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"Traduccion oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del
Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
ELI LILLY AND COMPANY
Bilingle 1nglés- espafiol otorgado en Indianapolis, Indiana, Estados Unidos el 17
de julio de 2003 y firmado por Peter G. Stringer, Director Ejecutivo y Patentes
Intarnacionales de Ely Lilly & Company."
Todd okita Secretario de Estado
Secrstario da Extado de lndisna Estado de Indiana

APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pafs: Estados Untdos de América- Este documento Pdblico
2. ha sido firmado por Catherine Michel
3. Quien ejerce funciones de Secretario de 1a Corte del Circuito en y para el

condade Johnson

4. Lleva el sello del Secretario de 1a Corte del Circuito en y para el estado
de Indiana

CERTIFICADO
5. En Indianapolis, Indiana 6. E1 22 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Estado de Indiana 8. No. A2003- 1127%
9. Gran Sello del Estado de Indiana

10. Firma legible de Todd Rokita- Secretario de Estado de Indiana
® Vigente desde el 1 mayo de 2003, todas 1as apostillas del Secretario de Estado
de Indiana tienen el sello impreso electrénicamente.

The Statabouse, Indianapolis, Indiana 46204, (317) 232-8531, fax (317) 285-328Y

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingle inglés- espafiol, el 17 de julio de 2003 el suscrito notario Catherine
Michel certifica que Peter G. Stringer, domiciliado en 7620 Castleton Farms, West
Drive, Indianapolis, Indiana - 486256 Estados Unidos ejercia funciones de Director
Ejecutivo y Patentes Internacionales de Ely Lilly & Company, con sede an

Indianapolis, Indiana, Estados Unidos. “‘JAA km C

MARLEN NEIRA CASTRO
lroducicr e Intérprete Oficlol
inglds - feBanol - Inglés
& 2137 del 7 Oci 1987
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El otorgante fundamenta sus certificaciones en este documento: Delegacion de
Autoridad concerniente a Ciertas Materias de Patentes, suscrito el 20 de enero
de 2003: conforme al poder otorgado al Asesor General de la Compafifa por el
Comité ejecutivo de 1a Junta Directiva de E1i Lilly and Company.

Firma del notario piblico Catherine Michel cartifica

Sus funciones vencen el 21 de octubre de 2008 - residente en el condado Johnson
Sello de notario piblice de Indiana

_Es traduccién fiel del inglés, con copia archivo para confrontacién. Bogota 28

de julio-2003. Marlen Neira C

W

MARLEN NEIRA CASTRO
Troducior e Intérprate Oficiol
Inglés - Espofiol - Inglés
Rasolucidn No. 2117 del 7 Oct 1987
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OwARTE Ramsoexk & Fusm, LA,
LEca & PROFEEEIONAL SERVICER

WoRLD TRADE CENTER - TORRE C
CALLE 100 No. BA-55 Pwc 10
BOGOTA, COLOMEIA
Taswore +57-1 638-6200
Fax +57-1 836-8201

www.olarteralsbeck.com

Power of Aftorney
The undersigned,

B suserito,

ELI LILLY AND COMPANY

.domiciled In

domiciliado en

Lilly Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285 US

by means of theae presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana
Marfa Frierl full and sufficient Power of
Attomey to filo, prosecute, obtsin, defend and
enforoe any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Indastrial Designs in the
Republio of Colombia, to which end it empowers
them (o teke all steps necossary before any
administrative or judicial suthority of any class for
the objects stated, to file petitions, sppeals, replies
and oppositions, psy taxcs and ennuitics, request
teatimonies, recaive documents and securities,
sbandon applications and collect refunds: Sufficlent
power is hereby granted to recvive notifications on
behalf of the Company, to confir powers on those
who aro to represent the company judiclally and
extrajudicially, to enswer in court in the matter of all
clalms and demands that may be presented In
connection with the objects stated, glving them
likswise power to substitute these presents and
revoke such substitutions,

Signature/Firma %ﬂ*
Date/Fecha: | “July 200

por medio del presento otorgs 8 Carlos R.
Olarte, J. Inn Ralsbeck y Ana Marfa
Frieri poder eapeoinl, amplio y suficients para
presentar, tramitar, obtener, dafender y hacer
respetar todss y cualquicrs de Patentes, Moddes
de Utllidad y Disclies Industrinles dola
compsfiia en Ia Repiiblica do Colombia, & mryo
efiecto los faculin pars dar todos los pasos
pecesarios ante cualgquier wutoridad administrativa
© judicial do cualquler jerarquis pars cumplir con
lo encomendado, clover solicitudes, spalaciones,
rupuu-yopoddmu.mlmpnuuy
snuslidades, soficiter testimonios, recibir
documentos y valores, desdstir y perelbir, Se
conccde poder bustante pars realbir notificacones
a nombre de Iz compaflis, otorger poderes &
quiencs veyan a representar o la compailia judicial
ynqul responder en juiclo a todas
Ins reciamaciones o demandss que por motivo do
lo enoomendado se presentaren, dindoley
asimizmo facultnd para snstitnlr el presente ¥
revosar diches sustituclones.

Clty,Country/Ciudad,Pais: Indianapolis, Indians, United States of America




SECRETARY OF STATE
STATE OF INDIANA

APOSTILLE
{Convention de la Haye du 5 Octobre 1961)
1. Country: United States of America
2. This public document has been siguned by Catherine Michel
3. acting in the capacity of circuit court clerk in & for Johnson County
4. and bears the seal/stamp of circuit court clerk in & for the State of Indiana

Certified
5. at Indianapolis, Indiana

6. this Twenty-second day of July, 2003
7. by Secretary of State of Indiana

8. No. A2003- 11279

10. Signature:

Crut(ier

Todd Rokita

Indiana Secretary of State

*Effecilve May 1, 2003 all apostllies from the Indiana Secretary of State will have an clectronlcally printed seal.

The Statehouse, Indiapapolis, Indiana 46204, (317) 232-6531, Fax (317) 233-3283




OLARTERAISBECK

Ouaxre Basseck & Fracm, LToOA.
LEgw. & PROFEBSIONAL SERVICED

WomLD TRADE CENTER— TORRE C
CALLE 100 No. BA-56 Prso 10
BoGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 638-0200
Fax +57-1 938-6201

www.olarteralsbeck.com

Notarial Certification

Certificacién Notarial

On this date, En esia focha,
/7 July 2003
The undersigned Notary Public certlfies: ¢l Notarlo Piblico suscrito certifica:
1. That 1. Que
Peter G. Stringer

of legal age and domiciled in mayor de edad y domiciliado

7620 Castleton Farms, West Drive, Indianapolis, Indiana 46256 US
signed the foregolng document. suscribié el documento que antecede.
2. That the grantor has executed the foregoing 2. Que el ctorgante ha suscrito el referido
document ss Executive Director, International ~ documento en su caricter de
Patents
of EL1 LILLY AND COMPANY do
3. That ELI LILLY AND COMPANY 4. Que
having its principal place of business located in con sede principal ublcada en

Indianapolis, Indiana, United States of
America

is duly incorporaied, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Atloroey 13
grunied are within the scops of ils corporsie
purposes.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power of Attorney and that hisv’her representstion Is
legal.

5. The foundstion for my certifications contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
authentic document(s):

Delegation of Authority Concerning Certain
Patent Matters, executed January 20, 2003;
pursuant to the authority granted to the
General Counsel of the Company by the
executive Committee of the Board of
Directors of Bli Lilly and Company

NOTARY PUBLIC (Signature):

esti legalmentio constitulds, que ticne existencia
legal vigente y que los propdaitos para los cuales
so olorge ¢ poder se encuentra dentro do los que
comprenden s objeto social,

4. Que ol ctorganic tienc Ia reprosentacidn pars
suscribir el poder, y que ésta cs legitima.

5. El fundamenio de mis certificaciones
conienidzs en los puntos 2, 3 y 4 fue In exhibicldn
de los (del) siguiente(s) documento(s) suténtico(s):

Catherine Michel
My Commission Expires October 21, 2008
Resident of Johnson County

——
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE FATENT COOPERATION TREATY (PCT)

{19) World Intellectual Property Organkmation
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ANTAGONISTIC ANTI-hTNFSF13b RUMAN ANTTBODIES

The TNF family ligands are known to be among the most pleiotropic cytokines,
inducing a large number of cellular responses, including proliferation, cytotoxicity, anti-
viral activity, immunoregulatory activities, and the transcriptional regulation of several
genes. The TNF family of cytokines and Yeceptors has undergone a large expansion in the
last few years with the advent of massive EST sequencing. TNFSF13b is the official
name adopted by the TNF Congress for BLyS, TALL-1, BAFF, THANK, neutrokine-c,
and zTNF (for review see Locksley et al. Cell 2001 104:487). Human TNFSF13b
(hTNFSF13b) is a 285-amino acid type Il membrane-bound protein that posscsses a N-
terminal cleavage site that allows for the existence of both soluble and membrane bound
proteins. Functionally, TNFSFI13b appears to regulate B cell and some T cell immume
esponses.

Studies of septic shock syndrome and other disorders arising from overproduction
of inflammatory cytokines have shown that an afflicted host will often counter high
cytokine levels by releasing soluble cytokine receptors or by synthesizing high-affinity
anti-cytokine antibodies. Methods of treatment that mimic such natural responses are
considered as viable therapeutic approaches for alleviating cytokine-mediated discase.
Thus, there is a2 well-recognized need for human antibodies that bind cytokines, such as
TNFSF13b, that are involved in the regulation of cellular immume processes with high
affinity and that have the capacity 1o antagonize the activity of the targeted cytokine in
vitro and in vivo. Although international patent application W000/50597 non-
descriptively discloses antibodies directed at TNFSF13b, that application does not
specifically describe the structural or functional characteristics of such antibodics.

The present invention provides anti-hTNFSF13b human antibodies, or antigen-
binding portions thereof. The antibodies of the invention are characterized by high
affinity binding to TNFSF13b polypeptides, slow dissociation kinetics, and the capacity to
antagonize at leaat one in vitro and/or in vivo activity associated with TNFSF13b
polypeptides.

The present invention also provides anti-hTNFSF13b human antibodies
comprising a polypeptide selected from the group consisting of a polypeptide as shown in
SEO ID NO: 2. a polypeptide as shown in SEQ ID NO: 4, a polypeptide as shown in SEQ
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ID NO: 6, a polypeptide as shown in SEQ ID NO: 8, a polypeptide as shown in SEQ ID
NO: 10, 2 polypeptide as shown in SEQ ID NO: 12, s polypeptide as shown in SEQ ID
NO: 14, and a polypeptide as shown in SEQ ID NO: 16.

In another embodiment, the invention provides an isolated anti-hTNFSF13b
human antibody which binds to a \TNFSF13b polypeptide and dissociates from the
hTNFSF13b polypeptide with a Kofyrate constant of 1 X 10 51 or less, as determined
by surface plasmon resonance, or which inhibits TNFSF13b induced proliferation in an in
vitro neutralization assay with an ICsq of 1 x 10°® M or less.

In an preferred embodiment, the invention provides an isolated anti-hTNFSF13b
human antibody that has the following characteristics:

a) inhibits TNFSF13b induced proliferation in an /» vitro neutralization assay
with an ICsg of 1 x 10-8 M or less;

b) has a heavy chain CDR3 comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:16; and

¢)  hasalight chain CDR3 comprising the amino acid sequence of SEQ ID
NO:8.

The invention also provides methods of trgating or preventing acute or chronic
diseases or conditions associated with B cell and some T cell activity including, but not
limited to, autoimmune disorders, such as systemic lupus erythematosus, rheumatoid
arthritis, and/or neoplasia comprising the administration of an anti-h'TNFSF13b human
antibody of the present invention.

In another embodiment, the present invention provides sequences that encode the
novel anti-hTNFSF13b human antibodies, vectors comprising the polynucleotide
sequences encoding anti-hTNFSF13b humman antibodies, host cells transformed with
vectors incorporating polynucleotides that encode the anti-hTNFSF13b human antibodies,
formulations comprising anti-hTNFSF13b human antibodies and methods of making and
using the same.

In another embodiment, the present invention provides the epitope of the antigen
to which the novel anti-hTNFSF13b human antibodies bind. Thus, the invention also
provides a use of an antibody that binds the epitope of the present invention thereby
neutralizing the TNFSF13b activity for the treatment or prevention of acute or chronic
diseases or conditions associated with B cell and some T cell activity including, but not
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limited to, autoimmune disorders, such as systemic lupus erythematosus, rheumatoid
arthritis, and/or neoplasia.

The invention also encompasses an article of manufacture comprising a packaging
material and an antibody contained within said packaging material, wherein the antibody
neutralizes TNFSF13b activity for treatment or prevention of a human subject suffering
from a disorder in which TNFSF13b activity is detrimental, and wherein the packaging
material comprises a package insert which indicates that the antibody neutralizes by
binding an epitope of TNFSF13b, wherein the epitope comprises lysine at pogition 71,
threonine at position 72, tyrosine at position 73, and glutamic acid at position 105; and a
package insert that provides for administration of the dosage form that results in
neutralizing TNFSF13b activity. ]

Fig. 1. Graph illustrating the inhibition of hTNFSF13b and IL-1 induced
proliferation of T1165.17 cells by human antibody 4AS-3.1.1-B4,

Fig. 2. Graph illustrating the neutralization of hTNFSF13b induced proliferation
by human antibody 4AS-3.1.1-B4 in primary human B cells stimulated with enti-IgM.

In order that the present invention may be more readily understood, certain terms
are first defined.

An antibody is an immunoglobulin molecule comprised of four polypeptide
chains, two heavy (H) chains (about 50-70 kDa) and two light (L) chains (about 25 kDa)
inter-connected by disulfide bonds. Light chains are classified as kappa and lambda.
Heavy chains are classified as gamma, mu, alpha, delta, or epsilon, and define the
antibody"'s isotype as IgG, IgM, IgA, IgD, and IgE, respectively. Each heavy chain is
comprised of a heavy chain varigble region (abbreviated herein as HCVR) and a heavy
chain constant region. The heavy chain constant region is comprised of three domains,
CH1, CH2, and CH3 for 1gG, IgD and IgA, and 4 domains, CH1, CH2, CH3, CH4 for
IgM and IgE. Each light chain is comprised of a light chain variable region (abbreviated
herein as LCVR) and a light chain constant region. The light chain constant region is
comprised of one domain, CL. The HCVR and LCVR regions can be further subdivided
into regions of hypervariability, termed complementarity determining regions (CDR3),
interspersed with regions that are more conserved, termed framework regions (FR). Each
HCVR and LCVR is composed of three CDRs and four FRs. arrenged from amino-
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terminus to carboxy-terminus in the following order: FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. The assignment of amino acids to each domain is in accordance with well
known conventions. [Kabat, et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242
(1991); Chothia, et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia, et al., Nature 342:878-
883 (1989)]. The functional characteristics of the antibody to bind a particular antigen are
determined by the CDRs.

In the present disclosure the term “antibody™ is intended to refer to a monoclonal
antibody per se. A monoclonal antibody can be a human antibody, chimeric antibody,
humanized antibody, Fab fragment, Fab" fragment, F(ab')2, or single chain FV fragment.
Preferably the term “antibody” refers to human antibody.

The term “human antibody” includes antibodies having variable and constant
regions corresponding to human germline immunoglobulin sequences. Human antibodies
have several advantages over non-human and chimeric antibodies for use in human
therapy. For example, the effector portion of a human antibody may interact better with
the other parts of the human immune system (e.g., destroy the target cells more efficiently
by complement-dependent cytotoxicity (CDC) or antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC)). Another advantage is that the human immune system should not recognize the
human antibody as foreign, and, therefore the antibody response against such an injected
antibody should be less than against a totally foreign non-human antibody or a partially
foreign chimeric antibody. In addition, injected non-human antibodies have been reported
to have a half-life in the human circulation much shorter than the half-life of human
antibodies. Injected human antibodics will have a half-life essentially identical to
naturally occurring human antibodies, allowing smaller and less frequent doses to be
given.

The term “hTNFSF13b" refers to the human form of a member of the tumor
necrosis factor family of ligands described in international patent applications
W098/18921 and WON0/50597 (referred to therein as neutrokine-0). The term
“TNFSF13b" is intended to encompass hTNFSF13b as well as homologs of hTNFSF13b
derived from other species. The terms “hTNFSF13b" and “TNFSF13b” are intended to
include forma thereof, which can be prepared by standard recombinant expression
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methods or purchased commercially (Research Diagnostics Inc. Catalog No. RDI-3113,
thuBAFF, Flanders, N.J.) as well as gencrated synthetically.

The phrase “biological property”, “biological characteristic™, and the term
“sctivity” in reference to an antibody of the present invention are used interchangeably
herein and include, but are not limited to, epitope affinity and specificity (e.g., anti-
hTNFSF13b human antibody binding to hTNFSF13b), ability to antagonize the activity of
the targeted polypeptide (e.g., TNFSF13b activity), the in vivo stability of the antibody,
and the immunogenic properties of the antibody. Other identifiable biological properties
or characteristics of an antibody recognized in the art include, for example, cross-
reactivity, (i.c., with non-human homologs of the targeted polypeptide, or with other
proteins or tissues, generally), and ability to preserve high expression levels of protein in
mammalian cells. The aforementioned properties or characteristics can be observed or
measured using art-recognized techniques including, but not limited to ELISA,
competitive ELISA, surface plasmon resonance analysis, in vifro and in vivo
neutralization assays (e.g., Example 2), and immunohistochemistry with tissuc sections
from different sources including human, primate, or any other source as the need may be.
Particular activities and biological properties of anti-hTNFSF13b human antibodies are
described in further detail in the Examples below.

The phrase “contact position” includes an amino acid position in the CDR1,
CDR2 or CDR3 of the heavy chain variable region or the light chain variable region of an
antibody which is occupied by an amino acid that contacts antigen. If a CDR amino acid
contacts the antigen, then that amino acid can be considered to occupy a contact position.

“Conservative subgtitution” or “conservative amino acid substitution” refers to
amino acid substitutions, either from natural mutations or hbuman manipulation, wherein
the antibodies produced by such substitutions have substentially the same (or improved or
reduced, as may be desirable) activity(ies) as the antibodies disclosed herein.

The term “epitope” as used herein refers to a region of a protein molecule to which
an antibody can bind. An "immunogenic epitope” is defined as the part of a protein that
clicits an antibody response when the whole protein is the immunogen.

The term “binds” as used herein, generally refers to the interaction of the antibody
to the epitope of the antigen. More specificaily, the term “binds™ relates to the affinity of
the antibodv to the enitope of the antigen. Affinitv is measured bv Kn.
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The term “inhibit” or “inhibiting"” includes the generally accepted meaning, which
includes neutralizing, prohibiting, preventing, restraining, slowing, stopping, or reversing
progression or severity of a discase or condition.

The term “neutralizing™ or *antagonizing” in reference to an anti-TNFSF13b
antibody or the phrase “antibody that antagonizes TNFSF13b activity” is intended to refer
to an antibody or antibody fragment whose binding to TNFSF13b results in inhibition of a
biological activity induced by TNFSF13b polypeptides. Inhibition of TNFSF13b
biological activity can be assessed by measuring one or more in vitro or in vivo indicators
of TNFSF13b biological activity including, but not limited to, TNFSF13b-induced
proliferation, TNFSF13b-induced immunoglobulin secretion, TNFSF13b-induced
prevention of B cell apoptosis, or inhibition of receptor binding in a TNFSF13b receptor
binding assay. Indicators of TNFSF13b biological activity can be assessed by one or
more of the several in vifro or in vivo assays known in the art. (see, for example, Moore,
P.A., et al., Science, 285:260-263 (1999); Schneider, P., et al., J. Exp. Med., 189:1747-
1756 (1999); Shu, H., et al., J. Leuko. Biol., 65:680-683 (1999); Mukhopadhyry, A., e
al, J. Biol. Chem., 274:15978-15981 (1999); Mackay, F. et al, J. Exp. Med., 190:1697-
1710 (1999); Gross, ].A., et al., Nature, 404:995-999 (2000); and Example 2).

Preferably, the ability of an antibody to neutralize or antagonize TNFSF13b activity is
assessed by inhibition of B cell proliferation as shown in Example 2.

The term “Koff", as used herein, is intended to refer to the off rate constant for
dissociation of an antibody from the antibody/antigen complex.

‘The term “Kp", as used herein, is intended to refer to the dissociation constant or
the “off" rate divided by the “on” rate, of a particular antibody-antigen interaction. For
purposes of the present invention Kp was determined as shown in Example 4

An “isolated” antibody is one that has been identified and scparated and/or
recovered from a component of its natural environment. Contaminant components of its
natural environment are materials that would interfere with diagnostic or therapeutic uses
for the antibody, and may include enzymes, hormones, and other proteinaceous or non-
proteinaceous solutes. Ordinarily, an isolated antibody is prepared by at least one
purification step. In preferred embodiments, the antibody will be purified (1) to greater
than 95% by weight of antibody as determined by the Lowry method, and most preferably
more than 99% hv weight. and (2) 1o homoaeeneitv hv SDS-PAGE under reducing or
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nonreducing conditions using Coomassie blue, or preferably, silver stain. Preferably, an
“isolated antibody” is an antibody that is substantially free of other antibodies having
different antigenic specificities (e.g., an isolated antibody that specifically binds
hTNFSF13b substantially free of antibodies that specifically bind antigens other than
hTNFSF13b polypeptide).

The phrase “nucleic acid molecule” includes DNA molecules and RNA molecules.
A nucleic acid molecule may be single-strunded or double-stranded, but preferably is
double-stranded DNA.

The phrase “isolated nucleic acid molecule”, as used herein in reference to nucleic
acids encoding antibodies or antibody fragments (e¢.g.,, HCVR, LCVR, CDR3) that bind
hTNFSF13b polypeptide, includes a nucleic acid molecule in which the nucleotide
sequences encoding the antibody, or antibody portion, are free of other nucleotide
sequences encoding antibodies or antibody fragments that bind antigens other than
hTNFSF13b polypeptide, which other sequences may naturally flank the nucleic acid in
human genomic DNA. Thus, for example, an isolated nucleic acid of the invention
encoding a HCVR region of an anti-hTNFSF13b human antibody contains no other
sequences encoding HCVR regions that bind antigens other than h'TNFSF13b
polypeptide.

The term “vector” includesa a nucleic acid molecule capable of transporting
another nucleic acid to which it has been linked. One type of vector is a “plasmid™, which
refers to a circular double stranded DNA loop into which additional DNA segments may
be ligated, Another type of vector is a viral vector, wherein additional DNA scgments
may be ligated into the viral genome, Certrin vectors are capable of autonomons
replication in a host cell into which they are introduced (e.g., bacterial vectors having a
bacterial origin of replication and episomal mammalian vectors). Other vectors (e.g.,
non-cpisomal mammalian vectors) can be integrated into the genome of & host cell upon
introduction into the host cell, and thereby are replicated along with the host genome.
Moreover, certain vector are capable of directing the expression of genes to which they
are operatively linked. Such vectors are referred to herein ss “recombinant expression
vectors” (or simply, “expression vectors™), In general, expression vectors of utility in
recombinant DNA techniques are often in the form of plasmids. In the present
specification, “plasmid™ and “vector” may be used interchanpeably as the plasmid is the
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most commonly used form of vector, However, the invention is intended to include such
other forms of expression vectors, such as viral vectors (e.g., replication defective
retroviruses, adenoviruses, and adeno-associated viruses), that serve equivalent fumctions.

Nucleic acid is “operably linked” when it is placed into a functional relationship
with another nucleic acid sequence. For example, DNA for a presequence or secretory
leader is operably linked to DNA for a polypeptide if it is expressed as a preprotein that
participates in the secretion of the polypeptide; a promoter or enhancer is operably linked
to a coding sequence if it affects the transcription of the sequence; or a ribosome binding
site is operably linked to a coding sequence if it is positioned so as to facilitate translation.
Generally, “operably linked"” means that the DNA sequences being linked are contiguous,
and, in the case of a secretory leader, contiguous and in reading frame. However,
enhancers do not have to be contignous. Linking is accomplished by Jigation at
convenient restriction sites. If such sites do not exist, the synthetic oligonucleotide
adaptors or linkers are used in accordance with conventional practice.

The term “‘recombinant” in reference to an antibody includes antibodies that are
prepared, expressed, created or isolated by recombinant means, Representative examples
include antibodics expressed using a recombinant expression vector transfected into a
host cell, antibodies isolated from a recombinant, combinatorial human antibody library,
antibodies isolated from an animal (¢.g., 2 mouse) that is transgenic for human
immunoglobulin genes or antibodies prepared, expressed, created or isolated by any
means that involves splicing of human immunoglobulin gene sequences to other DNA
sequences. Such recombinant human antibodiea have variable and constant regions
derived from human germline immunoglobulin sequences.

The phrase “recombinant hoat cell” (or simply “host cell™) includes a cell into
which a recombinant expression vector has been introduced. It should be understood that
such terms are intended to refer not only to the particular subject cell but to the progeuy of
such a cell. Because certain modifications may occur in suceeeding generations due to
either mutation or environmental influences, such progeny may not, in fact, be identical to
the parent cell, but are still included within the scope of the term “host cell™ as used
herein.

Recombinant human antibodies may also be subjected to in vitro mutagenesis (or,
when an animal transgenic for human Ig sequences is used, in vivo somatic mutagenesis)
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and, thus, the amino acid sequences of the HCVR and LCVR regions of the recombinant
antibodies are sequences that, while derived from those related to human germline HCVR
and LCVR sequences, may not naturally exist within the human antibody germline
repertoire in vivo.

Transgenic animals (e.g., mice) that are capable, upon immunization, of producing
a full repertoire of human antibodies in the absence of endogenous immunoglobulin
production can be employed. Transfer of the human germ-line immunoglobulin gene
array in such germ-line mutant mice will result in the production of human antibodiea
upon antigen challenge (see, ¢.g., Jakobovits, et al., Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 90:2551-
2555, (1993); Jakobovits, ef al., Nature, 362:255-258, (1993; Bruggemann, ef al., Year in
Immun., 1:33 (1993); Nature 148:1547-1553 (1994), Nature Biotechnology 14:826
(1996); Gross, J.A., et al., Nature, 404:995-999 (2000); and U.S. patents nos. 5,877,397,
5,874,299, 5,814,318, 5,789,650, 5,770,429, 5,661,016, 5,633,425, 5,625,126, 5,569,825,
and 5,545,806 (each of which is incorporated herein by reference in its entirety for all
purposes)). Human antibodies can also be produced in phage display libraries
(Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1992); Marks, et al., 1. Mol. hio!.,
222:581 (1991)). The techniques of Cole et al. and Boemner, et al. are also available for
the prepanation of human monoclonal antibodies (Cole, ef al, Monoclonal Antibodies and

"Cancer Therap, Alan R. Liss, p. 77 (1985) and Boemer, et al,, J. Immunol., 147(1):86-95

(1991)).

“Container” means any receptacle and closure suitable for storing, shipping,
dispensing, and/or handling a pharmaceutical product.

“Packaging material” means a customer-friendly device allowing convenient
administration and/or ancillary devices that aid in delivery, education, and/or
administration. The packpging material may improve antibody administration to the
patient, reduce or improve educational instruction time for the patient, provide a platform
for improved health economic studies, and/or limit distribution channel workload. Also,
the packaging material may include but not be limited to a paper-based package, shrink
wrapped package, see-through top packaging, trial-use coupons, educational materials,
encillary supplies, and/or delivery device.

“Package insert” means information accompanying the product that provides a
description of how to administer the product, along with the safety and efficacy data
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required to allow the physician, pharmacist, and patient to make an informed decision
regarding use of the product, and/or patient education information. The package insert
generally is regarded as the “label” for a pharmaceutical product.

A “subject” means a mammal; preferably a human in need of a treatment. In
regards to the present invention subjects in need of treatment include mammals that are
suffering from, or arc prone to suffer from a disorder in which TNFSF13b activity is
detrimental, for example immune diseases, including autoimmune diseases, and
inflammatory diseases. Preferred disorders include, but are not limited to, systemic lupus
erythematosus, rheumatoid arthritis, juvenile chronic arthritis, Lyme arthritis, Crohn’s
disease, ulcerative colitis, inflammatory bowel disease, asthma, allergic diseases,
psoriasis, graft versus host disease, organ transplant rejection, acute or chronic immune
disease associated with organ transplantation, sarcoidosis, infectious diseases, parasitic
diseases, female infertility, autoimmune thrombocytopenia, sutoimmune thyroid disease,
Hashimoto's disease, Sjogren’s syndrome, and cancers, particularly B or T cell
lymphomas or myclomas.

Various aspects of the invention are described in further detail in the following
subsections.

The present invention relates to human monoclonal antibodies that are specific for
and neutralize bioactive hTNFSF13b polypeptides. Also disclosed are antibody heavy
and light chain amino acid sequences which are highly specific for and neutralize
TNFSF13b polypeptides when they are bound to them. This high specificity enables the
anti-hTNFSF13b human antibodies, and humen monoclonal entibodies with like
specificity, to be immunotherapy of TNFSF13b associated diseases.

In one aspect, the invention provides an isolated human antibody comprising at
least one of the amino acid sequences shown in SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, or 16
and that binds a TNFSF13b polypeptide epitope with high affinity, dissociates from a
bound TNFSF!3b polypeptide with a low Kofrrate constant of 1 x 10° 51 or less, and
has the capacity to antagonize TNFSF13b polypeptide activity. In one embodiment, the
anti-hTNFSF13b human antibody comprises a polypeptide selected from the group
consisting of: CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4; CDR2
polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6; CDR3 polypeptide of the LCVR as
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shown in SEQ 1D NO: 8; CDR1 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and CDR3 polypeptide of
the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16. In another embodiment, the anti-hTNFSF13b
human antibody comprises at least two of the polypeptides selected from the group
consisting of: CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4; CDR2
polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6; CDR3 polypeptide of the LCVR as
shown in SEQ ID NO: 8;CDR! polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and CDR3 polypeptide of
the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16. In another embodiment, the anti-hTNFSF13b
human antibody comprises at least three of the polypeptides selected from the group
consisting of: CDR1 polypeptide of the LCVR aa shown in SEQ ID NO: 4; CDR2
polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6; CDR3 polypeptide of the LCVR as
shown in SEQ ID NO: 8; CDR1 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and CDR3 polypeptide of
the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16. In another embodiment, the anti-hTNFSF13b
human antibody comprises at least four of the polypeptides selected from the group
consisting of: CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4; CDR2
polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6; CDR3 polypeptide of the LCVR as
shown in SEQ ID NO: 8; CDRI1 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and CDR3 polypeptide of
the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16. In another embodiment, the anti-hTNFSF13b
human antibody comprises at least five of the polypeptides selected from the group
consisting of: CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4; CDR2
polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6; CDR3 polypeptide of the LCVR as
shown in SEQ ID NO: 8; CDR1 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and CDR3 polypeptide of
the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16. In another embodiment, the anti-hTNFSF13b
human antibody comprises the polypeptides of CDR1 polypeptide of the LCVR as shown
in SEQ ID NO: 4; CDR2 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6; CDR3
polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 8; CDR1 polypeptide of the HCVR as
shown in SEQ ID NO: 12; CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14;
and CDR3 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16.
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More preferred, the anti-hTNFSF13b human antibody comprises a light chain
variable region (LCVR) polypeptide as shown in SEQ ID NO: 2 or 8 heavy chain variable
region (HCVR) polypeptide as shown in SEQ ID NO: 10. Even more preferred, the anti-
hTNFSF13b human antibody comprises the LCVR polypeptide as shown in SEQ ID NO:
2 and the HCVR polypeptide as shown in SEQ ID NO: 10.

In preferred embodiments, the isolated human antibody dissociates from a bound
TNFSF13b polypeptide with a K,y rate constant of 5 x 10-5 51 or less, and inhibits
TNFSF13b induced proliferation in an in vitro neutralization assay with an ICgg of 1 x
10-7 M or less. In more preferred embodiments, the isolated human antibody dissociates
from & bound TNFSF13b polypeptide epitope with a K,grrate constant of 1 x 103 571 or
less and inhibits TNFSF13b induced proliferation in an i vitro ncutralization assay with
an IC5q of 1 x 103 M or less. In an even more preferred embodiment, the isolated anti-
TNFSF13b human entibody dissociates from a bound hTNFSF13b polypeptide with a
Kofy rate constant of 5 x 1076 ¢! or less and inhibits TNFSF13b induced proliferation in
an In vitro assay with an ICsg of 1 x 109 M or less. Examples of anti-hTNFSF13b
human antibodies that meet, the aforementioned kinetic and neutralization criteria include
4A5-3.1.1-B4 antibodics.

The most prefermed anti-hTNFSF13b human antibody of the present invention is
referred to herein as 4A5-3.1.1-B4. 4A5-3.1.1-B4 has LCVR and HCVR polypeptide
sequences as shown in SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:10, respectively. The poly-
nucleotide sequence encoding the LCVR and HCVR of 4A5-3.1.1-B4 is shown in SEQ
ID NO:1 and SEQ ID NO:9, respectively. The properties of the anti-hTNFSF13b human
antibodics of the present invention are specifically disclosed in the Examples.
Particularly notable is the high affinity for TNFSF13b polypeptide, slow dissociation
kinetics, and high capacity to antagonize TNFSF13b polypeptide activity demonstrated by
4AS5-3.1.1-B4.

The Kqfrof an anti-hTNFSF13b human antibody can be determined by surface
plasmon resonance as generally described in Example 4. Generally, surface plasmon
resonance analysis measures real-time binding interactions between ligand (recombinant
‘TNFSF13b polypeptide immobilized on a biosensor matrix) and analyte (antibodies in
solution) by surface plasmon resonance (SPR) using the BlAcore system (Pharmacia
Biosensor, Piscataway, NJ). SFR analyxis can also be performed by immobilizing the
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analyte (antibodies on a biosensor matrix) and presenting the ligand (recombinant
TNFSF13b in solution).

In one aspect, the present invention is also directed to the cell lines which produce
the anti-hTNFSF13b human antibodies of the present invention. The isolation of cell
lines producing monoclonal antibodies of the invention can be accomplished using
routine screening techniques known in the art. A hybridoma which produces an anti-
hTNFSF13b human antibody of the present invention has been deposited with ATCC,
(ATCC PTA-3674) as disclosed herein.

A wide variety of host expression systems can be used to express the antibodies of
the present invention including bacterial, yeast, baculoviral, plant, and mammalian
expression systems {as well as phege display expression systems). An example of a
suitable bacterial expression vector is pUC119 (8fi). Other antibody expression systems
are also known in the art and are contemplated herein.

An antibody of the invention can be prepared by recombinant expression of
immunoglobulin light and heavy chain genes in a host cell. To express an antibody
recombinantly, a host cell is transfected with one or more recombinant expression vectors
carrying DNA fragments encoding the immunoglobulin light and heavy chains of the
antibody such that the light and heavy chains are expressed in the host cell. Preferably,
the recombinant antibodies are secreted into the medium in which the host cells are
cultured, from which medium the antibodics can be recovered. Standard recombinant
DNA methodologies are used to obtain antibody heavy and light chain genes, incorporate
these genes into recombinant expression vectors, and introduce the vectors into host cells.

The isolated DNA encoding the HCVR region can be converted to a full-length
heavy chain gene by operatively linking the HCVR-encoding DNA to another DNA
molecule encoding heavy chain constant regions (CH1, CH2, and CH3). The DNA
sequences of human heavy chain constant region genes are imown in the art and DNA
fragments encompassing these regions can be obtained by standard PCR amplification.
The heavy chain constant region can be an IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM or IgD
constant region and any allotypic variant therein as described in Kabat, (Kabat, & af,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242 (1991)), but most preferably is
an IgG1, or [gG4 constant region. Altemnatively, the antibody portion can be an Fab
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fragment, a Fab’ fragment, F(ab’)2, or a single chain FV fragment. For a Fab fragment
heavy chain gene, the HCVR-encoding DNA can be operatively linked to another DNA
molecule encoding only the heavy chain CH1 constant region.

The isolated DNA encoding the LCVR region can be converted to a full-length
Tight chain gene (as well as a Fab light chain gene) by operatively linking the LCVR-
encoding DNA to another DNA molecule encoding the light chain constant region, CL.
The DNA sequences of human light chain constant region genes are known in the art and
DNA fragments encompassing these regions can be obtained by standard PCR
amplification. The light chain constant region can be a kapps or lambda constant region.

To create a scFV gene, the HCVR- and LCVR-encoding DNA fragments are

operatively linked to another fragment encoding a flexible linker, e.g., encoding the amino

acid sequence Gly-Gly-Gly-Gly-Ser- Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (Gly4-

Ser)3, such that the HCVR and LCVR sequences can be expressed as a contiguous single-

chain protein, with the LCVR and HCVR regions joined by the flexible linker (see ¢.g.,
Bird et al. Sclence 242:423-426 (1988); Huston, et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
85:5879-5883 (1988), McCafferty, et al., Nature 348:552-554 (1990)).

To express the antibodies of the invention, DNAs encoding partial or full-length
light and heavy chains, obtained as described above, are inserted into expression vectors
such that the genes are operatively linked to transcriptional and translational control
sequences. The antibody gene is ligated into a vector such that transcriptional and
translationa] control sequences within the vector serve their intended function of
regulating the transcription and translation of the antibody gene. The expression vector
and expression control sequences are choaen to be compatible with the expression host
cell used. The antibody light chain gene and the antibody heavy chain gene can be
inserted into separate vector or, more typically, both genes are inserted into the same
expression vector. The antibody genes are inserted into the expression vector by standard
methods (¢.g., ligation of complementary restriction sites on the antibody gene fragment
and vector, or blunt end ligation if no restriction sites arc present). Additionally, or
alternatively, the recombinant expression vector can encode a signal peptide that
facilitates secretion of the anti-hTNFSF13b human antibody chain from a host cell. The
anti-hTNFSF13b human antibody chain gene can be cloned into the vector such that the
signal peptide is linked in-frame to the amino terminus of the antibody chain gene. The

1M
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signal peptide can be an immunoglobulin signal peptide or a heterologous signal peptide
(i.c., a signal peptide from a non-immunoglobulin protein).

In addition to the antibody chain genes, the recombinant expression vectors of the
invention carry regulatory sequences that control the expression of the antibody chain
genes in a host cell. Regulatory sequences comprise promoters, enhancers and other
expression control elements (e.g., polyadenylation signals) that contro] the transcription or
translation of the antibody chain genes. It will be appreciated by those skilled in the art
that the design of the expression vector, including the selection of regulatory sequences
may depend on such factors as the choice of the host cell to be transformed, the level of
expression of protein desired, etc. Preferred regulatory sequences for mammalian host
cell expression include viral elements that direct high levels of protein expression in
mammalian cells, such as promoters and/or enhancers derived from cytomegalovirus
(CMYV) (such as the CMV promoter/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (such as the
$V40 promoter/enhancer), adenovirus, (e.g., the adenovirus major late promoter

- (AdMLP)) and polyoma,

In addition to the antibody chain genes and regulatory sequences, the recombinant
expression vectors of the invention may carry additional sequences, such as sequences
that regulate replication of the vector in host cells (e.g., origins of replication) and
selectable marker genes. The selectable marker gene facilitates selection of host cells into
which the vector has been introduced. For example, typically the selectable marker gene
confers resistance to drugs, such as G418, hygromycin, or methotrexate, on a host cell
into which the vector has been introduced. Preferred selectable marker genes include the
dihydrofolate reductase (DHFR) gene (for use in dhfr-host cells with methotrekate
selection/amplification) and the neo gene (for G418 selection),

. For expression of the light and heavy chains, the expression vector(s) encoding the
heavy and light chains is transfected into a host cell by standard techniques. The various
forms of the term “transfection” are intended to encompass a wide variety of techniques
commonly used for the introduction of exogenous DNA into a prokaryotic or eukaryotic
host cell, e.g., electroporation, calcium-phosphate precipitation, DEAE-dextran
transfection and the like. Although it is theoretically possible to express the antibodies of
the invention in either prokaryotic or eukaryotic host cells, expression of antibodies in
cukaryotic cells. and most preferably mammalien host cells, is the most preferred because
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such eukaryotic cells, and in particular mammalian cells, are more likely than prokaryotic
cells to assemble and secrete a properly folded and immunologically active antibody.
Preferred mammalian host cells for expressing the recombinent antibodies of the
invention include Chinese Hamster Qvary (CHO cells) (including dhfr-CHO cells,
described in Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 77:4216-4220 (1980), used
with a DHFR selectable marker, e.g., as described in R.J. Kaufinan and P.A. Sharp, Mol
Biol., 159:601-621 (1982)), NSO myeloma cells, COS cells and SP2 cells. When
recombinant expression vectors encoding antibody genes are introduced into mammalian
host cells, the antibodies are produced by culturing the host cells for a period of time
sufficient to allow for expression of the antibody in the host cells or, more preferably,
secretion of the antibody into the culture medium in which the host cells are grown.
Antibodics can be recovered from the culture medium using standard protein purification
methods.

Host cells can also be used to produce portions of intact antibodies, such as Fab
fragments of scFV molecules. It will be understood that variations on the above
procedure are within the scope of the present invention. For example, it may be desirable
to transfect a host cell with DNA encoding either the light chain or the heavy chain (but
not both) of an entibody of this invention. Recombinant DNA technology may also be
vsed to remove some or all of the DNA encoding either or both of the light and heavy
chains that is not necessary for binding to h\TNFSF13b. The molecules expressed from
such truncated DNA molecules are also encompassed by the antibodies of the invention.
In a one system for recombinant expression of an antibody of the invention, s recombinant
expression vector encoding both the antibody heavy chain and the antibody light chain is
introduced into dhfr-CHO cells by calcium phosphate-mediated transfection. Within the
recombinant expression vector, the antibody heavy and light chain genes are each
operatively linked to enhancer/promoter regulatory elements (e.g., derived from SV40,
CMYV, adenovirus and the like, such as a CMV enhancer/AdMLP promoter regulatory
element or an SV40 enhancer/AdMLP promoter regulatory element) to drive high lovels
of transcription of the genes. The recombinant expreasion vector also carrics a DHFR
gene, which allows for selection of CHO cells that have been transfected with the vector
using methotrexate selection/amplification. The selected transformant host cells are
culture to allow for expression of the antibody heavy and light chains and intact antibody
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is recovered from the culture medium, Standard molecular biology techniques are used to
prepare the recombinant expression vector, transfect the host cells, select for
transformants, culture the host cells and recover the antibody from the culture medium.
Antibodies or antigen-binding portions thereof of the invention can be expressed in an
animal (e.g., a8 mouse) that is transgenic for human immunoglobulin genes (sce e.g.,
Taylor, L.D., et al. Nucl. Acids Res., 20:6287-6295(1992)). Plant cells can also be
modified to create transgenic plants that express the antibody or antigen binding portion
thereof, of the invention.

In view of the foregoing, another aspect of the invention pertains to nucleic acids,
vectors, and host cell compositions that can be used for recombinant expression of the
antibodies and antibody portions of the invention. Preferably, the invention features
isolated nucleic acids that encode CDRs of 4A5-3.1.1-B4, or the full heavy and/or light
chain variable region of 4A5-3.1.1-B4. Accordingly, in one embodiment, the invention
features an isolated nucleic acid encoding an antibody heavy chain variable region that
encodes the 4A5-3.1.1-B4 heavy chain CDR3 comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO:]6. Preferably, the nucleic acid encoding the antibody heavy chain variable
region further encodes 8 4A5-3.1.1-B4 heavy chain CDR2 which comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:14. More preferably, the nucleic acid encoding the antibody
heavy chain variable region further encodesa 4AS5-3.1.1-B4 heavy chain CDR1 which
comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO:12. Even more preferably, the isolated
nucleic acid encodes an antibody heavy chain variable region comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO:10 (the full HCVR region of 4A5-3.1.1-B4).

In other embodiments, the invention features an isolated nucleic acid encoding an
antibody light chain variable region that encodes the 4A5-3.1.1-B4 light chain CDR3
comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:B Preferably, the nucleic acid
encoding the antibody light chain variable region further encodes a 4A5-3.1.1-B4 light
chain CDR1 which comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO:4. Even more
preferably, the isolated nucleic acid encodes an antibody light chain variable region
comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:2 (the full LCVR region of 4AS-
3.1.1-B4).

In other embodiments, the invention features an isolated nucleic acid encoding an
antibody light chain variable region that encodes the 4A5-3.1,1-B4 light chain CDR3
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comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:8 Preferably, the nucleic acid
encoding the antibody light chain variable region further encodes a 4A5-3.1.1-B4 light
chain CDR1 which comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO:4. Even more
preferably, the isolated nucleic acid encodes an antibody light chain variable region
comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:2 (the full LCVR region of 4AS5-
3.1.1-B4). :

In another embodiment, the invention provides an isolated nucleic acid encoding a
heavy chain CDR3 domain comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:16 (i.e.,
the 4A5-3.1.1-B4 HCVR CDR3). This nucleic acid can encode only the CDR3 region or,
more preferably, encodes an entire antibody heavy chain variable region (HCVR). For
example, the nucleic acid can encode 8 HCVR having 8 CDR2 domain comprising the
amino acid sequence of SEQ ID NO:14 (i.c., the 4A5-3.1.1-B4 HCVR CDR2) and a
CDRI1 domain compriging the amino acid sequence of SED ID NO:12 (i.c., 4A5-3.1.1-B4
HCVR CDR1). '

In still another embodiment, the invention provides an isolated nucleic acid
encoding an antibody light chain variable region comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO:2 (j.e., the 4A5-3.1.1-B4 LCVR). Preferably this nucleic acid comprises the
nucleotide sequence of SEQ ID NO:1, aithough the skilled artisan will appreciate that due
to the degeneracy of the genetic code, other nucleotide sequences can encode the amino
acid sequence of SEQ ID NO:2. The nucleic acid can encode only the LCVR or can also
encode an antibody light chain constant region, operatively linked to the LCVR. In one
embodiment, this nucleic acid is in a recombinant expression vector.

In still another embodiment, the invention provides an isolated nucleic acid
encoding an antibody heavy chain variable region comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO:10 (i.e., the 4A5-3.1.1-B4 HCVR). Preferably this nucleic acid comprises
the nucleotide sequence of SEQ ID NO:9, although the skilled artisan will appreciate that
due to the degeneracy of the genetic code, other nucleotide sequences can encode the
amino acid sequence of SEQ 1D NO:10. The nucleic acid can encode only the HCVR or
can also encode a heavy chain constant region, operatively linked to the HCVR. For
example, the nucleic acid can comprise an IgG1 or IgG4 constant region. In one
embodiment, this nucleic acid is in a recombinant expression vector.

%
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Those of ordinary gkill in the art are aware that modifications in the amino acid
sequence of the antibody can result in an antibody that display equivalent or superior
functional charecteristics when compared to the original antibody. Alterations in the
antibodies of the present invention can include one or more amino acid insertions,
deletions, substitutions, truncations, fusiona, and the like, either from natural mutations or
human manipulation. The present invention encompasses antibodies disclosed herein
further comprising one or more amino acid substitutions provided that the substituted
antibodies have substentially the same (or improved or reduced, as may be desirable)
activity(ics) as the antibodics disclosed herein. Preferably, a CDR of the present invention
has 3 or less conservative substitutions, Preferably, a CDR of the present invention has 2
or less conscrvative substitutions. Preferably, 8 CDR of the present invention has one
conservative substitution. The akilled artisan will recognize that antibodies having
conservative amino acid substitutions can be prepared by a variety of techniques known in
the art. For example, a number of mutagenesis methods can be used, including PCR
assembly, Kunkel (dut-ung-) and thiophosphate (Amersham Sculptor kit) oligonucleotide-
directed mutagenesis. Conservative substitutions of interest are shown in Table 1 along

Ser (S) Als, gly, ile, leu, met, thr, val

Tm (W) | tvr.phe
Tw(Y) _|tro ohe thr.sec
(Val(V} | Aln. ile. leumet. ser. met.norley

E

with preferred substitutions.
Table 1. Conservative Substitutions
Residue Substitutions Preferred
Substitution
LAla(A) | glv. val, len, jle, ser.met.thr Val
(Are (R)__ | lve. gln, asn. his Lve
Am(N) | Gin Gln
(Asp (DY | Glu _Glu
[ Ser Ser
Gin (O) Asn _Asn
| AsD AsD
Glv(QG) | Ala. jle. len, oro. ser, met, val val Ala
(His(E) _ | Asn. gln. Iva. arg _ Arg
 lle ___{ Lo, val, met. ala. ohe.norleucine Leu
(Leu (L) | norjencine. ile, val. met. ala phe _le
 Lvi (K) | Arg. gln, gsn. his Am
 Met (M) __| Ala, elv, ile. lew, ohe, sor, val Leu
(Phe (Y | Lou, val, ile, ala. tro, tvr Iyvr
Thr
Ser
Tvr
Phe
Len
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The invention also provides recambinant expression vectors encoding an antibody
comprising a polypeptide selected from the group consisting of a polypeptide as shown in
SEQ ID NO: 2, a polypeptide as shown in SEQ ID NO: 4, a polypeptide as shown in SEQ
ID NO: 6, a polypeptide as shown in SEQ ID NO: 8, a polypeptide as shown in SEQ ID
NO: 10, 2 polypeptide as shown in SEQ ID NO: 12, a polypeptide as shown in SEQ ID
NO: 14; and a polypeptide as shown in SEQ ID NO: 16.

The invention also provides recombinant expression vectors encoding both an
antibody beavy chain and an antibody light chain. For example, in one embodiment, the
invention provides a recombinant expression vector encoding:

a) an antibody heavy chain having a varisble region comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO:10; and

b) an antibody light chain having a variable region comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO:2.

Once expressed, the whole antibodies, their dimers, individual light and heavy
chains, or other immunoglobulin forms of the present invention can be purified according
to standard procedures of the art, including ammonium sulfate precipitation, ion
exchange, affinity, reverse phase, hydrophobic interaction column chromatography, gel
electro-phoresis and the like. Substantially pure immunoglobulins of at least about 90 to
95% homogeneity are preferred, and 98 to 99% or more homogeneity most preferred, for
pharmaceutical uses. Once purified, partially or to homogeneity as desired, the
polypeptides may then be used therapeutically or prophylactically, as directed herein.

The antibodies of the present invention can be incorporated into pharmaceutical
compositions suitable for administration to a subject. Typically, the pharmaceutical
composition comprises an antibody or antibody portion of the invention and a
pharmaceutically acceptable diluent, carrier, and/or excipient. The pharmaceutical
compositions for administration are designed to be appropriate for the selected mode of
administration, and pharmaceutically acceptable diluents, carrier, and/or excipients such
as dispersing agents, buffers, surfactants, preservatives, solubilizing agents, isotonicity
agents, stabilizing agents and the like are used as appropriate.

A pharmaceutical composition comprising an anti-"'TNFSF13b human antibody of
the present invention can be administered to a mammal at risk for or exhibiting
sutoimmunity related symptoms or pathology such as systemic lupus erythematosus using
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standard administration techniques by intravenous, intraperitoneal, subcutaneous,
pulmonary, transdermal, intramuscular, intranasal, buccal, sublingual, or suppository
administration.

The antibodies of the invention can be incorporated into a pharmaceutical
composition suitable for parenteral administration. Peripheral systemic delivery by
intravenous or intraperitoneal or subcutaneous injection is preferred. Suitable vehicles for
such injections are strmightforward. In addition, however, administration may also be
effected through the mucosal membranes by means of nasal aerosols or suppositories.
Suitable formulations for such modes of administration are well known and typically
include surfactants that facilitate cross-membrane transfer.

The pharmaceutical compositions typically must be sterile and stable under the
conditiona of manufacture and storage. Therefore, pharmaceutical compositions may be
sterile filtered after making the formulation, or otherwise made microbiologically
acceptable. A typical composition for intravenous infusion could have a volume as much
as 250 mL of fluid, such as sterile Ringer's solution, and 1-100 mg per mL, or more in
antibody concentration. Therapeutic agents of the invention can all be frozen or
lyophilized for storage and reconstituted in a suitable sterile carrier prior to use.
Lyophilization and reconstitution can lead to varying degrees of antibody activity loss
(e.g. with conventional immune globulins, IgM antibodies tend to have greater activity
loss than IgG antibodies). Dosages may have to be adjusted to compensate. The pH of
the formulation will be selected to balance antibody stability (chemical and physical) and
comfort to the patient when administered. Generally, pH between 6 and 8 is tolerated.

TNFSF13b plays a critical role in the pathology associated with a vanety of
diseases involving immune and inflammatory factors. Therefore, a pharmaceutical
composition comprising an anti-hTNFSF13b human antibody of the invention can be used
to treat disorders in which TNFSF13b activity is detrimental, for example immune
diseases including autoimmune diseseases and inflammatory diseases. Preferred disorders
include, but are not limited to, systemic Jupus erythematosus, rheumatoid arthritis,
juvenile chronic arthritis, Lyme arthritis, Crohn’s disease, ulcerutive colitis, inflammatory
bowel disease, asthma, allergic diseases, psoriasis, graft versus host disease, organ
transplant rejection, acute or chronic immune disease associated with organ
transplantation, sarcoidosis, infectious diseases, parasitic diseases, female infertility,
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autoimmune thrombocytopenia, sutoimmune thyroid discase, Hashimoto's discase,
Sjogren's syndrome, and cancers, particularly B or T cell lymphomes or myelomas.

More preferably, a pharmaceutical composition comprising an anti-hTNFSF13b
human antibody and/or antibody fragment of the invention is used to treat systemic lupus
erythematosus.

The usc of the antibody of an anti-hTNFSF13b human antibody of the present
invention in the manufacture of a medicament for the treatment of at least one of the
aforementioned disorders in which TNFSF13b activity is detrimental is also contemplated
herein.

In certain situations, an antibody of the invention will be co-formulated with
and/or co-adminstered with one or more additional therapeutic agents that are used in the
treatment of autoimmune and/or inflammatory discases. Such combination therapies may
advantageously utilize lower dosages of the administered therapeutic agents, thus
avoiding possible toxicities or complications associated with the various monotherapies.
It will be appreciated by the akilled practitioner that when the antibodies of the invention
are uged as part of a combination therapy, a lower dosage of antibody may be desirable
than when the antibody alone is administered to a subject (¢.g., 8 synergistic therapeutic
effect may be achieved through the use of combination therapy which, in turn, permits use
of a lower dose of the antibody to achieve the desired therapeutic effect).

The pharmaceutical compositions of the invention may include a *therapeutically
effective amount™ or a “prophylactically effective amount” of an antibody of the
invention. A “therapeutically effective amount™ refers to an amount effective, at dosages
and for periods of time necessary, to achieve the desired therapeutic result A
therapeutically effective amount of the antibody may vary according to factors such as the
disease state, age, sex, and weight of the individual, and the ability of the antibody or
antibody portion to elicit a desired response in the individual, A therapeutically effective
amount is also one in which any toxic or detrimental effects of the antibody or antibody
portion are outweighed by the therapeutically beneficial effects. A “prophylactically
effective amount” refers to an amount effective, at dosages and for periods of time
necessary, to achieve the desired prophylactic result. Typically, since a prophylactic dose
is used in subjects prior to or at an earlier stage of discase, the prophylactically effective
smount will be less than the theraveutically effective amount.
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Dosage regimens may be adjusted to provide the optimum desired response (e.g., &
therapeutic or prophylactic response). For example, a single bolus may be administered,
scveral divided doses may be administered over time or the dose may be proportionally
reduced or increased as indicated by the exigencies of the therapeutic situation.

Given their ability to bind to "\TNFSF13b, antibodies, of the invention can be used
to detect TNFSF13b polypeptides (e.g, in a biological sample, such as scrum or plasma),
using a conventional immunoassay, such as an enzyme linked immunosorbent assays
(ELISA), an radioimmunoassay (RIA) or tissue immunohistochemistry. The invention
provides a method for detecting TNFSF13b in a biological sample comprising contacting
a biologiceal sample with an antibody, or antibody portion, of the invention and detecting
either the antibody (or antibody portion) bound to hTNFSF13b or unbound antibody (or
antibody portion), to thereby detect hTNFSF13b in the biological sample. The antibody is
directly or indirectly labeled with a detectable substance to facilitate detection of the
bound or unbound antibody. Suitable detectable substances include various enzymens,
prosthetic groups, flucrescent materials, luminescent materials and radioactive materials.
Examples of suitable enzymes include horseradish peroxidase, alkaline phosphatase, B-
galactosidase, or acetylcholinesterase; examples of suitable prosthetic group complexes
include streptavidin/biotin and avidin/biotin; examples of suitable fluorescent materials
include umbelliferone, fluorescein, fluorescein isothiocyanate, rhodamine,
dichlorotriazinyl-amine fluorescein, dansyl chloride or phycoerythrin; an example of a
luminescent material includes luminol; and examples of suitable radioactive material
include 1251' 1311, 358, or H.

Alternative to labeling the antibody, TNFSF13b can be assayed in biological fluids
by a competition immunoassay utilizing TNFSF13b standards labeled with a detectable
substance and an unlabeled anti-hTNFSF13b human antibody. In this assay, the
biological sample, the labeled TNFSF13b standards and the anti-hTNFSF13b human
antibody are combined and the amount of labeled TNFSF13b standard bound to the
unlabeled antibody is determined. The amount of TNFSF13b in the biological sample is
inversely proportional to the amount of labeled rTNFSF13b standard bound to the anti-
hTNFSF13b human antibody.

In another embodiment, the present invention provides a use of an antibody that
neutralizes TNFSF13b activitv bv binding an enitooe of TNFSF13b. The evitooe was
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identified as described in Example 10. For reference, the soluble portion of hTNFSF13b
is represented as follows:

e TIPS 3 NGO U ST DT &
121 SEODELGIAT PRENAGIGLD GDVIPFGALK 1L | 133

The hTNFSF13b amino acids involved in binding the novel anti-hTNFSF13b
human antibodies comprise at least one of the amino acids selected from the group
consisting of threonine at position 69, lysine at position 71, threonine at position 72,
tyrosine at position 73, glutamic acid at position 105, threonine at position 106, leucine at
position 107, and asparagine at position 109. In another embodiment, the amino acids
involved in binding the novel anti-hTNFSF13b human antibodies comprise at lcast two of
the amino acids selected from the group consisting of: threonine at position 69, lysine at
position 71, threonine at position 72, tyrosine at position 73, glutamic acid at position
105, threonine at position 106, leucine at position 107, and asparagine at position 109. In
another embodiment, the amino acids involved in binding the novel anti-hTNFSF13b
human antibodies comprise at least three of the amino acids selected from the group
consisting of: threonine at position 69, lysine at position 71, threonine at position 72,
tyrosine at position 73, glutamic acid at position 1035, threonine at position 106, leucine at
position 107, and esparagine at position 109. In another embodiment, the amino acids
involved in binding the novel anti-hTNFSF13b human antibodies comprise at least four of
the amino acids selected from the group consisting of: threonine at position 69, lysine at
position 71, threonine at position 72, tyrosine at position 73, glutamic acid at position
105, threonine at position 106, leucine at position 107, and asparagine at position 109,

In another embodiment, the amino acids involved in binding the novel anti-
hTNFSF13b humen antibodies comprise lysine at position 71, threonine at position 72,
tyrosine at position 73, and glutamic acid at position 105.

In another embodiment, the amino acids involved in binding the novel anti-
hTNFSF13b human antibodies comprise glutamic acid at position 105 and at least one of
the amino acids selected from the group consisting of: threonine at position 69, lysine at
position 71, threonine at position 72, and tyrosine at position 73. In another embodiment,
the amino acids involved in binding the novel anti-hTNFSF13b human antibodies
comprise threonine at position 106 and at least one of the amino acids selected from the
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group consisting of: threonine at position 69, lysine at position 71, threonine at position
72, and tyrosine at position 73. In another embodiment, the amino acids involved in
binding the novel anti-hTNFSF13b human antibodies comprise leucine at position 107
and at least one of the amino acids selected from the group consisting of: threonine at
position 69, lysine at position 71, threonine at position 72, and tyrosine at position 73. In
another embodiment, the amino acids involved in binding the novel anti-hTNFSF13b
human antibodjes comprise asparagine at poaition 109 and at least one of the amino acids
selected from the group congisting of: lysine at position 71, threonine at position 72, and
tyrosine at position 73.

In another embodiment, the amino acids involved in binding the novel anti-
hTNFSF13b human antibodies comprise lysine at position 71, threonine at position 72,
tyrosine at position 73, and glutamic acid at position 105.

The following examples are intended to illustrate put not to 1imit the invention.
Example 1: Generation of Anti-h'TNFSF13b Human Monoclonal Antibodies

Monoclonal antibodies were generated using the HuMAb-Mouse™ technology at
Medarex by immunizing the mice with soluble hTNFSF13b (amino acids 133288,
purchased from RDI, Flanders, NJ). Both the HCo7 and HCo12 mice were used. Mice
were immunized with 15 g to 50 pg soluble h\TNFSF13b in RIBI, Freund's complete
adjuvant or Freund's incomplete adjuvant. Eight mice producing serum antibody titers to
hTNFSF13b were injected i.v. with 10 g hTNFSF13b in PBS. The spleen was harveated
three days later from each mouse and fused with myeloma cells according to the method
described in Zola (Zola, H. Monoclonal antibodies: A Manual of Techniques. CRC Press,
Boca Raton, FL. (1987)).

Hybridomas were tested for binding to kTNFSF13b and to make sure they were
expressing human immunoglobulin heavy and light chains. Antibody binding to
hTNFSF13b was detected by ELISA as follows:

- Plates were coated with 50 jul of 5 pg/ml hTNFSF13b in PBS overnight at 4°C,
Plates were then emptied and blocked with 100 pl PBS + 0.05% Tween 20 (PBST) + 5%
chicken serum for 1 hour at room temperature. After washing three times with PBST, the
plates were drained and 100 jul diluted secondary reagents (HRP-HulgGFc, Jackson
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was added per well, Afteran 1 hour incubation at room temperature plates were washed
three times as described above. Plates were developed using 10 mi citrate phosphate
buffer pH 4.0, 80 1] ABTS, 8 ul HO; per plate. After incubating 30 min. to 1 hour at
room temperature, absorbance of the plates was read A415-A490. Hybridomas that
showed binding to hTNFSF13b and that were hulgG heavy chain and human kappa light
chain were selected for subcloning.

Cell culture media of subcloned hybridomas was concentrated in Amicon ProFlux
M12 tangential filtration systems using an Amicon S3Y30 UF membrancs. The
concentrated media was passed over protein-A Sephaose columns (5 to 20 ml column) at
8 flow rate of 5 ml/min. The columns were washed with buffer A (PBS, pH 7.4) until the
absorbance returned to baseline and the bound polypeptides were eluted with 50 mM
citric acid, pH 3.2. Fractions were immediately neutralized with 1M Tris, pH 8.0.
Fractions were then analyzed by SDS-PAGE. Fractions containing antibody were pooled
and concentrated using an Ultrafree centrifugal filter unit (Millipore, 10 kDa molecular
weight cut-off).

Example 2: Functional Activity of Anti-hTNFSF13b Human Antibodies

Neutralizing activity of the anti-hTNFSF13b human antibodies of the invention
was measured using a murine II-1 dependent B cell line, T1165.17. The cells were
washed three times with assay medis (RPMI1640 containing 10% FBS, 1 mM sodium
pyruvate, 5 x 10" M 2-mercaptoethanol and penicillin, streptomycin and fungizone) to
remove [L-1. The cells were resuspended at 100,000 cella/m] in nssay media containing
2.5 ng/ml soluble huTNFSF13b and plated at 5000 cells/well in a 96 well plate and
incubated at 37°C in 5% CO;. Supernatants from ELISA positive hybridomas were
included at a 1:4 dilution. Forty-¢ight hours later, 20 pl of Promega CellTiter 96 Aqueous
One Solution (Madison, WI) was added and the plate incubated for 5 more hours at 37°C
in 5% CO;. Absorbance was read at A490, to measure proliferstion. An example of
neutralization activity for one of the hybridoma supematants, 4A5-3.1.1-B4, is shown in
Figure 1. As a control, the antibodies were added to IL-1 stimulated cells. There was no
evidence of inhibition of IL-1 stimulated proliferation, only the \TNFSF13b stimulated
proliferation.
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The neutralizing antibodies were tested for the ability to inhibit TNFSF13b
augmented primary human B cell proliferation in response to anti-IgM stimulation,
Primary human B cells were isolated from human blood using CD19 positive selection
using the MACS magnetic isolation system (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). The B cells
were added to wells of 8 96-well plate at 2 x 10 cells per well in complete RPMI
containing 10% FCS (complete RPMI is RPMI1640 containing 10 mM L-glutamine, 100
U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 1| mM sodium puruvate, 0.1 mM non-essential
amino acids, and 1 x 109 M B-mercaptoethanol). Some of the wells were coated with 10
Jig/ml anti-human IgM in PBS (BD PharMingen, Clone G20-127), overnight at 4°C and
washed four times with PBS before use. Some of the cells were stimulated with soluble
hTNFSF13b (25 ng/ml) in the presence or absence of neutralizing anti-hTNFSF13b
antibody (2.5 pg/ml). Figure 2 illustrates the ability of 4A5-3.1.1-B4 to neutralize the
stimulatory effect of h\TNFSF13b.

Example 3: Characterization of Monoclonal Anttbodies

All of the neutralizing anti-hTNFSF13b antibodies were either human IgG1 or
human IgG4. They were also assayed for their ability to bind to hTNFSF13bina
denstured state, i.c., h'TNFSF13b separated on SDS-PAGE and blotted onto
nitrocellulose. All of the neutralizing antibodies failed to bind hTNFSF13b in a Western
blot while several of the non-neutralizing antibodies were able to do so.

Experiments utilizing the BIACore system were performed to determine if non-
neutralizing antibodies and neutralizing antibodies bound to the same site on
hTNFSF13b. First, 4A5-3.1.1-B4 was coated onto a chip followed by injection of
hTNFSF13b and then a saturating amount of non-neutralizing antibody. Once saturation
was achieved, a high concentration of 4A5-3.1.1-B4 was run over the chip. Eleven of the
non-neutralizing monoclonal antibodies were unable to compete for the same binding site
as 4A5-3.1.1-B4. One non-neutralizing hybridoma was able to block the binding of 4A5-
3.1.1-B4 by approximately 45%, indicating that it may have an epitope near the 4AS5-
3.1.1-B4 epitope.

Using the same experimental design, it was also determined that the neutralizing
mAD, 4A5-3.1.1-B4, could compete for the same binding site as one of the receptors for
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hTNFSF13b, TACL. These experiments suggest that TACI-Fc and 4A5-3.1.1-B4 may
have overlapping epitopes on hTNFSF13b.

4AS5-1.1.1-B4 was immobilized on a solid phase by passing the antibody solution
over an IMAC resin loaded with Co*. Following binding, the cobalt was oxidized to the
+3 state by incubation of the resin with a dilute peroxide solution. After washing the
resin, native h\TNFSF13b and hTNFSF13b that was modified (by reduction/alkylation or
by thermal denaturation) was passed over the column, After washing, the bound protein
was eluted with an acidic solution and the eluted proteins were analyzed by MALDI MS.
4A5-3.1.1-B4 bound native recombinant h'TNFSF13b, but did not bind either the
chemically or thermally modified h'TNFSF13b. Therefore, the 4A5-3.1.1-B4 appears to
recognize a conformational epitope on soluble hTNFSF13b.

Recombinant soluble hTNFSF13b (RDI) was incubated with 4A5-3.1.1-B4 or
anti-TNFSF13b rabbit polyclonal antibody (MoBiTec, Marco Island, FL; against amino
acids 254 to 269 of hTNFSF13b) on ice for 2 hours and the protein mixture was applied
to a size-exclusion HPLC (two, tandem TosoHaas TSK-GEL G3000PW columns)
equilibrated in PBS at a flow rate of 0.25 ml/min. Proteins were eluted with PBS. As
controls, antibody solutions and the solution of h\TNFSF13b were analyzed scparately.
Human TNFSF13b eluted from the size exclusion column in a position consistent with a
trimer of TNFSF13b molecules. The elution of trimeric h-TNFSF13b shifted to an carlier
timepoint in the presence of 4A5-3.1.1-B4 but not in the presence of anti-TNFSF13b
polyclonal antibodies indicating the binding of trimeric ATNFSF13b to the 4A5-3.1.1-B4
antibody. This data suggests that the neutralizing mAb 4A5-3.1.1-B4 binds to a
conformational epitope on hTNFSF13b.

Example 4: Affinity Measurement of Monoclonal Antibodies by BLAcore

The affinity of various anti-hTNFSF13b human antibodies for ATNFSF13b was
measured using a BIAcore 2000 instrument system. The system utilizes the optical
properties of Surface Plasmon Resonance to detect alteration in protein concentration of
interacting molecules within a dextran biosensor matrix. Except where noted, all resgents
and materials were purchased from BlAcore AB (Upsala, Sweden). All measurements
were performed st 25°C, Samples were dissolved in HBS-EP buffer (150 mM NaCl, 3
mM EDTA., 0.005% (w/v) surfactant P-20, and 10 mM HEPES, pH 7.4). Goat anti-
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mouse IgG (Fc specific; Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) was immobilized on
flow cell 1 on a CMS sensor chip using the amine coupling kit. Goat anti-human IgG (Fc
specific; Jackson Inmunoresearch) was immobilized on flow cell 2 also by amine
coupling. Both antibodies were immobilized to reach 700 response units each.

Binding of recombinant hTNFSF13b (Research Diagnostics, Inc., Flanders, NJ}
was evaluated using multiple analytical cycles. Each cycle was performed at a flow mte
of 30 ul/min. and consisted of the following steps: injection of 150 pl of 4A5-3.1.1-B4 at
20 pg/ml, injection of 250 pl of hKTNFSF13b (starting at 50 nM and using 2 fold serial
dilutions for each cycle) followed by 15 minutes for dissociation, and regeneration using
90 ul of 10 mM glycine HCI, pH 1.5.

Association and dissociation rates for each cycle were evaluated using a Langmuir
1:1 binding model in the BlAevaluation software. The Kp of 4A5-3.1.1-B4 for
hTNFSF13b was determined to be 38 pM.

Example 5: Cloning and Sequencing of Heavy and Light Chain Antigen Binding

Reglons
The variable region for the heavy and light chein for the neutralizing human mAb

4A5-3.1.1-B4 were cloned and sequenced using the following protocols.

mRNA was prepared from 2 x 10 hybridoma cells using the Micro-Fast Track
protocol (Invitrogen) supplicd with the kit. cDNA was prepared from 200 ) of ethano)
precipitate of mRNA using cDNA Cycle kit (Invitrogen) by spinning the aliquot of
mRNA for 30 min, at 14,000 rpm at 4°C followed by washing the pellet with 70%
ethanol. The air dried pellet was resuspended in 11.5 pl of sterile water and cDNA was
prepared following the kit's instructions. The optional second round of cDNA gysthesis
was omitted but the cDNA was cleaned using the pheno/chlorform extraction step and
ethanol precipitation. The cDNA pellet was resuspended in 30 pl of TE for use in PCR.

The PCR reactions were set up with degenerate primers at the 5° end of the
varisble region for the heavy and light chain paired with 3’ primers in the constant region.
For each 50 ul reaction, 1 ul of cDNA was used. The reaction was set up as directed for
use with Pful followed by 20 cycles. The PCR products were checked by running 5 J of
each reaction on a 1% agarose gel. The positive reactions were cloned using the Zero
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Blunt TOPO PCR cloning kit (Invitrogen). Minipreps from the positive clones were
sequenced and analyzed for productive gene rearrangements. Results from independent

PCR reactions and sequencing of multiple clones revealed the sequences as described
below.
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Human sntibody 4A5-3.1.1-B4 light chain sequences (CDRs are in bold).

51

101

151

201

as1

301

351

TTCTOUGTGE GAGAGGACYT CCOGGTCAGT CTCACAATCOG GOGATGAATC

A WY Q QK P 6 QA PRLL I YD
CCTGGTACCA GCAGAAACCT GGCCAGGCTC CCAGGCTCCT CATCTATGAT
GGACCATGGT COTCTTTGGA CCGGTCCOGAG GUTCCUAGGEA GTAGATACTA

CDR2

A*‘F ¥ R A TG 1 PA R B G 8 G B

GCATCCAACA GGGCCACTOO CATCCCAGCC AGGTTCAGTG GCAGTGGATC
CGTAGGTTGT CCCGGTGACC GTAGEATCGE TCCAMGTCAC CUTCACCCAG

| Ck

4T K VEI XK R TV A AP 8 V P I
GGGACCAAGA TGGAAATCAA ACGAACTGTG GCTUCACCAT CTGTCTTCAT
CCCTGGTICC ACCTTTAGTT TGCITGACAC CGACGTGGTA QACAGAAGTA

PCT/US02/21842
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Human antibody 4A5-3.1.1-B4 heavy chain sequences (CDRs are in boid, signal sequence

=32-

is italicized).

Sl

101

151

201

252

301

51

401

451

CDR1

¥Y-T w 8 WIUR QPP O KCGC L E W I
TACTACTGGAR GCTGGATCOG CCAGCCCCCA GOGGAAGGOGC TGGAGTGGAT
ATGATGACCT CGACCTAGGC GUTOGGGGGT CCCTTCCCOG ACCTCACCTA

CDR2

G-E I N R B G FE TN T N P B8 L K
TGGGAAAATC AATCATAGTG GAAGCACCAA CTACAACCCG TCCCTCAAGA
ACCCCTTTAG TTAGTATCAC CTTCGTGGIT GATGTIGGGC AGGRAGTTCT

# RV T I 8Y DTS KNAQTFT 8 L K
GTCGAGTCAC CATATCAGTA GACACGTCCA AGARCCAGTT CTCCCTGAAA
CAGCTCAGTG GTATAGTCAT CTGTGCAUGT TCTTGGTCAN GAGGGACTTT

L -8 8§ VTAAM DTA VY Y CAR@GG
CTGAGCTCTG TGACCGCCGC GAACACGGCT GTATATTACT GTACUAGAGE
GACTCAAGAC ACTGGCGGOO CCTGTGCOGA CACATAATGA CACGCTCTCC

CDR3

Y ¥P» I 17 6 YTYTTYT ¥ PD YT W G
GTATTACGAT ATTTTGACTG QTTATTATTA CTACTITGAC TACTOGGGCC
CATAATGCTA TAAAACTGAC CAATAATAAT GATGARACTG ATGACCCCGG

_ M
Q@ 6 TL VvTV 8 8A B8 TIKOG P 8V
AGGGAACCCT GGTCACCATC TCCTCAGCCT CCACCAAGGE CCCATCGATC
TCCCTTGGGA CCAGTGGCAG AGGAGTCGGA GGTGGTTCCC GGGTAGCCAG

TTCCCCCTGG CA
AMNGGQGAACC AT

PCT/US0221842

v\‘\/
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Example 6: Specles Crossreactivity of Anti-hTNFSF13b Human Antibodies with
non-human TNFSF13b

In order to determine the species crossreactivity of the neutralizing mAbs, an
ELISA was set up utilizing 4A5-3.1.1-B4 as both the capture and detecting mAb. Human
recombinant TNFSF13b was used as the standard curve. Human TNFSF13b could be
detected in the culture supernatant from CHO cells transfected with a vector expressing
bTNFSF13b, supemnatants from cultured human monocytes or human serum or plasma.
Supematants from CHO cells expressing murine TNFSF13b were tested for reactivity in
the ELISA and were negative, 4A5-3.1.1-B4 was also unable to immunopreciptate
murine TNFSF13b but was able to immunoprecipitate human TNFSFI13b. Murine
TNFSF13b was used in the proliferation assay described in Example 2. Using this
proliferation assay, 4A5-3.1.1-B4 was unable to neutralize the proliferation induced by
murine TNFSF13b. This indicates that 4A5-3.1.1-B4 is unable to recognize murine
TNFSF13b.

Example 7: Amino Acld sequence of Heavy Chain 4A5-3.1.1-B4
Below is the amino acid sequence of the heavy chain 4A5-3,1,1-B4 antibody
which comprises the HCVR and the IgG4 constant region. The human IgG4 constant
region has a serine at position 231, However, this position at 231 was substituted from a
serine to a proline which introduces a structural change in the hinge region for obtaining
optimal inter-chain disulfide bonds. This reduces the generation of half antibodies. Half
antibodics are formed from one heavy chain and one light chain.
1 QVQLQQWGAG LLKPSETLBL TCAVYGGSFS GYYWSWIRQP PGKGLEWIGE
51 INHSGSTNYN PSLXSRVTIS VDTSKMQFSL KLESVTAADT AVYYCARGYY
101 DILTGYYYYF DYWGQGTLVT VESASTKGPS VFPLAPCSRS TBESTAALGC
151 LVXDYFPEPV TVSWNSGALT SAVHTFPAVL QSSGLYSLSS VVTVPSSSLG
201 TKTYTCNVDH KPSNTKVDKR VESKYGPPCP PCPAPEFLGG PBVFLFPPKP
251 KDTLMISRTP EVTCVVVDVS QEDPEVQFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQFN
301 STYRVVEVLT VLHQDWLNGK EYKCKVENNG LPSSIEKTIS KAKGQFREPQ
351 VYTLPPSQER MTRKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
401 LDSDGEFFLY SRLTVDKSRW QEGNVFSCSY MHEALHNHYT QKSLSLSLGK
In addition, an alanine for phenylalanine substitution at position 237 and an
alanine or glutamic acid substitituion for leucine at position 238 can be made to lessen the

effector function of the antibody.

Example 8; Amino Acid sequence of Heavy Chain 4AS5-3.1.1-B4
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Below is the amino acid sequence of the heavy chain 4A5-3,1.1-B4 antibody
which comprises the HCVR and the IgG1 constant region.

1 QVQLQOWGAG LLKPSETLSL TCAVYGGSFS GYYWSWIRQP PGKGLEWIGE
51 INHSGSTNYN PSLKSRVTIS VDTSENQFSL XLSSVTAADT AVYYCARGYY
101 DILTGYYYYF DYWGQGTLVT VSSASTKGPS VFPLAPBSKS TSGGTAALGC
151 LVKDYFPEPV TVSWNSGALT SGVHTFPAVL QSSGLYSLSS VVTVPSSSLO
201 TQTYICNVNH KPSNTKVDEX VEPXSCDKTH TCPPCPAPEL LOGPEVFLFP
251 PXPXDTLMIS RTPEVICVVV DVSHEDPEVK FNWYVDGVEV HRAKTKPREE
301 QYNSTYRVVE VLTVLHQDWL NGXEYKCKVS NXALPAPIRK TISKAKGQPR
351 EPQVYTLPPS RDELTKNQVE LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GQFENNYKTT
401 PPVLDSDGSF FLYSKLTVDK SRWQQGNVFS CSVMHEALEN HYTQXSLSLS
451 POK

Example 9: Amino Acld sequence of Light Chain 4A5-3.1,1-B4 i
Below is the amino acid sequence of the light chain 4A5-3.1.1-B4 antibody which
compriscs the LCVR and the kappa constant region.
1 EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS RYLAWYQQKP GQAPRLLIYD
S1 ASNRATGIPA RFSGSGSGTD STLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPRTPGO
101 GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLXSGTA SVVCLLMNFY PREAKVQWEV
151 DNALQSGNSQ EBVTEQDSKD STYSLSNTLT LSKADYEREK VYACEVTHQG
201 LSSPVTKSFN RGEC
Example 10: Identification of the Epitope for 4A5-3.1.1-B4
The epitope to which 4A5-3.]1.1-B4 bound and neutralized human TNFSF13b was
determined. Human and murine TNFSF13b sequences were aligned as shown below:

Mouse TNPSF1lb 1 APQOPEETEQ DVDLSAPPAP CLPGCRHSQH DDMGMNLRNI IQDCLQLIA 49
Human TEPSF13b 1 AVQGPEE-== ~=-=====-- ==mssacece -ssam=e= TV TODCLOLIA 18

Mouse TNFSF13ib S0 DSDTPTIRKG TYTFVEWLLE FKRGNALEEX ENKIVVRQTG YFFIYBQVLY 39
Human TNF8F13b 19 DEETPTIQKG SYTFVPWLLE FKRGSALEEX ENIILVEETG YFFIYGQVLY 68

Mouse TRFEF13b 100 TDPIPAMGHV IQRKKVHVIFG DELSLVTLFR CIONMPKTLP MRECYSAOIA 149
Human TNPSF1) 69 TOKTYAMGHL IQREKVHVFG DELELVTLPFR CIQNMPETLF RWACYSAGIA 118

¥ouse TNFAF13h 150 RLEEGDEIQL AIPREMAQIS RNGDDTPFGA LKLL 183
Human TNFEF13b 119 KLEEGDELQL AIPRENAQIS LDGDVTFIGA LKLL 153

A homology model was created for human TNFSF13b bascd on the known crystal
structure for several TNF family members. Exposed residues that are different between
mouse and human TNFSF13b are potential binding sites for 4A5-3.1.1-B4 since 4AS5-
3.1.1-B4 neutralizes human but not mouse TNFSF13b.

Three potential epitopes were identified: 1) K71, T72, Y73, E10S; 2) Q26, S29,
L139, D140; and 3) LS3, K55, E56, K119. Mutagenesis was performed to make chimeric
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molecules by changing the amino acid sequence from human to mouse. Chimera A was
L139R, D140N; Chimera B was K71P, T72I, Y73F; Chimera C was K71P, T721, Y73F,
E105K; Chimera D was L53V, K55R, E56Q; Chimera E was E105K.,

Using the proliferation assay as described in Example 2, all of the chimeras were
tested for functional activity and neutralization by 4A5-3.1.1-B4. Initial assays were
performed using supernatents from 293 transient transfections for each of the chimems
and both human TNFSF]3b and murine TNFSF13b parent molecules. All of the
chimeras induced similar proliferation indicating that the chimeras produced were
functional. Using 6 ug/ml of 4A5-3.1.1-B4, 100% neutralization was observed with
human TNFSF13b and chimeras A, B, D and E. No neutralization was observed for
murine TNFSF13b or chimera C. Purified TNFSF13b mutants were produced for
chimera A, B, and C and the assay was repeated using 11 ng/ml of each parent TNFSF13b
or chimera TNFSF13b and 1 ug/ml of 4A5-3.1.1-B4. The results showed 100%
neutralization was obaerved with human TNFSF13b and chimera A, 88% neutralization
with chimera B, and no neutralization was observed for murine TNFSF13b or chimera C.

Example 11: In vivo studies nsing 4A5-3.1.1-B4

Transgenic mice overexpressing solublc human TNFSF13b are generated using
established techniques as described by Hogan, B. et al. (1986) Manipulating the Mouse
Embryo: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, NY] as modified by Fox
and Solter (Mol. Cell. Biol. 8: 5470, 1988). Briefly, a DNA fragment encompassing the
hTNFSF13b gene is microinjected into the male pronuclei of newly fertilized one-cell-
stage embryos (zygotes) of the FVB/N strain. The embryos are cultured in vitro overnight
to allow development to the two-cell-stage. Two-cell embryos are then transplanted into
the oviducts of pseudopregnant CD-1 strain mice to allow development to term. To test
for the presence of the transgene in the newborn mice, a small piece of toe is removed
from each animal and digested with proteinase K to release the nucleic acids. A sample
of the toc extract is subsequently subjected to PCR analysis to identify transgene-
containing mice.

The h"TNFSF13b transgenic mice had a dramatic increase in peripheral B cells,
generally about three fold compared to age and sex matched littcrmates. There was a
slight increase in peripherel T cells as well. The hTNFSF13b transgenic mice were
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treated with 4A5-3.1.1-B4 to determine if neutralization of hTNFSF13b would result in s
reduction in B cell numbers back to normal levels. At 15 weeks old, female h'TNFSF13b
mice were injected subcutaneously twice a week for three weeks with either 25 ug of
4A5-3.1.1-B4 or isotype contro] entibody. Four days afier the last injection of antibody,

5  the mice were sacrificed and the spleen removed for analysis. B and T cell numbers were
calculated by determining the percentage of CD19+ cells, for B cells, and CD3+ cells, for
T cells using flow cytometry and absolute white blood cell count for each spleen. The
results are shown below demonstrate that in vivo administration of 4A5-3.1.1-B4 to
hTNFSF13b transgenic mice is able to restore the normal numbers of T and B celis

10 (average + standard deviation)

B cells (x10%) | T cells (x10%) |

Treatment Group
Wild type littermates 29+11 46+ 15
Transgenic + Isotype mAb 122 + 30 75+ 14
Transgenic + 4AS mAb 29+ 5 46412
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Sequences of the present invention:

SEQ ID NHO:1 — polynucleotide sequence encoding light chain variable
reglon

10 GTCTOGGACAGACTCCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATT
TTGCAGTTTATTACTG TCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTCGGACGTTCGRC
CAAGGOACCARGGTCGAAATCAAACGAACT

BEQ ID NO:2 -» amino acid sequence encoding light chain variable region

15
EIVLTQBPATLSLSPGERATLSCRASQSVEBRYLANYQOKPGOAPRLLI YDABNRATGI PARFSG8GEGTDST
LTISSLEPEDFAVYYCQQRENWPRTFGQGTKVEIKRT

20 SEQ ID NO:) - polynucleotide sequence encoding light chain CDR1

AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCCACTACTTAGCC

SEQ ID NO:4 — amino acid sequence encoding light chain CDR1
25 RASQEVSRYLA

S8EQ ID NO:5 = polynucleotide sequence encoding light chain CDR2
30 GATGCATCCAACAGGGCCACT

SEQ ID NO:6 — amino acid sequence encoding light chain CDR3

DASNRAT
35 B8EQ ID NO:7 — polynuclectids sequence sncoding light chain CDR3

CAOCAGBCATAGCAACTGGCCTCGGACS

SEQ ID NO:8 — amino acid sequence encoding light chain CDR3

40
QQRSNWPRT
BEQ ID NO:9 -9 polynucleotide sequence encoding heavy chain variasble
reglon
45
ATGAAA

50 |, TGGAGCTGGATCCACCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTAGAGTOGATTGGGGA

55 CGATATTTTOACTGGTTATTATTACTACT TTGACTACTGGGGCCAGGAAA
CCCTGGTCACCGTCICCTCA

BEQ ID NO:10 — amino acid seguence encoding heavy chain variable regionm

MKHLWFFLLLVAAPRWVLEQVOLOMGAGLLKPSETLALTCAVYGGS FAGYYWENI RQPPORGLEWIGEINH
60 SGETHYNPSLKSRVTISVDTSKNOFSLXLESVTAADTAVYYCARGYYDILTGYYYYFDYNGQGTLVTVAS
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BEQ ID NO:11 = polynucleotids seguance encoding heavy chain CDR1
GGTGGGTCCTTCAGTGCTTACTACTGGAGC

SEQ ID MO:12 — amino acid sequence encoding heavy chain CDR1
GGIFIGYYWE

SEQ ID NO:13 — polynucleotids sequence encoding heavy chain CDR2
GRAATCAATCATAGTGAARGCACCAACTACARCCCOTCCCTCAAGAGT

BEQ ID NO:14 - amino acid sequence encoding heavy chain CDR2
EINHSGSTNYNPSLKS

8SEQ ID N0:15 — polynucleotide sequence encoding hsavy chain ¢DR3
GGGTATTACGATATTTTGACTGGTTATTATTACTACTTTGACTAC

8BEQ ID NO:16 — amino acid segusnce encoding heavy chain CDR3
GYYDILTGTTTTFDY
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1. An anti-hTNFSF13b human entibody comprising at least three of the polypeptides
selected from the group consisting of: '

8
b.
¢,
d
e

£

CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4;
CDR2 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6;
CDR3 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ 1D NO: 8;
CDR1 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and
CDR3 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16.

2. The antibody of claim ! comprising at Jeast four of the polypeptides aclected from
the group consisting of:

MHoe o o

CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4;
CDR2 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6;
CDR3 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 8;
CDR1 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and
CDR3 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16.

3. The antibody of claim 1 comprising at least five of the polypeptides selected from
the group consisting of:

™o a0 g

CDR1 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 4;
CDR2 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6;
CDR3J polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: §;
CDRI polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;
CDR2 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 14; and
CDR3 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16.

4. The antibody of claim 1 comprising the polypeptides of:

b
c.
d

CDR1 polypeptide of the LCVR es shown in SEQ ID NO: 4,

. CDR2 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 6;

CDR3 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: §;

. CDRI polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 12;

CDR? nolvnentide nf the HCCVR ar shown in SED TN NO: 14: and
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f. CDR3 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16.

5. Ananti-hTNFSF13b human antibody comprising a light chain variable region
(LCVR) polypeptide as shown in SEQ ID NO: 2 or a beavy chain variable region
(HCVR) polypeptide as shown in SEQ ID NO: 10.

6. The antibody of claim 5 comprising the LCVR polypeptide as shown in SEQ ID
NO: 2 and the HCVR polypeptide as shown in SEQ ID NO: 10.

7. The antibody of any one of claims 1 to 6 wherein the antibody dissociates from a
TNFSF13b polypeptide with Kp of 1x 10-3 M or less.

8. The antibody of any one of claims 1 to 7 wherein the antibody has a Koy rate
constant of 5 X 104 «~! or less.

9. The antibody of any one of claims 1 to 8 wherein the antibody has an ICgp of 1 x
108 M or less.

10. The antibody of claim 9 wherein the antibody has an ICs5q of 1 x 109 M or less.

11. The antibody of claim 10 wherein the antibody has an ICsq of 1 x 10-10 M or less.

12, The antibody of cleim 11 wherein the antibody has an IC5g of 1 x 10-11 M or less.

13. An anti-hTNFSF13b human antibody with the following characteristics:

a. 8 Kpfrrate constant of 5 X 104 51 or less;
b. CDR3 polypeptide of the LCVR as shown in SEQ ID NO: 8; and
¢. CDR3 polypeptide of the HCVR as shown in SEQ ID NO: 16..

14, The antibody of any one of claims 1 to 13 which comprises a heavy chain constant
region selected from the group consisting of 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgE,
IgM, IgE, and IgD.

15. The antibody of claim 14 wherein the heavy chain constant region is IgG1 or
IgG4.

16. The antibody of claim 15 wherein the heavy chain constant region is IgG4.

17. The antibody of claim 16 wherein the IgG4 has a proline substituted for serine at
position 231.

18. The antibody of any one of claims 1 to 17 which comprises a kappa ar lambda
light chain constant region.

19. The antibody of claim 18 which comprises a kappa light chain constant region,

20. The antibody of any one of claims 1 to 19 wherein a CDR has three or less
conservative amino acid substitutions.
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21. The antibody of claim 20 wherein a CDR has two or less conservative amino acid
substitutions.

22. The antibody of claim 21 wherein a CDR has one conservative amino acid
substitution.

23. An anti-hTNFSF13b human antibody comprising a light chain comprising a
LCVR polypeptide as shown in SEQ ID NO: 2 and a kappa constant region and a
heavy chain comprising the HCVR polypeptide 88 shown in SEQ ID NO: 10 and a
IgG4 constant region with a proline substituted for serine at position 231.

24. An isolated nucleic acid that encodes for the amino acid sequence of any of the
antibodies of claims 1 to 23.

25. A recombinant expression vectors encoding an antibody of any one of claims 1 1o
23,

26. A pharmaceutical composition comprising the antibody of any of claims 1-23.

27. The pharmaceutical composition of cleim 26 further comprising a
pharmaceutically acceptable carrier.

28. A method for inhibiting TNFSF13b activity in a subject suffering from a disorder
in which TNFSF13b activity is detrimental comprising administering the antibody
of amy one of claims 1-23.

29. The method of claim 28 wherein the disorder is selected from the group consisting
of systemic lupus erythematosus, rtheumatoid arthritis, juvenile chronic arthritis,
Lyme arthritis, Crohn's disease, ulcerative colitis, inflammatory bowel disease,
asthma, allergic diseases, psorissis, acute or chronic immune disease associated
with organ transplantation, organ transplant rejection, grafi-versus-host disease,
sarcoidosis, infectious diseases, parasitic discases, female infertility, autoimmune
thrombocytopenie, autoimmune thyroid disease, Hashimoto's discase, Sjogren's
syndrome, and cancer,

30. The method of claim 29 wherein the disorder cancer.

31. The method of claim 29 wherein the disorder is organ transplant rejection or graft-
versus-host disease.

32, The method of claim 29 wherein the disorder is systemic lupus erythematosua,
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33. A use of the antibody of any one of claims 1-23 in the manuficture of a
medicament for administration to subject suffering from a disorder in which
TNFSF13b activity is detrimental.

34, The use of claim 33 wherein the disorder is selected from the group consisting of
systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, juvenile chronic arthritis,
Lyme arthritis, Crohn’s disease, ulcerative colitis, inflammatory bowel disease,
asthmas, allergic diseases, psoriasis, acute or chronic immune disease associated
with organ transplantation, organ transplant rejection, graft-versus-host disease,
sarcoidosis, infectious diseases, parasitic diseases, female infertility, autoimmune
thrombocytopenia, autoimmune thyroid disease, Hashimoto's disease, Sjogren’s
syndrome, and cancer.

35. The usc of claim 34 wherein the disorder i organ transplant rejection or graft-
versus-host disease.

36. The use of claim 36 wherein the disorder is cancer.

37. The use of claim 36 wherein the disorder is systemic lupus erythematosus.

38. A use of an antibody that neutralizes TNFSF13b activity by binding an cpitope of
TNFSF13b, wherein the epitope comprises lysine at position 71, threonine at
position 72, tyrosine at position 73, and glutamic acid at position 105,: ..

. in manufacture of a medicament for administration to subject suffering
from a disorder in which TNFSF13b activity is detrimental,

39. An article of manufacture comprising a packaging material and an antibody
contained within said packaging material, wherein the antibody neutralizes
TNFSF13b activity for treatment or prevention of & human subject suffering from
a disorder in which TNFSF13b activity is detrimental, and wherein the packaging
material comprises a package insert which indicates that the antibody neutralizes
by binding an cpitope of TNFSF13b, wherein the epitope comprises lysine at
position 71, threonine at position 72, tyrosine at position 73, and glutamic acid st
position 105,

40. The article of manufacture of claim 39, wherein the antibody is any of claims 1-
23.

6’1/
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41. The article of manufacture of claim 40, wherein the antibody comprises the LCVR
polypeptide as shown in SEQ ID NO: 2 and the HCVR polypeptide as shown in
SEQ ID NO: 10.
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SEQUENCE LISTING

<110> E17 Lilly and Company

<120> ANTAGONISTIC ANTI-hTNFSF13b HUMAN ANTIBODIES
<130> x-15239

<160> 16

<170> PatentIn version 3.1

<10 1

<2l 327

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
gaaattgtgt tgacgcagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccace

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc cgctacttag cctggtacca gcagaaacct
ggccaggetc ccaggetcct catctatgat gcatctaaca gggecactgg catcccagee
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac tccactctca ccatcagcag cctagagect
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggecctcggac gttcggccaa
gggaccaagg tggaaatcaa acgaact

<210> 2

<211> 109

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Arg Tyr

120
180
240
300
327
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20 25 30

Leu Ala Tr r Gln GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35p v y 40 y 459
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
ser Gly Ser Gly Thr Asp Ser Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn GIn Arg Ser Asn Trp Pro Arg
85 90 95
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr
y 200 y y 305 ys Arg

<210> 3

<211> 133

<212> DNA

<213> Homo sapliens

<400> 3
agggccagre agagtgttag ccgetactta gec n

<210> 4

<11> 11

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<400> 4
Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Arg Tyr Leu Ala
1 J 5 9 10

<210> §

<21l> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5§
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gatgcatcca acagggeecac t
«210> &
<211>
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<d00> 6
gsp Ala Ser Asn grg Ala Thr

<210> 7

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<40> 7

cagcagcgta gcaactggec tcggacp
<210>

<211>

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
g‘ln Gln Arg Ser gsn Trp Pro Arg Thr

<210> 9

<211> 426

<212> DNA .
<213> Homo sapiens

<220>
<221> sig peptide
2> (1..(57)

PCT/US02/21842

21

27
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<223

<400 9
atgaaacacc tgtggttctt cctcctectg gtggcagete ccagatgggt cctgtcccag

gtgcaactac agcagtgggg cgcaggactg ttgaagcctt cggagaccct gtccctcace
tgcgetgtet atggtgggtc cttcagtggt tactactgga gctggatccg ccagccccca
gogaaggggc tggagtggat tggggaaatc aatcatagtg gaagcaccaa ctacaacccg
tccctcaaga gtcgagtcac catatcagta gacacgtcca agaaccagtt ctccctgaaa
ctgagctcty tgaccgecge ggacacgget gtgtattact gtgcgagagg gtattacgat
attttgactg gttattatta ctactttgac tactggggec agggaaccct ggtcaccgtc
tcctea

<210> 10

<211> 142

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> SIGNAL
<222» (D..(19)
223>

<400> 10
Met Lys His Leu Trp Phe Phe ieu Leu Leu val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15

val Leu Ser GIn val GIn Leu Gln GIn Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys
20 25 30
pPro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala val Tyr Gly Gly Ser Phe
35 40 R R 45y
ser G} r Tyr Trp Ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu
50y Tyr TY 4 55p ] 60 yLy Yy

Glu Trp 1Ile Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro
65 70 75 80

120
180
240
300
360
420
426
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Ser Leu Lys Ser Arg val Thr ITe Ser val Asp Thr Ser Lys Asn GIn
85 90 95

Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr
1 105 110

r Cys Ala Arg Gl P Tyr Asp Ile Leu Thr G} r Tyr Tyr Tyr
TYCYusr'ﬂ YTYTYHB !'{!STYTYTY
Phe As r Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

13§ Tvr Tre €y ¢in 9N 140

<21> 11

<211> 15

<212> DNA

«<213> Homo sapiens

<400> 11

ggtgggtcct tcagtggtta cractggage
<210> 12

<ll> §

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>» 12
Gly Gly Ser phe Ser Gl r Tyr Trp ser
S y Gly 3 y Tyr Ty lop

<210> 13

<211» 48

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13
gaaatcaatc atagtggaag caccaactac aacccgtccc tcaagagt

<210> 14
<211> 16

43
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14
Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Er ASn Pro Ser Leu L!s ser
1l 5 1

<210>» 15

<211> 45

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15

gggtattacg atattttgac tggttattat tactactttg actac 45
<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16 )

Gl r Tyr Asp I1e Leu Thr Gly Thr Thr Thr Thr Phe Asp Tyr

gy e A 3 B N
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ANTICUERPOS HUMANOS ANTAGONISTAS CONTRA hTNFSF13b

Es sabido que los ligandos de la familia TNF estan entre las citoquinas
mas pleotrépicas, que inducen un gran nimero de respuestas celulares,
incluyendo la proliferation, citotoxicidad, actividad antivirica, actividades
inmunorreguladoras y la regulacion transcripcional de diversos genes. La
familia TNF de citoquinas y receptores ha sufrido una gran expansién en los
estos Gltimos afios con el advenimiento de la secuenciacibn EST masiva.
TNFSF13b es el nombre oficial adoptado en el Congreso de TNF para BLYS,
TALL-1, BAFF, THANK, neutroquina-a, y ZTNF (para una revision véase
Locksley y cols. Cell 2001 104: 487). La TNFSF13b humana (hTNFSF13b) es
una protelna unida a la membrana de tipo Il de 285 aminoacidos que posee un
sitio de escision en el extremo N que permite la existencia de proteinas
solubles y unidas a la membrana. Funcionalmente, TNFSF13b parece regular
las respuestas inmunitarias de los linfocitos B y algunos linfocitos T.

Los estudios sobre el sindrome de choque séptico y otros trastomos se
originan por la produccidn excesiva de citoquinas inflamatorias han demostrado
que un hospedador que la sufre a menudo contrarrestaré los altos niveles de
citoquinas mediante la liberacibn de receptores de citoquinas solubles o
sintetizando anticuerpos contra citoquinas de afinidad elevada. Se considera
que los procedimientos de tratamiento que imitan tales respuestas naturales
son estrategias terapéuticas viables para aliviar la enfermedad mediada por
citoquinas. Asl, hay una necesidad bien reconocida de anticuerpos humanos
que se unen a citoquinas, tales como TNFSF13b, que estan implicadas en la

regulacién de procesos inmunitarios celulares con afinidad elevada y que
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tienen capacidad de antagonizar la actividad de la citoquina diana in vitro e in
vivo. Aunque la solicitud de patente intemacional WO00/50597 se refiere de
forma no descriptiva a anticuerpos dirigidos contra TNFSF13b, esa solicitud no
describe especificamente las caracteristicas estructurales o funcionales de
tales anticuerpos.

La presente invencién proporciona anticuerpos humanos o porciones de
los mismos que se unen a antigenos contra hTNFSF13b. Los anticuerpos de la
invencién se caracterizan por la unién con afinidad elevada a los polipéptidos
TNFSF13b, cinética de disociacién lenta y la capacidad de actuar como
agonistas de al menos una actividad in vitro y/o in vivo asociada a los
polipéptidos TNFSF13b.

La presente invencién proporciona también anticuerpos humanos contra
hTNFSF13b que comprenden un polipéptido que se selecciona del grupo que
consiste en un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°: 2, un polipéptido
como se muestra en la SEQ ID N° 4, un polipéptido como se muestra en la
SEQ ID N° 8, un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N° 8, un
polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°: 10, un polipéptido como se
muestra en la SEQ ID N°: 12, un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°:
14, y un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°: 16.

En otra realizacién, la invencién proporciona un anticuerpo humano
contra hTNFSF13b alslado que se une a un polipéptido hTNFSF13b y se
disocia del polipéptido hTNFSF13b con una constante de velocidad de
disociacién Koff de 1 X 10* s o menor, segin se determina mediante
resonancia de plasma superficial, o que inhibe la proliferacién inducida por

TNFSF13b en un ensayo de neutralizacién in vitro con una Clsgde 1 x 108 Mo
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menor.

En una realizacion preferida, la invencién proporciona un anticuerpo
humano contra hTNFSF13b alslado que tiene las siguientes caracteristicas:

a) inhibe la proliferacién inducida por TNFSF13b en un ensayo de
neutralizacién in vitro con una Cls, de 1 x 10-8 M o menor;

b) tiene una CDR3 en la cadena pesada que comprende Ia
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N°; 16; y

c) tiene una CDR3 en la cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoé&cidos de la SEQ ID N°: 8.

La invencién proporciona también procedimientos para tratar o prevenir
aenfermedades o afecciones agudas o crdnicas asocladas a la actividad de los
linfocitos B y algunos linfocitos T que incluyen, pero sin limitacién, trastomos
autoinmunitarios, tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
y/o neoplasia que comprende la administracion de un anticuerpo humano
contra hTNFSF13b de la presente invencion.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona secuencias que
codifican Jos anticuerpos humanos contra hTNFSF13b novedosos, vectores
que comprenden las secuencias polinucleotidicas que codifican anticuerpos
humanos contra hTNFSF13b, células hospedadoras transformadas con
vectores que incorporan polinucleétidos que codifican los anticuerpos humanos
contra hTNFSF13b, formulaciones que comprenden anticuerpos humanos
contra hTNFSF13b y procedimientos para prepararios y usarios.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona el epltop% del
antigeno al que se unen los anticuerpos humanos novedosos contra

hTNFSF13b. Asl, la invencién proporciona también un uso de un anticuerpo
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que se une al epltopo de la presente invencién neutralizando de este modo la
actividad de TNFSF13b para el tratamiento o prevencién de enfermedades o
trastomos agudos o crénicos asociados a la activad de los linfocitos B y
algunos linfocitos T que incluyen, pero sin limitacion, trastomos
autoinmunitarios, tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
y/o neoplasia.

La invencibn comprende también un articulo de fabricacion que
comprende un material de envasado y un anticuerpo contenido dentro de dicho
material de envasado, en el que el anticuerpo neutraliza la actividad de
TNFSF13b para el tratamiento o prevencion de que un sujeto humano padezca
un trastomo en el que la actividad de TNFSF13b es perjudicial y en gl que el
material de envasado comprende un prospecto que indica que el anticuerpo
neutraliza uniéndose a un epitopo de TNFSF13b, en el que el epitopo
comprende lisina en la posicion 71, treonina en la posicién 72, tirosina en la
posicién 73, y acido glutamico en la posicién 105; y un prospecto que toma las
medidas para la administracion de la forma farmacéutica que da como
resultado la neutralizacion de la actividad de TNFSF13b.

Fig. 1. Gréfica que ilustra la inhibicion de hTNFSF13b y la proliferacion
inducida por IL-1 de las céiulas T1165.17 por el anticuerpo humano 4A5-3.1.1-
B4.

Fig. 2. Grifica que ilustra la neutralizacién de la proliferacién inducida
por hTNFSF13b por el anticuerpo humano 4A5-3.1.1-B4 en linfocitos B
humanos estimulados con anti-igM.

Para que la presente invencion pueda ser comprendida mas facilmente,

primero se definen ciertos términos.
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Un anticuerpo es una molécula de inmunoglobulina que comprende
cuando cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) (aproximadamente
50-70 kDa) y dos cadenas ligeras (L) (aproximadamente 25 kDa)
interconectadas mediante puentes disulfuro. Las cadenas ligeras se clasifican
como kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu,
alpha, delta, o epsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como 1gG, IgM, IgA,
IlgD, e IgE, respectivamente. Cada cadena pesada comprende una region
variable de la cadena pesada (que se abrevia en la presente memoria como
HCVR) y una regién constante de la cadena pesada. La reglén constante de la
cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3 para IgG, IgD e
IgA, y 4 dominios, CH1, CH2, CH3, CH4 para IgM e IgE. Cada cadena ligera
comprende una regién variable de la cadena ligera (que se abrevia en la
presente memoria como LCVR) y una regién constante de la cadena ligera. La
regidn constate de la cadena ligera comprende un dominio, bL. Las regiones
HCVR y LCVR pueden subdividirse adicionaimente en regiones de
hipervariabilidad que se denominan regiones determinantes de |Ia
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estin mas
conservadas, denominadas regiones armazdn (FR). Cada HCVR y LCVR esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, que se disponen desde el extremo amino
al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4. La asignacién de aminodcidos a cada dominio se realiza de acuerdo con
convenios notorios. [Kabat, et al, Sequences of Proteins of Immunological
interest, Fifth Edition, U.S. Department de Health and Human Services, NIH
Publication n° 91-3242 (1991); Chothia, y cols., J. Mol. Biol. 196: 801-817
(1987); Chothia, y cols., Nature 342: B78-883 (1989)]. Las caracteristicas
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funcionales del anticuerpo para unirse a un antigeno particular son
determinadas por las CDR.

En la presents descripcion el término “anticuerpo” se pretende que se
reflera a un anticuerpo monoclonal per se. Un anticuerpo monaclonal puede
ser un anticuerpo humano, anticuerpo quimérico, anticuerpo humanizado,
fragmento Fab, fragmento Fab', fragmento F(ab')2, o fragmento monocatenario
de FV. Preferiblemente el término “anticuerpo” se refiere a anticuerpo humano.

El término "anticuerpo humano” incluye anticuerpos que tienen regiones
variables y constantes que comesponden a (as secuencias de
inmunoglobulinas germinales humanas. Los anticuerpos humanos tienen varias
ventajas sobre los anticuerpos quiméricos cuando se usan en la terapia
humana. Por ejemplo, la porcion efectora de un anticuerpo humano puede
interactuar mejor con las otras partes del sistema inmunitario humano (por
ejemplo, destruir las células diana de forma -més oficiente mediante
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) o citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC)). Otra ventaja es que el sistema inmunitario
humano no deberia reconocer el anticuerpo humano como exégeno y, por lo
tanto, la respuesta de los anticuerpos contra un anticuerpo de ese tipo
inyectado deberia ser menor que contra un anticuerpo totalmente exégeno o
un anticuerpo quimérico parciaimente exdgeno. Ademés, se ha resefiado que
los anticuerpos no humanos inyectados poseen una semivida en la circulacién
humana mucho més corta que la semivida de los anticuerpos humanos. Los
anticuerpos humanos inyectados tendrén una semivida esenciaimente idéntica
a la de los anticuerpos humanos naturales, permitiendo la administracién de

dosis menores y menos frecuentes.
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El término "hTNFSF13b" se refiere a la forma humana de un ligando
miembro de la familia del factor de necrosis tumoral que se describe en las
solicitudes de patentes intemacionales W0O98/18821 y WO00/50597 (que en la
presente memoria se denominan neutroquina-a). El tdérmino “TNFSF13b" se
pretende que englobe hTNFSF13b asl como homélogos de hTNFSF13b
derivados de otras especies. Los términos “hTNFSF13b® y "“TNFSF13b" se
pretende que incluyan las formas de los mismos, que pueden prepararse
mediante procedimientos de expresién recombinadas o pueden comprarse en
ol mercado (Research Diagnostics inc. n® de catalogo RDI-3113, rhuBAFF,
Flanders, N.J.) asi como generarse sintéticamente.

La frase “propiedad biologica®, "caracterfstica biologica®, y el término
“actividad® en relacién a un anticuerpo de la presente invencién se usan de
forma intercambiable en la presente memoria e incluyen, pero sin limitacion,
afinidad y especificidad de epitopos (por ejemplo, anticuerpo humano contra
hTNFSF13b que se une a hTNFSF13b), capacidad de antagonizar la actividad
del polipéptido diana (por ejemplo, la actividad de TNFSF13b), la estabilidad in
vivo del anticuerpo y las propiedades inmundgenas del anticuerpo. Otras
propiedades o caracteristicas biolégicas identificables de un anticuerpo
reconocidas en la técnica incluyen, por ejemplo, reactividad cruzada, (es decir,
con homdlogos no humanos del polipéptido diana, o con otras proteinas o
tejidos, de forma general), y capacidad de preservar niveles elevados de
expresidon de protelna en células de mamifero. Las propiedades o
caracteristicas mencionadas anteriomente pueden observarse o medirse
usando técnicas reconocidas en la técnica que incluyen, pero sin limitacion

ELISA, ELISA competitivo, analisis por resonancia de plasma supefficial,
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ensayos de neutralizacion in vitro e in vivo (por ejemplo, Ejemplo 2), e
inmunohistoquimica con secciones de tejido de fuentes diferentes incluyendo
fuentes humanas, primates o cualquier otra fuente gque sea necesaria. Las
actividades y propiedades biolégicas particulares de los anticuerpos humanos
contra hTNFSF13b se describen en méas detalle en los siguientes Ejemplos.

La frase “posicion de contacto” incluye una posicion de aminoécido en la
CDR1, CDR2 o CDR3 de la region variable de la cadena pesada o de la regién
variable de la cadena ligera de un anticuerpo que es ocupada por un
aminoacido que se pone en contacto con el antigeno. Si un aminodcido de
CDR se pone en contacto con el antigeno, entonces se puede considerar que
ese aminodacido ocupa una posicidn de contacto.

“Sustitucion conservadora® o “sustitucion de amino#cidos conservadora”
se refiere a sustituciones de aminoacidos, ya sea por mutaciones naturales o
manipulacién humana, en la que los anticuerpos producidos por sustituciones
de ese tipo tienen sustancialments la(s) misma(s) (0 mejorada(s) o reducida(s),
segin se desee) actividad(es) que los anticuerpos que se describen en la
presente memoria.

El témino “epitopo® como se usa en la presente memoria se refiere a
una regién de una molécula de protelna a la que puede unirse un anticuerpo.
Un "epitopo inmunégeno” se define como la parte de una protelna que
desencadena una respuesta de anticuerpos cuando la proteina completa es el
inmunégeno.

El término “unirse® como se usa en la presente memoria, en general se
refiere a la interaccién del anticuerpo con el epitopo del antigeno. Méas

especificamente, el término “unirse” se refiere a la afinidad del anticuerpo por
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el epltopo del antigeno. La afinidad se mide mediante Kp.

El término “inhibir* o “inhibicién® incluye el significado generalmente
aceptado, que incluye la neutralizacidn, prohibicidn, prevenclén, restriccion,
ralentizacién, detencién o inversion de la progresidn o gravedad de una
enfermedad o afeccion.

El término “neutralizar” o “antagonizar” refiiéndose a un anticuerpo
contra TNFSF13b o la frase "anticuerpo que acta como antagonista de la
actividad de TNFSF13b° se pretende que se refiera a un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo cuya unién a TNFSF13b da como resultado la
inhibicién de una actividad biolégica inducida por polipéptidos TNFSF13b. La
inhibicién de la actividad biolégica de TNFSF13b puede evaluarse midiendo
uno o méas de los indicadores In vitro o in vivo de la actividad bioldgica de
TNFSF13b que incluyen, pero sin limitacion, proliferacion inducida por
TNFSF13b, secrecion de inmunoglobulinas inducida por TNFSF13b,
prevencion de la apoptosis de linfocitos B inducida por TNFSF13b, o inhibicién
de la unién al receptor en un ensayo de unién a los recepiores de TNFSF13b.
Los indicadores de la actividad biolégica de TNFSF13b pueden evaluarse
mediante uno o méas de los diversos ensayos in vitro o in vivo que se conocen
en la técnica. (véase, por ejemplo, Moore, P.A., y cols., Science, 285. 260-263
(1999); Schneider, P., y cols., J. Exp. Med., 189: 1747-1756 (1999); Shu, H., y
cols., J. Leuko. Biol., 65: 680-683 (1999); Mukhopadhyay, A., y cols., J. Biol.
Chem., 274: 15978-15981 (1999); Mackay, F. y cols., J. Exp. Med., 190: 1697-
1710 (1999); Gross, J.A., y cols., Nature, 404. 895-999 (2000); y el Ejemplo 2).
Preferiblemente, ia capacidad de un anticuerpo de neutralizar o antagonizar fa
actividad de TNFSF13b se eval(a por la inhibicion de la proliferacion de
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linfocitos B como se muestra en el Ejempilo 2.

El término “Koff", como se usa en la presente memoria, se pretende que
se refiera a la constante de velocidad de disociacién "off" de un anticuerpo del
complejo anticuerpo/antigeno.

El tdrmino “Kp", como se usa en la presente memoria, se pretende que
se refiera a la constante de disociacién de la velocidad de disoclacion (“off”)
dividida entre la velocidad de asociacién ("on") de una interaccién particuiar
entre anticuerpo y antigeno. Para los fines de la presente invenciéon Kp se
determiné como se muestra en el Ejemplo 4.

Un anticuerpo “aislado” es uno que ha sido identificado y separado y/o
recuperado a partir de un componente de su entormo natural. Los componentes
contaminantes de su entomo natural son materiales que interferirian con el uso
diagnéstico o terapéutico del anticuerpo y pueden incluir enzimas, hormonas y
otros solutos proteinicos o no protelnicos. De forma ordinaria, un anticuerpo
aislado se prepara mediante al menos una etapa de purificacién. En las
realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificara (1) méas del 95% en peso
del anticuerpo como se detarmina mediante el procedimiento de Lowry y, lo
méas preferiblemente, méas del 99% en peso y, (2) hasta que sea homogéneo
mediante SDS-PAGE en condiclones reductoras o no reductoras usando azul
de Coomassie o, preferiblemente, tinte de plata. Preferiblemente, un
“anticuerpo aislado” es un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros
anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigenas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a hTNFSF13b sustancialmente
libre de anticuerpos que se unen especiiicamente a antigenos distintos del

polipéptido hTNFSF13b).
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La frase “molécula de &cido nucleico® incluye moléculas de ADN vy
moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria
o bicatentaria, pero preferiblemente es ADN bicatenario.

La frase "molécula de &cido nucleico aislada”, como se usa en la
presente memoria en referencia a acidos nucleicos que codifican anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos {por ejemplo, HCVR, LCVR, CDRS3) que se unen al
polipéptido hTNFSF13b, incluyen una molécula de &cido nucleico en la que las
secuencias nucleotidicas que codifican el anticuerpo, o la porcién de
anticuerpo, estdn libres de otras secuencias de nucledtidos que codifican
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen a antigenos distintos del
polipéptido hnTNFSF13b, secuencias distintas que pueden flanquear de forma
natural el acido nucleico en el ADN gendmico humano. Asf, por ejemplo, un
4cido nucleico aislado de la invencién que codifica una regién de HCVR de un
anticuerpo humano c.:ontra hTNFSF13b no contiene otras secuencias que
codifiquen regiones de HCVR que se unen a antigenos distintos del polipéptido
hTNFSF13b.

El tdmino “vector® incluye una molécula de é&cido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que esta ligado. Un tipo de vector es un
"plasmido®, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario en el que pueden
ligarse segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector virico,
en el que pueden ligarse segmentos adicionales de ADN en el genoma virico.
Ciertos vectores son capaces de replicarse de forma autbnoma en una célula
hospedadora en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que
tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores episdbmicos de mamifero).

Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamifero no episémicos) pueden



10

15

20

25

D\ "
A

-12-

integrarse en el genoma de una célula hospedadora al ser introducidos en la
célula hospedadora y, por lo tanto, se replican junto con el genoma del
hospedador. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
los genes a los que estdn ligados de forma operable. Tales vectores se
denominan en la presente memoria as “vectores de expresién recombinados”
(o simplemente, “vectores de expresién”). En general, los vectores de
expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinado estdn a menudo en
forma de plésmidos. En la presente especificacién, “plasmido® y “vector”
pueden usarse de forma intercambiable ya que el plasmido es la forma mas
cominmente usada de vector. Sin embargo, se pretende que la Invencioén
incluya otras formas de vectores de expresién de ese tipo, tales como vectores
viricos (por ejemplo, retrovirus sin capacidad de replicacion, adenovirus, y virus
adenoasociados), que realizan funciones equivalentes.

Un é&cido nucleico esta “ligado operablemente” cuando esta situado en
una relaclon funcional con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, el
ADN para una presecuencia o director de secrecién esta ligado operabiements
al ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que pariicipa
en la secrecion del polipéptido; un promotor o potenciador esta ligado
operablemente a una secuencia codificadora sl afecta a la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de unién de ribosomas esta ligado operablemente a una
secuencia codificadora si esta situada de forma que facilite la traduccion.
Generalmente, “ligado operablemente” quiere decir que las secuencias de ADN
que se unen estan contiguas y, en el caso de un director de secrecion,
contiguas y en marco de lactura. Sin embargo, los promotores no tienen que

estar contiguos. El enlace se logra mediante ligado en sitios de restriccion
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convenientes. Si no existen sitios de ese tipo, se usan adaptadores
oligonucleotidicos sintéticos o conectores de acuerdo con la practica
convencional.

El término "recombinado® en referencia a un anticuerpo incluye
anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios de
recombinacion. Los ejemplos representativos incluyen anticuerpos expresados
usando un vector de expresidon recombinado transfectado en una célula
hospedadora, anticuerpos aislados de una genoteca humana de anticuerpos
de combinacion, anticuerpos aislados de un animal {por ejemplo, un ratén) que
son transgénicos para los genes de inmunoglobulina humana o anticuerpos
preparados, expresados, creados o aislados mediante medios que implican el
ayuste de secuencias génicas de inmunoglobulina humana a otras secuencias
de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinados tienen regiones variables y
constantes que se derivan de las secuencias de inmunoglobulina germinales
humanas.

La frase “célula hospedadora recombinada™ (o0 simplemente “célula
hospedadora®) incluye una célula en la que se ha introducido un vector de
expresién recombinado. Debe entenderse que tales términos se pretende que
se refieran no solo a la célula sujeto en particular sino a la progenie de una
célula de ese tipo. Debido a que pueden darse ciertas modificaciones en las
generaciones sucesivas debido a mutaciones o influencias ambientales, la
progenie de ese tipo puede, de hecho, no ser idéntica a la célula progenitora,
pero siguen estando incluidas en el alcance del término “célula hospedadora”
como se usa en la presente memoria.

Los anticuerpos humanos recombinados pueden someterse también a
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mutagénesis in vitro (0, cuando se usa un animal transgénico para secuencias
de Ig humana, a mutagénesis somatica in vivo) y, asl, las secuencias de
aminoacidos de las regiones HCVR y LCVR de los anticuerpos recombinados
son secuencias que, aunque se derivan de las relacionadas con las secuencias
geminales de HCVR y LCVR, pueden no existir de forma natural dentro del
repertorio germinal de anticuerpos humanos In vivo.

Pueden emplearse animales transgénicos (por ejemplo ratones) que son
capaces, al ser inmunizados, de producir un repertorio completo de anticuerpos
humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina endégena. La
transferencia del conjunto de genes de la linea germinal de inmunogiobulina
humana a los ratones mutantes para las !lineas germinales de ese tipo dara
como resultado la produccién de anticuerpos humanos al ser expuestos a
antigenos (véase, por ejemplo, Jakobovits, y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90: 2551-2555, (1993), Jakobovits, y cols., Nafure, 362. 255-258, (1993;
Bruggemann, y cols., Year in Immun., 7. 33 (1993); Nature 148. 1547-1553
(1984), Nature Biotechnology 14. 826 (1996), Gross, J.A., y cofs., Nature, 404:
995-999 (2000); y las patentes de Estados Unidos n° 5.877.397, 5.874.299,
5.814.318, 5.789.650, 5.770.429, 5.661.016, 5.633.425, 5.625.126, 5.569.825
y 5.545.806 (cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria como
referencia en su totalidad para todos It-:s fines)). Los anticuerpos humanos
pueden producirse también en adenotecas de macrSfagos display
(Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1992); Marks, y cols., J. Mol.
Biol., 222: 581 (1991)). También estan disponibles las técnicas de Cole y cols.
y Boemer, y cols. para ia preparacion de anticuerpos monoclonaies humanos
(Cole, y cols., Monoclonal Antibodies and Cancer Therap, Alan R. Liss, p. 77
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(1985) y Boemner, y cols., J. Immunol., 147(l): 86-95 (1891)).

“Envase” quiere decir cualquier receptaculo y clerre adecuado para
almacenar, enviar, dispensar y/o manipular un producto farmacéutico.

"Material de envasado” quiere decir un dispositivo facil de usar por el
cliente que permite una administracién conveniente y/o dispositivos auxiliares
que ayudan en la entrega, educacién y/o administracién. El material de
envasado puede mejorar la administracién del anticuerpo al pacients, reducir o
mejorar la instruccion educacional del paciente, proporcionar una plataforma
para estudios econémicos sanitarios mejorados y/o limitar la carga de trabajo
de los canales de distribucién. También, el material de envasado puede incluir
pero sin limitacién, un envase con base de papel, envase envuelto para reducir
el tamafio, envase con cubierta que permita la visibn, cupones para prueba-
uso, materiales de educacién, suministros auxiliares y/o dispositivo de
administracion.

“Prospecto” quiere decir 1a informacién que acompafia al producto que
proporciona una descripcién de como administrar el producto, junto con los
datos de seguridad y eficacia necesarios para permitir que el médico,
farmacéutico y paciente puedan tomar una decision informada con respecto al
uso del producto y/o informacién de educacion pama el paclente. El prospecto
generaimente se considera como la “etiqueta® de un producto farmacéutico.

Un “sujeto” quiere decir un mamifero; preferiblemente un ser humano
que necesite un tratamiento. En lo que se refiere a la presente invencién los
sujetos que necesitan tratamiento incluyen mamiferos que padecen o tienen
predisposicién a padecer un trastomo en el que la actividad de TNFSF13b es

perjudicial, por ejemplo enfermedades inmunitarias, que incluyen
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enfermedades autoinmunitarias y enfermedades inflamatorias. Los trastornos
preferidos incluyen, pero sin limitacion, lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, artritis crénica juvenll, artritis de Lyme, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, enfermedad inflamatoria del intestino, asma, enfermedades
alérgicas, psoriasis, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de
érganos trasplantados, enfermedad inmunitaria aguda ¢ crénica asociada al
transplante de 6rganos, sarcoidosis, enfermedades Infecciosas, parasitosis,
infertilidad en la mujer, trombocitopenia autoinmunitaria, enfermedad tiroidea
autoinmunitaria, enfermedad de Hashimoto, sindrome de Sjogren, y cdnceres,
en particular linfomas o mielomas de linfocitos Bo T.

Diversos aspectos de la Invencion se describen en mayor detalle en las
subsecciones siguientes.

La presente Invencién se refiere a anticuerpos monocionales humanos
que son especificos y neutralizan polipéptidos TNFSF13b bioactivos. También
se describen las secuenclas de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras
que son altamente especificas y neutralizan los polipéptidos TNFSF13b
cuando se unen a elios. Esta elevada especlficidad permite a los anticuerpos
humanos contra hTNFSF13b, y a los anticuerpos monocionales humanos con
especificidad similar ser inmunoterapia en las enfermedades asocladas a
TNFSF13b.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo alslado humano
que comprende al menos una de las secuencias de aminoécidos que se
muestran en las SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 6 16 y que se une a un
epitopo del polipéptido TNFSF13b con afinidad elevada, se disocia de un
polipéptido TNFSF13b unklo con una constante Ko de velocidad de
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disociacion baja de 1 x 10 s-1 o menor, y tiene capacidad de actuar como
antagonista de la actividad del polipéptidko TNFSF13b. En una realizacién, el
anticuerpo humano conira hTNFSF13b comprende un polipéptido que se
selecciona del grupo que consiste en: polipéptido de la CDR1 de la LCVR
como se muestra en la SEQ |D N°: 4; polipéptido de la CDR2 de la LCVR como
se muestra en la SEQ ID N°: 6; polipéptido da la CDR3 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 8; polipéptido de la CDR1 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 12; polipéptido de la CDR2 de la HCVR como se
muestra en ia SEQ ID N°: 14; y polipéptido de la CDR3 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 16. En otra realizacién, el anticuerpo humano contra
hTNFSF13b comprende al menos dos de los polipéptidos que se seleccionan
del grupo que consiste en: polipéptido de la CDR1 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 4; polipéptido de la CDR2 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 6; polipéptido de la CDR3 de la LCVR como se
musestra en la SEQ 1D N° 8; polipéptido de la CDR1 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N° 12; polipéptido de la CDR2 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 14; y polipéptido de la CDR3 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 186, En otra realizacion, el anticuerpo humano contra
hTNFSF13b comprende al menos tres de los polipéptidos que se seleccionan
del grupo que consiste en: polipéptido de la CDR1 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 4; polipéptido de la COR2 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 8; polipéptido de la CDR3 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 8; polipéptido de la CDR1 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N* 12; polipéptido de ia CDR2 de la HCVR como se
muestra ‘en la SEQ ID N°: 14; y polipéptido de la CDR3 de la HCVR como se
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muestra en la SEQ ID N°: 16. En otra realizaclon, el anticuerpo humano contra
hTNFSF13b comprende al menos cuatro de los polipéptidos que se
seleccionan del grupo que consiste en: polipéptido de la CDR1 de la LCVR
como se muestra en la SEQ ID N°: 4; polipéptido de la CDR2 de la LCVR como
se muestra en la SEQ ID N°: 6; polipéptido de la CDR3 de la LCVR como se
muestra en la SEQ 1D N° 8; polipéptido de la CDR1 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 12; polipéptido de la CDR2 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 14; y polipéptido de la CDR3 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 16. En otra realizaclén, el anticuerpo humano contra
hTNFSF13b comprende al menos cinco de los polipéptidos que se seleccionan
del grupo que consiste en: polipéptido de la CDR1 de la LCVR como se
muestra en la SEQ 1D N°: 4; polipéptido de la CDR2 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 6; polipéptido de la CDR3 de la LCVR como se
muestra en la SEQ ID N° 8; polipéptido de la CDR1 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 12; polipéptido de la CDR2 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 14; y polipéptido de la CDR3 de la HCVR como se
muestra en la SEQ ID N°: 16. En otra realizacién, el anticuerpo humano contra
hTNFSF13b comprende los polipéptidos del polipéptido de la CDR1 de la
LCVR como se muestra en la SEQ ID N° 4; polipéptido de la CDR2 de la
LCVR como se muesira en la SEQ ID N° 6; polipéptido de la CDR3 de la
LCVR como se muestra en la SEQ ID N°. 8, polipéptido de la CDR1 de la
HCVR como se muestra en la SEQ ID N°: 12; polipéptido de la CDR2 de la
HCVR como se muestra en la SEQ ID N°: 14; y polipéptido de la CDR3 de la
HCVR como se muestra en la SEQ ID N°: 16.

Mas preferiblemente, el anticuerpo humano contra hTNFSF13b

L
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comprende un polipéptido de la regiébn variable de la cadena ligera (LCVR)
como se muestra en la SEQ ID N°: 2 o un polipéptido de la regidn variable de
la cadena pesada (HCVR) como se muestra en la SEQ 1D N°: 10. Incluso mas
preferiblemente, el anticuerpo humano contra hTNFSF13b comprende el
polipéptido de !a LCVR como se muestra en la SEQ ID N°: 2 y el polipéptido de
la HCVR como se muestra en la SEQ ID N°: 10.

En realizaciones preferidas, el anticuerpo aislado humano se disocia de
un polipéptido TNFSF13b unido con una constante Koff de velocidad de
disociacién de 5 x 105 s-1 o menor e inhibe la proliferacién inducida por
TNFSF13b en un ensayo de neutralizacién in vitro con una Clgy de 1 x 10" Mo
menor. En realizaciones mas preferidas, el anticuerpo humano aisiado se
disocia de un epftopo del polipéptido TNFSF13b con una constante Kqff de
velocidad de disociacién de 1 x 10 s-1 o menor e Inhibe Ia proliferacion
inducida por TNFSF13b en un ensayo de proliferacién in vitro con una Clsg de
1 x 108 M o0 menor. En una realizacién todavia més preferida, el anticuerpo
humano contra TNFSF13b aislado se disocia de un polipéptido hTNFSF13b
unido con una constante Kof de velocidad de disociacién de 5 x 106 s-1 o
menor e inhibe la proliferacién inducida por TNFSF13b en un ensayo in vitro
con una Clsp de 1 x 10-9 M o menor. Ejemplos de anticuerpos humanos contra
hTNFSF13b que cumplen los anteriores criterios cinéticos y de neutralizacién
incluyen los anticuerpos 4A5-3.1.1-B4.

El anticuerpo humano méas preferido contra hTNFSF13b de la presente
invencién se denomina en la presente memoria 4A5-3.1.1-B4. 4A5-3.1.1-B4
tiene secuancias de polipéptidos de ia LCVR y la HCVR como se muestran en
la SEQ ID N° 2 y en la SEQ 1D N°: 10, respectivamente. Las secuencias de
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polinucleotidos que codifican la LCVR y la HCVR de 4A5-3.1.1-B4 se muestran
en la SEQ ID N°: 1 y la SEQ ID N°®: 9, respectivamente. Las propledades de los
anticuerpos  humanos contra hTNFSF13b de la presente invencion se
describen especificamente en los Ejemplos. Particularmente notable es [a
elevada afinidad por el polipéptido TNFSF13Db, la cinética de disociacién lenta y
la elevada capacidad como antagonista de la actividad del polipéptido
TNFSF13b que demuestra 4A5-3.1.1-B4.

La Koff de un anticuerpo humano contra hTNFSF13b puede
determinarse mediante resonancia de plasma superficial como se describe de
forma general en el Ejemplo 4. Generalmente, el anélisis por resonancia de
plasma superficial mide las interacciones de unién en tiempo real entre el
ligando (polipéptido TNFSF13b recombinada inmovilizado sobre una matriz de
biosensor) y el analito (anticuerpos en solucién) mediante resonancia de
plasma superficial (SPR) usando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor,
Piscataway, NJ). El andlisis por SPR pueds realizarse también inmovilizando el
analito (anticuerpos en una matriz de biosensor) y presentando el ligando
(TNFSF13b recombinada en solucién).

En un aspecto, la presente invencién se refiere también a las lineas
celulares que producen anticuerpos humanos contra hTNFSF13b de la
presente invencién. El aislamiento de lineas celulares que producen
anticuerpos monoclonales de la invencién puede lograrse usando técnicas
rutinarias de deteccion conocidas en la técnica. Un hibridoma que produce un
anticuerpo humano contra hTNFSF13b de la presente invencion ha sido
depositado en ATCC, (ATCC PTA-3674) como se describe en la presente

memoria.
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Puede usarse una amplia variedad de sistemas de hospedadores de
expresion para expresar los anticuerpos de la presente invencién que incluyen
sistemas de expresion bacterianos, de levaduras, baculoviricos, vegetales y
mamiferos (asl como sistemas de expresion de macrofagos display). Un
ejemplo de un vector bacterlano adecuado es pUC119 (Sfi). En la técnica se
conocen también otros sistemas de expresién de anticuerpos y se contemplan
en la presente memoria.

Un anticuerpo de la invencién puede prepararse mediante expresion
recombinada de los genes de ias cadenas ligeras y pesadas de Ia
inmunoglobulina en una célula hospedadora. Para expresar un anticuerpo de
forma recombinada, se transfecta una célula hospedadora con uno 0 mas
vectores de expresion recombinados que portan fragmentos de ADN que
codifican las cadenas ligeras y pesadas de la inmunogiobulina del anticuerpo
tal que las cadenas ligeras y pesadas se expresen en la célula hospedadora.
Preferiblemente, los anticuerpos recombinados se seleccionan en el medio en
el que se cultivan las células hospedadoras, y desde este medio se pueden
recuperar los anticuerpos. Para obtener los genes de las cadenas pesadas y
ligeras se usan metodologias de ADN recombinado estandar, para incorporar
estos genes en vectores de expresion recombinados e introducir los vectores
en las células hospedadoras.

El ADN aislado que codifica la region HCVR puede convertirse en un
gen de la cadena pesada completo ligando operablemente el ADN que codifica
la HCVR a otra molécula de ADN que codifica las regiones constantes de la
cadena pesada (CH1, CH2, y CH3). Las secuencias de ADN de los genes de la

regién constante de la cadena pesada son conocidas en la técnica y pueden
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obtenerse fragmentos de ADN que comprenden estas regiones mediante
amplificacién por PCR estandar. La regién constante de la cadena pesada
puede ser una regién constante de IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM a igD
y cualquier variante alotipica de ellas como se describe en Kabat, (Kabat, et al,
Sequeces of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department
of Health and Human Services, Publicacién de NiH n®. 91-3242 (1891)), pero lo
méas preferiblemente es una region constante de IgG1, o IgG4. De forma
altemativa, la porcién del anticuerpo puede ser un fragmento Fab, un
fragmento Fab’, F(ab')2, o un fragmento de FV monocatenario. Para un
fragmento del gen de la cadena pesada de Fab, el ADN que codifica la HCVR
puede estar ligado operativamente a ofra molécula de ADN que codifica
Gnicamente la regién constante de la cadena pesada de CH1.

El ADN aislado que codifica la region LCVR puede convertirse en un
gen de cadena ligera completo (asl como un gen de cadena ligera de Fab)
ligando operativamente el ADN gue codifica LCVR a otra molécula de ADN que
codifica la regién constante de la cadena ligera, CL. Las secuencias de ADN de
los genes de regidon constante de la cadena ligeara humana son conocidas en
técnica y pueden obtenerse fragmentos de ADN que comprenden estas
regiones medlante amplificacién por PCR estandar. La regién constante de la
cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda.

Para crear un gen scFV, los fragmentos de ADN que codifican HCVR y
LCVR se ligan operablemente a otro fragmento que codifica un conector
flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoéacidos Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser- Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (Gly4-Ser)3, tal que las
secuencias de HCVR y LCVR puedan expresarse en forma de proteina
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monocatenaria, estando las regiones LCVR y HCVR unidas mediante el
conector flexible (véase por ejemplo, Bird y cols. Science 242: 423-426 (1988);
Huston, y cols., Proc. Nall. Acad Scl. USA 85: 5879-5883 (1988); McCafferty, y
cols., Nature 348: 552-554 (1990)).

Para expresar los anticuerpos de la invencién, se insertan ADNs que
codifican cadenas ligeras y pesadas de longitud parcial o completa, obtenidas
como se describe anteriormente en vectores de expresién de forma tal que los
genes estén ligados operativamente a secuencias de control de transcripcion y
traduccién. Ef gen del anticuerpo esta ligado en un vector tal que las
secuencias de control de transcripcién y traduccién dentro del vecior
desempefien su funcién pretendida de regular la transcripcién y traduccion del
gen del anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de la
expresion se eligen de forma que sean compatibles con la célula hospedadora
de expresién que se use. El gen de la cadena ligera del anticuerpo y el gen de
la cadena pesada del anticuerpo pueden insertarse en vectores diferentes o,
mas tipicamente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresion.
Los genes del anticuerpo se insertan en el vector de expresidon mediante
procedimientos estidndar (por ejemplo, ligado de sitios de restriccién
complementarios en el fragmento del gen del anticuerpo y en el vector, o ligado
de extremos romos si no hay presentes sitios de restricclén). Ademas, o de -
forma altemativa, el vector de expresién recombinado puede codificar un
péptido de sefial que facilite la secrecion de la cadena del anticuerpo humano
contra hTNFSF13b desde una célula hospedadora. El gen de la cadena del
anticuerpo humano contra hTNFSF13b puede clonarse en el vector de tal

forma que el péptido de sefial esté ligado en marco con el extremo amino del
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gen de la cadena del anticuerpo. El péptido de sefial puede ser un péptido de
sefial de la inmunoglobulina o un péptido de sefial heterdlogo (es decir, un
péptido sefial de una proteina que no sea una inmunoglobulina).

Ademas de los genes de la cadena del anticuerpo, los vectores de
expresion recombinados de la invencién portan secuencias reguladoras que
controlan la expresion de los genes de la cadena del anticuerpo en una célula
hospedadora. Las secuencias reguladoras comprenden promotores,
potenciadores y otros elementos de control de la expresién (por ejemplo,
sefiales de poliadenilacién) que controlan la transcripcion o traduccién de los
genes de la cadena del anticuerpo. Los expertos en |a técnica apreciaran que
el disefio del vector de expresién, incluyendo la selecciéon de las secuencias
reguladoras puede depender de factores tales como la eleccién de la célula
hospedadora a transformar, el nivel de expresién de proteinas deseado, etc.
Las secuencias reguladoras preferidas para la expresibn en células
hospedadoras de mamfferos incluyen elementos viricos que dirigen niveles
elevados de expresion de proteinas en células de mamifero, tales como
promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV) (tal como el
promotor/potenciador de CMV), Virus Simio 40 (SV40) (tal como el
promotor/potenciador de SV40), adenovirus, (por ejemplo el promotor tardio
principal de adenovirus (AdMLP)) y polioma.

Ademas de los genes de las cadenas de los anticuerpos y las
secuencias reguladoras, los vectores de expresion recomblnados de la
invencién pueden portar secuencias adicionales, tales como las secuencias
que regulan la replicacién del vector en células hospedadoras (por ejeﬁplo,

origenes de replicacién) y genes marcadores seleccionables. El gen marcador
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seleccionable facilita la seleccién de las células hospedadoras en las que se ha
introducido el vector. Por ejemplo, tipicamente el gen marcador seleccionable
confiere resistencia a farmacas, tales como G418, higromicina o metotrexato, a
una célula hospedadora en la que se ha introducido el vector. Los genes
marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) (para usarse en las células hospedadoras dhfr con
seleccién/amplificacién con metotrexato) y el gen neo (para la seleccién con
G418).

Para la expresién de cadenas ligeras y pesadas, el (los) vector(es) de
expresion que codifican las cadenas pesadas y ligeras se transfecta(n) en una
célula hospedadora mediante técnicas estandar. Las diversas formas del
término “transfeccion” se pretende que incluyan una amplia variedad de
técnicas usadas cominmente para la introduccién de ADN exdgeno en una
célula hospedadora procariota o eucariota, por ejemplo, electroporacién,
precipitacién con calcio y fosfato, transfeccién con DEAE-dextrano y similares.
Aunque es tedricamente posible expresar los anticuerpos de la invencién en
células procariotas o eucariotas, o mas preferido es la expresion de
anticuerpos en células eucarlotas, y lo mas preferiblemente en células
hospedadoras de mamifero, porque las células eucariotas de ese tipo, y en
particular las células de mamifero tienen una tendencia mayor que las células
procariotas a ensamblar y segregar un anticuerpo plegado de forma apropiada
e inmunolégicamente activo. Las células hospedadoras de mamifero preferidas
para expresar los anticuerpos recombinados de la Invencién incluyen las
células ovéricas de hamster chino (células CHO) (que inciuyen las céluias dhfr-
CHO, descritas en Uraub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77. 4216-4220
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(1980), usadas con el marcador seleccionable DHFR, por ejemplo como se
describe en R.J. Kaufman y P.A. Sharp, Mol. Biol., 159: 601-621 (1982)),
células de mieloma NSO, células COS y células SP2. Cuando los vectores de
expresidn recombinados que codifican genes de anticuerpos se Introducen en
células hospedadoras de mamifero, los anticuerpos se producen cultivando las
células hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
expresion del anticuerpo en las células hospedadoras o, mas preferiblemente,
la secrecién del anticuerpo al medio de cultivo en el que se cultivan las células
hospedadoras. Los anticuerpos pueden recuperarse del medio de cultivo
usando procedimientos estAndar de purificacion de proteinas.

También pueden usarse células hospedadoras para producir porciones
de anticuerpos intactos, tales como fragmentos Fab de moléculas de scFV. Se
entendera que las variaciones sobre el procedimiento anterior estan dentro del
alcance de la presente invencion. Por ejemplo, puede ser deseable transfectar
una célula hospedadora con ADN que codifica la cadena ligera o la cadena
pesada (pero no las dos) de un anticuerpo de esta invencién. También puede
usarse la ingenieria genética para eliminar parte o todo el ADN que codifica
cualquiera o ambas de las cadenas ligera 0 pesada que no sea necesario para
unirse a hTNFSF13b. Las moléculas expresadas a partir de moléculas
truncadas de ADN estAn comprendidas también en los anticuerpos de la
invencién. En un sistema para la expresién recombinada de un anticuerpo de
la invencién, se introduce un vector de expresién recombinado que codifica
tanto la cadena pesada del anticuerpo como la cadena ligera del anticuerpo en
células dhfr-CHO mediante transfeccién mediada por calclo y fosfato. Dentro

del vector de expresién recombinado, los genes de la cadena pssada y ligera
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del anticuerpo estan ligados operativaments a elementos reguladores
potenciador/promotor (por ejemplo, derivados de SV40, CMV, adenovirus y
similares, tales como un elemento regulador potenciador de CMV / promotor de
AdMLP o un elemento regulador potenciador de SV40 / promotor de AAMLP)
i'Jara inducir niveles elevados de transcripcién de los genes. El vector de
expresién recombinado porta también un gen DHFR, que permite la seleccion
de células CHO que han sido transfectadas con el vector usando la
seleccion/amplificaciébn con metotrexato. Las células hospedadoras
transformadas seleccionadas se cultivan para permitir la expresién de las
cadenas pesada y ligera del anticuerpo y el anticuerpo intacto se recupera del
medio de cultivo. Se usan técnicas de biologla molecular estindar para
preparar el vector de expresibn recombinado, transfectar las células
hospedadoras, seleccionar las transformados, cultivar las células
hospedadoras y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Los anticuerpos o
las porciones de los mismos que se unen a los antigeno de la invencion
pueden expresarse en un animal (por ejemplo, un ratbn) que sea transgénico
para los genes de inmunoglobulina humana (véase por ejemplo, Taylor, L.D., y
cols. Nucl. Acids Res., 20: 6287-6205(1992)). Las células vegetales pueden
modificarse también para crear plantas transgénicas que expresen el
anticuerpo o la porcién del mismo que se une al antigeno, de la invencidn.

En vista de lo anterior, otro aspecto de la invencién se refiere a
composiciones de acidos nucleicos, vectores, y células hospedadoras que
pueden usarse para la expresion recombinada de los anticuerpos y porciones
de anticuerpos de la invencién. Preferiblements, ia invencién destaca écidos

nucleicos aislados que codifican las CDR de 4A5-3.1.1-B4, o la region variable
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completa de la cadena pesada y/o ligera de 4A5-3.1.1-B4. En consecuencia,
en una realizacién, la invencién destaca un &cido nucieico aislado que codifica
una regién variable de la cadena pesada de un anticuerpo que codifica la
CDR3 de la cadena pesada de 4A5-3.1.1-B4 que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID N° 16. Preferiblemente, el acido nucleico que
codifica la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo codifica ademas
una CDR2 de la cadena pesada de 4A5-3.1.1-B4 que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID N°: 14. Mas preferiblemente, el acido nucleico
que codifica la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo codifica
ademas una CDR1 de la cadena pesada de 4A5-3.1.1-B4 que comprende la
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N°: 12. Incluso mas preferiblemente,
el acido nucleico aislado codifica una regién variable de la cadena pesada de
un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°:
10 (Ia regién de HCVR completa de 4A5-3.1.1-B4).

En otras realizaciones, la invencion destaca un 4acido nucleico aislado
que codifica un regiéon variable de la cadena ligera de un anticuerpo que
codifica la CDR3 de la cadena ligera 4A5-3.1.1-B4 que comprende ia
socuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°: 8 Preferiblemente, el acido
nucleico que codifica la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
codifica adem&s una CDR1 de la cadena ligera de 4AS5-3.1.1-B4 que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N° 4. Incluso mas
preferiblemente, el 4cido nucleico aislado codifica una regién variable de la
cadena ligera de un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécidos
de la SEQ ID N°: 2 (la regién completa de LCVR de 4A5-3.1.1-B4).

En otras realizaciones, la invencién destaca un &acido nucleico aislado
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que codifica una regién variable de la cadena ligera de un anticuerpo que
codifica la CDR3 de la cadena ligera de 4A5-3.1.1-B4 que comprende Ia
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°: 8 Preferiblements, el acido
nucleico que codifica la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
codifica ademas una CDR1 de la cadena ligera de 4A5-3.1.1-B4 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N° 4. incluso mas
preferiblemente, el acido nucleico aislado codifica una regién variable de la
cadena ligera del anticuerpo que comprende ia secuencia de aminoécidos de
la SEQ ID N°: 2 (la regién completa de la LCVR de 4A5-3.1.1-B4).

En oira realizacion, la invencidn proporciona un 4acido nucleico aislado
que codifica un dominio CDR3 de la cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°: 16 (es decir, la CDR3 de la HCVR
de 4A5-3.1.1-B4). Este acido nucleico puede codifica Gnicamente la regién
CDR3 o, mas preferiblemente, codifica una regién variable de la cadena
pesada (HCVR) completa del anticuerpo. Por ejemplo, el &cido nucleico puede
codificar una HCVR que tiene un dominio CDR2 que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID N°: 14 (es decir, la CDR2 de la HCVR de 4A5-
3.1.1-B4) y un dominio CDR1 que comprende la secuencia de amino4cidos de
la SED ID N°; 12 (es decir, la CDR1 de la HCVR de 4A5-3.1.1-B4).

En otra realizacién més, la invencién proporciona un acido nucleico
aislado que codifica una regién variable de la cadena ligera de un anticuerpo
que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N°: 2 (es declr, la
LCVR de 4A5-3.1.1-B4). Preferiblemente este acido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID N°: 1, aunque los expertos an la técnica

aproeciaran que, debido a la degeneracibn del codigo genético, oftras
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secuencias de nucledtidos pueden codificar la secuencia de amino4cidos de la
SEQ ID N°: 2. El &cido nucleico puede codificar tnicamente la LCVR o pueds
codificar también una region constante de la cadena ligera de un anticuerpo,
ligada operativamente a 1a LCVR. En una realizacién, este acido nucleico esté
en un vector de expresion recombinado.

En otra realizacién més, la invencién proporciona un &cido nucleico
aislado que codifica una regién variable de la cadena pesada de un anticuerpo
que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N°: 10 (es decir, la
HCVR de 4A5-3.1.1-B4). Preferiblemente este 4cido nucleico comprende Ia
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID N°: 9, aunque los expertos en la técnica
apreciardn que, debido a la degeneraciébn del codigo genético, otras
secuencias de nuclebtidos pueden codificar la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID N*: 10. El acido nucleico puede codificar Gnicamente la HCVR o puede
codificar también una regién constante de la cadena pesada, ligada
operativamente a la HCVR. Por ejemplo, el acido nucleico puede comprender
una region constante de la 1gG1 o IgG4. En una realizacién, este acido
nucleico estd en un vector de expresiéon recombinado.

Los expertos en la tdcnica son conscientes de que las modificaciones en
la secuencia de aminoacidos del anticuerpo pueden dar como resultado un
anticuerpo que presente caracteristicas funcionales equivalentes o superiores
cuando se comparan con el anticuerpo original. Las alteraciones en los
anticuerpos de la presente invencién pueden incluir una o mas inserciones,
deleciones, sustituciones, truncamientos, fusiones y similares de aminoécidos,
ya sea debido a mutaciones naturales o a manipulacién humana. La presente

invencion comprende anticuerpos descritos en la presente memoria que



10

15

31-
comprenden ademas una o mas sustituciones de aminoacidos con ia condicién
de que los anticuerpos sustituidos tengan sustanciaimente la{s) misma(s) (o
mejorada(s) o reducida(s), segiin se desee) actividad(es) que los anticuerpos
que se describen en la presente memoria. Preferiblemente, una CDR de la
presente invencién tiene 3 © menos sustituciones conservadoras.
Preferiblemente, una CDR de la presente invencién tiene 2 o menos
sustituciones conservadoras. Preferiblemente, una CDR de la presente
invencién tiene una sustitucién conservadora. Los expertos en la técnica
reconoceran que pueden prepararse anticuerpos que tienen sustituciones
conservadoras de aminodcidos mediante una variedad de técnicas conocidas
en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse un nimero de procedimientos de
mutagénesis, incluyendo ensamblado por PCR, mutagénesis dirigida por
oligonucledtidos Kunkel (dut-ung-) y tiofosfato (kit Amersham Sculptor). Las
sustituciones conservadoras de interés se muestran en la Tabla 1 junto con las
sustituciones preferidas.

Tabla 1. Sustituciones conservadoras
Residuo | Susfituciones Sustitucion

Ala {A) Iy, val, Teu, ile, ser, met, thr .yal

Arg (RY_Tlys, gin, asn, his L
Aen (N Gl Gin

p (D  GGlu g:::
an 'El AsSn
Glu (E AS ASD
Gly (G Ala, ile, leu, pro, ser, met, val val Ala

s(H) | Asn, gin, lﬁé1 a[F Ang
lle (1 Leu, val, met, ala, phe,norleucina Leu
eu noreucina, lle, val, met, ala phe fla
Lys (K in, asn, his Arg
Ala ile, leu, phe, ser, val Leu

Phe (F) | Leu, val, ile, ala, trp, fyr Tyr
ro (P)

& 0\"{/
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Ser (S Ala, gly, ile, leu, met, thr, val THF
m (W) [twr v
A e ouimet £
ser, met,norieu Léu

La invencién proporciona también vectores de expresion recombinados
que codifican un anticuerpo que comprende un polipéptido que se selecciona
del grupo que consiste en un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°: 2,
un polipéptido como se muestra en la SEQ 1D N°: 4, un polipéptido como se
muestra en la SEQ ID N°: 8, un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°:
8, un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°: 10, un polipéptido como
se muestra en la SEQ ID N°: 12, un polipéptido como se muestra en la SEQ ID
N°: 14; y un polipéptido como se muestra en la SEQ ID N°: 16.

La invencién proporciona también vectores de expresién recombinados

que codifican tanto una cadena pesada de un anticuerpo como uha cadena
ligera de un anticuerpo. Por ejemplo, en una realizacién, la invencion
proporciona un vector de expresion recombinado que codifica:

a) una cadena pesada de un anticuerpo que tiene una regién variable
que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID N°: 10; y

b) una cadena ligera de un anticuerpo que tiene una regién variable que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ 1D N°: 2.

Una vez expresados, los anticuerpos completos, sus dimeros, las
cadenas ligeras y pesadas individuales, u otras formas de inmunoglobulinas de
la presente invencién pueden purificarse de acuerdo con procedimientos
estandar en la técnica, que incluyen la precipitacion con sulfato de amonio,
cromatografia de intercambio de iones, afinidad, fase inversa, en columna de
interaccion hidréfoba, electroforesis en gel y similares. Se prefieren las
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inmunoglobulinas sustancialmente puras con una homogeneidad de, al menos,
aproximadamente 90 a 95% y se prefieren mas con una homogeneidad de 98
a 99% o superior, para usos farmacéuticos. Una vez purificados, parcialmente
o hasta lograr {a homogeneidad segin se desee, los polipéptidos pueden
usarse después terapéuticamente o profildcticamente como se apunta en la
presente memoria.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden incorporarse a
composiciones farmacéuticas adecuadas para su administracién a un sujeto.
Tipicamente, la composicion farmacéutica comprende un anticuerpo o una
porcién de un anticuerpo de la invencién y un diuyente, vehiculo, y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas
para su administracion se disefian para que sean apropiadas para el modo de
administracién, y se usan diluyentes, vehiculos, y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables tales como agentes dispersantes, tampones,
tensioactivos, conservantes, agentes solublilizantes, agentes de isotonicidad,
agentes estabilizantes y similares segin sea apropiado

Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo humano
contra hTNFSF13b de la presente invencion puede administrarse a un
mamifero que presente riesgo o que exhiba sintomas relacionados con la
autoinmunidad o patologias tales como lupus eritematoso sistémico usando
técnicas de administracién estdndar mediante administracion intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, pulmonar, transdémica, intramuscular, intranasal,
bucal, sublingual 0 en supositorio.

Los anticuerpos de la Invencion pueden incorporarse en una
composicion farmacéutica adecuada para la administracién parenteral. Se
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prefiere la administracion sistémica periférica mediante inyeccion intravenosa o
intraperitoneal o subcuténea. Los vehiculos adecuados para tales inyecciones
son basicos. Ademas, sin embargo, la administracin puede efectuarse
también a través de las membranas mucosas mediante aerosoles nasales o
supositorios. Las formulaciones adecuadas para tales modos de administracion
son notorias y tipicamente incluyen tensioactivos que facilitan la transferencia a
través de la membrana.

Las composiciones farmacéuticas tipicamente deben ser estériles y
estables en las condiciones de fabricacién y aimacenamiento. Por lo tanto, las
composiciones farmacéuticas pueden esterilizarse por filiracién después de
preparar la formulacién o, hacerse microbiolbégicamente aceptables por otros
medios. Una composicion tipica para la infusién intravenosa podria tener un
volumen de hasta 250 ml de fluido, tal como solucién estéril de Ringer, y 1-100
mg por mi, o més de concentracién de anticuerpos. Los agentes terapéuticos
de la invencién pueden congelarse todos o liofilizarse para almacenarse y
reconstituirse en un vehiculo estéril adecuado antes de su uso. La liofilizacion y
reconstitucién pueden provocar diversos grados de pérdida de actividad de los
anticuerpos (por ejemplo con las globulinas inmunitarias convencionales, los
anticuerpos de IgM tienden a tener una mayor pérdida de actividad que los
anticuerpos de IgG). Puede ser que haya que ajustar las dosis para
compensar. El pH de la formulacion se seleccionard para equilibrar la
estabilidad (quimica y fisica) de los anticuerpos y el bienestar dei paciente
cuando se administra. Generalmente se tolera un pH entre 6 y 8.

TNFSF13b juega un papel critico en la patologia asociada a una
variedad de enfermedades que implican factores inmunitarios e inflamatorios.
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Por fo tanto puede usarse una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo humano contra hTNFSF13b de la invencién para tratar trastornos
en los que la actiilad de TNFSF13b sea perjudicial, por ejemplo
enfermedades inmunitarias que incluyen enfermedades autoinmunitarias y
enfermedades inflamatorias. Los trastornos preferidos incluyen, pero sin
limitacién, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, artritis cronica
juvenil, artriis de Lyme, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad
inflamatoria del intestino, asma, enfermedades alérgicas, psoriasis,
enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de 6rganos trasplantados,
enfermedad inmunitaria aguda o crénica asociada al trasplante de 6rganos,
sarcoidosis, enfermedades infecciosas, parasitosis, infertilidad en la mujer,
trombocitopenia  autoinmunitaria, enfermedad tiroidea autoinmunitaria,
enfermedad de Hashimoto, sindrome de Sjogren, y cénceres, en particular
linfomas o mielomas de linfocitos B o T.

Méas preferiblemente, se usa una composicion farmacéutica que
comprende un anticuerpo humeno contra hRTNFSF13b y/o un fragmento de
anticuerpo de la invencién para tratar lupus eritematoso sistémico.

También se contempla en la presente memoria el uso de un anticuerpo
humano contra hTNFSF13b de la presente invencién en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de al menos uno de los trastomnos
mencionados en el que la actividad de TNFSF13b es perjudicial.

En clertas situaciones, un anticuerpo de la invencién se formulara
conjuntamente y/o se administrard conjuntamente con uno o méas agentes
terapéuticos que se usan en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias
y/o inflamatorias. Tales politerapias pueden utilizar ventajosamente dosis
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menores de los agentes terapéuticos administrados, evitando asi posibles
toxicidades o complicaciones asociadas a las diversas monoterapias. Los
expertos en la técnica apreciardn que cuando los anticuerpos de la invencién
se usan como parte de una politerapia, puede ser deseable una dosis menor
de anticuerpo que cuando se administra el anticuerpo solo a un sujeto (por
ejemplo, puede lograrse un efecto terapéutico sinergistico mediante el uso de
politerapia que, a su vez, permite el uso de una dosis menor del anticuerpo
para lograr el efecto terapéutico deseado).

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden incluir una
“cantidad terapéuticamente efectiva® o a “cantidad profilacticamente efectiva”
de un anticuerpo de la invencién. Una “cantidad terapéuticamente efectiva” se
refiere a una cantidad efectiva, en dosis y durante periodos de tiempo
necesarios para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo puede variar de acuerdo con factores
tales como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del individuo y la
capacidad del anticuerpo o porcién de anticuerpo de provocar una respuesta
deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva es también
una en la que cualesquiera efectos toxicos o perjudiciales son superados por
los efectos terapéuticos beneficiosos. Una “cantidad profilécticamente efectiva”
se refiere a una cantidad efectiva, en dosis y durante periodos de tiempo
necesarios para lograr el resultado profilictico deseado. Tipicamente, debido a
que una dosis profilictica se usa en los sujetos antes o en una etapa anterior
de la enfermedad, la cantidad profilacticamente efectiva serd menor que la
cantidad terapéuticamente efectiva.

Pueden ajustarse las posologias para proporcionar la respuesta Gptima
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deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo,
puede administrarse un Gnico bolo, pueden administrarse diversas dosis
divididas durante un tiempo o la dosis puede reducirse o incrementarse
proporcionalmente segin indiquen las exigencias de la situacién terapéutica.

Dada su capacidad de unirse a hTNFSF13b, los anticuerpos de la
invencién pueden usarse para detectar polipéptidos TNFSF13b (por ejemplo,
en una muestra bioldgica, tal como suero o plasma), usando un inmunoensayo
convencional, tal como ensayos de inmunosorcién ligados a enzimas (ELISA),
un radioinmunoensayo (RIA) o inmunochistioquimica tisular. La invencion
proporciona un procedimiento para detectar TNFSF13b en una muestra
biolégica que comprende poner en contacto una muestra biolégica con un
anticuerpo, o porcién de anticuerpo, de la invencion y detectar el anticuerpo (0
porcion del anticuerpo) unido a hTNFSF13b o anticuerpo (o porcién del
anticuerpo) no unido, para detectar de este modo hTNFSF13b en la muestra
biolégica. El anticuerpo se marca directa o indirectamente con una sustancia
detectable para facilitar la deteccion del anticuerpo unido o no unido. Las
sustancias detectables adecuadas incluyen varias enzimas, grupos prostéticos,
materiales fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radioactivos.
Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de réabano, fosfatasa
alcalina, p-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos complejos de grupos
prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina;
ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferon,
fluoresceina, isocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinil-amina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritina; un ejemplo de un material
luminiscente incluye luminol; y ejemplos materiales radiactivos adecuados
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incluyen 1251, 131|, 358, o 3H. '

Como alternativa a marcar el anticuerpo, puede ensayarse TNFSF13b
en fluidos biologicos mediante un inmunoensayo competitivo utilizando
patones de TNFSF13b marcados con una sustancia detectable y un
anticuerpc humano no marcado contra hTNFSF13b. En este ensayo, la
muestra biologica, los patrones de TNFSF13b marcados y el anticuerpo
humano contra hTNFSF13b se combinan y se determina la cantidad de patron
de TNFSF13b marcado unido al anticuerpo. La cantidad de TNFSF13b en la
muestra biolégica es inversamente proporcional a la cantidad de patron de
rTNFSF13b marcado unido al anticuerpo humano contra hTNFSF13b.

En ofra realizacién, la presente invencién proporciona un uso de un
anticuerpo que neutraliza la actividad de TNFSF13b uniéndose a un epitopo de
TNFSF13b. El epitopo se identificé como se describe en el Ejempio 10. Como
referencia, la porcion soluble de hTNFSF13b se representa como sigue:

THPSF13b humana 1 AVQGPEETVT ODCLQLIADS ETPTIQKGSY TFVPWLLSFK 40
41 RGSALEEKEN KILVEKETGYF PIYGQVLYTD KTYAMGHLIQ 680
81 RKXVHVFPGDE LSLVTLFRCI OQNMPBTLPMN SCYSAGIAKL 120
121 EBGDELQLAI PRENAQISLD GDVTFFGALK LL 152

Los aminoacidos hTNFSF13b implicados en la unién de los anticuerpos
humanos novedosos contra hTNFSF13b comprenden al menos uno de los
aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en: treonina en la
posicién 69, lisina en la posicién 71, treonina en la posicién 72, tirosina en la
posicién 73, acido glutamico en la posicién 105, treonina en la posicion 106,
leucina en la posicién 107, y asparagina en la posicién 109. En otra realizacion,
los aminoécidos implicados en la uni6n de los anticuerpos humanos novedosos

X
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contra hTNFSF13b comprenden al menos dos de los aminoécidos que se
seleccionan del grupo que consiste en: treonina en la posicién 69, lisina en la
posicion 71, treonina en la posicién 72, tirosina en la posicién 73, &cido
glutdmico en la posicién 105, treonina en la posicion 106, leucina en la posicién
107, y asparagina en la posicién 109. En otra realizacién, los aminoécidos
implicados en la unién de los anticuerpos humanos novedosos contra
hTNFSF13b comprenden al menos tres de los aminoécidos que se seleccionan
del grupo que consiste en: treonina en la posicién 69, lisina en la posicion 71,
treonina en la posicién 72, tirosina en la posicién 73, &cido glutamico en la
posicion 105, treonina en la posicion 108, leucina en la posicién 107, y
asparagina en la posicién 109. En otra realizacion, los aminoécidos implicados
en la unién de los anticuerpos humanos novedosos contra hTNFSF13b
comprenden al menos cuatro de los aminoécidos que se seleccionan del grupo
que consiste en: treonina en la posicién 69, lisina en la posicion 71, treonina en
la posicién 72, tirosina en la posicion 73, acido glutdmico en la posicién 105,
treonina en la posicién 106, leucina en la posicin 107, y asparagina en la
posicién 109.

En otra realizacién, los aminoécidos implicados en la union de los
anticuerpos humanos novedosos contra hTNFSF13b comprenden lisina en la
posicién 71, treonina en la posicion 72, tirosina en la posicion 73, y é&cido
glutamico en la posicién 105.

En ofra realizacién, los aminoécidos implicados en la union de los
anticuerpos humanos novedosos contra hTNFSF13b comprenden &cido
glutdmico en la posicién 105 y al menos uno de los aminoécidos que se
selecciona del grupo que consiste en: treonina en la posicién 69, lisina en la
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posicién 71, treonina en la posicién 72, y tirosina en la posicién 73. En otra
realizacion, los aminoécidos implicados en la unibn de los anticuerpos
humanos novedosos contra hTNFSF13b comprenden treonina en la posicion
106 y al menos uno de los aminoécidos que se selecciona del grupo que
consiste en: treonina en la posicién 69, lisina en la posicion 71, treonina en la
posicién 72, y tirosina en la posicion 73. En otra realizacion, los aminoécidos
implicados en la uni6n de los anticuerpos humanos novedosos contra
hTNFSF13b comprenden leucina en la posicién 107 y al menos uno de los
aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en: treonina en la
posicién 69, lisina en la posicién 71, treonina en la posicién 72, y tirosina en la
posicién 73. En otra realizacién, los aminoécidos implicados en la union de los
anticuerpos humanos novedosos contra hTNFSF13b comprenden asparagina
en la posicion 109 y al menos uno de los aminoécidos que se selecciona del
grupo que consiste en: lisina en fa posicién 71, treonina en la posiciéon 72, y
tirosina en la posicién 73.

En otra realizacion, los aminoécidos implicados en la unién de los
anticuerpos humanos novedosos contra hTNFSF13b comprenden lisina en la
posicién 71, treonina en la posicién 72, tirosina en la posicion 73, y écido
glutamico en la posicion 105.

Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren pero no limiten la
invencion.

Ejemplo 1: Generacién de anticuerpos monocionales humanos contra
hTNFSF13b

Se generaron anticuerpos monocionales usando la tecnologia HuMAb-
Mouse™ en Medarex inmunizando los ratones con hTNFSF13b soluble

o
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(aminoécidos 133-285, comprados en RDI, Flanders, NJ). Se usaron ratones
HCo7 y HCo12. Se inmuniz6 a los ratones con 15 pg a 50 pg de hTNFSF13b
soluble en RIBI, adyuvante completo de Freund o adyuvante incompleto de
Freund. A ocho ratones que mostraban valoraciones de anticuerpos en suero
contra hTNFSF13b se les inyectd iv. 10 ug de hTNFSF13b en PBS. Se
recolects el bazo de cada ratén tres dias después y se fusion6 con células de
mieloma de acuerdo con el procedimiento que se describe en Zola (Zola, H.
Monocional Antibodies: A Manual of Techniques. CRC Press, Boca Raton, FL.
(1987)).

Se analizaron los hibridomas para determinar la unién a hTNFSF13b y
para asegurarse de que expresaban las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulina humana. Se detect6 la unién del anticuerpo a hTNFSF13b
mediante un ELISA de la forma siguiente:

Se recubrieron las placas con 50 pl de hTNFSF13b a 5 pg/ml en PBS
toda la noche a 4°C. Después se vaciaron las placas y se bloguearon con 100
ul de PBS + Tween 20 al 0,05% (PBST) + suero de pollo al 5% durante 1 hora
a temperatura ambiente, Después de lavar tres veces con PBST, se
escurrieron las placas y se afiadieron 100 pl de reactivos secundarios diluidos
(HRP-HulgGFc, Jackson n° de cat. 109-036-098 o HRP-HuKappa, Bethyl n° de
cat. AB0-115P; 1: 5000 en tampén de bloqueo) por pocillo. Después de incubar
durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron tres veces las placas como
se describe anteriorments. Se revelaron las placas usando 10 mi de tampén de
citrato y fosfato a pH 4,0, 80 ul de ABTS, 8 pl de H.0; por placa. Después de
incubar durante 30 minutos a 1 hora a temperatura ambiente, se leyd la
absorbancia de las placas A415-A490. Los hibridomas que demostraron que
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se unian a hTNFSF13b y que eran la cadena pesada de hulgG y la cadena
ligera kappa humana se seleccionaron para subclonar.

El medio de cultivo celular de hibridomas subclonados se concentré en
sistemas de filtraci6n tangenciales Amicon ProFlux M12 usando membranas
Amicon S3Y30 UF. E! medio concentrado se pasé por columnas de proteina A
sefarosa (columna de 5 a 20 ml) con una velocidad de fiujo de 5 mi/minuto. Las
columnas se lavaron con tampén A (PBS, a pH 7,4) hasta que la absorbancia
volvi6 a los niveles iniciales y los polipéptidos unidos se eluyeron con écido
citrico 50 mM, a pH 3,2. Inmediatamente se neutralizaron las fracciones con
Tris 1 M, a pH 8,0. Después se analizaron las fracciones mediante SDS-PAGE.
Se juntaron las fracciones que contenian anticuerpo y se concentraron usando
una unidad de filtrado por centrifugado Ultrafree (Millipore, con corte en peso
molecular de 10 kDa).

Ejemplo 2: Actividad funcional de anticuerpos humanos contra
hTNFSF13b

Se midi6é la actividad neutralizadora de los anticuerpos humanos de la
invencion contra hTNFSF13b usando una linea de linfocitos B dependiente de
I-1 murina. Las células se lavaron tres veces con medio de ensayo (RPMI1640
que contenia FBS al 10%, plruvato sédico 1 mM, 2-mercaptoetanol 5 x 10° M
y penicilina, estreptomicina y fungizona) para eliminar iL-1. Se resuspendieron
las células a 100.000 células/ml en medio de ensayo que contenia 2,5 ng/ml de
huTNFSF13b soluble y se plaguearon a 5000 células/pociiio en una placa de
96 pocilios y se incubb a 37°C en CO, al 5%. Se incluyeron los sobrenadantes
de hibridomas con ELISA positivos con una dilucién de 1:4. Cuarenta y ocho
horas después se afiadieron 20 ul de solucién Promega CellTiter 96 Aqueous
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One (Madison, WI) y la placa se incub6 durante 5 horas més a 37°C en COz al
5%. Para medir la proliferacion, se ley6 la absorbancia a A490. Un ejemplo de
actividad de neutralizacién para uno de los sobrenadantes de los hibridomas,
4A5-3.1.1-B4, se muestra en la Figura 1. Como control se afiadieron los
anticuerpos a células estimuladas con IL-1. No se observaron indicios de
inhibicién de la proliferacion estimulada por IL-1, Gnicamente de la proliferacién
estimulada por hTNFSF13b.

Se analizaron los anticuerpos neutralizadores para determinar su
capacidad de inhibir la proliferacién de linfocitos B humanos primarios
aumentada por TNFSF13b en respuesta a estimulacién contra IgM. Los
linfocitos B humanos primarios se aislaron de sangre humana usando
seleccién positiva de CD19 usando el sistema de aislamiento magnético MACS
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Se afiadieron los linfocitos B a los pocillos de
una placa de 96 pocillos a 2 x 10° células por pocillo en RPMI completo que
contenia FCS al 10% (RPMI completo es RPMI1840 que contiene L-glutamina
10 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, piruvato sédico 1
mM, aminoécidos no esenciales 0,1 M, y S-mercaptoetanol 1 x 10° M).
Algunos de los pocillos se recubrieron con 10 ug/mi de igM contra humano en
PBS (BD PharMingen, Clone G20-127), hasta la mafiana siguiente a 4°Cyse
lavaron cuatro veces con PBS antes de usarse. Algunas de las células se
estimularon con hTNFSF13b soluble (25 ng/ml) en presencia o ausencia de
anticuerpo neutralizador contra hTNFSF13b (2,5 pg/ml). La Figura 2 Hustra la
capacidad de 4A5-3.1.1-B4 de neutralizar el efecto estimulador de
hTNFSF13b.

Ejemplo 3: Caracterizacion de anticuerpos monocionales
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Todos los anticuerpos neutralizadores contra hTNFSF13b eran IgG1
humana o IgG4 humana. Se ensayaron también para determinar su capacidad
de unirse a hTNFSF13b en un estado desnaturalizado, es decir, hTNFSF13b
separada en SDS-PAGE y transferida en nitrocelulosa. Todos los anticuerpos
neutralizadores fracasaron en unirse a hTNFSF13b en una transferencia
Western aunque algunos de los anticuerpos no neutralizadores lo lograron.

Se realizaron experimentos que utilizaban el sistema BIACore para
determinar si fos anticuerpos no neutralizadores y los anticuerpos
neutralizadores se unian al mismo sitio de hTNFSF13b. Primero, se recubri6
una pastilla con 4A5-3.1.1-B4 seguido de inyeccion de hTNFSF13b y después
una cantidad saturadota de anticuerpo no neutralizador. Una vez se ha logrado
la saturacién, se pasd una concentracién elevada de 4A5-3.1.1-B4 sobre fa
pastila. Once de los anticuerpos monoclonales no neutralizadores fueron
incapaces de competir por el mismo sitio de unién que 4A5-3.1.1-B4. Uno de
los hibridomas no neutralizador fue capaz de bloquear la unién de 4A5-3.1.1-
B4 en aproximadamente 45%, lo que indicaba que puede tener un epitopo
cerca del epitopo de 4A5-3.1.1-B4.

Usando el mismo disefio experimental, se determin6é también que el
mAb neutralizador, 4A5-3.1.1-B4, podria competir por el mismo sitio de union
que uno de los receptores de hTNFSF13b, TACI. Estos experimentos sugieren
que TACI-Fc y 4A5-3.1.1-B4 pueden tener epitopos traslapados en
hTNFSF13b.

Se inmovilizé 4A5-3.1.1-B4 sobre una fase sélida pasando la solucion
de anticuerpos sobre una resina IMAC cargada con Co"2. Después de la union,
el cobalto se oxidé al estado +3 incubando la resina con una solucién de
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perxido diluida. Después de lavar la resina, se pasaron por la columna
hTNFSF13b natural y hTNFSF13b que estaba modificada (mediante
reduccién/alquilacién o desnaturalizacién térmica). Después de lavar, la
proteina unida se eluyé con una solucién acida y las proteinas eluidas se
analizaron mediante EM MALDI. 4A5-3.1.1-B4 se uni6 a hTNFSF13b natural
recombinada, pero no se uni® a hTNFSF13b quimica o térmicamente
modificadas. Por lo tanto, el 4A5-3.1.1-B4 parece reconocer un epitopo
adaptativo en hTNFSF13b soluble.

Se incubé hTNFSF13b soluble recombinada (RDI) con 4A5-3.1.1-B4 o
anticuerpo policlonal de conejo contra TNFSF13b (MoBiTec, Marco Isiand, FL;
contra los amino&cidos 254 a 269 de hTNFSF13b) sobre hielo durante 2 horas
y la mezcla de proteinas se aplicé a una HPLC de exclusion por tamafio (dos
columnas en tandem TosoHaas TSK-GEL G3000PW) equilibradas en PBS con
un caudal de 0,25 mi/minuto. Las proteinas se eluyeron con PBS. Como
controles, se analizaron por separado soluciones de anticuerpos y la solucién
de hTNFSF13b. TNFSF13b humana eluyd de la columna de exclusiéon por
tamafio en una posicion consistente con un trimero de moléculas de
TNFSF13b. La elucién de trimero de hTNFSF13b se adelanté en presencia de
4A5-3.1.1-B4 pero no en presencia de anticuerpos policlonales TNFSF13b lo
que indica la unién de trimero de hTNFSF13b al anticuerpo 4A5-3.1.1-B4.
Estos datos sugieren que el mAb neutralizador 4A5-3.1.1-B4 se une a un
eplitopo adaptativo en hTNFSF13b.

Ejemplo 4: Medicion de la afinidad de anticuerpos monoclionales
mediante BlAcore

Se midi6 la afinidad de diversos anticuerpos humanos contra
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hTNFSF13b por hTNFSF13b usando un sistema de instrumentos BlAcore
2000. £! sistema utiliza las propiedades Opticas de la resonancia de plasma
superficial para detectar la aiteracion de la concentracion proteinica de
moléculas que interactian en una matriz de biosensores de dextrano. Excepto
donde se indique lo contrario, todos los reactivos y materiales se compraron en
BlAcore AB (Upsala, Suecia). Todas las mediciones se realizaron a 26°C. Las
muestras se disolvieron en tampén HBS-EP (NaCl 150 mM, EDTA 3 mM,
tensioactivo P-20 al 0,005% (w/v), y HEPES 10 mM, a pH 7.4). Se inmovilizb
igG de cabra contra ratén (Fc specific; Jackson immunoresearch, West Grove,
PA) en la cubeta de flujo 1 sobre una pastilla de sensor CM5 usando el kit de
acoplamiento de aminas. También se inmovilizé IgG de cabra contra humano
(Fc specific; Jackson Immunoresearch) en la cubeta de fiujo 2 también
mediante acoplamiento de aminas. Ambos anticuerpos se inmovilizaron para
alcanzar 700 unidades de respuesta cada una.

Se evalud la unién de hTNFSF13b recombinada (Research Diagnostics,
inc., Flanders, NJ) usando mdltiples ciclos analfticos. Cada ciclo se realiz con
un caudal de 30 pUminuto y consistia en las sigulentes etapas: inyeccion de
150 pl de 4A5-3.1.1-B4 a 20 pg/ml, inyeccién de 250 pi de hTNFSF13b
(comenzando por 50 nM y usando diluciones seriadas de orden 2 para cada
ciclo) seguido de 15 minutos de disociacién y regeneracion usando 90 i de
glicina HCI 10 mM, pH 1.5.

Las velocidades de asociacién y disociacion para cada cicio se
evaluaron usando un modelo de unién Langmuir 1:1 en el programa
BlAevaluation. Se determiné que la Kp de 4A5-3.1.1-B4 por hTNFSF13b era 38

pM.
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Ejemplo 5: Clonacién y secuenciacién de las cadenas pesada y ligera de
las regiones de unién a antigenos

Se clonaron y secuenciaron las regiones variables de la cadena pesada
y ligera para el mAb neutralizador humano 4A5-3.1.1-B4 usando los siguientes
protocolos.

Se prepar6 ARNm a partir de 2 x 10° hibridomas usando el protocolo
Micro-Fast Track (Invitrogen) que se proporciona con el kit. Se preparé ADNc a
partir de 200 ul de precipitado de etanol de ARNm usando el Kit ADNc Cycle
(Invitrogen) centrifugando la alicuota de ARNm durante 30 minutos a 14.000
rpm a 4°C seguido de lavado del sedimento con etanol al 70%. El sedimento
desecado al aire se resuspendi6 en 11,5 pl de agua estéril y se prepar6 ADNc
siguiendo las instrucciones del kit. Se omitié la segunda tanda opcional de
sintesis de ADNc pero se limpié el ADNc usando la etapa de extraccién con
fenol/cloroformo y la precipitacion con etanol. El sedimento de ADNc se
resuspendi6 en 30 pl de TE para usarse en la PCR.

Las reacclones de la PCR se prepararon con cebadores degenerados
en el extremo 5' de la region variable para la cadena pesada y ligera pareados
con cebadores 3' en la regién constante. Para cada reaccién de 50 ul, se usé 1
u de ADNc. La reaccién se prepard segln las instrucciones de uso con Pful
seguido de 20 ciclos. Los productos de la PCR se comprobaron analizando 5 ul
de cada reaccién en un gel de agarosa al 1%. Las reacciones positivas se
clonaron usando el kit de clonacién Zero Blunt TOPO PCR (lInvitrogen). Se
secuenciaron las minipreparaciones de los clones positivos y se analizaron
para determinar las reconfiguraciones de genes productivas. Los resultados de
las reacciones de PCR y la secuenciacién de los miitiples clones revelaron las
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secuencias que se describen a continuacion.

Secuencias de la cadena ligera del anticuerpo 4A5-3.1.1-B4 humano (las CDR

estan en negrita).

51

101

151

201

E-I V L T QS8 PAT L 8L 8P GE
GAAATTGTGT TGACGCAGTC TCCAGCCACC CTGTCTTTGT CTCCAGAGGA
CTTTAACACA ACTGCGTCAG AGGTCGGTGG GACAGAAACA GAGATCCCCT

CDR1

R‘AT L 8 C R A 8 Q 8V 8 R YL
AAGAGCCACC CTCTCCTGCA GGGCCAGTCA GAGTGTTAGC CGCTACTTAG
TTCTCOGTAG GAGAGGACGT CCCGGTCAGT CTCACAATCG GCGATGAATC

A W YQ QK?P G QA PRILIL I YD
CCTGGTACCA GCAGAAACCT GGCCAGGCTC CCAGGCTCCT CATCTATGAT
GGACCATAGT CGTCTTTGGA CCGGTCCGAG GGTCCGAGGA GTAGATACTA

CDR2

A8 ® R A TG I PA RF B8 G 8 @6 8
GCATCCAACA GGGCCACTGG CATCCCAGCC AGGTTCAGTG GCAGTGGGTC
CGTAGGTTGT CCCGETGACC GTAGGGTCGE TCCAAGTCAC CGTCACCCAG

6 T™D 8 TVL T I 8 8 L EP EDF
TGGGACAGAC TCCACTCTCA CCATCAGCAG CCTAGAGCCT GAAGATTITTG
ACCCTGTCTG AGGTGAGAGT GGTAGTCGTC GGATCTCGGA CTTCTAAAAC
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CDR3

A VY Y CgQ R 8 ¥ wW P RT F G Q
CAGTTTATTA CTGTCAGCAG CGTAGCAACT GOCCTCGGAC GTTCOGCCAA

GTCAAATAAT GACAGTCGTC GCATCGTTGA
l Ck |
l ]

T K v EBEI K RTV AAP 8V F1
GQGACCAAGG TGOAMATCAA ACGAACTGTG GCTGCACCAT CTGTCTTCAT
CCCTGGTTCC ACCTTTAGTT TGCTTGACAC CGACCTOGTA GACAGAAGTA

Secuencias de |a cadena pesada del anticuerpo 4AS5-3 1 1-B4 humano (las
CDR estan en negrita, la secuencia de sefial esta en curswva)

51

M X B L W P P L L L VY A A P RWV
ATGAAACACC TSTGGTTCTT CCTCCTCOCTG GTOUGCAGETC CCAGATGGGT
TACTTTGTGG ACACCAAGAA GGAGGAGGAC CACCGTCGAG GGTCTACCCA

L 8 Q VvV QL Q0 WG A GL L X P
CCTGTCCCAG GTGCAACTAC AGCAGTOGGG CGCAGGACTG TTGAAGCCTT
OGACAGOOTC CACGTTGATG TCGTCACCCC GOGTCCTGAC AACTTCGGAA
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101

151

201

251

301

s

§ ETL 8L T €AV Y @ 8 7 8 aq
CGGAGACCCT GTCCCTCACC TGCGCTGTCT ATGGTGGGTC CTTCAGTGOT
GCCTCTGGGA CAQAGAGTGC ACGCGACAGA TACCACCCAG GAAGTCACCA

CDR1

¥ ¥Yw 8 wW IR PP 6 K& L E W I
TACTACTGGA GCTGGATCCG CCAGCCCCCA GOGAAGGOGC TGGASTGGAT
ATGATGACCT CGACCTAGGC GGTCGGOOBT CCCTTCCCCG ACCTCACCTA

CDR2

G B I W RS ¢ 8 TN YT N P 8L K
TGGGGAAATC AATCATAGTG GAAGCACCAA CTACAACCCG TCCCTCAAGA
ACCCCTTTAG TTAGTATCAC CTTCGTGATT GATGTITGGGC AGGGACTTCT

8 RV T. I 8V DTS XK HNOQTF 8L K
GTCGAGTCAC CATATCAGTA GACACGTCCA AGAACCAGTT CTCCCTAAMA
CAGCTCAGTG GTATAGTCAT CTGTGCAGGT TCTTGGTCAA GAGGGACTIT

L $ 8 VT AN D TA VvV ¥ Y C ARG
CTGAGCTICTG TGACCGCCGC GGACACOGCT GTGTATTACT GTGCGAGAGH
GACTCGAGAC ACTGRCGACA CCTGTGCCGA CACATAATGA CACGCTCTCC

CDR3

Yy YD I LT @@TYTYTTY YP?PD Y WG
GTATTACGAT ATTTTGACTG OTTATTATTA CTACTTTGAC TACTOOBGCC
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CATAATGCTA TAAARCTGAC CAATAATAAT GATGAAACTG ATGACCCCGG

- —a— —

oyl

Q ¢ TL VTV 8 8 A 8T KG P 8 v
401  AGGGAACCCT GGTCACOGTC TCCTCAGCCT CCACCAAGOG CCCATCOGGTIC
TCCCTTQRGA CCAGTGGCAG AGGAGTCGGA GGTGGTTCCC OGGGTAGCCAD

F P L A
451 TTCCCCCTGG CA
AMNIGOAGACT 4T

Ejemplo 8 Reactividad cruzada entre sspecies de anticuerpos humanos
contra hTNFSF13b con TNFSF13b no humano

Para determinar fa reactividad cruzada enire especies de ios mAb
neutralizadores, se prepand un ELISA utihizando 4A5-3 1 1-84 como mAb de
captura y de deteccibn Se usé TNFSF13b recombinada humana como curva
patrén Podia detectarse TNFSF13b humana en el sobrenadante del cultivo de
células CHO transfectadas con un vector que expresaba hTNFSF13b en los
sobrenadantes de los monocitos humanos culbvados o suero o plasma
humano Los sobrenadantes de las células CHO que expresaban TNFSF13b
muring se analizaron para determinar la reactividlad en ELISA y dieron
negatvo También 4A5-3 1 1-B4 fue incapaz de inmunoprecipitar TNFSF13b
murina, pero fue capaz de inmunoprecipitar TNFSF13b humana Se uséd
TNFSF13b murina en el ensayo de proliferacion que se describe en el Ejemplo
2 Usando este ensayo de proliferacion 4A5-311-B4 fue incapaz de
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neutralizar la- pm!iferad:‘)n nducida por TNFSF13b murina Esto indica que
4A5-3 1 1-B4 es incapaz de reconocer TNFSF13b munna

Ejemplo 7 Secuencia de los aminoécidos de la cadens pesada de
4A5-3 1 1-84

A continuacion se incluye la secuencia de aminoécidos de la cadena
pesada del anticuerpo 4AS5-3 1 1-B4 que comprende fa HCVR y la regidn
constante de IgG4 La regidn constante de la IgG4 humana tiene una serina en
la posicion 231 Sin embargo, en esta posicién 231 se sustituyd una serina por
una prolina que introduce un cambio estructural en la regidn de bisagra para
obtener unos puentes disulfuro 6ptimos entre las cadenas Esto reduce la
generacion de medios anticuerpos Los medios anticuerpos estén formados

por una cadena pesada y una cadena ligera
1  QVQLQOWGAG LLXPSETLSL TCAVYGGSFS GYYWSWIRQP PGKGLEWIGE
51  INHSGSTNYN PSLKSRVTIS VDTSXNQPSL KLSSVTAADT AVYYCARGYY
101  DILTGYYYYF DYWGQGTLVT VSSASTKGPS VFPLAPCSRS TSESTAALGC
151 LVXDYFPEPV TVSWNSGALT SGVHTFPAVL QSSGLYSLSS VVTVPSSSLG
201 TKTYTCNVDH KPSNTKVDKR VESKYGPPCP PCPAPEFLGG PSVFLPPPKP
251 XDTLMISRTP EVICVVVDVS QRDPEVOFNW YVDGVEVRNA KTKPREBQFN
301 STYRVVSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKG LPSSIEKTIS KAKGQPREPQ
351 VYTLPPSQEE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV

401 LDSDGSFFLY SRLTVDKSRW OEGNVFSCSV MEEALHNEYT QKSLSLSLGK (SEQ ID

Ne: 17)

Ademas, puede hacerse una sustitucién de alanina por fenilalanina en la
posicién 237 y una sustitucién de alanina o acdo glutamico por leucina en la
posicion 238 para reducr la funcién efectora del anticuerpo

Ejemplo 8 Secuencia de aminoécidos de la cadena pesada de 4A5-3 1 1-

3

A



B4

A continuacién se incluye la secuencia de aminoécidos de la cadena
pesada del anticuerpo 4AS5-3 1 1-B4 que comprende la HCVR y la regidn
constanie de IgG1

1 QVQLOOWGAG LLKPSETLSL TCAVYGGSPS GYYWSWIRQP PGKGLEWIGE
$1  INHSGSTNYN PSLKSRVTIS VDTSKNQFSL KLSSVTAADT AVYYCARGYY
101  DILTGYYYYP DYWGQGTLVT VSSASTKOPS VFPLAPSSKS TSGGTAALGC
151 LVKDYFPEPV TVSWNSGALT SGVHTFPAVL QS8SALYSLSS VVIVPSSSLG
10 201 TQTYICNVNH KPSNTKVDKK VEPKSCDXTH TCPPCPAPEL LOGPSVFLFP
251 PKPKDTLMIS RTPEVICVVV DVSHEDPRVK PNWYVDGVEV HNAKTKPREB
301 QYNSTYRVVS VLTVLHQDWL NGKEYKCKVS NKALPAPIEK TISKAKGOPR
351 EPQVYTLPPS RDERLTKNQVS LTCLVKGPYP SDIAVEWESN GOPRNNYKTT
401  PPVLDSDGSF FLYSKLTVDK SRWQQGNVPS CSVMHEALMN HYTQKSLSLS
15 451 PGK (SEQ ID N°: 19)

Ejemplo 9 Secuencia do aminoécidos de la cadena ligers de 4A5-3 1 1-B4
A continuacidn se mcluye la secuencia de aminoacidos de la cadena
ligera del anticuerpo 4A5-3 1 1-B4 que comprende la LCVR y la region
20 constante kappa

1  EIVLTOSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS RYLAWYQQKP GQAPRLLIYD

51 ASNRATGIPA RFSGSGSGTD STLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPRTPGQ

101  GTKVERIXRTV AAPSVPIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVOWKY

25 1S1  DNALQSGNSQ ESVTBEQDSKD STYSLSNTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
201 LSSPVIXSPN RGEC (SEQ ID N°* 19)

Ejemplo 10 Identificacién del epitopo para 4A5-3 1 1-B4
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Se determiné el epitopo al que une 4A5-31 1-B4 y ‘I:NFSF13b humana
neutralizada Las secuencias de TNFSF13b humana y murina se alinean como
se muestra a continuacién

THPSP13b murina 1 APQGPEETEQ DVDLSAPPAP CLPGCRHSOH DDNGMMLRNI IQDCLOLIA 49
TNFSF13b humana 1 AVOGPEE-  ---=---- c seeee amaa- -TV TQDCLOLIA 18

TNFSF13b murina 50 DSDTPTIRKG TYTFVPWLLS FKRGNALERK ENKIVVRQTG YFFIYSQVLY 9%
THFSP13Db humana 19 DSETPTIQKG SYTFVPWLLE PXRGSALEEK ENKILVKETG YFFIYQQVLY 69

THPSP13b wurina 100 TDPIFAMGHV IQRKKVHVFG DELSLVTLFR+CIONMPKTLP NNSCYSAAIAL49
TNFSF1) humana 69 TDKTYAMGHL IQRKKVHVFQ DELSLVTLFR CIQNMPETLP NNSCYSAGIA 118

TNFSP1I3b murina 150 RLEEGDEIQL AIPRENAQIS RNGDDTFFGA LKLL 133
TRFSF13Db humana 119 KLEEGDELQL AIPRENAQIS LDGDVTFPGA LKLL 152

Se cre6 un modelo de homologlia para TNFSF13b humana basandose
en la estructura cristalina conocida para varios miembros de la familia de TNF
Los residuos expuestos que son diferentes entre las TNFSF13b murina y
humana son sitios de unibn polenciales para 4A5-3 1 1-B4 dado que 4AS5-
3 1 1-B4 neutraliza TNFSF13b humana pero no la munna

Se wdentificaron tres epitopos potenciales 1) K71, T72 Y73, E105, 2)
Q26 $29, L139, D140, y 3) L53, K55, ES6, K119 Se realizdé una mutagénesis
para formar moléculas quiméricas cambiando la secuencia de aminoécidos de
la humana a la munna La Quimera A era L139R, D140N |a Quimera B era
K71P T721 Y73F la Quimera C era K71P T72i, Y73F, E105K, la Quimera D
era L53V, K55R, ES6Q la Quimera E era E105K
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Usando el en—s;yo d; proliferacin como se describe en el Ejemplo 2 se
analizaron todas las quimeras para determinar la actividad funconal y la
neutralizacién por 4A5-3 1 1-B4 Se realizaron ensayos iniciales usando los
sobrenadantes de 293 transfecciones transitorias para cada una de ias
quimeras y ambas moléculas parentales TNFSF13b humana y TNFSF13b
munna Todas las quimeras indujeron una proliferacdn similar o que indice
que las quimeras producidas eran funcionales Usando 6 ng/ml de 4A5-3 1 1-
B4, se observd una neutralizacion del 100% con TNFSF13b humana y con las
quimeras A, B D y E No se observd neutralizacién para TNFSF13b murina ni
para la quimera C Se produjeron mutantes de TNFSF13b purificados para las
quimeras A, B, y C y se repitié el ensayo usando 11 ng/ml de cada uno de
TNFSF13b parental 0 TNFSF13b quimera y 1 ug/ml de 4A5-311-B4 Los
resultados demostraron que se observaba una neutralizacidn del 100% con
TNFSF13b humana y con la quimera A, una neutralizaciéon del 88% con la
quimera B y no se observd neutralizacién para TNFSF13b murina o para la
quimera C
Ejemplo 11 Estudios in vivo usando 4AS-3 1 1-B4

Se generan ratones transgénicos que sobreexpresan TNFSF13b usando
técnicas establecidas como descnben Hogan, B y cols (1986) Manipulating
the Mouse Embryo A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, NY]
modificado por Fox y Solter (Mol Cell Biol 8 5470, 1988) Brevements, se
microinyecta un fragmento de ADN que comprende el gen hTNFSF13b en el
pronucleo masculino de embriones en la etapa unicelular recientemente
fertilizados (zigotos) de la cepa FVB/N Se cultivan los embriones in witro toda
la noche para permitir el desarrolio de la etapa de dos células Después se
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trasplantan los embnones bicelulares a oviductos de ratones de la cepa CD-1
pseudoprefiadas para permitir su desamollo a témwno Para analizar la
presencia del transgen en el ratdn recién nacido, se corla una pequefia parte
de un dedo de cada animal y se digiere con proteinasa K para liberar los acidos
nucleicos Subsiguientemente se somete una muestra de extracto de dedo a
anélisis por PCR para identfficar los ratones que contienen transgenes

Los ratones transgénicos para hTNFSF13b mostraron un aumento
espectacular de los linfocitos B periféricos, generaimente aproximadamente
tres veces comparados con ratones de la nusma camada de la misma edad y
sexo También hubo un pequefto aumento de los infocitos T periféricos Los
ratones transgémcos para hTNFSF13b se trataron con 4AS5-3 1 1-B4 para
determinar si la neutralizacion de hTNFSF13b daria como resultado una
reduccién de los numeros de linfocitos B hasta nimeros normaies A las 15
semanas de edad, se inyecté subcutdneamente 25 ug de 4A5-311-B4 o
anticuerpo isotipo de control a ratones hTNFSF13b hembra dos veces a la
semana durante tres semanas Cuatro dias después de la dlbma inyeccion de
anticuerpo, se sacrificaron los retones y se exirajeron los bazos para ser
analzados Se calcularon los numeros de linfocitos B y T determinando el
porcentaje de células CD19+ para los linfocitos B, y células CD3+, para los
linfocitos T usando citometria de fluo y recuento de leucocitos totales para
cada bazo Los resultados que se muestran a continuacién demuestran que la
administracibn m vivo de 4A5-311-B4 a ratones transgénicos para
hTNFSF13b es capaz de restablecer los numeros normales de linfocitos Ty B
(media + desviacydn tipica)
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Tinfocitos B (X10°) X
Grupo de tratamiento ‘
| Compafieros de camada de tipo 2% 17 H/ET5
gilvestre
Transgénicos + MAD isobpo 122 + 30 4328 [ JE—
Transgénicos + MAD 4A5 29+ 5 4B ¥ 12
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Secuencias de la presente invencidn:

§BQ ID N°* 1 - secuencia de polinuclebtidos que codifica la regién
variable de la cadena ligera

GAAATTGTGTTGACGCACTCTCCAGCCACCCTGTCTTTOTCTCCAGG
GGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCACTCAGAGTGTTAGCCGCTACT
TAGCCTGGTACCAGCAGARACCTAGCCAGGCTOCCAGGCTCCTCATCTAT
GATGCATCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGS
GTCTGGGACAGACTCCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGARGATT
TTOCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTCGGACGTTOGGE
CAAOQGGACCAAGGTGAAAATCARACGAACT

SEQ ID N* 2 — gecuencia de aminoicidos que codifica la regién

variable de lg cadena ligera

EIVLTOSPATLSLEPGERATLECRASOSVSRYLANYQOXPGOAPRLLI YDASNRATGIPARFSGSGSGTD
STLTISSLEPEDFAVYYCQURSNWPRTFGQGTKVEIKRT

SBQ ID N* 3 -  secuancia de polinucleétidos que codifica la CDR1 de

la cadena ligera

AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCCICTACTTAGCC

SEQ IDN 4 = secuencia de aminofcidos que codifica 1a CDR1 de la

cadena ligera
RASQSVSRYLA

SEQ IDN S — secuencia de polinucledtidos que codifica la CDR2 de la
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GATGCATCCAACAGAGCCACT

§BQ ID N°*: 6 — secuancia de aminodcidos que codifica 1a COR2 de la
cadena ligera

DASNRAT

SEQ ID N* 7 -» secuencia de polinuclestidos que codifica la CDR3 des la
cadena ligera

CAGCAGCGTAGCAACTGOCCTCBGACG

SEQ ID N* 8 —» secuencia de aminofcidos que codifica la COR3 de la

cadena ligers

QORSNWPRT

SEQ ID H*: 9 —~ sacuencia de polinucledtidos que codifica la regidn

variable de la cadena pesada

ATGAAA

CACCTATGGTTCTTOCTCCTCCTGATOGCAGCTCCCAGATGAGTCCTGTC
CCAGGTGCAACTACAGCAGTGROGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGA
CCCTGTCCCTCACCTECGCTOTCTATAGTAGATCCTTCAGTOUTTACTAC
TGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAGUGARGGOGCTAGAGTCGATTGGGGA
AATCAATCATAGTGGANGCACCAACTACAACCCGTCCCTCAAGACTCGAG
TCACCATATCAGTAGACACGTCCANGAACCRATTCTCCCTGAMUETGAGE
TCTGTGACCECCGOGGACACORCTGTATATTACTGTACGACAGOGTATTA
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CGATATTTTGACTUGTTATTATTACTACT TTGACTACTGGAGCCAGAOGAA
CCCTGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID N* 10 — secuencis de sminoficidos que codifica la regién
variable de la cadena pesada

MKHLWPFLLLVAAPRWVLSQVQLOOWGAGLLKPSETLELTCAVYGGS FSGY YWSWIRQPPGXGLEWIGEY
RHSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLESVTAADTAVYYCARGYYDILTGY YYYFDYWAQGTLVTV
58

88Q 1D N* 11 —» secuencia de polinucledtidos que codifica la CDR1 de
la cadena pesada

OGTGOOTCCTTCAGTGGTTACTACTGGAGC

8BQ ID N* 12 - secuancia de aminodcidos que codifica la CDR1 de la

cadena pesada
OGSFSAYYWS

SEQC ID N*: 13 — secuencis de polinuclesdtidos que codifica la CDR2 de
la cadena pesada

GAAATCAATCATAGTGGAAGCACCARCTACAACCCGTCCCTCAAGAGT

SBQ 1D N* 14 = secuencia de amin?icido- que codifica la CDR2 de la

cadena pesada

EINHSGSTNYNPSLKS
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SEQ ID N* 15 —» secuencia de polinucledtidos que codifica la CDR3 de
la cadens pesada

*  GGGTATTACGATATTTTOACTGGTTATTATTACTACTTTGACTAC

5
SBQ ID N°: 16 — secuencia de aminofcidos que codifica la CDR3 de la
cadena pesada
L GYYDILTGYYYYFDY
1| 10
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Habiendo descrito la invencién como antecede se declara como
propiedad lo contenido en las siguientes

. REIVINDICACIONES

1 Un anticuerpo humano contra hTNFSF13b que comprende al menos
tres secuencias que se seleccionan del grupo que consiste en
a SEQ ID N* 4 localizada en la CDR1 de la regién variable de la
cadena ligera (LCVR),
b SEQID N° 8 focalizada en 1a CDR2 de la LCVR,
¢ SEQID N° 8 localizada en 1a CDR3 de 1a LCVR,
d SEQID N° 12 localizada en la CDR1 de la regidn variable de la
cadena pesada (HCVR),
e SEQIDN° 14 localizada en la CDR2 de la HCVR, y
SEQ 1D N°* 16 localizada en la CDR3 de la HCVR

2 E! anticuerpo de la reivindicacion 1 que comprende al menos cuatro
secuencias que se ssleccionan del grupo que consisie en
a SEQ iD N° 4 localizada en la CDR1 de la region variable de la
cadena ligera (LCVR)
b SEQIDN° 6locahzada enla CDR2 dela LCVR,
¢ SEQIDN° 8localizada en la CDR3 de la LCVR,
d SEQID N° 12 localizada en la CDR1 de la regién variable de la
cadena pesada (HCVR),
e SEQID N° 14 localizada en la COR2de la HCVR vy
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f SEQ ID N° 16 localizada en la CDR3 de la HCVR

3 E! anticuerpo de la relvindicacion 1 que comprende al menos cinco
secuencias que se seleccionan del grupo que consiste en
a SEQ ID N° 4 localizada en [a COR1 de ia region variabie de ia
cadena ligera (LCVR),
b SEQIDN° 6 localizada en la CDR2 de la LCVR,
¢ SEQIDN° 8 localizada en la CDR3 de la LCVR,
d SEQID N° 12 localizada en la CDR1 de la region vanable de la
cadena pesada (HCVRY);
e SEQIDN° 14 localizada enla COR2 de la HCVR, y
SEQ ID N° 16 localizada en la CDR3 de la HCVR

4 E! anticusipo de la reivindicacién 1 que comprende las secuencias

a. SEQ 1D N°* 4 localizada en la CDR1 de la region variable de la
cadena ligera (LCVR),

b SEQID N° 6 localizada en la CDR2 de la LCVR,

¢. SEQID N* 8 localizada en la CDR3 de la LCVR,

d SEQ 1D N* 12 localizada en la CDR1 de la region venable de la
cadena pesada (HCVR),

e SEQID N° 14 localizada en ia COR2 de la HCVR, ¥
SEQ ID N° 16 localizada en la COR3 de ia HCVR

5 Un anticuerpo humano contra hTNFSF13b que comprende un
polipéphdo de la regidn vanable de la cadena hgera (LCVR) como se muestra

“l
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en la SEQ ID N* 2 o un polipéptido de la region variable de la cadena pesada
{HCVR} como se muestra en la SEQ ID N° 10

6 El anticuerpo de la reivindicacidn 5 que comprende el polipéptido de !a
LCVR como se muestra en la SEQ ID N° 2 y el polipéptido de ta HCVR como
se muestra en la SEQ ID N° 10

7 El anticuerpo de una cualgquiera de las rewvindicaciones 1 a 6 en el que
el anticuerpo se disocia de un polipéptido TNFSF13b con una Kp de 1x 10-8 M
0 menor

8 El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que
el anticuerpo tiene una constante K de velocidad de disociacion de 5 X 104
-1 o menor

9 E! anticuerpo de una cualquiera de 1as remndicaciones 1 a 8 en el que
el anticuerpo tiens una Clsy de 1 x 108 M o menor

10  El antcuerpo de la reivindicacion 9 en el que el anticuerpo tiene una Clso
de 1 x 10-9 M o menor

11 E! anticuerpo de la reivindicacién 10 en el que el anticuerpo tiene una
Clg de 1 x 10-10 M 0 menor

12  El anticuerpo de fa remindicacién 11 en el que el anticuerpo tiene una
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Clso de 1 x 10~11 M o menor

13  Un anticuerpo humano contre hTNFSF13b con las siguientes
caracteristicas

a una constante Koff de velocidad de disociacidn de 5§ X 104 &1 o
menor;

b un polipéptido con la secuencia de la SEQ ID N° 8 localizada en ia
CDR3delaLCVR ¥y

¢ un polipéptido con la secuencia de la SEQ ID N° 16 localizada en la
CDR3 de la HCVR

14  El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 que
comprende una region constante de la cadena pesada que se selecciona del
grupo que consiste en IgG1, IgG2 1gG3, IgG4, IgA, IgE, igM, IgE e IgD

16  El antcuerpo de la reivindicacion 14 en el que la regién constante de la
cadena pesada es IgG1 0 19G4

16  Ei anticuerpo de la rewvindicacién 15 en el que la region constante de la
cadena pesada es IgG4

17  El anticuerpo de la reivindicacién 168 en el que la igG4 tene una prolina
que sustituye a serina en la posicién 231

18  El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 que
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comprende una regién constante de la cadena hgera kappa o lambda

19 El anticuerpo de la reivindicacion 18 que comprende una regidn
constante de la cadena ligera kappa

20  El anticuerpo de una cuaiquiera de fas reivindicaciones 1 a 19 en el que
una CDR tiene tres 0 menos sustituciones conservadoras de aminoéacidos

21  El anticuerpo de la reivindicacion 20 en el que una CDR tiene dos o
menocs sustituciones conservadoras de aminoécidos

22 Ei anticuerpo de {a reivindicacidn 21 en el que una COR tiene una
sustitucién de aminoécidos conservadora

23  Un anticuerpo humano contra hTNFSF13b que comprende una cadena
ligera que comprende un polipéptdo de 1a LCVR como se muestra en la SEQ
ID N° 2 y una regidn constante kappa y una cadena pesada que comprende el
polipéptido de la HCVR como se muestra en la SEQ ID N° 10 y una regién
constante de IgG4 con una profina que sustituye a serina en la posicion 231

24  Un é&cdo nucleico aislado que codifica la secuencia de aminoécidos de
cualquiera de los anticuerpos de las reivindicaciones 1 a 23

25 Un vector de expresion recombinado que codifica un anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23
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26 A composicion farmacéutica que comprende el anbicuerpo de cualquiera
de las reivindicaciones 1-23

£7-

3 27 la composicion farmacéutica de la reivindicacibn 26 que ademas
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable

28  Un procedimiento para inhibir la actvidad de TNFSF13b en un sujeto

1 @ que padece un trastomo en el que la actvidad de TNFSF 13b es perjudicial que

10 comprende la administracibn del anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-23

29 El procedmento de la reivindicacion 28 en el que el frasiomo se

selecciona del grupo que consiste en lupus eritematoso sistémico, artrits

15 reumatoide, artritis cronica juvenil, arritis de Lyme, enfermedad de Crohn,

, colitis ulcerosa enfermedad nflamatoria del inlestino, asma, enfermedades

alérgicas, psoriasis, enfermedad inmunitaria aguda o crOnca asociada al

transplante de Organos, rechazo de Organos trasplantados, enfermedad de

Q injerto contra huésped, sarcoidosis, enfermedades infecciosas, parasiosis,

20 infertihkdad en la mujer, trombocitopenia autoinmuntaria, enfermedad trodea
autoinmunitaria, enfermedad de Hashimoto, sindrome de Sjogren, y cancer

30  El procedimiento de la reivindicacion 29 en el que el trastorno es cancer

25 31 El procedimiento de la rewvindicacion 29 en el que el trastono es
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rechazo de 6rganos frasplantados o enfermedad de injerto contra huésped

32  El procedimento de la reivindicacion 29 en el que e! trastorno es lupus
eritematoso sistémico

33  Un uso del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-23 en
la fabricacion de un medicamento para la administracién a un sujeto que
padece un trastorno en el que la actividad de TNFSF13b es penudicial

34  El uso de la reivindicacién 33 en el que el trastomo se selecciona del
grupo que consiste en lupus entematoso sistémico artiitis reumatoide, artribs
cromca pvenil artntis de Lyme, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
enfermedad inflamatoria del intestino, asma enfermedades alérgicas
psoriasis enfermedad inmunitaria aguda o cronica asociada al transplante de
6rganos rechazo de Organos trasplantados, enfermedad de injerto contra
huésped, sarcoidosis, enfermedades infecciosas parasitosis infertilidad en la
mujer, trombociiopenia autoinmunitana, enfermedsd tiroidea autoinmunitaria
enfermedad de Hashimoto, sindrome de Sjogren, y cancer

35 €i uso de la reivindicactn 34 en e! que el trastorno es rechazo de
6rganos trasplantados o enfermedad de injerto contra huésped

36 El uso de la reivindicacidn 36 en el que el trastomo es cancer

37 Eluso de la reivindicacion 36 en el que el trastomo es lupus eritematoso
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38 Un uso de un anticuerpo que neutraliza ta actividad de TNFSF13b
uniéndose a un eplitopo de TNFSF13b, en el que el epitopo comprende lisina
en la posicién 71, treonina en la posicion 72, tirosina en la posicién 73 y acido
glutarmico en la posicién 105 en la fabricacién de un medicamento para fa
administracién a un sujeto que padece un trastormno en el que la actividad de
TNFSF13b es perjudicial

39  Un articulo de fabricacion que comprende un material de envasado y un
anticuerpo contenido dentro de dicho matenal de envasado en el que el
anticuerpo neutraliza la activdad de TNFSF13b para el tratamiento o
prevencidn de que un sujeto humano padezca un trastomo en el que la
actividad de TNFSF13b es perjudicial y en el que el material de envasado
comprende un prospecto que indica que el anticuerpo neutraliza uniéndose a
un epitopo de TNFSF13b, en el que el epliopo comprande lisina en la posicdn
71, treonina en la posiciébn 72, rosina en la posicién 73 y éacido glutamico en

la posicion 105

40 El articulo de fabncacion de la reivindicacién 39, en el que el anticuerpo
es cualquiera de las rewvindicaciones 1-23

41  El articulo de fabricacién de la reivindicacién 40 en ef que el anticuerpo
comprende el polipéptido de la LCVR como se muestraen la SEQ (DN° 2yel
polipépiido de 1a HCVR como se muestra en 1a SEQ ID N* 10

\'b\ﬂ}fv
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Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende la SEQ 1D N°

Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende la SEQ 1D N°

Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende la SEQ 1D N°

Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende la SEQ 10 N°

17 yla SEQID N> 18

46

Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende la SEQ ID N°

18yla SEQID N°® 18

47

Un anticuerpo o un fragmento del mismo que inhibe competitivamente la
union especifica a hTNFSF13b del anticuerpo 4AS5-3 1 1-B4 producido por el

hibridoma con Numero de Depdsito en ATCC PTA- 3674
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RESUMEN

Se describen anticuerpos monocionales humanos que se unen
especificamente a polipéptidos TNFSF13b Esios anticuerpos presentian
afimdad elevada por hTNFSF13b (por ejemplo, Ko = 10°M o menor) una lenta
velocidad de disociacién de TNFSF13b (por ejemplo, K= 10° s ' 0 menor) y
neutralizan la actvidad de TNFSF13b in vitro e in vivo Los anticuerpos de la
nvencidn son de utidad” en una realizacién para inhibir la actividad de
TNFSF13b en un sujeto humano que padece un trastomo en el que la
actividad de hTNFSF13b es perjudicial También estdn comprendidos en la
invencion los acidos nucleicos que coddfican los anticuerpos de la presente
invencién asi como los vectores y células hospedadoras para su expresion
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Fig. 272
Neutralizacion de la profiferacion inducida por huTNFSF13b con 4A5-3 1 1-B4 en
infocitos B primarios
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X-15239-PCT

<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>

<21l>»

<212>

<213>

1/24

LIBTADO DR SECURNCIAS

Bli Lilly and Company

ANTICUERPOS HUMANOS CONTRA WTHPSF13b ANTAGONISTAS

X-1523% PCT

16

PatentIn vereidn 3 1

327

Homo sapiens
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<400>

gaaattgtgt tgacgcagte

60

ctctoctgea gggccagtea

120

ggcoaggete ccaggetect

180

aggttcagtg gcagtgggtce

240

gaagattttg cagtttacta

300

gggaccaagg tggaaatcaa

Ky

<210>»

211>

212>

213>

1

109

PRT

Homo sapiens

2/24

tecagecace ctgtctttgt ctocagggya aAdgagcocace

gagtgttagc cgctacttag cctggtacca gcagaaacct

catctatgat gcatccaaca gggccactgg catcoccagee

tgggacagac tccactetca ccatcagcag cctagageet

ctgtcagceag cgtagcaact ggcoctcggac gttcoggccaa

acgaact
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<400>» 2

3/24

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala

1 $

-

Glu Arg Ala Thr Leu Ber Cys Arg Ala

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
3s

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala
$0 13

25

Pro Gly

Thr Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Ber Thr Leu

&S 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin

Thr Leu Sexr Leu Ser Pro Gly
10 1S5

Ser GCln Sar Val Ser Arg Tyr
b

Gln Ala Pro Arg Leu Lau Ile
45

Ila Pro Ala Arg Phes Sar Gly
€0

Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
73 80

Gln Arg Ser Asn Trp Pro Arg
90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr

100

105
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4/24

<210» 23

«211> 33

<212> ADN

«213> Homo sapienz

<400> 3

agggccagtc agagtgttag ccgctactta gee

kX

<210> 4

<211> 11

«212» PRT

«213> Homo sapiens

<400> 4

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Tyr Leu Ala
1 5 10
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5/24

<210> S

<211> 21

«212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> S

gatgcatcca acagggecac t

a1

«210> 6

<211 7

«212» PRT

<213» Homo sapiens

<400> 6

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
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<210 7

<211» 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

cagcagegta gcaactggce teggacy

27

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

«213> Homo sapiens

«400> B
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7/24 WV \x

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Arg Thr
1 5

<210> 9

<211>» 426

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> péptido sig
«222> (1) (87

<223>

<400>» 9
atgaaacacc tgtggttett cctcoctectg gtggcagetc ccagatgagt cctgteccag
60

gtgcaactac agcagtgggg cgcaggactg ttgaagcctt Cggagaccect gtecctcace
120
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tgcgetgeet atggtgggte cttcagtggr tactactgga gctggatccg coagecoccoea

180

g9gaaggggc tggagtggat tgoggaaatc aatcatagtg gaageaccaa ctacaacccg

240

tocctcaaga gtocgagtcac catatcagta gacacgteca agsaccagtt ctecctgaaa

300

ctgagetcty tgaccgecge ggacacggct gtgtattact gtgogagagg gtattacgat

360

atctttgactg gttattatta ctactttgac tactggggce agggaicccet ggteacegte

420

toctca

426

210>

<211l>

<212>

213>

10

142

PRT

Homo sapiens

8/24
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220>

<221> SEBRAL

<222> (1) (19}

<223

<400> 10

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Lau Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
b 3 5 10 18

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys
20 a5 k1)

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe
as 40 45

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

Glu 7Trp Ile Gly Glu Ile Asn Hia Ser Gly Ber Thr Asn Tyr Asn Pro
63 70 7% 80

VA4

N
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10/24

Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln
8sS 90 95

Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Als Val Tyr
100 108 110

Tyr Cys Ala Arg Gly Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Tyr Tyr Tyr
1% 12¢ 128

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

<210> 11

<211l» 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>» 11

ggtgggtcoct tcagtggtta cractggage
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<310> 12

«211> §

<212 PRT

«213> Homo sapiens

<400> 12

Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr Trp Ser

1 s 10

«210> 13

<211l> 48

<212> ADN

213> Homo sapiens

<400> 13

QAAALCAATC AtAgLQUAAg CACCAACtAC BACCCgtcce toaagsgt
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40

<210>

<21l>

212>

213>

<400>

Glu Ile Asn His Ser Qly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser lLeu Lys Ser

1

<210>

<21l1>

212>

<213>

12/24

14

16

Homo sapiens

14

S 10

1s

45

Homo sapiens
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<4 00>

aggtattacy a}attt’cgae tggttattat tactactityg actac

45

<210>

<21l>

<212>

213>

<400>

Gly Tyr Tyr Aspclle Leu Thr Gly Tyr Tyr Tyr Tyr-Phe Asp Tyr
15

1

210>

<211>

<3212»

213>

15

16

15

PRT

Homo sapiens

16

i

5
17

<
450 .
PRT

Homo upigns

-~

toanglge™ Py
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<400> 17

L]
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ber
1 5 10 1s

Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser fhe Ser
20 28 30

gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu
as 40 45

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn

r

50 55 60

Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys
65 70 75

¥
Ash Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr
80 M 85 950

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala A{g Gly Tyr‘ivr Asp lle Leu Thr Gly
98 100 108

-
4 t

4
E. S
2
3
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15/24

Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

110

Val Ser Ser Ala Ser
125

Pro Cys Ser Arg Ser
140

Leu val Lys Asp Tyr
158

Ser Gly Ala Leu Thr
17¢

Gln Ser Ser Gly Leu
185

Ser Ser Ser Leu GLy
200

Lys Pro Ser Gln Thr
215

115

Thr Lys Gly Pro Ser
130

Thr Ser Glu Ser Thr
145

Phe Pro Giu Pro Val
160

Ser Gly Val His Thr
175

Tyr Ser Leu Ser Ser
190

Thr Lys Thr Tyr Thr
205

Lys Val Asp Lys Arg
220

val

Thr

Phe

Val

Cys

val

Phe

Ala

Val

Pro

val

Asn

Glu

Ser

Ala

Thr

Val

Ser

val Thr
120

135

Gly Cy»
150

Trp Asn
165

val Leu
180

Val Pro
19%

Asp His
210

Lys Tyr
228

\)&/\
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Gly Pro Pro Cys Pro
230

Pro Ser Val Phe Leu
245

Ile Ser Arg Thr Pro
260

Gln Glu Asp Pro Glu
275

Glu Val His Asn Ala
290

Ser Thr Tyr Arg Val
105

Trp Leu Asn Gly Lys
320

16/24

Pro Cys Pro Ala

Phe Pro Pro Lys

Glu val Thr Cys

Val Gln Phe Asn

Lys Thr Lys Pro

Val Ser Val Leu

Glu Tyr Lys Cys

Pro Glu Phe Leu Gly Gly
235 240

Pro Lys Asp Thr Lesu Met
2%0 255

Val Val Val Asp Val Ser
265 270

Trp Tyr Val Asp Gly Val
280 285

Arg Glu Glu Gln Phe Asn
295 300

Thr Val Lev His Gln Asp
310 318

Lys Val Ser Asn Lys Gly
32% 3o
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Leu Pro

Met Thr

Tyr Pro

Glu Asn

Ser Phe

Gln Glu

His Asno

S8er Ser

3lu Pro

Lys Asn

Ser Asp

Asn Tyx

Phe Leu

Gly Asn

Higs Tyr

Ile
s

Gln
350

Gln
3és

Ile
380

Lys
asgs

Tyr
410

Val
425

Thr
440

17/24

Glu Lys Thr 1Ile

Val Tyr Thr Leu

val Ser Leu Thr

Ala Val Glu Trp

Thx Thr Pro Pro

Ser Arg Leu Thr

Phe Ser Cys Ber

Gln Lys Ser Leu

Ser

340

Pro

31ss

cye

30

alu
388

Val
400

val
415

val
430

Ser
445

Lys

Pro

Lau

Ser

Lau

Asp

Met

Leu

-

Ala Lys Gly Gln
345

Ser Gln Glu Glu
160

e

val Lys Gly Phe
378

[}

17

Asn Gly Gln Preo
3so0

Agsp Ser Asp Gly
408

o

Lys Ser Arg Trp
420

His Glu Ala Leu
435

Ser lau Gly Lys
450
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<210> 16

<211> 45)

<212> PRT 3

<213> Homo sapiens

<400> 18

Gln val Gln Leu Gln G1n Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser
1 5 10 18

s

Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Qly Ser Phe Ser -
]

-

20 25 30

”
L3

[ ]
Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu
as 40 r 45

¢ 3

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn
50 -1 60



10

15

25

30

19/24

Pro Ser Leau Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys
65 70 75

Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
80 es 90

Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Gly
13 100 108

Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
110 115 120

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
125 130 135

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
140 145 150

Leu Val Lye Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
155 160 165

Ser Gly Als Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
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Gln Ser Ser Gly

Ser Sar Ser Leu

Lys Pro Ser Asn

Cys Asp Lys Thr

Leu Gly Gly Pro

Thr Leu Met 1le

Asp Val Ser His

170

Leu Tyr Ser
185

GLy Thr Gln
200

Thr Lys Val
218

His Thr Cys
230

Ser Val Phe
245

Ser Arg Thr
260

Glu Asp Pro
278

20/24

Leu Ser

Thr Tyr

Asp Lys

Pro Pro

Leu Phe

Pre Glu

Glu Val

175

8ar

190

Ile
205

Lys
220

2358

Pro
250

Val
268

Lys
280

Val Val

Cys Asn

Val Gluv

Pro Ala

Pro Lys

Thr Cys

Phe Asn

Thr Val

Val Asn

Pro Lys

Pro Glu

Pro Lys

Val val

Trp Tyr

ieo0

Pro
155

His
210

Ser
225

240

Asp
25%

Val
270

vVal
28S
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Asp Gly

Gln Tyr

His Gln

Asn Lys

Lys Gly

Arg Asp

Lys Gly

Gly Gln

Val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

fhe

Pro

Glu Val His Asn Ala
290

Ser Thr Tyr Arg val
205

Trp Leu Asn Gly Lys
320

Leu Pro Ala Pro Ile
a3s

Pro Arg Glu Pro Gln
50

Leu Thr Lys Asn Gln
3gs

Tyr Pro Ser Asp lle
180

Glu Asn Asn Tyr Lys

21/24

Lys Thr Lys Pro Arg Glu

295

val Ser Val Leu
310

Glu Tyr Lys Cys
328

Glu Lys Thr Ile
340

Val Tyr Thr Leu
3ss

Val Ser Leu Thr
370

Ala val Glu Trp
385

Thr Thr Pro Pro

Thr

Lys

Ser

Pro

Glu

val

val

Val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Glu
300

Leu
s

Ser
330

Ala
345

Ser
st

val
378

Asn
%o

Asp
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22/24 !

358 400 408

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
410 415 420

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Fhe Ser Cys Ser Val Met His
425 430 435

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

440 445 ) 450
Pro Gly Lys
453
«210> 19 *
<211> 214
«212> PRT

<213> Homo sapiens

on ey

o

g V%, -
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23/24

<400> 19

AQlu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr
1 s 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile
50 5S

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Ser Thr Leu Thr
65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
8s 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

Leu fler Leu Ser Pro Gly
15

Gln Ser Val Ser Arg Tyr
a0

Ala Pro Arg Lsu Leu Ile
45

Pro Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ile Ser Ser Leu Glu Pro
7S 8o

Arg Ser Asn Trp Pro Arg
95

Lys Arg Thr Val Ala Ala
110
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Lys
145

Glu

Ser

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Val
115

Ser

Gln

Val

Glu
198

Arg

Phe Ile Phe

Val Val Cys

Trp Lys Val
150

Thr Glu Gln
165

Thr Leu Ser
1680

Val Thr His

Gly Glu Cys
214

24/24

Pro Pro Ser

120

Leu Leu Asn
138

Asp Asn Ala

Asp Ser Lys

Lys Ala Asp
185

Gln Gly Leu
200

Asp

Asn

Asp
170

Tyx

Glu Gln Leu Lys Ser Gly
125

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
140

Gln Ser Gly Asn Ser Gln
155 160

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
178

Glu Lys His Lys Val Tyr
190

8er Pro Val Thr Lys Ser
208
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