno natural. Sin embargo, como se sabe en la técnica,
se puede acomodar alguna variacién en esta distancia sin pérdida de la funcién del promotor.

Las secuencias de poliadenilacion también se pueden agregar al vector de expresion para aumentar la eficacia de la
traduccion de ARNm de CD84. Se requieren dos elementos de secuencia distintos para una poliadenilacion precisa
y eficaz: secuencias ricas en GU o U ubicadas de manera ascendente al sitio de poliadenilacién y una secuencia
altamente conservada de seis nucleo6tidos, AAUAAA, ubicada 11-30 nucleétidos de manera ascendente. Las senales
de terminacion y poliadenilacién que son adecuadas para la presente divulgacién incluyen las derivadas de SV40.

Ademas de los elementos ya descritos, el vector de expresién de la presente descripcién puede contener
normalmente otros elementos especializados destinados a aumentar el nivel de expresion de acidos nucleicos
clonados o para facilitar la identificacion de células que portan el ADN recombinante. Por ejemplo, varios virus

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800328 T3

animales contienen secuencias de ADN que promueven la replicacion cromosémica adicional del genoma viral en
tipos de células permisivas. Los plasmidos que portan estos replicones virales se replican episémicamente siempre
que los factores apropiados sean proporcionados por genes transportados en el plasmido o con el genoma de la
célula huésped.

El vector puede incluir o no un replicén eucariota. Si esta presente un replicon eucariota, entonces el vector es
amplificable en células eucariotas empleando el marcador seleccionable apropiado. Si el vector no comprende un
replicén eucariota, no es posible la amplificacién episomal. En cambio, el ADN recombinante se integra en el
genoma de la célula modificada genéticamente, donde el promotor dirige la expresion del &cido nucleico deseado.

El vector de expresion de la presente descripcion puede incluir ademas secuencias de polinucleétidos adicionales
que permiten, por ejemplo, la traduccion de varias proteinas de un Unico ARNm, tal como un sitio de entrada al
ribosoma interno (IRES) y secuencias para la integracion genémica del polipéptido quimérico promotor.

Ejemplos de vectores de expresién en mamiferos incluyen, pero no se limitan a, pcDNAS3, pcDNA3.1 (+/-), pGLS3,
pZeoSV2 (+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/ cyto, pPCMV myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1,
pNMT41, pNMT81, que estan disponibles en Invitrogen, pCl que esta disponible en Promega, pMbac, pPbac, pBK-
RSV y pBK-CMV que estan disponibles en Strategene, pTRES que esta disponible en Clontech, y sus derivados.

También se pueden usar vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus eucariotas, tales
como retrovirus. Los vectores SV40 incluyen pSVT7 y pMT2. Los vectores derivados del virus del papiloma bovino
incluyen pBV-1MTHA, y los vectores derivados del virus Epstein Bar incluyen pHEBO, y p205. Otros ejemplos de
vectores incluyen pMSG, pAV009/A+, pMTO10/A*, pMAMneo-5, baculovirus pDSVE, y cualquier otro vector que
permita la expresién de proteinas bajo la direccién del promotor temprano SV-40, el promotor SV-40 posterior, el
promotor de metalotioneina, el promotor del virus del tumor de mama murino, el promotor del virus del sarcoma de
Rous, el promotor de polihedrina, u otros promotores muestran eficacia para la expresién en células eucariotas.

Otro agente capaz de regular a la baja un CD84 es una pequefia molécula de ARN interferente (ARNi). La
interferencia de ARN es un proceso de dos etapas. La primera etapa, que se denomina etapa de iniciacién, el
ARNds de entrada se digiere en ARN interferentes pequefios (RNAI) de 21-23 nucleétidos (nt), probablemente por la
accioén de Dicer, un miembro de la familia ARNasa lll de ribonucleasas especificas de ARNds, que procesa (escinde)
ARNds (introducido directamente o mediante un transgen o un virus) de una manera dependiente de ATP. Los
sucesivos eventos de escision degradan el ARN a duplos de 19-21 pb (ARNi), cada uno con salientes de 2
nucleétidos 3' [Hutvagner y Zamore Curr. Opin. Genetics and Development 12:225-232 (2002); y Bernstein Nature
409:363-366 (2001))].

En la etapa efectora, los duplos de ARNi se unen a un complejo de nucleasa del complejo silenciador inducido por
ARN (RISC). Para la activacion del RISC se requiere un desenrollado dependiente de ATP del duplo de ARNi El
RISC activo se dirige a la transcripcion homéloga mediante interacciones de emparejamiento de bases y divide el
ARNm en 12 fragmentos de nucleétidos del extremo 3' del ARNi [Hutvagner y Zamore Curr. Opin. Genetics and
Development 12:225-232 (2002); Hammond et al. (2001) Nat. Rev. Gen. 2:110-119 (2001); y Sharp Genes. Dev.
15:485-90 (2001)]. Aunque el mecanismo de escision ain no se ha dilucidado, la investigacién indica que cada RISC
contiene un Unico ARNi y una RNasa [Hutvagner y Zamore Curr. Opin. Genetics and Development 12:225-232
(2002)].

Debido a la notable potencia deARNi, se ha sugerido una etapa de amplificacion dentro de la ruta de ARNi. La
amplificacion podria ocurrir copiando los ARNds de entrada que generarian mas ARNi, o mediante la replicacion de
los ARNi formados. Alternativa o adicionalmente, la amplificacion se podria ver afectada por multiples eventos de
rotacion del RISC [Hammond et al. Nat. Rev. Gen. 2:110-119 (2001), Sharp Genes. Dev. 15:485-90 (2001);
Hutvagner y Zamore Curr. Opin. Genetics and Development 12:225-232 (2002)]. Para obtener mas informacion
sobre ARNi, consulte las siguientes resefias Tuschl ChemBiochem. 2:239-245 (2001); Cullen Nat. Immunol. 3:597-
599 (2002); y Brantl Biochem. Biophys. Act. 1575:15-25 (2002).

La sintesis de moléculas de ARNi adecuadas para su empleo con la presente divulgacién se puede efectuar como
sigue. Primero, la secuencia de ARNm de CD84 se escanea hacia abajo del codén de inicio AUG para secuencias
de dinucleétidos AA. La aparicion de cada AA y los 19 nucledtidos adyacentes a 3' se registra como sitios
potenciales diana de ARNi. Preferiblemente, los sitios diana de ARNipse seleccionan del marco de lectura abierto,
ya que las regiones no traducidas (UTRs) son mas ricas en sitios de unién a proteinas reguladoras. Las proteinas de
unién a UTR y/o los complejos de iniciacién de la traduccién pueden interferir con la unién del complejo de
endonucleasa ARNi [Tuschl ChemBiochem. 2:239-245]. Sin embargo, se apreciara que los ARNi dirigidos a regiones
no traducidas también pueden ser eficaces, como se demostr6 para GAPDH, en donde el ARNi dirigido a UTR 5'
mediaba una disminucién de aproximadamente 90% en el ARNm de GAPDH celular y abolia completamente el nivel
proteico (www.ambion.com/techlib/tn/91/912.html).

En segundo lugar, los sitios diana potenciales se comparan con una base de datos gendémica apropiada (por
ejemplo., en humanos, ratones, ratas, etc.) utilizando cualquier programa informatico de alineaciéon de secuencias,
tal como el programa informatico BLAST disponible en el servidor NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Se filtran
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los sitios diana putativos que exhiben una homologia significativa con otras secuencias de codificacién.

Las secuencias diana que reunen los requisitos se seleccionan como molde para la sintesis de ARNi. Las
secuencias preferidas son aquellas que incluyen un bajo contenido de G/C, ya que han demostrado ser mas
eficaces para mediar el silenciamiento génico en comparacién con aquellas con un contenido de G/C superior al
55%. Se seleccionan preferiblemente varios sitios diana a lo largo de la longitud del gen diana para evaluacion. Para
una mejor evaluacién de los ARNi seleccionados, se usa preferiblemente un control negativo en conjunto. EI ARNi
de control negativo incluye preferiblemente la misma composiciéon de nucleétidos que los ARNi pero carece de una
homologia significativa con el genoma. Por tanto, se emplea preferiblemente una secuencia de nucle6tidos
codificada del ARNi, siempre que no muestre ninguna homologia significativa con ningun otro gen.

Otro agente capaz de regular a la baja un CD84 es una molécula de ADNzima capaz de escindir especificamente un
transcrito de ARNm o una secuencia de ADN del CD84. Las ADNzimas son polinucleétidos monocatenarios que son
capaces de escindir secuencias diana monocatenarias y bicatenarias (Breaker, R.R. y Joyce, G. Chemistry and
Biology 1995;2:655; Santoro, S.W. y Joyce, G.F. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 1997;943:4262). Se ha propuesto un
modelo general (el modelo "10-23") para la ADNzima. Las ADNzimas "10-23" tienen un dominio catalitico de 15
desoxirribonucleotidos, flanqueado por dos dominios de reconocimiento de sustrato de siete a nueve
desoxirribonucleétidos cada uno. Este tipo de ADNzima puede escindir eficazmente su sustrato de ARN en las
uniones purina:pirimidina (Santoro, S.W. y Joyce, G.F. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 199; para rev de ADNzimas
véase Khachigian, LM [Curr Opin Mol Ther 4:119-21 (2002)].

Se han descrito ejemplos de construccién y amplificacion de ADNzimas sintéticas modificadas genéticamente que
reconocen sitios de escisién diana monocatenarios y bicatenarios en la Patente de EE.UU. N° 6.326.174 por Joyce
et al. Recientemente se observo que las ADNzimas de disefio similar dirigidas contra el receptor de uroquinasa
humano inhiben la expresién del receptor de uroquinasa, e inhiben con éxito la metéstasis de células de cancer de
colon in vivo (ltoh et al, 20002, Resumen 409, Ann Meeting Am Soc Gen Ther www.asgt.org). En otra solicitud, las
ADNzimas complementarias a los oncogenes bcr-ab1 lograron inhibir con éxito la expresién de oncogenes en células
de leucemia, y disminuir las tasas de recaida en el trasplante autélogo de médula ésea en casos de LMC y LLA.

La regulacion a la baja de un CD84 también puede efectuarse empleando un polinucleétido antisentido capaz de
hibridarse especificamente con un transcrito de ARNm que codifica el CD84.

El disefio de moléculas antisentido que se pueden utilizar para regular de manera eficaz un CD84 debe realizarse
teniendo en cuenta dos aspectos importantes para el enfoque antisentido. El primer aspecto es el suministro del
oligonucledtido al citoplasma de las células apropiadas, mientras que el segundo aspecto es el disefio de un
oligonucledtido que se une especificamente al ARNm designado dentro de las células de manera que inhibe la
traduccion del mismo.

La técnica anterior ensefa una serie de estrategias de administracion que se pueden usar para administrar
oligonucleétidos de manera eficaz en una amplia variedad de tipos de células [véase, por ejemplo, Luft J Mol Med 76:
75-6 (1998); Kronenwett et al. Blood 91: 852-62 (1998); Rajur et al. Bioconjug Chem 8: 935-40 (1997); Lavigne et al.
Biochem Biophys Res Commun 237: 566-71 (1997) y Aoki et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun 231: 540-5
(1997)].

Ademas, también estan disponibles los algoritmos para identificar esas secuencias con la mayor afinidad de unién
prevista para su ARNm diana basado en un ciclo termodinamico que explica la energia de las alteraciones
estructurales tanto en el ARNm diana como en el oligonucleétido [véase, por ejemplo, Walton et al. Biotechnol
Bioeng 65: 1-9 (1999)].

Dichos algoritmos se han utilizado con éxito para implementar un enfoque antisentido en las células. Por ejemplo, el
algoritmo desarrollado por Walton et al. permiti6 a los cientificos disefiar con éxito oligonucledtidos antisentido para
transcripciones de beta-globina de conejo (RBG) y factor de necrosis tumoral alfa de raton (TNF alfa). El mismo
grupo de investigacion informé mas recientemente que la actividad antisentido de oligonucleétidos seleccionados
racionalmente frente a tres ARNm diana modelo (lactato deshidrogenasa humana Ay B y gp130 de rata) en cultivo
celular, segun lo evaluado por una técnica de PCR cinética, demostr6 ser eficaz en casi todos los casos, incluyendo
pruebas frente a tres dianas diferentes en dos tipos de células con quimicas de oligonucleétidos de fosfodiéster y
fosforotioato.

Ademas, también se publicaron varios enfoques para disefiar y predecir la eficacia de oligonucleotidos especificos
empleando un sistema in vitro (Matveeva et al., Nature Biotechnology 16: 1374 - 1375 (1998)).

Otro agente capaz de regular a la baja un CD84 es una molécula de ribozima capaz de escindir especificamente un
transcrito de ARNm que codifica un CD84. Las ribozimas se emplean cada vez mas para la inhibicién especifica de
la secuencia de la expresién génica mediante la escision de los ARNm que codifican las proteinas de interés [Welch
et al., Curr Opin Biotechnol. 9:486-96 (1998)]. La posibilidad de disefar ribozimas para escindir cualquier ARN diana
especifico los ha convertido en herramientas valiosas tanto en investigacién basica como en aplicaciones
terapéuticas. En el area terapéutica, las ribozimas se han explotado para atacar los ARN virales en enfermedades
infecciosas, oncogenes dominantes en canceres y mutaciones somaticas especificas en trastornos genéticos [Welch
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et al., Clin Diagn Virol. 10:163-71 (1998)]. En particular, varios protocolos de terapia génica de ribozima para
pacientes con VIH ya estan en ensayos de Fase 1. Mas recientemente, las ribozimas se han utilizado para la
investigacion en animales transgénicos, validacién de dianas genéticas y aclaracién de vias. Varias ribozimas se
encuentran en diversas etapas de ensayos clinicos. ANGIOZYME fue la primera ribozima sintetizada quimicamente
que se estudid en ensayos clinicos en humanos. ANGIOZYME inhibe especificamente la formacién del VEGF-r
(receptor del factor de crecimiento endotelial vascular), un componente clave en la via de la angiogénesis. Ribozyme
Pharmaceuticals, Inc., asi como otras empresas, han demostrado la importancia de la terapéutica anti-angiogénica
en modelos animales. HEPTAZYME, una ribozima disefiada para destruir selectivamente el ARN del virus de la
hepatitis C (VHC), se encontrd ser eficaz en la disminucion del ARN viral de la Hepatitis C en ensayos de cultivo
celular (Ribozyme Pharmaceuticals, Incorporated - pagina principal WEB).

Los agentes de la presente divulgacion pueden administrarse al sujeto per sé, o en una composicion farmacéutica
donde se mezcla con vehiculos o excipientes adecuados.

Como se emplea en la presente memoria, una "composicién farmacéutica” se refiere a una preparacién de uno o
mas de los ingredientes activos descritos en la presente memoria con otros componentes quimicos, tales como
vehiculos y excipientes adecuados fisiolégicamente. El propésito de una composicién farmacéutica es facilitar la
administracion de un compuesto a un organismo.

En la presente memoria el término "ingrediente activo" se refiere al agente responsable del efecto biolégico (es decir,
de regulacién a la baja en la actividad o expresion de CD84).

Aqui en lo sucesivo, las frases "vehiculo aceptable fisiolégicamente " y "vehiculo aceptable farmacéuticamente " que
pueden emplearse de manera intercambiable se refieren a un vehiculo o un diluyente que no causa irritacién
significativa a un organismo y no anula la actividad biolégica y las propiedades del compuesto administrado. Bajo
estas frases se incluye un adyuvante.

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

Las técnicas para la formulacién y administracion de farmacos se pueden encontrar en "Remington's Pharmaceutical
Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, PA, dltima edicién.

Vias de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracién oral, rectal, transmucosal,
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, que incluyen las inyecciones intramusculares, subcutaneas e
intramedulares, asi como intratecal, intraventricular directa, intracardiaca, por ejemplo, en la cavidad ventricular
derecha o izquierda, en la arteria coronaria comun, inyecciones intravenosas, intraperitoneales, intranasales, o
intraoculares.

Alternativamente, se puede administrar la composicion farmacéutica de manera local en lugar de sistémica, por
ejemplo, mediante inyeccion de la composicién farmacéutica directamente en una regién de tejido de un paciente.

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

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden fabricarse mediante procesos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, mediante procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacién, fabricacién de
grageas, levigacion, emulsién, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.

Por tanto, las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente descripcién pueden formularse
de manera convencional usando uno o mas vehiculos aceptables fisiolégicamente que comprenden excipientes y
auxiliares, que facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en preparaciones que pueden usarse
farmacéuticamente. La formulacién adecuada depende de la ruta de administracién elegida.

Para inyeccién, los ingredientes activos de la composicién farmacéutica pueden formularse en disoluciones acuosas,
preferiblemente en tampones compatibles fisiolégicamente, tales como la disolucién de Hank, la disolucién de
Ringer, o el tampo6n salino fisiolégico. Para la administracion por via transmucosa, en la formulacion se usan
penetrantes apropiados para atravesar la barrera. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

Para la administracién oral, la composicién farmacéutica puede formularse facilmente combinando los compuestos
activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos permiten que la
composicién farmacéutica se formule como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes,
suspensiones, y similares, para la ingestion oral por un paciente. Las preparaciones farmacoldgicas para uso oral se
pueden fabricar usando un excipiente sélido, opcionalmente moliendo la mezcla resultante y procesando la mezcla
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de granulos, después de agregar auxiliares adecuados si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de
grageas. Los excipientes adecuados son, en particular, rellenadores tales como azucares, que incluyen lactosa,
sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa, tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo,
almidén de arroz, almidéon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carbometilcelulosa de sodio; y/o polimeros aceptables fisiol6gicamente, tales como polivinilpirrolidona (PVP). Si se
desea, se pueden agregar agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar o &cido alginico o
una sal del mismo, tal como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas estan provistos de recubrimientos adecuados. Para este propédsito, se pueden usar
disoluciones de azucar concentradas que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona,
gel de carbopol, polietilenglicol, diéxido de titanio, disoluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas
de disolventes. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de grageas para
identificacién o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

Las composiciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas de ajuste a presion hechas de
gelatina, asi como capsulas blandas, y selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas de ajuste a presién pueden contener los ingredientes activos mezclados con relleno, tal como lactosa,
aglutinantes, tales como almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente,
estabilizadores. En capsulas blandas, los ingredientes activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos
adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas, se pueden agregar
estabilizadores. Todas las formulaciones para administracion oral deben estar en dosis adecuadas para la ruta de
administracién elegida.

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

Para la administracion por inhalacién nasal, los ingredientes activos para usar segun la presente divulgacion se
administran convenientemente en forma de presentaciéon en pulverizador en aerosol desde un envase presurizado o
un nebulizador con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
dicloro-tetrafluoroetano o dioxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion se
puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos de,
por ejemplo, gelatina para usar en un dispensador pueden formularse con una mezcla en polvo del compuesto y una
base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidén.

La composicion farmacéutica descrita en la presente memoria puede formularse para administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyeccién en bolo o infusiéon continua. Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse en
forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en envases multidosis con opcionalmente, un conservante
anadido. Las composiciones pueden ser suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos,
y pueden contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen disoluciones acuosas de la preparacion
activa en forma soluble en agua. Ademas, las suspensiones de los ingredientes activos se pueden preparar como
suspensiones de inyeccion oleosas o de base acuosa apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipofilicos adecuados
incluyen aceites grasos, tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de
etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones de inyeccion acuosa pueden contener sustancias, que aumentan la
viscosidad de la suspension, tal como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los
ingredientes activos para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas.

Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para su reconstitucion antes de su usar con un
vehiculo adecuado, por ejemplo, una disolucion estéril de base acuosa libre de pirégenos.

La composicion farmacéutica de la presente divulgacion también puede formularse en composiciones rectales, tales
como supositorios o enemas de retencion, usando, por ejemplo, bases de supositorios convencionales, tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente descripcion incluyen
composiciones en donde los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propésito
pretendido. Mé&s especificamente, una cantidad eficaz terapéuticamente significa una cantidad de ingredientes
activos eficaces para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de un trastorno (por ejemplo, B-CLL) o prolongar la
supervivencia del sujeto que se esta tratando. En un aspecto especifico, la cantidad eficaz terapéuticamente es
suficiente para inducir la apoptosis de B-CLL.

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

Para cualquier preparacion utilizada en los métodos de la divulgacion, la cantidad o dosis eficaz terapéuticamente
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos in vitro y de cultivo celular. Por ejemplo, se puede formular una
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dosis en modelos animales para lograr una concentracién o titulo deseado. Dicha informacién se puede utilizar para
determinar con mayor precision las dosis Utiles en seres humanos.

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

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

Los datos obtenidos de estos ensayos in vitro y de cultivo celular y estudios en animales se pueden usar para
formular un intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacion puede variar dependiendo de la
forma de dosificacion empleada y de la via de administracion utilizada. La formulaciéon exacta, la via de
administracion y la dosificacién se pueden elegir por el médico individual en vista de la afecciéon del paciente.
(Véase, por ejemplo, Fingl, et al., 1975, en "The Pharmacological Basis of Therapeutics", cap. 1 p.1).

La cantidad y el intervalo de dosificacion pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles (de tejido) del
ingrediente activo que sean suficientes para inducir o suprimir el efecto bioldgico (concentracion eficaz minima,
MEC). La MEC variara para cada preparacion, pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las dosis necesarias
para lograr la MEC dependeran de las caracteristicas individuales y de la via de administracion. Los ensayos de
deteccion se pueden usar para determinar las concentraciones plasmaticas.

Dependiendo de la gravedad y la capacidad de respuesta de la afeccion a tratar, la dosificacion puede ser de una o
varias administraciones, con un curso de tratamiento de varios dias a varias semanas o hasta que se efectue la
curacioén o se logre una disminucion del estado de la enfermedad.

La cantidad de una composicién a administrar dependera, por supuesto, del sujeto que se esta tratando, la gravedad
de la afeccion, la forma de administracion, el juicio del médico que prescribe, etc.

Si se desea, las composiciones de la presente divulgacion pueden presentarse en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un kit aprobado por la FDA, que puede contener una o mas formas de dosificacién unitarias
que contienen el ingrediente activo. El envase puede, por ejemplo, comprender una lamina de metal o plastico, tal
como un envase de blister. El envase o dispositivo dispensador puede ir acompanado de instrucciones de
administracion. El envase o dispensador también se puede acomodar mediante un aviso asociado al envase en una
forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta de productos farmacéuticos,
dicho aviso refleja la aprobacion por parte de la agencia de la forma de administracion de las composiciones
humanas o veterinarias. Dicha notificacion, por ejemplo, puede ser de etiquetado aprobado por la Administraciéon de
Alimentos y Medicamentos de EE.UU. para la prescricion de medicamentos recetados o del prospecto del producto
aprobado. Las composiciones que comprenden una preparacion de la divulgacién formulada en un vehiculo
farmacéutico compatible también se pueden preparar, colocar en un recipiente apropiado, y etiquetar para el
tratamiento de una afeccion indicada, como se detalla anteriormente.

Para mejorar la eficacia terapéutica, los agentes de la presente descripcion pueden administrarse adicionalmente
junto con terapia convencional para la B-CLL, tal como quimioterapia, radioterapia, terapia biolégica, por ejemplo,
inmunoterapia o trasplante de médula ésea.

A continuacion, se incluye una lista no limitativa de ejemplos de terapias convencionales para B-CLL.
Analogos de purina - la fludarabina o el clorambucilo se emplean generalmente en esta categoria de tratamientos.

Anticuerpos monoclonales - los anticuerpos monoclonales, tal como el alemtuzumab (dirigido frente a CD52) y el
rituximab (dirigido frente a CD20) se emplean generalmente en esta categoria de tratamientos.

Quimioterapia combinada - las opciones de quimioterapia combinada generalmente se emplean en la recaida y el
nuevo diagnédstico de la CLL. Recientemente, los ensayos aleatorios han demostrado que las combinaciones de
andlogos de purina (fludarabina) con agentes alquilantes (ciclofosfamida) producen tasas de respuesta mas altas y
una supervivencia sin progresién mas prolongada que los agentes individuales: por ejemplo, FC (fludarabina con
ciclofosfamida); FR (fludarabina con rituximab); FCR (fludarabina, ciclofosfamida y rituximab); CHOP (ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y prednisolona).

Trasplante alogénico de médula ésea (células madre) - rara vez se usa como tratamiento de primera linea para la
CLL debido a su riesgo. Existe un interés creciente en el uso del trasplante alogénico de células madre de intensidad
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reducida, que ofrece la posibilidad de curacién para pacientes seleccionados con un donante adecuado.

Los términos "comprende”, "que comprende”, "incluye", "que incluye", "que tiene" y sus conjugados significan "que
incluyen, pero no se limita a". Este término abarca los términos "que consiste en" y “que consiste esencialmente en”.

La frase "que consiste esencialmente en" significa que la composicion o método puede incluir ingredientes y/o
etapas adicionales, pero solo si los ingredientes y/o etapas adicionales no alteran materialmente las caracteristicas
basicas y novedosas de la composicién o método reivindicado.

Como se emplea en la presente memoria, la forma singular "un”, "una" y "el" “la” incluyen referencias plurales a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "un compuesto” o "al menos un
compuesto” puede incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

A lo largo de esta solicitud, se pueden presentar varios aspectos de esta divulgacién en un formato de intervalo.
Debe entenderse que la descripcién de formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no debe
interpretarse como una limitacion inflexible en el alcance de la divulgacion. Por consiguiente, debe considerarse que
la descripcion de un intervalo ha revelado especificamente todos los subrangos posibles, asi como los valores
numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, debe considerarse que la descripcién de un intervalo,
tal como de 1 a 6 ha revelado especificamente subrangos, tales comode 1a3,de1a4,de1ab5,de2a4,de2a6,
de 3 a 6, etc., asi como numeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, y 6. Esto se aplica
independientemente de la amplitud del intervalo.

Siempre que se indique un intervalo numérico en la presente memoria, se pretende incluir cualquier nimero citado
(fraccional o integral) dentro del intervalo indicado. Las frases "que oscila/intervalos entre" un primer nimero de
indicacion y un segundo nimero de indicacion y "que oscila/intervalos desde" un primer nimero de indicacién "a" un
segundo numero de indicacién se usan indistintamente en la presente memoria y estan destinados a incluir el primer
y el segundo namero indicado y todos los nimeros fraccionales e integrales entre ellos.

Como se emplea en la presente memoria, el término "método" se refiere a maneras, medios, técnicas y
procedimientos para llevar a cabo una tarea dada que incluye, pero no se limita a, estas maneras, medios, técnicas
y procedimientos bien conocidos, o bien desarrollados a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos por profesionales de las técnicas de la quimica, farmacologia, biologia, bioquimica y medicina.

Como se emplea en la presente memoria, el término "tratar" incluye anular, inhibir, ralentizar o revertir
sustancialmente la progresién de una afeccion, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos o estéticos de una
afeccion o prevenir sustancialmente la aparicion de sintomas clinicos o estéticos de una afeccién.

La palabra "ejemplar" se emplea en la presente memoria por querer decir "que sirve como un ejemplo, caso o
ilustracién". Cualquier aspecto descrito como "ejemplar" no debe interpretarse necesariamente como preferido o
ventajoso sobre otros aspectos y/o excluir la incorporacién de caracteristicas de otros aspectos.

La palabra "opcionalmente" se emplea en la presente memoria por querer decir que "se proporciona en algunos
aspectos y no se proporciona en otros aspectos”. Cualquier aspecto particular de la divulgacién puede incluir una
pluralidad de caracteristicas "opcionales" a menos que tales caracteristicas entren en conflicto.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la divulgacion, que se describen, para mayor claridad, en el contexto de
aspectos separados, también se pueden proporcionar en combinaciéon con un Unico aspecto. Por el contrario, varias
caracteristicas de la divulgacion, que, por resumir, se describen en el contexto de un Unico aspecto, también se
pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinacién adecuada o como sea adecuado en cualquier
otro aspecto descrito de la divulgacion. Ciertas caracteristicas descritas en el contexto de varios aspectos no deben
considerarse caracteristicas esenciales de esos aspectos, a menos que el aspecto no funcione sin esos elementos.

Varios aspectos y aspectos de la presente descripcion tal como se definieron anteriormente y como se reivindica en
la seccion de reivindicaciones de a continuacion, encuentran apoyo experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos que, junto con las descripciones anteriores, ilustran algunos
aspectos de la divulgacion de una manera no limitante.

Generalmente, la nomenclatura empleada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio empleados en
la presente divulgacion incluyen técnicas de ADN molecular, bioquimico, microbiolégico y recombinante. Dichas
técnicas se explican detenidamente en la bibliografia.Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual"
Sambrook et al., (1989)); "Current Protocols in Molecular Biology” Volumenes I-lll Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley e Hijos, Baltimore, Maryland (1989).); Perbal, "A
practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley e Hijos, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA",
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998)); metodologias como las establecidas en las Patentes
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de EE.UU. N°S 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.,057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook",
Volumenes I-1ll Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" de Freshney, Wiley-
Liss, N. Y. (1994), Tercera Edicién; "Current Protocols in Immunology" Volimenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994);
Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (82 Edicién), Appleton y Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y
Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); los
inmunoensayos disponibles se describen ampliamente en la bibliografia cientifica y de patentes, véase, por ejemplo,
las Patentes de EE.UU. NOS 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517; 3.879.262;
3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521;
"Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D. y Higgins S. J., eds.
(1985)); "Transcription and Translation" Hames, B. D. y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R.
l., ed. (1986)); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal,
B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "Protocols PCR: A Guide To Methods And
Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and
Characterization — A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996). A lo largo de este documento se proporcionan
otras referencias generales. Se cree que los procedimientos alli conocidos son bien conocidos en la técnica y se
proporcionan para la conveniencia del lector.

Materiales y procedimientos experimentales
Generacion de CD84-ECD

Para generar un fragmento de ADN que codifica el dominio extracelular de CD84 (CD84-ECD), la PCR se realizé
segun las Tablas 1 y 2. Los cebadores contenian salientes con sitios de reconocimiento para endonucleasas de
restriccion EcoR |y BamH |.

Tabla 1: Formulacién para PCR preparativa ([50] L)

[2pt] componente de reaccion cantidad

10pl de tampon Pfu [5]uL

dNTP mezcla [10] mM10mM [1]uL

cebador 5', 5'BamH1CD84 [0,2]uL ([12] pmol)
cebador 3', 3'ECOR1CD84 [0,2]uL ([12] pmol)
PolimerasaPfu [1]uL

agua [41,6]uL

Tabla 2: Parametros de ciclado para PCR preparativa ([50] pL)

[2pt] n® etapa. temperatura periodo de tiempo proceso
1. [95]C [10]min desnaturalizacién inicial
2. [95]C [1]min fusion
3. [51]C [30]s re-asociacion
4. [72]C [70]s 3
extension
5. [72]C [8]min extension final
6. [8]C

Las etapas 2 a 4 se repitieron 39 veces.

Después de la purificacién del producto de PCR CD84-ECD, las enzimas de restriccion EcoR | y BamH se
emplearon para digerir el vector pEF4 y el propio producto de PCR para producir extremos complementarios, y
cohesivos. Por lo tanto, el producto completo purificado de PCR CD84-ECD ([30] pL) se puso en reaccion con 20
unidades de EcoR |y BamH | ([1] pL cada uno), [5] uL 10uL tampén para EcoR | y agua para hacer un volumen final
de [50] pL. La formulacion se incubé durante la noche a [37]°C y luego se purificé nuevamente. [3] pg del plasmido
pEF4-myc/His se digirieron de forma analoga. Se realizaron reacciones de control, cada una con s6lo una de las dos
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enzimas, y se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. El inserto CD84-ECD digerido y purificado y el
vector pEF4-myc/His digerido y purificado se ligaron utilizando una proporcién molar de 1:5 entre el vector y el
inserto. La mezcla se incubd durante la noche a [15]°C y se usé directamente para la transformacion de la bacteria
DHb5alfa. Los transformantes positivos que contienen el CD84-ECD se identificaron usando PCR de colonias,
empleando los cebadores para el CD84-ECD. El CD84-ECD se subclon6 a partir de pEF4-myc/His en el vector
pET21a mediante restriccion con EcoR | y BamH I. La colonizacién positiva se confirmé por PCR de colonias.

Mutagénesis dirigida al sitio

Se utilizo el kit de Mutagénesis dirigida al sitio Stratagene QuickChange, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los siguientes mutantes de tirosina se derivaron del constructo CD84-completo:

1. Y262F

2. Y262F, Y299F

3. Y279F

4.Y279F, Y324F

Los cebadores utilizados para la clonacion se enumeran a continuacion.

Aislamiento de ARN

El ARN se aisl6 usando el reactivo TRI MRC (molecular research center, inc) segun las instrucciones del fabricante.
Sintesis de ADNc

Para sintetizar ADNc a partir de ARN aislado (ver arriba), para cada muestra se mezclé [1] ug de ARN con [1] pL del
cebador oligo-dT y se completd con agua hasta un volumen de [16] pL. La mezcla se incub6 a [70]°C durante [5] min
y después se enfrio durante [2] min en hielo. Se afadieron [12] puL de la siguiente disolucién, seguido de la
incubacién durante [1] h a [42]°C:

Tabla 3
(5] uL Tampén RT
(3] L [0,1]M DTT
[2] uL dNTPs [10] mM
[0,7] uL dHO
[0,3] uL ARN de HPRI
(1]uL MMLV Superscript Il RT
PCR analitica

La PCR analitica se realiz6 utilizando un Tag 2ReadyMix (Bio Lab), que contiene todos los componentes necesarios,
ademas de los cebadores y del molde. Los cebadores empleados se enumeran a continuaciéon con sus respectivas
temperaturas de re-asociacion. El nimero normal de ciclos fue de 33-39, dependiendo de la muestra y del gen. La
actina se empled como un gen de referencia, y se realizé en paralelo una PCR de control sin molde como control
para la contaminacion. Los productos de PCR se evaluaron mediante electroforesis analitica en gel de agarosa.

Analisis de diferentes isoformas de CD84

Se analizaron las diferentes isoformas de CD84 mediante el sistema establecido por Palou et al. (2000) Palou, E.,
Pirotto, F., Solé, J., Freed, JH, Peral, B., Vilardell, C., Vilella, R., Vives, J. y Gaya, A. (2000), ‘Genomic
characterization of CD48 reveals the existence of five isoforms differing in their cytoplasmic domains', Tissue
Antigens 55(2), 118-27.

Las cinco isoformas de CD84 comparten la misma secuencia de la parte extracelular, pero difieren en su secuencia
intracelular. Més precisamente, CD84a, b, ¢ y d tienen una secuencia de nucleétidos similar, ademas de un
"espaciador" corto de diferente longitud en su parte citoplasmatica proximal a la membrana.

Al usar un par de cebadores que enmarcan esta parte variable (el cebador 5' en la parte extracelular, el cebador 3'
en la parte intracelular), una unica PCR produce fragmentos de diferente longitud para estas isoformas. Debido a
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una diferencia de secuencia citoplasmatica de las otras isoformas, CD84e puede analizarse especificamente
mediante un par de cebadores, que utilizan el mismo cebador extracelular que antes, pero un cebador individual
para la secuencia intracelular.

Tabla 4: Isoformas de CD84 y sus nimeros de acceso

Denominacién [Numero de acceso de GenBank (proteina de ARNm) (identificador UniProtKB/Swiss- |longitud

Prot)/SEQ ID NO de &cidos nucleicos y proteinas (aa)
CD84a AF054816 AAF21722.1 (Q9UIB8-1/25, 26) 345
CD84b Y12632 CAA73181.1 (Q9UIB8-2/27, 28) 339
CD84c AF054815.1 NP_003865.1 (Q9UIB8-3/29, 30) 328
CD84d AF054817 AAF21723.1 (Q9UIB8-5/31, 32) 272
CD84e U96627 AAD04232.1 (Q9UIB8-4/33, 34) 280

Cebadores

Cebadores para cada isoforma

5'CD84d (SEQ ID NO: 3) TACATGCCTTAGGTCCGA NM_003874.2

3'CD84d (SEQ ID NO: 4) GAGGGAAGCACCTTGT NM_003874.2

5'CD84completo (SEQ ID NO: 5) TGCCTGCAAACCTGGCCGGAAGCA todas las construcciones CD84
3'CD84all (SEQ ID NO: 6) TGCAGGTTGTAGCGCTTGGTGGTGGT todas las construcciones CD84
5'SAP (SEQ ID NO: 7) AGCGTGCCAGGCGTGTACTG 56_C NM_002351.3

3'SAP (SEQ ID NO: 8) ACACCAGCCAACTTCCCACCA 56_C NM_002351.3

5'EAT2 (SEQ ID NO: 9) GCTCAAGGAAGGGGTGGATGGC NM_053282

3'EAT2 (SEQ ID NO: 10) TCTGGTGCTGGTGGGCAGAAC NM_053282

3'Bcl2 (SEQ ID NO: 11) ACAAGTGAAGTCAACATGCC NM_000633.2

5'Bcl2 (SEQ ID NO: 12) GCAAGTGAATGAACACCTTC NM_000633.2

Actina: 5 '(SEQ ID NO: 13) TGAAGTGTGACGTGGACATCCG

3'(SEQ ID NO: 14) GCTGTCACCTTCACCGTTCCAG

Cebadores para las mutaciones de tirosina

5'Y262 (SEQ ID NO: 15) GATGCTGCCTCAAAGAAAACCATATTCACATATATCATGGCTTC

3'Y262 (SEQ ID NO: 16) GAAGCCATGATATATGTGAATATGGTTTTCTTTGAGGCAGCATC

5'Y299 (SEQ ID NO: 17) GAGCCAGTGAACACAGTTTTTTCCGAAGTGCAGT
3'Y299 (SEQ ID NO: 18) ACTGCACTTCGGAAAAAACTGTGTTCACTGGCTC
5'Y279 (SEQ ID NO: 19) GCCAGCAGAGTCCAGAATCTTTGATGAAATCCTG
3'Y279 (SEQ ID NO: 20) CAGGATTTCATCAAAGATTCTGGACTCTGCTGGC
5'Y324 (SEQ ID NO: 21) ACCTCCTGGGACTTCAAGCTTTGAAATTGTGATCG
3'Y324 (SEQ ID NO: 22) CGATCACAATTTCAAAGCTTGAAGTCCCAGGAGGT
Secuencia de cebadores para el CD84-ECD

5'BamH1CD84 (SEQ ID NO: 23) CGTCGGATCCATGGCTCAGCACCAC
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3'EcoR1CD84 (SEQ ID NO: 24) TAGCGAATTCACGGAAGCCCATTGC
Anticuerpos

anti-Bcl-2 (C-2; Santa Cruz)

anticuerpo anti-tubulina (Sigma),

conjugado con peroxidasa anti-raton (Jackson Labs).

Activacion de CD84 (ab3202 abcam) antiFab (Jackson Labs).

Bloqueo de CD84 (CD84.1.21 Biolegend)

CD84 para IP (152-1DS Santa Cruz)

Generacion de células HEK 293T transfectadas de forma estable con CD84

Las células HEK 293T se transfectaron de manera estable con el constructo CD84 completo, que promueve la
expresion de la isoforma CD84 marcada con myc y His. Antes de la transfeccion, el vector se linealiz6 para evitar la
integracién de manera que interrumpiera el gen CD84. El plasmido pEF4 contiene el gen de resistencia a Zeocina
que se empled para la seleccion de células transfectadas de forma estable. Las células de mamiferos exhiben una
amplia gama de susceptibilidad a Zeocina. Por lo tanto, la primera etapa en la generaciéon de una linea celular
estable es determinar la concentracion minima de Zeocina, necesaria para matar la linea celular huésped no
transfectada. Por lo tanto, las células HEK 293T se sembraron en placas de 6 pocillos para producir [25]% de
confluencia. Después de [24] h, el medio se reemplazé con medio que contenia concentraciones variables de
Zeocina: 0, 150, 300, 500, 700 y [1000] pgmL. El medio selectivo se reponia cada 3-4 dias y se observaba la
supervivencia de las células a lo largo del tiempo. La concentracion que maté a la mayoria e inhibié el crecimiento
de las células en 12 dias se selecciond para el siguiente procedimiento de seleccidon. Las células HEK 293T
sensibles a zeocina se pueden diferenciar facilmente de las células resistentes por su gran aumento de tamafno y
forma celular anormal.

Transfeccion y expresion proteica de CD84-ECD secretado

Para la expresion y secrecion de la proteina CD84-ECD, el siguiente protocolo ha demostrado ser ventajoso.
Dieciséis a veinte horas antes de la transfeccién, las células HEK 293T se sembraron en placas en matraces de
cultivo celular de 175 cm hasta una confluencia final de [75]%. Se us6 una cantidad minima de [30] ml de medio
DMEM completo y [3] ml de disoluciéon que contiene precipitado de ADN para la transfeccion. Dieciséis a 24 horas
después de la transfeccién, el medio se cambi6 a DMEM sin suero durante tres o cuatro dias. Este medio
acondicionado se recogid, se centrifugd a [4000]g durante 2 horas para eliminar las células y los desechos, se filtrd
con una unidad de filtro [0,2] um y se concentré a un volumen de [1] mL, usando concentradores de muestra
Vivaspin 20. Después de la adicion de [1]% de Céctel Inhibidor de Proteasa, la disolucion se almacené a [4]°C para
Su uso posterior.

Deteccion de la expresion de superficie CD84 por citometria de flujo

Se detectd mediante citometria de flujo la expresién superficial de CD84 por células HEK 293T transfectadas de
forma estable. Se recogieron células de una placa de cultivo de [35] mm casi confluente sin el uso de tripsina. La
suspensioén celular se dividié en fracciones de [200] uL en una placa de 96 pocillos, para los siguientes tratamientos:
células sin tincion, células incubadas con anticuerpo secundario y duplicados de células incubadas con anticuerpo
primario y secundario. Las células se granularon por centrifugacién a [300] g durante 4 minutos y se resuspendieron
en PBS que contenia el anticuerpo primario anti-CD84 con una diluciéon de 1:100. Después de la incubacion durante
20 minutos a [4]°C, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en PBS que contenia el anticuerpo
secundario anti-ratén conjugado con FITC. Después de la incubacion durante 20 minutos a [4]°C, las células se
lavaron una vez mas y se resuspendieron en [300] pL de PBS. Las muestras se analizaron usando un citbmetro de
flujo Becton Dickinson (BD) FACSCalibur. Se utilizé el programa informatico BD Cell Quest para activar y analizar la
poblacién viable de células.

Entrecruzamiento de CD84 in vitro

Para activar la cascada de sehalizacion descendente de CD84 en células transfectadas transitoriamente, se
realizaron las siguientes etapas. Las células HEK 293T se transfectaron con plasmido de CD84-completo en una
placa de cultivo celular de 12 pocillos, como se describié anteriormente, y [6] h después de la transfeccién, el medio
se reponia. Las células se incubaron con [1,25] pyL de anticuerpo Abcam anti-CD84 durante [30] min y
posteriormente con [0,5] uL del anticuerpo secundario anti-Fab. Para el analisis de Western blot, las células se
recogieron [24] h después de la activacion.
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Co-inmunoprecipitacion

La co-inmuniprecipitacion (co-IP) puede emplearse para identificar miembros de complejos proteicos. Por lo tanto,
[30] uL de perlas de proteina-G sefarosa se revistieron con [3] ug de CD84 o anticuerpo de control IgG. Las células
HEK 293T se transfectaron en una placa de cultivo celular de [35] mm con [1] ug de CD84-completo y [1] ug de
plasmido CD74, [24] h antes de la recogida. El inmuno-precipitado se prepard como sigue:

Las células se recogieron, el sedimento se congel6 inmediatamente en N liquido, y después se resuspendié en [300]
pL de tampoén de lisis para IP. Después de la incubacién durante [30] min en hielo, la disolucién se centrifugd
durante [30] min a [18000] g y el sobrenadante se dividié en dos fracciones: [30] pL (para usar como muestra de
proteina total) se mezclaron con [6] pL 5 um de tamp6n de muestra con [1]% de B-mercaptoetanol después de la
incubacién a [99] °C durante [10] min. El lisado restante se incub6 durante la noche con las perlas recubiertas bajo
agitacion constante. Las perlas se lavaron dos veces con la disolucion 1 de IP y una vez con la disolucion 2 de IP.
Después de la eliminacion completa del sobrenadante, se afadié al precipitado [35] uL de tamp6n de muestra con $3-
mercaptoetanol. Después de mezclar y centrifugar brevemente, el sobrenadante se empleé para el analisis mediante
SDS-PAGE y Western blot.

Preparacion de muestras de proteinas de células HEK 293T con RIPA

El medio de cultivo celular se elimind y las células adherentes se lavaron cuidadosamente con PBS helado. Las
células se separaron, se resuspendieron en 1 ml de PBS, y se sedimentaron a [300] g durante [4] min. El
sobrenadante se elimindé y el sedimento se resuspendid en el volumen apropiado de tampoén RIPA con [1]% de
inhibidores de proteasa. Se usé un volumen minimo de [100] pL por [10] cm de &rea de crecimiento (rendimiento
celular promedio para una placa de cultivo confluente: [85] mm). La suspension se incubd en hielo bajo agitacion
periddica durante treinta minutos y después se centrifugé a [18000] g durante [30] min. La centrifugacion se realizé a
[4] °C. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo y se combiné 1:5 con 5 pl de tampén de muestra ([1]% de B-
mercaptoetanol). Posteriormente, la disolucién se hirvié durante 10 minutos a [99] °C y se congel6 a [-20] °C hasta el
andlisis por SDS-PAGE y Western blot.

Preparacion de muestras de proteinas de células HEK 293T con Hot-SDS

Las células se lavaron, recogieron y granularon. El sedimento se desprendié mediante agitacion fuerte y se anadio
una disolucion de SDS caliente precalentada ([99]°C). Se us6 un volumen minimo de [100] pL por [10] cm de area de
crecimiento (rendimiento celular promedio para una placa de cultivo confluente: [35] mm). La muestra se hirvid
durante [2] min a [99] °C y después se congelé en nitrégeno liquido durante al menos cuatro minutos.
Posteriormente, la muestra se volvié a hervir durante [2] min, se sometié a sonicacion en hielo y se combiné 1:5 con
5 ul de tampdn de muestra ([1]% de B-mercaptoetanol).

Purificacion de proteinas del medio acondicionado utilizando FLPC

La cromatografia de afinidad se basa en la adsorcién especifica y reversible de una molécula a un compariero de
unién a la matriz. La naturaleza de la unién se produce bien de forma natural (por ejemplo, como para antigeno-
anticuerpo) o bien puede introducirse genéticamente a una proteina, con "marcadores" especificos. Un grupo
especial de métodos de cromatografia de afinidad utiliza grupos quelantes de metales inmovilizados: los iones de
metales de transicion multivalentes se unen a la resina de manera que permite que los enlaces coordinados libres
interactien con grupos basicos de proteinas. El marcador de His empleado en la presente memoria logra un
complejamiento tan fuerte de iones Niquel, que se pueden utilizar para la cromatografia de afinidad, cuando se
emplea una resina con iones de niquel inmovilizados. Después de la adsorcion de la proteina a la columna, se lava 'y
eventualmente se puede eluir en altas concentraciones de imidazol, que compite con el marcador de His por el
complejamiento de Ni y desplaza la proteina. Después de la purificacion, las muestras concentradas de cada etapa
de purificacion y de los diferentes picos se analizan normalmente mediante SDS-PAGE seguido de Western Blot y
tincion con Coomassie del gel.

Cromatografia de afinidad de niquel

En general, una purificacién de proteinas con columnas de Niquel consiste en las siguientes etapas:
1. lavar la columna con agua para eliminar el etanol residual del almacenamiento

2. equilibrio de la columna con PBS que contiene imidazol [20] mM

3. carga de la disolucién que contiene la proteina marcada con His

4. lavar la columna con PBS que contiene imidazol [20] mM

5. eluir la proteina con PBS que contiene imidazol [250] mM

Para cada etapa de lavado y de equilibrado, se emple6 un volumen de al menos 10 veces el volumen de la columna.
Si no se indica lo contrario, la velocidad de flujo fue de [5] mLmin. La proteina se concentré6 como se describe
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anteriormente (Transfeccion y expresion proteica del CD84-ECD secretado) y se diluyé 1:10 en PBS con imidazol
[20] mM. La disolucion de proteina se aplicé a la columna de Niquel de sefarosa equilibrada HisTrap HP [5] mL a
velocidades de flujo entre 1 y [3] mLmin. La columna se lavo con PBS que contiene imidazol [20] mM, lo que evita la
union inespecifica de proteinas ricas en histidina. La elucién de la proteina se llevé a cabo utilizando PBS, que
contiene de imidazol [250] mM. El sistema AKTA Basic FPLC aplicado permite la monitorizacién inmediata del eluido
mediante mediciones de absorcion de tres longitudes de onda UV diferentes, pH y conductancia. De esta manera,
las fracciones adecuadas podrian tomarse "sobre la marcha". Las fracciones del pico de la presunta proteina se
agruparon, se concentraron a un volumen de 1- [2] ml usando concentradores de muestra Vivaspin 20 y se
sometieron a filtracion en gel como se describe (ver mas abajo).

Cromatografia de exclusion por tamario

La cromatografia de exclusién por tamafio, también conocida como filiracion en gel, separa las moléculas por su
tamafio y se basa en la permeacién diferencial de un analito en una resina porosa con un tamafo de poro
controlado. Las moléculas grandes, que no sean capaces de penetrar en los poros, se eluyen concomitantemente
con el frente del disolvente (volumen de exclusién). Las moléculas mas pequenas se infiltran en los poros y quedan
retenidas. Por tanto, los componentes mas pequefios tienen el mayor tiempo de detencién y se eluyen al final.

Las fracciones concentradas agrupadas de la cromatografia de afinidad por Niquel se cargaron en una columna
Superdex 200 16/60 (grado de preparacion) mediante inyeccion en el sistema FPLC. Las proteinas se eluyeron a
una velocidad de flujo de [5] mLmin con PBS como eluyente. Las fracciones se recogieron segun la absorcion UV y
los cambios en el pH del eluido. Después de agrupar y concentrar las diferentes fracciones de pico, las muestras se
analizaron mediante SDS-PAGE, seguido de Western blot y tincion Coomassie. La concentracién de proteina de las
muestras se determiné mediante el ensayo de Bradford.

Digestion proteolitica e identificacion de proteinas por ESI-MS/MS

Para verificar la identidad de la proteina CD84-ECD, la presunta banda del gel tefiido con Coomassie se escindi6 y
analiz6é por digestion proteolitica seguida de espectrometria de masas por ionizacion por electropulverizacion. El
procedimiento se llevé a cabo por la Unidad de Servicios Biolégicos del Instituto Weizmann.

Ejemplo 1
Identificacion de genes diana CD84

El objetivo inicial del presente estudio fue identificar genes diana de CD74 y su papel en la supervivencia de células
B-CLL, utilizando células obtenidas de pacientes en el Instituto de Hematologia del Centro Médico Kaplan.

Identificacion de genes diana CD74 - para este fin, se incubaron células B de pacientes con B-CLL (también
denominadas células B-CLL) en presencia o ausencia de MIF (100 ng/ml), se utiliz6 el sistema de analisis de
expresion Affymetrix GeneChip® para comparar los patrones de expresion de ARN de estas dos poblaciones. En
este analisis, se comparé el ARN de las células estimuladas con MIF con el ARN derivado de las células sin
estimular. Se encontr6 que muchos genes se expresan diferencialmente en estas poblaciones; un ejemplo
sorprendente fue CD84, cuya expresion se elevé notablemente en las células B-CLL inducidas por MIF.

Niveles de expresion de CD84 en células B-CLL - se compararon los niveles de expresion de la superficie celular de
CD84 en células B-CLL circulantes con niveles en células B maduras circulantes normales. Las células B purificadas
de sujetos sanos, asi como los pacientes con B-CLL en estadio temprano y avanzado, se analizaron mediante RT-
PCR para detectar la presencia de ARNm de CD84 (un segmento comun a todas las isoformas). Como se muestra
en la Figura 1A, se detectaron niveles bajos de ARNm de CD84 en las células B normales, mientras que se
observaron niveles elevados de ARNm de CD84 en todos los pacientes con CLL, independientemente de la etapa
de la enfermedad.

A continuacion, se utilizd el andlisis de citometria de flujo (FACS) para determinar si estos niveles elevados de CD84
se expresaron en la superficie celular de las células B-CLL. Como se muestra en las Figuras 1B-C, se expresaron
niveles mas altos de CD84 en la superficie celular de todas las células B-CLL, en comparaciéon con las células B
normales. Estos resultados se observaron uniformemente en todas las muestras examinadas, independientemente
de los parametros clinicos de los pacientes, incluida la etapa de la enfermedad [RAI o Binet, Cheson BD, Bennett
JM, Grever M, et al. Pautas del Grupo de Trabajo patrocinado por el Instituto Nacional del Cancer para la leucemia
linfocitica crénica: pautas revisadas para el diagnéstico y el tratamiento. Blood. 1996;87:4990-4997 (Véase la Tabla
5, abajo)].
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Tabla 5 - Niveles de expresion de CD84 segun lo determinado por FACS

% de expresion de superficie celular de N° de veces de la expresién de CD84 después de la estimulacion con
CD84 MIF

células B normales avanzado 1,3
normal 14 avanzado 1,8
normal 15 temprano 1,5
Células B-CLL temprano 1,3
temprano 76 avanzado 1,4
avanzado 58 temprano 1,6
temprano 79 avanzado 1,6
avanzado 83 avanzado 1,4
temprano 87 avanzado 1,5
avanzado 66 av 1,5
avanzado 71 sd 0,15
temprano 73

temprano 81

temprano 71

temprano 81

avanzado 71

avanzado 82

av (CLL) 75,3

SD (CLL) 7

CD84 se modula por CD74 - Para verificar que la expresion de CD84 esta modulada realmente por CD74, el nivel de
transcripcion de CD84 se analizd por RT-PCR en células B-CLL estimuladas con MIF en comparacion con células
sin estimular. Como se ve en la Figura 2A, CD74 de hecho aumento drasticamente los niveles de ARNm de CD84.
Esta elevacion también dio como resultado un aumento en su expresion de la superficie celular (Figuras 2B-C).

ISO-1 es un inhibidor no téxico de MIF que se une al MIF bioactivo en su sitio de tautomerasa N-terminal [Dios A,
Mitchell RA, Aljabari B, et al. Inhibition of MIF bioactivity. By rational design of pharmacological inhibitors of MIF
tautomerase activity J Med Chem. (2002);45:2410-2416]. Para determinar si el MIF secretado por B-CLL regula la
expresion de CD84, se analizaron los niveles de ARNm de MIF en células incubadas en presencia o ausencia de
este inhibidor. Ademas, ISO-1 reduce significativamente los niveles de ARNm de CD84 (Figura 2C) y los niveles de
expresion de la superficie celular (Figura 2D), lo que demuestra que MIF regula los niveles de expresién de CD84 en
B-CLL.

Ejemplo 2

La activacion de la superficie celular de CD84 en células B-CLL inicia una cascada de supervivencia en células B-
CLL y células HEK 293T.

Para determinar si la superficie celular de CD84 transmite una sefial que da como resultado la activacion de
cascadas de senalizacién descendentes en células B-CLL, el CD84 se entrecruz6 con anti-CD84 o anticuerpo 1gG1
de control mAb (Abcam, Tangye SG, van de Weerdt BCM, Avery DT, Hodgkin PD. EI CD84 se regula al alza en una
poblacion importante de células B de memoria humanas y recluta el dominio SH2 que contiene las proteinas SAP y
EAT-2. European Journal of Immunology. 2002;32:1640-1649). Después las células se lavaron, y el mAb unido se
entrecruz6 con F (ab")z2 de Ig de cabra anti-raton. La fosforilacién de tirosina de CD84 se determin6 después de su
unién. Como se muestra en la Figura 3A, la unién de CD84 induce su propia fosforilacion de tirosina. A continuacion,
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se siguid la cascada descendente de CD84, y especialmente su papel en la supervivencia de B-CLL. Anteriormente
se demostré que la estimulacion de la superficie celular de CD74 en células B-CLL da como resultado la elevacion
de la expresion de IL-8 y Bcl-2 (Binsky I, Haran M, Starlets D, et al. La IL-8 secretada de una manera dependiente
del factor inhibidor de la migracién de macréfagos y de CD74 regula la supervivencia de la leucemia linfocitica
crénica de células B. Proc Natl Acad Sci EE.UU. 2007;104:13408-13413). Por lo tanto, los niveles de ARNm de IL-8
y Bcl-2 se determinaron después de la estimulacion con CD84. Se incubaron células B-CLL en presencia o ausencia
de anti-CD84, y se analizaron los niveles de ARNm de IL-8 y Bcl-2, que previamente demostraron que regulaban la
supervivencia de B-CLL. Como se muestra en la Figura 3B, la estimulacién anti-CD84 aument6 los niveles de ARNm
de IL-8 y Bcl-2, y los niveles proteicos de Bcl-2 que indican que la activacion de CD84 en B-CLL inicia una cascada
de supervivencia.

Para determinar si la cascada de supervivencia de CD84 humana (hCD84) es especifica de las células B-CLL, o si
esta molécula puede desencadenar una cascada similar en células adicionales, incluidas las células normales, se
determiné la senalizacién de CD84 en células transfectadas con HEK 293T que expresan niveles bajos de CD84
enddgeno que da como resultado una version de CD84 marcada con epitopo c-myc en el C-terminal. La isoforma C
de CD84 humana (la principal isoforma encontrada en las células B-CLL) se clon6 en la construccion del vector
pEF4/Myc-His. Para revelar si hCD84 induce una cascada de supervivencia en las células HEK 293T, se examiné su
efecto sobre la transcripcion de Bcl-2. De hecho, hCD84 de longitud completa induce la transcripcion de Bcl-2 en
estas células. Por otra parte, la unién de la superficie celular de hCD84 con un anticuerpo anti-CD84 activador eleva
significativamente los niveles de transcripcion de Bcl-2 en células HEK 293T (Figura 4 A). Esta elevacion era una
respuesta especifica a la estimulacion de CD84 y no ocurrié en células transfectadas con una construccion vacia
(Figura 4B). Por tanto, similar a la ruta que se demostroé en las células B-CLL, CD84 activa una ruta de supervivencia
celular que da como resultado la transcripcién de Bcl-2 en células HEK 293T.

Para demostrar directamente que la estimulacién con anticuerpo agonista anti-CD84 induce la supervivencia de las
células B-CLL, las células B-CLL se incubaron en presencia o ausencia de mAb anti-CD84 y un anticuerpo de
control (IgG1) durante 24 h. Después las células se analizaron para determinar la apoptosis mediante tincion de
anexinas, como se describié anteriormente (Gore Y, Starlets D, Maharshak N, et al. Macrophage migration inhibitory
factor (MIF) induces B cell survival by activation of a CD74/CD44 receptor complex. J Biol Chem. 2008;283:2784-
2792). Como se muestra en la Figura 5, la estimulacion de CD84 reduce el porcentaje de células positivas a
anexinas. Por tanto, se sugiere que CD74 regula la supervivencia de B-CLL regulando al alza los niveles de
expresion de la superficie celular de CD84. La activacion de CD84 induce la expresién de Bcl-2, que regula la
supervivencia de B-CLL.

Ejemplo 3
Expresion de isoformas de CD84 en B-CLL

Hay al menos cinco isoformas diferentes de CD84. Para determinar si esas isoformas podrian tener funciones
distintas y si una isoforma especifica podria desempefiar un papel en las células B-CLL, se analiz6 el patron de
expresion de las diversas isoformas en las células B-CLL. Para seguir las isoformas de ARNm de CD84 a nivel de
ARNm, se eligi6 un enfoque de RT-PCR semicuantitativa, empleando oligonucleétidos disefiados por
\citen{palou_genomic_2000}.

Los pares de cebadores 5'CD84comu/3'CD84alt2 flanquean una regién que comienza en la parte extracelular y
termina en el dltimo exdén, que es comun a todas las isoformas excepto para CD84e. Por lo tanto, este par de
cebadores genera productos de PCR para todas las isoformas, excepto para CD84e, que pueden analizarse
mediante el par de cebadores 5'CD84comu/3'CD84orig. Para minimizar los productos de PCR inespecificos, se
optimizé la temperatura de re-asociacion y se aument6 de 60 a 64°C. Se disend otro par de cebadores, especifico
para CD84d. Se compar6 EI ARNm de 12 pacientes diferentes de B-CLL con el ARNm de personas sanas. Las
Figuras 6A-B son el resultado de experimentos ejemplares.

En todas las muestras ensayadas (13 pacientes), CD84c era la isoforma dominante en pacientes sanos, y en
pacientes con B-CLL en estadio temprano y avanzado. En todas las muestras analizadas, no hubo una correlacién
clara en los niveles de ARNm de CD84d y CD83e en las muestras de control y de B-CLL.

Ejemplo 4
Motivos de sefalizacion de tirosina de CD84 como mediadores de la sefial de supervivencia

Para analizar la cascada de sefalizacion de CD84 en células HEK 293T, primero se analizaron las tirosinas
implicadas en la cascada de supervivencia. Por lo tanto, se disefiaron mutantes puntuales en los cuatro motivos de
tirosina de CD84c. Dos de estas tirosinas mutadas (Y262 y Y299) son motivos de consenso para las interacciones
SH2 con SAP/ EAT2/SHP- 2. Se sabe poco sobre los otros dos motivos que interaccionan con SH2 (Y279 y Y324),
de los cuales Y324 se asemeja a un motivo ITIM \citep{vila_the_2007}. Como se muestra en la Figura 7, se
generaron dos mutantes diferentes, uno al que le faltaba Y262 y Y299 y el otro al que le faltaba Y279 y Y324.

Para determinar qué motivos regulan la expresion de Bcl-2, las células HEK 293T se transfectaron transitoriamente
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con CD84-completo, CD84[Y262F,Y299F], CD84[Y279F, Y324] y vector vacio como control. Las células se
colocaron en placas para proporcionar una confluencia de aproximadamente el 70% con el fin de alcanzar cambios
detectables en la expresion de Bcl-2. Después de 24-40 h, las células se recogieron y se verifico la expresion de las
construcciones examinando con anticuerpo anti-myc (no mostrado). Los niveles de proteina Bcl-2 se analizaron
mediante analisis de Western blot. Como se puede ver en las Figuras 8A-D, la activacién de Bcl-2 era mas
pronunciada para la forma de tipo salvaje, indicando que las tirosinas examinadas son importantes para la expresion
de Bcl-2. El efecto de CD84-ECD (como se describe a continuacion) sobre la expresion de Bcl-2 se muestra
adicionalmente en la Figura 8D.

Para seguir méas alla de la cascada descendente de CD84, los niveles de ARNm de TAp63 en células HEK
transfectadas se analizaron en diferentes puntos de tiempo después de la transfeccién. Como se muestra en la
Figura 9, hubo un aumento en la expresion de ARNm de TAp63 en células transfectadas con CD84-completo, en
comparacion con células transfectadas con vector vacio, mientras que las mutaciones de tirosina eliminaron este
efecto inducido por CD84.

Ejemplo 5
Disefio, expresion y purificacion de una proteina CD84 soluble (CD84-ECD)

Ademas de la activacion selectiva de receptores de la superficie celular especificos, el bloqueo de la senalizacion es
una herramienta deseable para estudiar la funcion de los receptores, que tienen una funcién desconocida o
mecanismos de accién desconocidos.

Como CD84 es un autoligando, la expresién de su dominio extracelular puede dar como resultado la inhibicion de la
activacion de CD84 de la superficie celular de manera competitiva. Por lo tanto, se generd una construccién del
dominio extracelular marcado con myc/His6 de CD84 (CD84-ECD) (Figura 10A). Las células HEK 293T se
transfectaron con la construccién de CD84-ECD y se recogié el medio acondicionado (CM) de las células. Para
probar la secrecion de la proteina, el CM se someti6 a SDS-PAGE y analisis de Western blot. El sondeo con
anticuerpos anti-myc mostr6é una banda prominente entre 43 kDa y 50 kDa (que se muestra en la Figura 10B).

La proteina CD84-ECD recombinante se purificé del CM con un sistema FLPC. La Figura 11 muestra el perfil de
elucion de la cromatografia de filtracion en gel con una columna Sephadex 200 calibrada, seguido de absorcion UV.
Se pudieron observar tres picos distintos con tiempos de retencion muy superiores al tamafio esperado de CD84-
ECD monomérico. El analisis de las fracciones eluidas del pico 1--3 y de las muestras de cromatografia de afinidad
Ni2+ mediante SDS-PAGE y tincién con Coomassie o Western blot confirmd que la proteina CD84-ECD marcada
con myc- y His6 estaba realmente presente en el pico 1y 2 (Figura 10C) con la cantidad principal en el pico 2 a 65 -
75 mL de volumen de elucion. Para verificar la identidad de la proteina, la banda del pico 2 se escindi6 del gel tefido
de Comassie y se analizé6 mediante digestion proteolitica seguida de ESI-MS/MS (Figura 10D). Se pudieron detectar
18 fragmentos de proteinas que cubren los aminodcidos 51 a 220.

Para determinar el rendimiento de la proteina producida, el pico 2 eluido de la filtracion en gel se concentr6 hasta un
volumen de 500 pl. Para 100 ml de medio o un &rea de superficie de cultivo celular de 525 cm? se determiné que el
rendimiento de proteina era de 50 ug, que es 1 pug/10 cm? (durante 3 dias de expresion).

Con el fin de utilizar el CD84-ECD como una molécula de bloqueo competitiva para CD84, las células HEK 293T se
transfectaron con CD84-completo y CD84-ECD y se analiz6 el efecto de CD84-ECD sobre la funcion de CD84.
Como primer experimento, las células HEK 293T se transfectaron con cantidades iguales de ADN plasmidico total
del vector vacio, CD84-completo o CD84-completo y CD84-ECD. La expresién de la proteina se verificé mediante
andlisis de Western blot con anticuerpo anti-myc (Figura 12A). Debido a las diferentes cantidades de ADN
plasmidico de CD84-completo, se expresé menos CD84-completo en las células co-transfectadas. Las células
CD84-completo transfectadas mostraron un aumento en la expresion de Bcl-2, en comparacion con las células
transfectadas con el vector vacio. Este aumento se eliminé en las células co-transfectadas con CD84-ECD (Figura
12A). Como muestra la Figura 12B, la transfeccién con CD84-ECD en solitario no tuvo un efecto significativo sobre
los niveles de expresion de Bcl-2. Dado que las diferentes cantidades de CD84-completo podrian ser responsables
de la menor expresion de Bcl-2 en las células co-transfectadas, se realiz6 un experimento similar con cantidades
iguales de ADN plasmidico de CD84-completo con un resultado similar (Figura 12C).

Otro enfoque fue transfectar las lineas celulares CD84 establecidas con CD84-EDC. Las células HEK 293T y la linea
celular CD84s20 se transfectaron con vectores vacios o de CD84-ECD. Después de 24 h, se analizaron los niveles
de ARNm por RT-PCR semicuantitativa con Actina como gen de referencia (Figura 13). Mientras que las células
HEK 293T no mostraron cambios sustanciales en la expresion de Bcl-2 después de la transfeccién con CD84-ECD,
la linea celular estable exhibié una disminucion notable en los niveles de ARNm de Bcl-2 y p63.

Para mostrar directamente el efecto de CD84-ECD sobre la cascada de supervivencia inducida por CD84, se recogi6
medio acondicionado derivado de células transfectadas con CD84-ECD (véase la Figura 14). EI CM se concentrd y
se diluyé nuevamente en el medio de cultivo celular para alcanzar una concentracion final de CD84-ECD de 0,3
pg/mL, que era aproximadamente la cantidad de CD84-ECD en los experimentos anteriores o 3,75 pg/mL de CD84-
ECD (que deberia conducir al entrecruzamiento de CD84 por altas cantidades de proteina, adheridas a las
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superficies). La linea celular que expresa CD84 se incub6 en presencia o ausencia de CM de concentracion alta o
baja. Como se muestra en la Figura 14, niveles bajos de CD84-ECD inhiben la elevacién del ARNm de Bcl-2 en
comparacion con las células transfectadas con el vector vacio. La incubacién con la alta concentracion de CD84-
ECD da como resultado un aumento drastico de Bcl-2. Tomados en conjunto estos resultados, el dominio
extracelular de CD84 es un candidato prometedor para futuras investigaciones con el fin de encontrar una molécula
de bloqueo para CD84.

Ejemplo 6
Anticuerpos anti CD84 que se pueden emplear como anticuerpos neutralizantes o anticuerpos activadores
Protocolo del hibridoma

La proteina CD84-ECD se purific6 del medio acondicionado derivado de células HEK 293T transfectadas con la
construccion CD84-ECD. Los ratones se inyectaron durante 5 meses con CD84-ECD. Después del test sanguineo
ELISA positivo para anticuerpos frente a CD84-ECD, se extrajeron los bazos, se aislaron los linfocitos y se
mezclaron con células NSO (células de mieloma murino). Se seleccion6 el hibridoma y se analizd su sup para el
reconocimiento de CD84-ECD empleando el ensayo ELISA.

Para determinar si la superficie celular de CD84 transmite una sefial que da como resultado la activacion de
cascadas descendentes de sefalizacion en las células B-CLL, el CD84 se entrecruzé con anti-CD84 (Santa Cruz) o
control de anticuerpos IgG1 mAb (Abcam) [Tangye, 2002]. Después las células se lavaron, y el mAb unido se
entrecruz6 con F(ab')2 de Ig de cabra anti-ratén. Después de la unidén se examin6 primero la fosforilacion de tirosina
de CD84. Como se muestra en la Figura 3A, la activacién de CD84 induce la fosforilacion de su cola citoplasmatica,
indicando el inicio de una cascada de sefalizacién. A continuacién, se examiné la cascada descendente de CD84, y
especialmente su papel en la supervivencia de B-CLL. Anteriormente se demostré que la estimulacion de la
superficie celular de CD74 en células B-CLL da como resultado la elevacion de la expresion de IL-8 y Bcl-2 [Binsky,
2007]. Por lo tanto, los niveles de ARNm de IL-8 y Bcl-2 se analizaron después de la estimulacion con CD84. Las
células de B-CLL se incubaron en presencia o ausencia de anti-CD84, y se analizaron los niveles de ARNm de IL-8 y
Bcl-2. Como se muestra en la Figura 3B, la estimulacién de CD84 increment6 los niveles de ARNm de IL-8 y Bcl-2,
indicando que la activacién de CD84 en células B-CLL inicia una cascada de supervivencia.

Para determinar directamente si CD74 induce la supervivencia de B-CLL de una manera dependiente de CD84, se
bloqued la actividad de CD84 empleando un anticuerpo de bloqueo de CD84 disponible comercialmente (CD84.1.21
Biolegend) y se sigui6 la cascada de supervivencia inducida por MIF. Se analizaron los niveles de ARNm de ARNm
de Bcl-2 (Figura 15A) y de proteina (Figura 15B) y la supervivencia celular se analizé6 mediante tincién FLICA (Figura
15C). El bloqueo de CD84 disminuyé la expresién de Bcl-2 y la muerte celular elevada en las células tratadas con
MIF, lo que demuestra que CD84 es un componente esencial en la cascada de supervivencia inducida por CD74.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales para CD84 transmiten una sefial que da como resultado la
activacion o inhibicién de las cascadas de sefalizacion descendentes de CD84 en células B-CLL, las células CLL se
trataron con sobrenadante derivado del hibridoma D1-300 y F8-500. 18 horas después, los niveles de ARNm de Bcl-
2 se analizaron mediante PCR en tiempo real. Como se muestra en las Figuras 16A-B, la incubacién con
anticuerpos derivados del hibridoma D1-300 dio como resultado una regulacién al alza de los niveles de ARNm de
Bcl-2 (Figura 16A), asi como también reduce la poblacion apoptética (Figura 16B), indicando que este hibridoma
activa la cascada de supervivencia de CD84 en células B-CLL. Sin embargo, la incubacién con anticuerpos
derivados del hibridoma F8-500 disminuyé los niveles de ARNm de Bcl-2 (Figura 16A) e induce la muerte celular
(Figura 16B), indicando que este hibridoma inhibe la cascada de sefalizacién de CD84. Para analizar méas a fondo el
efecto inhibidor de los anticuerpos derivados del hibridoma F8-500, las células B-CLL se trataron con MIF junto con
los anticuerpos derivados del hibridoma F8-500. Después se analiz6 la poblacion apoptética mediante tincién magic
red. Como se muestra en la Figura 17, el hibridoma F8-500 eliminé la cascada de supervivencia inducida por MIF,
indicando que CD84 es un componente esencial en la cascada de supervivencia inducida por CD74 y que su
bloqueo induce la muerte celular.
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ES 2800328 T3

<223> Polinucleétido que expresa CD84 soluble

<400> 1

atggctcage accacctatg gatettgetce
ggaaaagact cagaaatctt cacagtgaat
gtaaatatcc aagaaccacg gcaagttaaa
gcttatgtaa caccaggaga ctcagaaaca
tattatgaac ggatacatgc cttaggteccg
atggaagacg caggagacta caaagcagac
accaagcget acaaccigca aatctatcgt
ttaatggcat ctgtgaacag cacctgtaat
gaaaagaatg tgacatacaa ttggagtccc
ttccagacte ctgaggacca agagctgact
aacaattctg actccatcte tgcccggecag
gaattctgca gatatccage acagtggegg

aaactcatct cagaagagga tctgaatatg
<210> 2
<211> 239

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido CD84 soluble

<400> 2

ctttgeetge
gggattctgg
atcattgett
gcacccgtag
aactacaate
ataaatacac
cggettggga
gtcacactga
ctgggagaag
tacacgtgta
ctetgtgeag
ccgetegagt

cataccggtc

aaacctggec
gagagtcagt
ggacttctaa
ttactgtgac
tggtcattag
aggctgatece
aaccaaaaat
catgctctgt
agggtaatgt
cagcccagaa
acatcgcaat
ctagagggcc

atcatcacca

ggaagcagct
cacttteect
aacatctgtt
ccacagaaat
cgatctgagg
ctacaccacc
tacacagagt
agagaaagaa
ccttcaaatce
ccctgtcage
gggctteegt
cttcgaacaa

tcaccattga

Met Ala Gln His His Leu Trp Ile Leu DLeu Leu Cys Leu Gln Thr Trp

1 5

10

15

Pro Glu Ala Ala Gly Lys Asp Ser Glu Ile Phe Thr Val Asn Gly Ile
20 25

30

29

60

120

180

240

300

360

420

480

540

660

720

780
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ES 2800328 T3

Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arg
35 40 45

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

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

Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val
85 90 95

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

Thr Gln Ala Asp Pro Tyr Thr Thr Leu Met Ala Ser Val Asn Ser
115 120 125

Cys Asn Val Thr Leu Thr Cys Ser Val Glu Lys Glu Glu Lys Asn
130 135 140

Thr Tyr Asn Trp Ser Pro Leu Gly Glu Glu Gly Asn Val Leu Gln
145 150 155

Phe Gln Thr Pro Glu Asp Gln Glu Leu Thr Tyr Thr Cys Thr Ala
165 170 17%

Asn Pro Val Ser Asn Asn Ser Asp Ser Ile Ser Ala Arg Gln Leu
180 185 190

Ala Asp Ile Ala Met Gly Phe Arg Glu Phe Cys Arg Tyr Pro Ala
195 200 205

Trp Arg Pro Leu Glu Ser Arg Gly Pro Phe Glu Gln Lys Leu Ile
210 215 220

Glu Glu Asp Leu Asn Met His Thr Gly His His His His His His
225 230 235

<210> 3

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 3
tacatgcctt aggtccga 18

<210>4

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 4
gagggaagca ccttgt 16

<210>5

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

30

Gln
Thr
Asn
80

Ile
Asn
Thr
val
Ile
160
Gln
Cys

Gln

Ser
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ES 2800328 T3

<400> 5
tgcctgcaaa cctggecgga agca 24

<210>6

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 6
tgcaggttgt agcgcettggt ggtggt 26

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 7
agcgtgccag gcgtgtactg 20

<210>8

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 8
acaccagcca acttcccacc a 21

<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 9
gctcaaggaa ggggtggatg gc 22

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 10
tctggtgcetg gtgggcagaa c 21

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 11
acaagtgaag tcaacatgcc 20
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ES 2800328 T3

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 12
gcaagtgaat gaacaccttc 20

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 13
tgaagtgtga cgtggacatc eg 22

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 14
gctgtcacct tcaccgttce ag 22

<210> 15

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 15
gatgctgect caaagaaaac catattcaca tatatcatgg cttc 44

<210> 16

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 16
gaagccatga tatatgtgaa tatggtittc titgaggcag catc 44

<210> 17

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 17
gagccagtga acacagtttt ttccgaagtg cagt 34

<210> 18
<211> 34
<212> ADN

32
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ES 2800328 T3

<213> Secuencia artificial

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

<400> 18
actgcacttc ggaaaaaact gtgttcactg gctc 34

<210> 19

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

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

<400> 19
gccagcagag tccagaatct ttgatgaaat cotg 34

<210> 20

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 20
caggatttca tcaaagattc tggactctge tggc 34

<210> 21

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 21
acctcctggg acttcaagct ttgaaattgt gatcg 35

<210> 22

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 22
cgatcacaat ttcaaagctt gaagtcccag gaggt 35

<210> 23

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 23
cgtcggatce atggctcage accac 25

<210> 24

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

33
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ES 2800328 T3

<223> oligonucle6tido de ADN de cadena sencilla

<400> 24

tagcgaattc acggaagccc attge 25

<210> 25

<211> 1118

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

cggctcaagt gaactgacte
ctgaaagaga tggctcagca
gaagcagctg gaaaagactc
actttcectg taaatatcca
acatctgttg cttatgtaac
cacagaaatt attatgaacg
gatctgagga tggaagacgc
tacaccacca ccaagcgcta
acacagagtt taatggcatc
gagaaagaag aaaagaatgt
cttcaaatct tccagactce
cctgtcageca acaattectga
ggctteegta ctcaccacac
ctcattctgt cttcagtgtt
ccagaaggtt cctgcttgaa

atatacacat atatcatggc

gaaatcctge agtccaaggt
gaagtgcagt ttgctgataa

acttcaagct atgaaattgt

<210> 26

<211> 345

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

tgctagaaca
ccacctatgg
agaaatcttc
agaaccacgg
accaggagac
gatacatgcc
aggagactac
caacctgcaa
tgtgaacage
gacatacaat
tgaggaccaa
ctccatctet
cgggtigetg
tttgttcegt
caccttcact

ttcaaggaac

gettcectce

gatggggaaa

gatctaggct

gtgcegtget
atcttgctece
acagtgaatg
caagttaaaa
tcagaaacag
ttaggtecga
aaagcagaca
atctatcgte
acctgtaatg
tggagtcecce
gagctgactt
gccoggeage
agcgtgctgg
ttgttcaaga
aagaaccctt

acccagecag

aaggaagagc
gccagcacac

gctggget

ttteccacaga
tttgcectgeca
ggattctggg
tcattgcttg
cacccgtagt
actacaatct
taaatacaca
ggcttgggaa
tcacactgac
tgggagaaga
acacgtgtac
tctgtgcaga
ctatgttctt
gaagacaagg
atgctgecte

cagagtccag

cagtgaacac

aggacagtaa

aggttagacc
aacctggceyg
agagtcagtc
gacttctaaa
‘tactgtgacc
ggtcattage
ggctgatccc
accaaaaatt
atgctetgta
gggtaatgtc
agcccagaac
catcgcaatg
tctgettgtt
taggattttce
aaagaaaacc

aatctatgat

agtttattce

acctcctgég

34
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600

660

720
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1080
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ES 2800328 T3

Met Ala Gln His His Leu Trp Ile Leu Leu Leu Cys Leu Gln Thr Trp
1 5 10 15

Pro Glu Ala Ala Gly Lys Asp Ser Glu Ile Phe Thr Val Asn Gly Ile
20 25 30

Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arg Gln
35 40 45

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

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

Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val Ile
85 90 95

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

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

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

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

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

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

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

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

Gly Leu Leu Ser Val Leu Ala Met Phe Phe Leu Leu Val Leu Ile Leu

225 230 235 240

Ser Ser Val Phe Leu Phe Arg Leu Phe Lys Arg Arg Gln Gly Arg Ile
245 250 255

Phe Pro Glu Gly Ser Cys Leu Asn Thr Phe Thr Lys Asn Pro Tyr Ala
260 265 270

Ala Ser Lys Lys Thr Ile Tyr Thr Tyr Ile Met Ala Sexr Arg Asn Thr
275 280 285

Gln Pro Ala Glu Ser Arg Ile Tyr Asp Glu Ile Leu Gln Ser Lys Val
290 295 300

Leu Pro Ser Lys Glu Glu Pro Val Asn Thr Val Tyr Ser Glu Val Gln
305 310 315 320

Phe Ala Asp Lys Met Gly Lys Ala Ser Thr Gln Asp Ser Lys Pro Pro
325 330 335

Gly Thr Ser Ser Tyr Glu Ile Val Ile
340 345
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<210> 27

<211>1100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

cggctcaagt gaactgactc tgctagaaca gtgccgtget ttteccacaga aggttagacce 60
ctgaaagaga tggctcageca ccacctatgg atcttgctee tttgectgea aacctggeeg 120
gaagcagctg gaaaagactc agaaatcttc acagtgaatg ggattctggg agagtcagte 180
actttccctg taaatatcca agaaccacgg caagttaaaa tcattgettg gacttctaaa 240
acatctgttg cttatgtaac accaggagac tcagaaacag cacccgtagt tactgtgacce 300
cacagaaatt attatgaacg gatacatgcce ttaggtcecga actacaatcet ggtcattage 360
gatctgagga tggaagacgc aggagactac aaagcagaca taaatacaca ggctgatccc 420
tacaccacca ccaagcgcta caacctgcaa atctatcgtc ggecttgggaa accaaaaatt 480
acacagagtt taatggcatc tgtgaacagce acctgtaatg tcacactgac atgctctgta 540
gagaaagaag aaaagaatgt gacatacaat tggagtcccc tgggagaaga gggtaatgic 600
cttcaaatet tccagactcc tgaggaccaa gagetgactt acacgtgtac agcccagaac 660
cctgtcagca acaattctga ctccatctct gecceggcage tctgtgecaga catcgcaatg 720
ggctteegta ctcaccacac cgggtigetg agegtgetgg ctatgtiett totgettgtt 780
ctcattctgt cttcagtgtt tttgticcgt tigttcaaga gaagacaagg ttcctgettg 840
aacaccttea ctaagaacce ttatgetgec tcaaagaaaa ccatatacac atatatcatg 200
gcttcaagga acacccagcc agcagagtce agaatctatg atgaaatcct gcagtccaag 960
gtgcttecet ccaaggaaga gccagtgaac acagtttatt ccgaagtgeca gtttgetgat 1020
aagatgggga aagccagcac acaggacagt aaacctcetg ggacttcaag ctatgaaatt 1080
gtgatctagg ctgctggget 1100
<210> 28

<211> 339

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
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Met Ala Gln His His Leu Trp Ile Leu Leu Leu Cys Leu Gln Thr Trp

Pro Glu Ala Ala Gly Lys Asp Ser Glu Ile Phe Thr Val Asn Gly Ile
20 25 30

Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arg Gln
35 40 45

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

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

Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val Ile
85 90 95

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

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

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

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

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

val Leu Gln TIle Phe Gln Thr Pro Glu Asp Gln Glu Leu Thr Tyr Thr
180 185 190

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

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

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

Sex Ser Val Phe Leu Phe Arg Leu Phe Lys Arg Arg Gln Gly Ser Cys
245 250 255

Leu Asn Thr Phe Thr Lys Asn Pro Tyr Ala Ala Ser Lys Lys Thr Ile
260 265 270

Tyr Thr Tyr Ile Met Ala Ser Arg Asn Thr Gln Pro Ala Glu Ser Arxrg
275 280 285

Ile Tyr Asp Glu Ile Leu Gln Ser Lys Val Leu Pro Ser Lys Glu Glu
290 295 300

Pro Val Asn Thr Val Tyr Ser Glu Val Gln Phe Ala Asp Lys Met Gly
305 310 315 320

Lys Ala Ser Thr Gln Asp Ser Lys Pro Pro Gly Thr Ser Ser Tyr Glu
325 330 335

Ile Val Ile

<210> 29
<211> 1067
<212> ADN

37
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<213> Homo sapiens

<400> 29

cggctcaagt gaactgactc tgctagaaca gtgccgtget tttccacaga aggttagace 60
ctgaaagaga tggctcagca ccacctatgg atcttgetee tttgectgea aacctggeceg 120
gaagcagcetg gaaaagacic agaaatcttc acagtgaatyg ggattctggyg agagtcagte 180
actttcectyg taaatatcca agaaccacgg caagttaaaa tcattgettg gacttctaaa 240
acatctgttg cttatgtaac accaggagac tcagaaacag cacccgtagt tactgtgace 300
cacagaaatt attatgaacg gatacatgcc ttaggtccga actacaatct ggtcattage 360
gatctgagga tggaagacgc aggagactac aaagcagaca taaatacaca ggctgatcec 420
tacaccacca ccaagcgcta caacctgcaa atctatcgte ggettgggaa accaaaaatt 480
acacagagtt taatggcatc tgtgaacagc acctgtaatg tcacactgac atgctctgta 540
gagaaagaag aaaagaatgt gacatacaat tggagtcccc tgggagaaga gggtaatgte 600
cttcaaatct tccagactce tgaggaccaa gagctgactt acacgtgtac ageccagaac 660
cctgtcagca acaattctga ctccatctet gocceggecage tcetgtgecaga catcgeaatg 720
ggctteccgta ctcaccacac cgggttgectg agcgtgetgg ctatgttett tetgettgtt 780
ctcattctgt cttcagtgtt tttgttecegt ttgttcaaga gaagacaaga tgetgectca 840
aagaaaacca tatacacata tatcatggct tcaaggaaca cccagccagce agagtccaga 800
atctatgatg aaatcctgca gtccaaggtg cttccotcca aggaagagec agtgaacaca 960
gtttattccyg aagtgcagtt tgctgataag atggggaaag ccagcacaca ggacagtaaa 1020
cctectggga cttcaageta tgaaattgtg atctaggetg ctggget 1067
<210> 30

<211> 328

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

38



ES 2800328 T3

Met Ala Gln His His Leu Trp Ile Leu Leu Leu Cys Leu Gln Thr Trp
1 5 10 15

Pro Glu Ala Ala Gly Lys Asp Ser Glu Ile Phe Thr Val Asn Gly Ile
20 25 30 .

Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arxg Glin
35 40 45

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

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

Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val Ilé
85 90 95

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

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

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

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

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

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

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

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

Gly Leu Leu Ser Val Leu Ala Met Phe Phe Leu Leu Val Leu Ile Leu
225 230 235 2490

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

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

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

Pro Ser Lys Glu Glu Pro Val Asn Thr Val Tyr Ser Glu Val Gln Phe
290 295 300

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

Thr Ser Ser Tyr Glu Ile Val Ile
325

<210> 31

<211> 967

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 31

cggctcaagt gaactgactc tgctagaaca gtgccgtget tttccacaga aggttagacc 60
ctgaaagaga tggctcagca ccacctatgg atcttgctce tttgectgca aacctggecg 120
gaagcagctyg gaaaagactc agaaatcttce acagtgaatyg ggattctggy agagtcagic 180
actttccctg taaatatcca agaaccacgg caagttaaaa tcattgecttg gactitctaaa 240
acatctgttg cttatgtaac accaggagac tcagaaacag cacccgtagt tactgtgacc 300
cacagaaatt attatgaacg gatacatgec ttaggtccga actacaatet ggtcattage 360
gatctgagga tggaagacgc aggagactac aaagcagaca taaatacaca ggctgatccc 420
tacaccacca ccaagcgcta caacctgecaa atctatcgte ggettgggaa accaaaaatt 480
acacagagtt taatggcatc tgtgaacagc acctgtaaty tcacactgac atgcotctgta 549
gagaaagaag aaaagaatgt gacatacaat tggagtcccc tgggagaaga gggtaatgtc 600
cttcaaatet tccagactee tgaggaccaa gagetgactt acacgtgtac agcccagaac 660
cctgtcagea acaattctga ctecatctet gececcggecage tetgtgecaga catcgcaatg 720
ggcttcegta ctcaccacac cgggttgetg agegtgetgg ctatgttett tcotgettgtt 780
ctcattetgt cttecagtgtt tttgtteccgt ttgttcaaga gaagacaagg tgcttcccte 840
caaggaagag ccagtgaaca cagtttattc cgaagtgcag tttgctgata agatggggaa 200
agccagcaca caggacagta aacctcctgg gacttcaagc tatgaaattg tgatctagge 960
tgctggg : 967
<210> 32

<211> 272

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Met Ala Gln His His Leu Trp Ile Leu Leu Leu Cys Leu Gln Thr Trp

1 5 10 15
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Pro Glu Ala Ala Gly Lys aAsp Ser Glu Ile Phe Thr Val Asn Gly Ile
20 25 30

Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arg Gln
35 40 45

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

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

Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val Ile
85 90 95

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

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

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

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

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

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

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

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

Gly Leu Leu Ser Val Leu Ala Met Phe Phe Leu Leu Val Leu Ile Leu
225 230 235 2490

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

Leu Gln Gly Arg Ala Ser Glu His Ser Leu Phe Arg Ser Ala Val Cys
260 265 270

<210> 33

<211> 1299

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
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cggctecaagt gaactgactc tgctagaaca gtgcegtget tticcacaga aggttagacc 60
ctgaaagaga tggctcagca ccacctatgg atctitgetee tttgectgea aacctggecg 120
gaagcagctg gaaaagactc agaaatcttc acagtgaatg ggattctggqg agagtcagte 180
actttccctg taaatatcca agaaccacgg caagttaaaa tcattgecttg gacttctaaa 240
acatctgttg cttatgtaac accaggagac tcagaaacag cacccgtagt tactgtgace 300
cacagaaatt attatgaacg gatacatgcc ttaggtccga actacaatct ggtcattage 360
gatctgagga tggaagacgc aggagactac aaagcagaca taaatacaca ggctgatccc 420
tacaccacca ccaagegeta caacctgeaa atctatcgte ggettgggaa accaaaaatt 480
acacagagtt taatggcatc tgtgaacagc acctgtaatyg tcacactgac atgctctgta 540
gagaaagaag aaaagaatgt gacatacaat tggagtcccc tgggagaaga gggtaatgtc 600
cttcaaatct teccagactece tgaggaccaa gagetgactt acacgtgtac agecccagaac 660
cctgtecagea acaattctga ctccatctet gececcggecage tctgtgcaga catcgecaatg 720
ggcttcegta ctcaccacac cgggtigotg agegtgctgg ctatgtictt tetgottght 780
ctecattetgt cttcagtgtt tttgttcegt ttgttcaaga gaagacaagg taggattttc 840
ccagaaggta aaatgtggaa actcacctic tctectectyg ggactgaage catttatceca 900
aggtttaget gaaaggccea ttgttccagg gaatctgect ttttccgate tccaccccac 960
cacctcccag aatgatgget ctgaggatgg tatgacatta ccetgaatgg tettcagaat 1020
ccattectga gatcaccagt agctggtyggg cccagaacat gggttcgage ttagtacgta 1080
catgaacaag ctgtgcttca ctgtacgagt gtgttcacct ttcecgectcag ggccctcaca 1140
tgtgaaatgt ttggactaga ggatctccag ggtcacttee aattteattg tattitgatt 1200
atgactattg gagagtcatt gagaaacata tactaatcct gtactccatg gttgtcacta 1260
tgtccectetyg aatcectetg gatcattetg tagttgtge 1299
<210> 34

<211> 280

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Tet Ala Gln His ?is Leu Trp Ile Leu ?gu Leu Cys Leu Gln T?r Trp

Pro Glu Ala Ala Gly Lys Asp Ser Glu Ile Phe Thr Val Asn Gly Ile
20 25 30

Leu Gly Glu Ser Val Thr Phe Pro Val Asn Ile Gln Glu Pro Arg Gln
35 40 45

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

Pro Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Val Thr Val Thr His Arq Asn
65 70 75 80
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Tyr Tyr Glu Arg Ile His Ala Leu Gly Pro Asn Tyr Asn Leu Val Ile
85 90 95

Ser Asp Leu Arg Met Glu Asp Ala Gly Asp Tyr Lys Ala Asp Ile Asn
100 105 i10

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

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

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

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

vVal Leu Gln Ile Phe G1ln Thr Pro Glu Asp Gln Glu Leu Thr Tyr Thr
180 185 190

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

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

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

Ser Ser Val Phe Leu Phe Arg Leu Phe Lys Arg Arg Gln Gly Arg Ile
245 250 255

Phe Pro Glu Gly Lys Met Trp Lys Leu Thr Phe Ser Pro Pro Gly Thr
260 265 270

Glu Ala Ile Tyr Pro Arg Phe Ser
275 280
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar B-CLL en un sujeto que lo necesita, el método comprende determinar en una
muestra biolégica del sujeto un nivel de isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 30), en donde un aumento en dicho nivel
de dicha isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 30) por encima de un limite predeterminado con respecto a un nivel de
dicho CD84 en una muestra biolégica de un individuo sano es indicativo de la B-CLL.

2. Un agente que disminuye la actividad o expresion de CD84 para su uso en el tratamiento de B-CLL, en donde
dicho agente se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un anticuerpo neutralizante de CD84;

(ii) un agente de acido nucleico para disminuir la expresion de dicho CD84, seleccionandose dicho agente de
acido nucleico del grupo que consiste en un antisentido, un ARNSsi, una ribozima y una ADNzima; y

(iii) un CD84 soluble, donde dicho CD84 soluble se une a CD84 expresado en células B e inhibe su interaccién
homofilica.

3. El método de la reivindicaciéon 1, en donde dicha muestra biolégica comprende células B y en donde dicha
determinacion es en dichas células B.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha determinacién se efectia a nivel del ARNm.
5. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha determinacion se efectia a nivel proteico.

6. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas corroborar el diagndstico empleando un ensayo de
diagndstico seleccionado de la expresion de marcador de superficie distintivo de dicha isoforma C de CD84, el
andlisis de cariotipo y las mutaciones de linea germinal.

7. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas informar al sujeto de la enfermedad.
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m temprana avanzada

FIG. 1A
Células B normales Células B de CLL
77%
I 15% |
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FIG. 1B
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