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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea
persona juridica

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su cansante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripci6n, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud intermacional al castellano. (Resumen, descripciém,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional
de Examen Prelimimr (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o aulnnnmbn de uso de
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte fmal 12 x 12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenilos en
el extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con
la mvenci6n de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectnadas a Ja solicind internacional.
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(57) A human CDR-grafted antibody which specifically reacts with the extracellular
region of human CC chemokine receptor 4 (CCR4) but shows no reactivity with
human platelets or its antibody fragment; a human CDR-grafted antibody which
specifically reacts with the extracellular region of human CC chemokine receptor 4
(CCR4) and shows cytotoxicity on cells expressing CCR4 or its antibody fragment;
and drugs, remedies and diagnostics containing at least one member selected from
these antibodies and antibody fragments as the active ingredient.
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ANTICUERPO HUMANOQ INJER'i'AD _ENUNACDRY

FRAGMENTO DE DICHO ANTICUERPO

CAMPO TECNICO

La presente Invencién se reflere a un anticuerpo humano injertado en
una CDR que reacciona especificamente con la regién extracelular del
receptor 4 de la quimiocina CC humana (denominada en lo sucesivo "CCR4")
pero que no reacciona con una plaqueta y el fragmento de dicho anticuerpo.
Ademds, la presente invencién se refiere a un anticuerpo humano injertado
en una CDR que reacciona especificaments con la region exiracelular de
CCR4 humana pero no tiene una actividad inhibidora de un ligando CCR4
como TARC o MDC que se une a CCR4, y al fragmento de dicho anticuerpo.
Ademas, la presents invencién se refiere a un anticuerpo humano injertado
en una CDR que reacciona especiicaments con la region extracelular de
CCR4, tiene una actividad citotdxica y una actividad inhibidora de la
produccién de citocinas por ias células Th2 y contiene una region
determinante de la complementariedad especifica (denominada en lo
sucesivo "CDR"), y al fragmento de dicho anticuerpo Ademas, la presents
invencion se refiere a un ADN que codifica el anticuerpo, o el fragmento de
dicho anticuerpo. Ademaés, la presente invencién se refiere a un vector que
comprende el ADN, y un transformante que se ha transformado con el vector.
Ademéds, |a presente invencién se refiere a un método para la produccion del
anticuerpo, o el fragmento de dicho anticuerpo usando el fransformante, y un
medicamento como uri producto terapéutico, un producto para diagnéstico, y
similares, para enfermedades inmunes mediadas por Th2 como las
enfermedades alérgicas,y similares, que comprende el uso del anticuerpo o
el fragmento de dicho anticuerpo. Ademas, la presente invencion se refiere a
un medicamento como un producto terapéutico, un producto para
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diagndatico, y similares, para canceres como cénceres hematolégicos, por
ejemplo, leucemia y linfomatosis, que comprende el uso del anticuerpo o el
fragmento de dicho anticuerpo. '

ANTECEDENTES

Varios factores como los eosindfilos, los mastocitos, IgE, y similares,
tienen una funcién en las enfermedades alérgicas como el asma bronquial.
Los eoeaindfilos infiltran un temritorio inflamatorio y liberan proteinas citotdxicas
badsicas como MBP (proteina bésica mayor) o similares mediante
degranulacién y los tejidos circundantes se daflan por tales protelnas
citotdxicas bdsicas. L. os mastocitos se unen a un complejo inmune con un
antigeno con IgE que es producido por las células B y liberan histamina de
forma que se induce una reaccién alérgica inmediata. La reaccion alérgica se
controla mediante moléculas biologicaments funcionales como citocinas,
quimiocinas, y similares, que participan en la trasduccion de la sefial entre
células. La IL-5 induce la diferenciacion, supervivencia y degranulacién de los
eosindfilos. La IL4 induce la activacién de las células B y [a produccién de
IgE. La igE producida forma un complejo inmune con el antigeno y causa ia
degranulacién de los mastocitos. Se ha demostrado que la IL-4, la IL-13, y
similares, también se producen por los mastocitos y contribuyen a la
produccion de IgE por ias células B (Am. J. Respir. Crit. Care Med., 152
2059 (1995), Immunol. Today, 15, 19 (1684)). Por tanto, existe una red
elaborada citocina-quimiocina entre las células inflamatorias y mantiene un
equilibrio complicado.

Las citocinae y quimiocinas son producikias por las ceélulas T
colaboradoras que expresan CD4 en la superficie celular (denominadas en 0
sucesivo "células Th CD4+"). En realidad, se ha demostrado que existe una
infitracion de las células T colaboradoras en el territorio inflamado en las vias
respiratorias de los pacientes con asma bronquial, donde se activa un
nimero considerablemente grande de células T, y que la intensidad e
hipersensibilidad de la via respiratoria del paciente con asma se correlaciona
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con el nimero de células T activadas, asl como estan también aumentadas
las células T activadas en sangre periférica (Am. Rev. Respir. Dis., 145, S22
(1982)).

Las céluias T colaboradoras se clasifican en células Th1 y células Th2,
dependiendo de la clase de citocina que produce cada una (Annu. Rev.
immunol.,, 7, 145 (1989)). Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-13, ¥
similares. Las citocinas producidas por las células Th2 son las citocinas Th2.

Se ha demostrado que un clon de células T especifico del antigeno
aislado en un paciente que tiene una enfermedad atdpica libera citocinas Th2
cuando se estimula in vitro (Proc. Natl. Acad. Sci, U.S.A., 88, 4538 (1981)), vy
que las células Th2 se encuentran en el liquido de lavado broncoalveolar
(denominado en lo sucesivo "BAL") y en la mucosa de las vias respiratorias
de los pacientes con asma (N. Engl. J. Med., 326, 288 (1992), Eur. J.
immunol., 23, 1445 (1993)). Los niveles de expresion de los ARNm de IL-4 e
IL-5 de las citocinas Th2 estdn aumentados cuando se examina la expresion
del ARNm de varias citocinas en las células del BAL usando un modelo
animal de inflamacion alérgica (Clin. Immunol, Immunopathol., 75, 75 (1995)).
Ademas, cuando las células Th2 se administran por via infravenosa o
infranasal a ratones se induce una inflamacién asmética en los pulmones en
una forma especifica del antigeno (J. Exp. Med., 188, 1737 (1997), J.
Immunol., 160, 1378 (1998)) y se observa eosinofilia (/. Immunol., 181, 3128
(1998)). La expresion de IL-5 se observa en [a mucosa de las vias
respiratorias de los pacientes con asma y en las lesiones cuténeas de los
pacientes que fienen dermatitis atdpica (J. Clin. Invest., 87, 1541 (1891) , J.
Exp. Med., 173, 775 (1991)), y el nivel de axpresion de IL-5 en la mucosa de
la rinitis alérgica cronica se cormelaciona con @l nivel de expresién de IL-13 y
con las cantidades de IgE sérica total y de IgE especifica del antigeno
(Therapeutics, 32, 19 (1988)).

Quimiocina es un término general que designa proteinas basicas de
unién a heparina que inducen quimiotaxds y activacién de los leucocitos, y se
clasifican en subfamilias de CXC, CC, C y CXsC dependiendo de la posicién
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de los residuos de cistelna en la estructura primaria. Hasta la fecha se han
identificado 16 receptores de quimiocina (Curr. Opi. Immunol., 11, 628
(1999)), y se ha demostrado que la expresion de cada receptor de quimiocina
os diferente entre los leucocitos como las células Th1, Th2 y otros (Cel/
Engineering, 17, 1022 (1998)).

La CCR4 humana es una proteina G acoplada al receptor de
transmembrana siete cionado como K5-5 a partir de una linea celular de
baséfilos inmaduros humanos KU-812. Se considera que las regiones de
transmembrana de CCR4 se encuentran en las posicionee 40 a 67,
posiciones 78 a 97, posiciones 113 a 133, posiciones 151 a 175, posiciones
207 a 226, posicionas 243 a 270 y posiciones 285 a 308 en la secuencia de
aminbacidos, que las regionss exiraceiulares se encuentran en las
posiciones 1 a 39, posiciones 98 a 112, posiciones 176 a 208 y posiciones
271 a 284 en la secuencia de amindacidos, y que las regiones intracelulares
88 encuentran en las posiciones 68 a 77, posiciones 134 a 150, posiciones
227 a 242 y posiciones 309 a 360 en la secuencla de aminbacidos (J. Bio/
Chem., 270, 19495 (1895)). En primer lugar, se describié que el ligando de
CCR4 es MIP{a (proteina inflamatoria de los macrfagos 1a), RANTES
(regulada al activarse las células T normales expresadas y secreiadas) o
MCP-1 (proteina quimiotéctica de los monocitos) (Biochem. Biophys. Res.
Commun., 218, 337 (1968), WO 96/23088). Sin embargo, se ha demostrado
que la TARC (una quimiocina regulada por el timo y la activacién) producida
por las células mononucleadas estimuladas en sangre periférica humana
(denominadas en lo sucesivo "PBMC") y células del timo (J. Biol. Chem., 271,
21514 (1998)) especificamente se une a CCR4 (J. Biol. Chem., 272, 15038
(1997)). También se ha publicado que la MDC (quimiocina derivada de los
macréfagos) aislada de macréfagos (J. Exp. Med., 185, 1585 (1907)),
también conocida como STCP-1 (protelna quimiotdctica 1 de células T
estimuladas) (J. Biol Chem., 272, 25229 (1987)), se une a la CCR4 con
mayor fuerza que la TARC (J. Biol. Chem., 273, 1764 (1998)).

Se ha demostrado que la CCR4 se expresa en células Th CD4+ que
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producen citocina y/o quimiocina (J. Biol Chem., 272, 15038 (1987)), y se ha
descrito que la CCR4 se axpresa selectivamente en células Th2 entre las
células Th CD4+ (J. Exp. Med, 187, 129 (1998), J. Immunol., 161, 5111
(1998)). Ademdas, se han enconirado las células CCR4+ en las células T
efectoras o memoria (CD4+/CD45RO+), y cuando se estimulaban las células
CCR4+ se producian IL-4 e IL-5 pero no se producia IFN-y (Inf. Immunol., 11,
81 (1899)). Ademas, se ha descrito que las células CCR4+ pertenecen a un
grupo positivo a CLA (antigeno de linfocitos cutdneos) y negativo a integrina
a4p8 entre las células T memoria, y que la CCR4 se expresa en células T
memoria pero no en mlacion con la inmunidad intestinal sino con la
inmunidad sistémica de la pisl y otros territorios (Nature, 400, 7768 (1999)).
Estos resultados indican firmemente que cuando se induce la inflamacion se
activan las células T memoria para expresar CCR4 y que migran hacia el
territorio inflamatorio mediante MDC y TARC de los ligandos de CCR4, y que
aceleran la activacion de otras células inflamatorias.

Recientamente, se ha demostrado que la CCR4 también se expresa
en las células citoliticas naturales (Journal of Immunology, 184, 4048-4054
(200), Blood, 87, 367-375 (2001)) vy plaquetas (Thrombosis Research, 101,
279-289 (2001), Blood, 98, 4046-4054 (2000), Blood, 87, 937-845 (2001)) en
el hombre.

Se sabe que un antagonista de TARC o MDC como un ligando de
CCRA4, es decir, un antagonista de la CCR4, inhibe |la agregacién plaquetaria
(WO 99/15686). Se sabe que una sustancia de este tipo que modula la
funcién de la CCR4 también afecta a las funciones plaquetarias.

La expresién de la CCR4 se encuentra en las plaquetas. Por ejemplo,
Adrian et al. (Blood, 97, 937-845 (2001)} y Abi-Younes et al. (Thrombosis
Research, 101, 279-289 (2001), WO 00/42074, WO 00/41724) han detectado
la expresion de CCR4 en plaquetas humanas usando anticuerpos anti-CCR4.
Hasta la fecha, no se conoce un anticuerpo que reaccione frente a CCR4
pero que no sea capaz de unirse a las plaquetas humanas.

Ademds, se sabe que cuando se produce un autoanticuerpo capaz de

©
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unirse a las plaquetas se induce una trombopenia autoinmune (Blood, 70,
428-431 (1987), Transfusion Sclence, 19, 245-251 (1968)). En general, los
farmacos que influyen sobre la trombocitopenia y las funciones plaquetarias
no son deseables como medicamentos porque a menudo provocan efectos
secundarios graves como hemorragias y formacion de trombos. En particular,
como los anticuerpos tienen una semivida prolongada, es dificil desarrollar
como medicamento un anticuerpo que afecte a las funciones plaquetarias.
Por ejemplo, se ha suspendido el desarrolio como farmaco de un anticuerpo
antiligando CD40 para el tratamiento de las enfermedades autoinmunes por
la generacién de efectos secundarios que se consideran debidos al
reconocimiento de un antigeno expresado en las plaquetas activadas (Nafure
Maedicine, 8, 114 (2000), BioCentury, A8 de 18 (2002.08.20)).

Se sabe que las proteinas estidn sujetas a varias reacciones de
modificacién después de su traduccién. Una de las reacciones de
modificacion conocidas es una reaccion de sulfatacion de los residuos
tirosina. Se ha descrito que muchas proteinas se sulfatan en los residuos
tirosina (Chemistry and Biology, 7, R57-R61 (2000)). El residuo tirosina que
se sulfata tiene la caracteristica de que se encuentran muchos residuos de
aminoécidos en su vecindad, y se ha sugerido una proteina que tiene ia
posibilidad de ser sulfatada y su region (Cell, 98, 667-876 (1989)). Con
respecto a ia CCR4, 8e encuentran 4 residuos tirosina cerca del N-terminal,
pero no hay publicaciones que demuestren que los residuos tirosina estén
sulfatados.

Se han desarollado los siguientes métodos actuales para el
tratamiento de Ilas enfermedades inmunes mediadas por Th2: (1)
antagonistas de citocinas y quimiocinas como un anticuerpo humanizado
anti-IL-5 (SB-240563: Smith Kline Beecham, Sch-55700 (CDP-835): Shehiing
Piough/Celltech), un anticuerpo humanizado IL-4 (Patente de los EE.UU.
5.914.110), un receptor soluble de quimiocina (J. Immunol., 160, 824 (19968)),
y similares; (2) inhibidores de la produccién de citocinas o quimiocinas como
un inhibidor de la produccién de IL-5 (Solicitud de Patente Japonesa

\
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Publicada no Examinada N° 53355/86), un antagonista retinoide (WO
99/24024), tosilato de esplatast (IPD-1151T, fabricado por Taiho
Phamaceutical), y similares; (3) farmacos que actian sobre los eosindfilos,
mastocitos, y similares, como células inflamatorias finales, como un
anticuerpo humanizado frente al receptor de IL-5 (WO 97/10354), un
antagonista del receptor de la quimiocina CC3 (CCR3) (Solicitud de Patente
Japonesa Publicada no Examinada N° 147872/8), y simiares; (4)
inhibidores de ias moléculas inflamatorias como un anticuerpo humanizado
anti-IgE (Am. J. Respir. Crit. Care Med., 157, 1429 (1898)), efc.; y similares,
perv inhiben adlo una parte de la red elaborada entre citocinas, quimiocinas y
células inflamatorias. Las enfermedades inmunes mediadas por Th2 no se
deberian curar con este tipo de fArmacos. Los anticuerpos anti-CD4 tienen
una actividad de control de las células T y tienen efectos sobre el asma grave
dependiente de estervides. Sin embargo, como la molécula de CD4 se
expresa abundantemente en varias células inmunes, carece de especificidad
y tiene el inconveniente de acompafiarse de un efecto inmunosupresor
importante (Int. Arch. Aller. Immunol,, 118, 133 (1999)).

Por tanto, para inhibir todos los mediadores se requiere controlar
especificamente las reacciones previas de la reaccion alérgica problemética,
es decir, las células Th2.

El método que se usa actuaimente para el tratamiento de loe pacientes
que tienen enfermedades inmunes graves mediadas por Th2 es la
administracién de estervides, pero sus efectos secundarios no se pueden
evitar. Ademdés, existen los inconvenientes de que las afecciones de los
pacientes vusiven al estado previo cuando se suspende la administracion del
esteroide y de que se adquiere la resistencia al farmaco cuando el esteroide
8o administra durante un tiempo prolongado.

Hasta la fecha, no se ha establecido ningin anticuerpo humano
injertado en una CDR, ni fragmento de dicho anticuerpo, que puedan detectar
las céiulas que expresan CCR4 y que también tengan citotoxicidad frente a
las células que expresan CCR4. Ademés, tampoco se conoce ningun
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Aunque se ha descrito que la CCR4 también se expresa en las células
cancerosas de pacientes con leucemia (Blood, 98, 685 (2000)), no se conoce
ningan producto terapéutico que deplecione las células de leucemia.

En general, se sabe que cuando se administra al hombre un
anticuerpo derivado de un animal no humano como, por ejempio, un
anticuerpo de ratén, se reconoce como una sustancia exirafla e induce un
anticuerpo humano frente al anticuerpo de ratdn (anticuerpo humano
antiratén: denominado en lo sucesivo "HAMA™) en el cuerpo humano. Se
sabe que los anticuerpos HAMA reaccionan con el anticuerpo de ratén
administrado provocando efectos secundarios (J. Clin. Oncol,, 2, 881 (1984),
Blood, 85, 1349 (1985), J. Natl. Cancer Inst., 80, 932 (1988), Proc. Nat..
Acad. Scii US.A, 82, 1242 (1985)) para acelerar la desaparicién del
anticuerpo de ratdn administrado del cuerpo (J. Nucl. Med., 28, 1011 (19885),
Biood, 85, 1349 (1985), J. Nafl. Cancer Inst., 80, 937 (1988)) y reducir loe
afectos terapéuticos del anticuerpo de ratdn (J. Immunol, 135, 1530 (1885),
Cancer Res., 46, 6489 (19086)).

Para solucionar estos problemas se ha intentado convertir un
anticuerpo derivado de un animal no humano en un anticuerpo humano
injertado en una CDR usando una técnica de ingenieria genética.

El anficuerpo humano injertado en una CDR es un anticuerpo en el
que la secuencia de amindacidos de CDR en la region variable (denominada
en lo sucesivo "region V") derivada de un anticuerpo animal no humano se
injerta en una posicién apropiada en un anticuerpo humano (Nature, 321, 522
(1968)). En comparacién con los anticuerpos derivados de ics animales no
humanos como los anticuerpos de ratén, y similares, estos anticuerpos
humanos injertados en una CDR tienen varias ventajas para aplicaciones
clinicas en el hombre. Por ejemplo, se ha descrito que su inmunogenicidad
se redujo y su semivida se prolongé comparada con un anticuerpo de ratén
usando un mono (Cancer Res., 58, 1118 (1898), Immunol., 85, 668 (1885)).
Por tanto, se espera que los anticuerpos humanos injertados en una CDR
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terapéuticos contintien durante un periodo de tiempo més prolongado que los
anticuerpcs derivados de animales no humanos.

Ademas, como el anticuerpo humano injertado en una CDR se prepara
utiizando una técnica de ingenierfa genética, se pueden preparar las
moléculas de distintas formas. Por ejemplo, cuando se usa la subclase y1
como |a region constante (denominada en lo sucesivo "region C") de una
cadena pesada (denominada en lo sucesivo "cadena H") (la region C de la
cadena H se denominari "CH") de un anticuerpo humano, se puede preparar
un anticuerpo humanizado que tiene una funcidn efectora alta como actividad
citotdxdca mediada por células y dependienta del anticuerpo (denominada en
lo sucesivo "ADCC") (Cancer Res., 56, 1118 (1886)) y se espera una
semivida prolongada en sangre comparada con la del anticuerpo de ratdn
(Immunol., 85, 668 (1995)). Ademas, en el fratamiento dirigido en particular a
reducir el nimero de células que expresan CCR4, para conseguir los efectos
terapéuticos es importante disponer de actividades citotéxicas més altas
como la actividad citotdxica dependients del complemento (denominada en lo
sucesivo "actividad CDC") y de una actividad ADCC a través de la regién Fc
(la regién que se encuentra en Ia region bisagra y después de ella en una
cadena pesada del anticuerpo). Por lo tanto, estos resultados demuestran
claramente que los anticuerpos humanos injertados en una CDR se prefieren
a los anticuerpos derivados de los animales no humanos como son los
anticuerpos de raton.

Ademas, segun los lltimos avances producidos en la ingenieria de
proteinas y en la ingenieria genética, se puede preparar un fragmento del
anticuerpo que tiene un peso molecular menor como Fab, Fab', F(ab');, un
anticuerpo de cadena sencilla (denominado en lo sucesivo “scFv") (Science,
242, 423 (1988)), un fragmento dimerizado de la region V (denominado en lo
sucesivo "Diabody™ (Nature Biotechnol, 15, 829 (1897)), un fragmento
estabilizado con disulfuro de la regiéon V (denominado en lo sucesivo "dsFv")
(Molecular Immuno.l, 32, 249 {1995)), un péplide que contiene CDR (J. Biol.
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Chem., 271, 2686 (1998)), etc., como anticuerpos humanos injertados en una
CDR. Los fragmentos de anticuerpo tienen una actividad transicional
excelente en los tejidos diana comparados con las moléculas de anticuerpo
completas (Cancer Res., 52, 3402 (1992)).

Tamblén se considera que es mas deseable disponer de estos
fragmentos derivados de los anticuerpos humanos injertados en una CDR y
los fragmentos de dichos anticuerpos que de los que derivan de anticuerpos
procedentes de animales no humanos como son los anticuerpos de raton,
cuando se usan en aplicaciones clinicas en el hombre.

Tal como se ha descrito anteriormente, se pueden esperar efectos
diagnésticos y terapéuticos de los anticuerpos humanos injertados en una
CDR y de fragmentos de dichos anticuerpos cuando se usen solos, pero se
ha intentado mejorar ain mas ios efectos utilizando otras moléculas en
combinacién. Por ejemplo, se puede usar una citocina como una de estas
moléculas. Citocina es un término general que se refiere a varics factores
solubles que controlan las funciones intercelulares mutuas en las reacciones
inmunes. Por éjemplo, se sabe que la actividad CDC y la actividad ADCC son
las actividades citotdxicas de los anticuerpos, y que la actividad ADCC se
controla mediante células efectoras que tienen receptores Fc en la superficie
celular como monocitos, macréfagos, células NK, y similares. (J. /mmunol.,
138, 1992 (1687)). Como varias citocinas activan estas células efectoras, se
pueden administrar en combinacién con un anticuerpo para mejorar la
actividad ADCC del anticuerpo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a las siguientes descripciones (1)
(59).

(1) Un anticuerpo humano injertado en una CDR que reacciona
especificamente con una regién extracelular del receptor 4 de la quimiocina
CC humana (CCR4) pero que no reacciona con una plaqueta humana, o el
fragmento de dicho anticuerpo.
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(2) Un anticuerpo humano injertado en una CDR que reacciona
especificamente con una regién extracelular del receptor 4 de la quimiocina
CC humana (CCR4) y que tiene una actividad citotdxica frente & una célula
que expresa CCR4, o el fragmento de dicho anticuerpo

{(3) El anticuerpo humano Injertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo segun la descripcion (1), que tiene una actividad citotoxica
frente a una célula que expresa CCR4.

(4) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (3), en el cual
la region extracelular es una region extracelular seleccionada entre el grupo
formado por 1as posiciones 1 a 39, 98 a 112, 1776 a 208 y 271 a 284 en la
secuencia de amindacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 48.

(5) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a (4), en el cual
la regién exiracelular es un epitopo presenis en las posiciones 2 a 28 en la
secuencia de amindacidos representada por el N°® de ID de la SEC.: 48.

(6) El anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo segun cualquiera de las descripciones (1) a (5), en el cual la
regién extracelular es un epitopo presente en las posiciones 13 a 29 en la
secuencia de amindacidos representada por el N° de iD de la SEC.: 48.

(7) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segtin cualquiera de las descripciones (1) a (6), en sl cual
la region exiracelular es un epitopo presente en las posiciones 13 a 25 en la
sacuencia de amindacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 48.

(8) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (7), que
reacciona especificamente con una célula que expresa CCR4.

(9) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (8), que tiene
una actividad citotéxica mayor frente a una céiula que expresa CCR4 que un
anticuerpo monoclonal producido por hibridoma de un animal no humano.
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(10) El anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo segin cualquiera de las descripciones (2) a (9), en el cual la
actividad citotdxica es una actividad citotdxica mediada por céiuias
dependiente del anticuerpo (ADCC).

(11) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun la descripcién (10), en el cual la actividad ADCC es
una actividad de induccion de apoptosis de una célula que expresa CCR4.

(12) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a (11), que tiene
una actividad de deplecion de una céiula que expresa CCR4.

(13) El anticuarpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, seguin cualquiera de las descripciones (8) a (12), en el cual
la célula que expresa CCR4 es una célula Th2.

(14) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segtin cualquiera de las descripciones (1) a (13), que tiene
una actividad de inhibicion de la produccion de citocinas de una célula Th2.

(15) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun la descripcion (14), an el cual ia citocina es IL-4, IL-5
olL-13.

(16) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segln cualquiera de las descripciones (1) a (15), que
pertenece a un anticuerpo IgG humano.

(17) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a (16), que
comprende regiones determinantas de la complementariedad (CDR) de una
regién variable (region V) de una cadena pesada (cadena H) y una region V
de una cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monocional frente a CCR4.

(18) El anticuerpo humano injertade en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cuaiquiera de las descripciones (1) a (17), que
comprende regiones determinanies de la complementariedad (CDR) de una
region variable (regiéon V) de una cadena pesada (cadena H) y una regiétn V

\>
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de una cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monoclonal frente a CCR4,
y estructuras rigidas (FR) de la region V de la cadena H y de la regidn V de la
cadena L de un anticuerpo humano.

(19) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripclones (1) a (18), que
comprende regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una
region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H) y [a region V de
una cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monocional frente a CCR4,
estructuras rigidas (FR) de la region V de la cadena H y de la regién V de la
cadena L de un anticuerpo humano, y la regién constants (region C) de la
cadena H y la regiéon C de la cadena L de un anticuerpo humano.

(20) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (18), que
compi'anda la region determinante de la complementariedad (CDR) 1, CDR2
y CDR3 de una regién variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que tiene Ias secuencias de amindacidcs representadas por
los N° de ID de las SEC.: 1, 2 y 3, respectivaments.

(21) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a (20), que
comprende la regién determinante de la complementariedad (CDR) 1, CDR2
y CDR3 de una regidn variable (regién V) de una cadena ligera (cadena L)
del anticuerpo que tiene las secuencias de amindacidos representadas por
los N° de ID de las SEC.: 5, 8 y 7, respectivamente.

(22) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de |as descripciones (1) a (21), que
comprende la region determinante de la complementariedad (CDR) 1, CDR2
y CDR3 de una region variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que tiene las secuencias de amindacidos representadas por
los N° de ID de las SEC.: 1, 2 y 3, respectivamente, y la region determinants
de la complementariadad (CDR) 1, CDR2 y CDR3 de una region V de una
cadena ligera (cadena L) del anticuerpo que tiene las secuencias de
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amindacidos representadas por o8 N° de ID de las SEC.. 5, 8 y 7,
respectivamente.

(23) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (22), que
comprende una region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un rasiduo de aminoacido seleccionado entre Ala en la posicién 40,
Gly en la posicidn 42, Lys en la posicion 43, Gly en la posicion 44, Lys en la
posicion 78 y Ala en la posicibn 97 en la secuencia de amindacidos
repraesentada por el N° de ID de la SEC.: 4 se sustituye por otro aminoacido.

(24) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (22), que
comprende una regién variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos en la que al
menos un residuo de aminoécido seleccionado entre Thr en la posiclén 28 y
Ala en la posicién 97 en la secuencia de amindacidos representada por el N°
de ID de la SEC.: 38 se sustituye por otro aminodcido.

{25) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (24), que
contiene una region variable (regién V) de una cadena ligera {(cadena L) del
anticuerpo que contiene una secuencia de aminoécidos en la que al menos
un residuo de aminoécido seleccionado entre lie en la posicién 2, Val en la
posicién 3, Gin en la posicién 50 y Val en ia posicion 88 en la secuencia de
aminéacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 8 se sustituye por otro
aminoécido.

(26) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a (23) y (25), que
comprernde una region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un residuo de aminodcido seleccionado entre Ala en la posicidn 40,
Gly en la posicion 42, Lys en la posicion 43, Gly en la posicién 44, Lys en la
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posicion 76 y Ala en la posicién 97 en la secuencia de aminbacidos
representada por el N° de ID da la SEC.: 4 se sustituye por otro residuo de
aminoécido; y una region V de una cadena ligera (cadena L) de! anticuerpo
que contiene una secuencia de aminoécidos en la que al menos un residuo
de aminoécido seleccionado entre lie en la posicion 2, Val en ia posicion 3,
Gin en la posicién 50 y Val en la posicion 88 en la secuencia de aminbacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 8 se sustituye por otro residuo de
aminoécido.

(27) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a (22), (24) y
(25), que comprende una region variable (region V) de una cadena pesada
(cadena H) del anticuerpo que comprende una secuencia de aminodcidos en
la que al menos un residuo de aminoécido seleccionado entre Thr en la
posicibn 28 y Ala en la posicion 97 en la secuencia de amin6acidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 38 se sustituye por otro residuo de
aminodcido; y una region V de una cadena ligera (cadena L) del anticuerpo
que contiene una secuencia de aminoécidos en la que al menos un residuo
de aminoacido seleccionado entre lle en la posicion 2, Val en la posicién 3,
Gin en la posicién 50 y Val en la posicion 88 en la secuencia de amindacidos
representada por el N® de ID de la SEC.: 8 se sustituye por otro residuo de
aminoécido.

(28) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segiin cualquiera de las descripciones (1) a (22) y (25), que
comprende una region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende la secuencia de amindacidos representada
por el N°de ID de la SEC.: 4, 6, 10, 11, 38, 39, 40 0 41.

(29) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones {1) a (24) y (28), que
comprende una region variable (region V) de una cadena ligera (cadena L)
del anticuerpo que comprende la secuencia de amindacidos representada
por el N° de ID de la SEC.: 8, 12, 136 14.
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(30) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a (22), que
comprende una regién variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende la secuencia de amindacidos representada
por el N° de ID de la SEC.: 4, 9, 10, 11, 38, 39, 40 6 41; y una region V de
una cadena ligera (cadena L) del anticuerpo que comprende la secuencia de
aminéacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 8, 12, 13 6 14.

(31) El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1} a (22), que
comprende una regién variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende la secuencia de aminéacidos representada
por el N° de ID de la SEC.: 9 6 10; y una regién V de una cadena ligera
(cadena L) del anticuerpo que contiene la secuencia de aminéacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 14.

(32) El fragmento del anticuerpo segtin cualquiera de las descripciones
(1) a (31), en el cual el fragmento del anticuerpo es un fragmento del
anticuerpo seleccionado entre Fab, Fab', F(ab')z, un anticuerpo de cadena
sencilla (scFv), un fragmento dimerizado (Diabody) de la region variable
(regién V), un fragmento estabilizado con disulfuro de la region V (dsFv) y un
péptido que contiene una region determinante de la complementariedad
{CDR).

(33) Un anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, que es producido por un transformante KM8759 (FERM
BP-8128) o KM8760 (FERM BP-8130).

(34) Un transformante que produce el anticuerpo humano injertado en
una CDR, o el fragmento de dicho anticuerpo, seguin cuaiquiera de las
descripciones (1) a (33).

(35) El transformante segun la descripcion (34), en el cual el
transformante es KM8758 (FERM BP-8128) o KM8780 (FERM BP-8130).

(36) Un proceso para la produccién de un transformante capaz de
producir el anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de dicho
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anticuerpo segun cualquiera de las descripciones (1) a (33), que comprende
ol cultivo del transformante segun la descripcion (34) o (35) en un medio para
formar y acumular el anticuerpo humano injertado en una CDR o el
fragmento de dicho anticuerpo en el cultivo; y la recuperacion del anticuerpo
o el fragmento del anticuerpo del cultivo.

(37) Un anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo en el que el anticuerpo humano injertado en una CDR, o el
fragmento de dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripciones (1) a
(33) se conjuga quimicamente o genéticamente con un radicisétopo, una
proteina o un farmaco.

(38) Un ADN que codifica @ anticuerpo humano injertado en una CDR
o el fragmento de dicho anticuerpo segun cualquiera de las descripciones (1)
(33).

(39) Un vector recombinante que comprende el ADN segun Ila
descripcion (38).

(40) Un transformante que se puede obtener por la introduccion del
vector recombinante seguin la descripcion (39) en una célula huésped.

(41) Un medicamento que comprende al menos un componente
seleccionado entre el anticuerpo humano injertado en una CDR, y el
fragmento de dicho anticuerpo, segun cualquiera de las descripcionss (1) a
(33) y (37) como un principio activo.

(42) Un producto terapéutico para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con CCR4, que ccomprende al menos un componente
seleccionado entre el anticuerpo humano injertado en una CDR, y el
fragmento de dicho anticuerpo, segun cualquiera de las desacripciones (1) a
(33) y (37) como un principio activo.

(43) El producto terapéutico segln la descripcién (42), en el cual la
enfermedad relacionada con CCR4 es un cancer o enfermedades
inflamatorias.

{44) El producto terapéutico segin la descripcion (43), en el cual el
cancer es un cancer hematolégico.



10

15

20

25

18

(45) El producto terapéutico segin la descripcion (44), en el cual el
cancer hematolégico es leucemia o linfomatosis.

(48) El producto terapéutico segin la descripcion (43), en el cual la
enfermedad inflamatoria s una hipersensibilidad de las vias respiratorias o
asma bronquial agudas o crénicas, enfermedad atépica cutdnea, rinitis
alérgica o polinosis.

(47) Un producto para el diagnéstico de enfermedades relacionadas
con CCR4, que comprende al menos un componente seleccionado entre el
anticuerpo  humano injertado en una CDR, y el fragmento de dicho
anticuerpo, segln cuaiquiera de las descripciones (1) a (33) y (37) como un
principio activo.

(48) El producto para diagnéstico segun la descripcion (47), en el cual
la enfermedad relacionada con CCR4 es un céncer o una enfermedad
inflamatonia.

(49) El producto para diagnéstico segun la descripcion (48), en el cual
8l cancer es un cancer hematolégico.

(50) El producto para diagnéstico segin la descripcién (48), en el cual
el céincer hematoldgico es laucemia o linfomatosis.

(51) El producto para diagnéstico segin la descsipcion (48), en el cual
la enfermedad inflamatoria es asma cronica por hipersensibilidad de las vias
respiratorias, asma bronquial, enfermedad atdpica cutdnea, rinitis alérgica o
polinosis.

(52) Un producto terapéutico para el tratamiento de enfermedades
inmunes mediadas por Th2, que contiene al menos un componente
seleccionado entre el anticuerpo humano injertado en una CDR y el
fragmento de dicho anticuerpo, segin cualquiera de las descripciones (1) a
(33) y (37) como un principio activo.

(53) El producto terapéutico segun la descripcion (52), en el cual la
enfermedad inmune mediada por Th2 es asma cronica por hipersensibilidad
de las vias respiratorias, asma bronquial, enfermedad atdpica cutdnea, rinitis
alérgica o polinosis.
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(54) Un producto para el diagnoéstico de enfermedades inmunes
mediadas por Th2, que contiene al menos un componente selaccionado
entre el anticuerpo humano injertado en una CDR y el fragmento de dicho
anticuerpo segin cualquiera de las descripciones (1) a (33) y (37) como un
princlpio activo.

(55) El producto para diagnéstico segun la descripcion (54), en el cual
la enfermedad inmune mediada por Th2 es asma cronica por
hipersensibilidad de las vias respiratorias, asma bronquial, enfermedad
atdpica cutdnea, rinitis alérgica o polinosis.

(56) Un método la deteccion inmunolégica de CCR4, que usa el
anticuerpo humano injertado en una CDR y el fragmento de dicho anticuerpo
segun cualquiera de las descripciones (1) a (33) y (37).

(57) Un método la deteccion inmunolfgica de una célula que
expresaba CCR4 en la superficie celular, que comprende el uso del
anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de dicho anticuerpo
segun cualquiera de las descripciones (1) a (33) y (37).

(58) Un método para reducir o deplecionar una célula que axpresaba
CCR4 en la superficie celular, que comprende el uso del anticuerpo humano
injertado en una CDR o 6! fragmentc de dicho anticuerpo segun cualquiera
de las descripciones (1) a (33) y (37).

(59) Un método para inhibir la produccién de citocinas de una célula
Th2, que comprende el uso del anticuerpo humano injertado en una CDR o el
fragmento de dicho anticuerpo segin cuaiquiera de las descripciones (1) a
(33) y (37).

En la presente invencion, las enfermedades relacionadas con CCR4
incluyen canceres, enfermedades inflamatorias, y similares.

En la presents invencion, los cénceres incluyen cénceres
hematoldgicos, particularmente leucemia, linfomatosis, y similares.

En ia presents invencion, las enfermadades inflamatorias incluyen
hipersensibilidad de las vias respiratorias o asma bronquial agudas o
cronicas, enfermedades atdpicas cutdneas como dermatitis atdpica, rinitis
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alérgica, polinosis, y similares.

En la presents invencion, las enfermedades inmunes mediadas por
Th2 pueden ser cualquier enfermedad inmune con la que estd relacionada la
célula Th2, e incluyen hipersensibilidad de las vias respiratorias 0 asma
bronquial agudas o crdnicas, enfermedades attpicas cutdneas como
dermatitis atépica, rinitis alérgica, polinosis, neumonia intersticial, fibrosis
puimonar, enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, y
similares.

El anticuerpo humano injertado en une CDR que reacciona
especificamente con CCR4 (anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR) y
un fragmento de dicho anticuerpo de la presente invencion (en lo sucesivo,
ambos se denominardn habituaimente como el anticuerpo de la presente
invencion, en algunocs casos) no estan limitados mientras se trate de un
anticuerpo humano injertado en una CDR que reacciona especificamente con
la region extracelular de la CCR4 humana pero que no reacciona con una
plaqueta humana o un fragmento de dicho anticuerpo. El término "no
reacciona con una plaqueta humana” significa que el anticuerpo no muestra
sustanciaimente ninguna actividad de unidn a una plaqueta humana.
Espacificamente, significa que no se demuestra la actividad de uniéon cuando
88 mide en un.cittbmetm de flujo.

Ademés, el anticuerpo de ia presente invencién es un anticuerpo que
reacciona especificamente con la regién extracelular de la CCR4 humana y
tiene una actividad citotédca para células que expresan CCR4.

La actividad citotéxdica incluye actividad CDC y actividad ADCC.

Ademés, el anticuerpo de la presants invencién incluye anticuerpos
que reaccionan especificamente con preferiblemente una regién que
contiene posiciones 1 a 39, 98 a 112, 176 a 206 6 271 a 284 en la secuencia
de amindacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 48, mas
preferiblemente una region que contiene posiciones 2 a 29 en la secuencia
de amindacidos representada por e N° de ID de [a SEC.: 48 (N°de ID de la
SEC.: 36), atiin més preferiblements una regién que contiene posiciones 12 a
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29 en la secuencia de amindacidos representada por el N°® de ID de la SEC.:
48 (N° de ID de la SEC.: 37), y més preferiblemente una regién que contiene
posiciones 12 a 25 en la secuencla de amindacidos representada por ol N°
de |ID de la SEC.: 48.

El anticuerpo humano injertado en una CDR representa un anticuerpo
en el que las secuencias de aminodcidos de CDR de las VH y VL de un
anticuerpo derivado de un animal no humano se injertan en las posiciones
apropiadas de [as VH y VL de un anticuerpo humano.

El anticuerpo humano injertado en una CDR de la presente invencién
puede producir construyendo ADNc que codifiquen las regiones V en que
las secuencias de aminoécidos de la CDR de las VH y VL de un anticuerpo
derivado de un animal no humano, que reacciona especificamente con
CCR4, son injertados en la FR de VH y VL en un anticuerpo humano,
insertdndoles respectivaments en un vector de expresion para una célula
animal que tiene un ADN que codifica la CH y la region C de la cadena H
(denominadas en lo sucesivo "CL") de un anticuerpo humano para construir
un vector de expresién de un anticuerpo humano injertado en una CDR, y a
continuacién introducirio en una célula animal para expresar @l anticuarpo
humano injertado en una CDR.

Como método para seleccionar las secuencias de aminoécidos de la
FR de una VH y una VL de un anticuerpo humano, se puede usar cuaiquier
método, slempre que deriven de anticuerpos humanos. Ejemplos pueden ser
las secuencias de aminoAcidos de la FR de una VH y una VL en anticuerpos
humanos registrados en bases de datos como Protein Data Bank, elc., o ias
secuencias de aminodcidos comunes de cada subgrupo de FR de una VH y
una VL en anticuerpos humanos (Sequences of Proieins of Immunological
interest, US Dep. Health and Human Services, 1891).

Se puede usar cualquier CH en el anticuerpo de la presents invencion,
mientras pertenezca a una inmunogiobulina humana (denominada en lo
sucesivo "hig"”). Preferiblements, se puede usar una clase de higG, y
cualquiera de las subciases y1, 72, Y3 y y4 pertenecientes a la clase de higG.
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Ademds, se puede usar cualquier CL en el anticuerpo humano injertado en
una CDR, siempre que pertenezca a las clases x 0 .

El anticuerpo de la presente invencion inciuye anticuerpos humanos
injertados en una CDR o los fragmentos de anticuerpo de los mismos que
contienen anticuerpo HV CDR1, CDR2 y CDR3 que contiene las secuencias
de aminoécidos representadas por los N° de ID de las SEC.: 1, 2 y 3,
respectivamente, y/o VL CDR1, CDR2 y CDR3 que contiene las secuencias
de aminoécidos representadas por los N° de ID de las SEC.. 5, 86 y 7,
respectivamente.

Ejemplos preferidos incluyen anticuerpos humanos injertados en una
CDR donde la VH en el anticuerpo contiene la secuencia de aminodcidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 4 ¢ 38 y/o la VL contiene la
secuencia de aminoécidos representada por el N° de ID de la SEC.: 8.

Ejemplos méds preferidos inciuyen:

un anticuerpo humano injertado en una CDR que contiene VH en el
anficuerpo que comprende una secuencia de aminodcidos en la que al
menos un residuo de aminodcido seleccionado entre Ala en la posicién 40,
Gly en la posicion 42, Lys en la posicion 43, Gly en la posicion 44, Lys en la
posicion 76 y Ala en la posicion 97 en la secuencia de aminoécidos
representada por el N° de |D de la SEC.: 4 se sustituye por otro residuo de
aminodécido,

un anficuerpo humano injertado en una COR que contiene VH en el
anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un residuo de aminodcido seleccionado entre Thr en la posicion 28 y
Ala en la posicion 97 en la secuencia de aminoécidos representada por el N®
de ID de la SEC.: 38 se sustituye por otro residuo de aminoécido,

un anticuerpo humano Injeriado en una CDR que contiene VL en el
anficuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un residuo de aminodécido seleccionado entre lle en la posicion 2, Val
en la posicion 3, Gin en la posicion 50 y Val en la posicién 88 en la secuencia
de aminoécidos representada por el N° de ID de la SEC.. 8 se sustituye por
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un residuo de aminoécido,

un anticusrpo humano injertado en una CDR que contiene VH en el
anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un resikiuo de aminoécido seleccionado entre Ala en la posicion 40,
Gly en la posicion 42, Lys en la posicién 43, Gly en la posicion 44, Lys en la
posicibn 76 y Ala en la posicion 97 en la secuencia de aminoacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 4 se sustituye por ofro residuo de
aminodcido; y VL. en el anficuerpo que comprende una secuencia de
aminoédcidos en la que al menos un residuo de aminodcido seleccionado
entre lie en la posicién 2, Val en la posicion 3, Gin en la posicion 50 y Val en
la posicién 88 en la secuencia de aminodcidos representada por el N° de ID
de fa SEC.: 8 se sustituye por otro residuo de aminoécido,

un anticuerpo humano injertado en una CDR que comprende VH en el
anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos en la que &l
menos un residuo de aminoécido seleccionado entre Thr en la posicion 28 y
Ala en la posicion 97 en la secuencia de aminoacidos representada por el N°
de ID de ia SEC.: 38 se sustituye por otro residuo de aminoacido; y VL en ia
VL del anticuerpo que contiene una secuencia de aminoacidos en la que al
menos un residuo de aminodcido seleccionado entre lle en la posicién 2, Val
en la posicion 3, Gin en la posicion 50 y Val en la posicion 88 en la secuencia
de aminoécidos representada por el N° de ID de la SEC.: 8 se sustituye por
otro residuo de aminoécido, y similares.

La presente invencién incluye anticuerpos que comprenden la
secuencia de aminodcidos en que uno 0 més aminodcidos se bomman,
sustituyen, insertan o afiaden y reaccionan especificaments con CCR4 como
se ha descrito anteriormente, y los fragmentos de anticuerpo de los mismos.

Enla presente invencion, borrar, sustituir, insertar o afiadir uno o mas
aminodcidos en la secuencia de aminoécidos significa que uno o més
aminoécidos se boman, sustituyan, insertan o afiaden a una o més
posiciones en ia secuencia de aminoécidos. El borrado, sustitucion, insercién
y/o adicion se pueden causar en la misma secuencia de aminoécidcs
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simultdneamente. Ademads, el residuo de aminocacido sustituido, insertado o
afladido puede ser natural o no natural. El residuo natural de aminodcido
puede ser L-alanina, L-asparragina, dcido L-aspértico, L-glutamina, acido L-
glutdmico, glicina, L-histidina, L-isoleucina, Ldeucina, L-lisina, L-metionina, L-
fenilalanina, L-prolina, L-serina, L-treonina, L-triptGfano, L-irosina, L-valina,
L-cisteina, y similares.

A continuacién, se muestran ejemplos preferidos de residuos de
aminoécidos que se sustituyen entre sl. Los residuos de aminodcidos del
mismo grupo se pueden sustituir entre sl.

Grupo A:

Leucina, isoleucina, norleucina, valina, norvalina, alanina, &cido 2-
aminobutancico, mefionina, O-metilserina, t-butilglicina, t-butllalanina,
ciclohexilalanina;

Grupo B:

Acido aspértico, dcido glutdmico, d&cido isoaspértico, dcido
isoglutdmico, &cido 2-aminoadipico, acido 2-aminosubérico;
Grupo C:

Aspamragina, glutamina;

Grupo D:

Lisina, arginina, omitina, é&cido 2 4-diaminobutanoico, dacido 2,3-

diaminopropiénico;
Grupo E:

Prolina, 3-hidraxiprolina, 4-hidroxiprolina;
Grupo F:

Serina, treonina, homoserina;

Grupo G:

Fenilalanina, tirosina.

El fragmento del anticuerpo de la presente invencion incluye Fab, Fab',
F(ab');, scFv, Diabody, deFv, un péptido que contiene CDR, y similares.

“
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Un Fab es un fragmento del anticuerpo que tiene un peso molecular
de aproximadamente 50.000 y una actividad de unién al antigeno, en el que
aproximadamente la mitad del lado N-terminal de la cadena H y toda la
cadena L, entre los fragmentos obtenidos por el fratamiento de IgG con una
proteasa, papaina (cortando un residuo de aminoéacido en la posicion 224 de
la cadena H), se unen a fravés de un enlace disulfuro.

El Fab de la presente invencién se puede obtener mediante el
tratamiento de un anticuerpo humano injertado en una CDR de ila presente
invencién que reacciona especificamente con CCR4, con una proteasa,
papaina. Ademas, el Fab se puede producir por la insercion de un ADN que
codifica e/ Fab del anticuerpo en un vector de expresion de células
procariotas 0 un vector de expresién de células eucariotas, y la introduccién
del vector en células procariotas o células eucariotas para expresar el Fab.

Un F(ab'). es un fragmento del anticuerpo que tiene un peso molecular
de aproximadamente 100.000 y una actividad de union al antigeno, que es
ligeramente mayor que el Fab unido mediante un enlace disulfuro de la
region bisagra, entre los fragmentos obtenidos mediante el tratamiento de
IgG con una proteasa, pepsina.

El F(ab'), de la presente invencién se puede obtener mediante el
tratamiento de un anticuerpo humano injertado en una CDR que reacciona
especificamente con CCR4, con una proteasa, pepsina. Ademas, el F(ab')
80 puede producir por la unién del Fab' descrito a continuacion mediante un
enlace tioéter o un enlace disulfuro.

Un Fab' es un fragmento del anticuerpo que tiene un peso molecuiar
de aproximadamente 50.000 y una actividad de unién al antigeno, que se
obtiene por escisiéon de un enlace disulfuro en la regién bisagra del F(ab'),.

El Fab' de la presents invencion se puede obtener mediante el
tratamiento del F(ab')2 que reacciona especificamente con CCR4, con un
agente reductor, ditiotreitol. Ademas, el Fab' de la presente invencién se
puede producir por la insercion de un ADN que codifica un Fab' de un
anticuerpo humano injertado en una CDR de la presente invencion que

VR
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reacciona especificaments con CCR4 en un vector de expresién de células
procariotas 0 un vector de expresién de células eucariotas, y la introduccién
del vector en células procariotas o células eucariotas para expresar el Fab'.

Un scFv es a un polipéptido VH-P-VL o VL-P-VH en &l que una cadena
VH y una cadena VL se unen usando un ligante peptidico apropiado (P) de
12 o mas residuos y que tiene actividad de unién al antigeno.

El scFv de la presente invencion se puede producir obteniendo ADNc
que codifican una VH y una VL de un anticuerpo humano injertado en una
CDR que reacciona especificaments con CCR4 de la presente invencion,
construyendo un ADN que codifica scFv, insertando el ADN en un vector de
expresion de células procariotas o un vector de expresién de células
eucariotas, e Introduciendo después el vector de expresion en células
procariotas o células eucariotas para expresar el scFv.

Un diabody es un fragmento del anticuerpo en el que el scFv's que
tiene una especificidad de unién al antigeno igual o diferente forma un
dimero y tiene una actividad de unién al antigeno divalente frente al mismo
antigeno o dos actividades de union al antigeno frente a diferentes
antigenos.

El diabody de la presents invencion, por ejemplo, un diabody divalente
que reacciona especfficamente con CCR4, se puede producir obteniendo
ADNc que codifican una VH y una VL de un anticuerpo que reacciona
especificamente con CCR4, construyendo un ADN que codifica el scFv que
tiene un ligante polipeptidico de 3 a 10 residuos, insertando el ADN en un
vector de axpresion de células procariotas o un vector de expresién de
células eucariotas, e introduciendo después el vector de expresion en células
procariotas o células eucariotas para expresar el disbody.

Un dsFV se obtiene por la unién de polipéptidos en los que un residuo
de aminoécido de cada una de la VH y de la VL se sustituye por un residuo
cisteina mediante un enlace disulfuro entre los residuos cisteina. El residuo
de aminoacido que se sustituye por un residuo cistelna se puede seleccionar
a partir de una estimacién de la estructura tridimensional del anticuerpo de
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acuerdo con el método demostrado por Reiter et al. (Protein Engineering, 1,
697 (1984)).

El dsFv de la presente invencién se puede producir obteniendo ADNc
que codifican una VH y una VL de un anticuerpo humano injertado en una
CDR que reacciona especificaments con CCR4 de ia presents invencion,
construyendo un ADN que codifica el dsFv, insertando el ADN en un vector
de expresion de células procariotas 0 un vector de expresion de células
eucariotas, e introduciendo después el vector de expresién en células
procariotas o céiulas eucariotas para expresar el dsFv.

Un péptido que contiene CDR se produce por la Inclusién de al menos
una regién de los CDR de las cadenas H y L. Varios CDR se pueden unir
directaments o mediante un ligante peptidico apropiado.

El péptido que contiene CDR de la presente invencién se puede
producir obteniendo el ADNc que codifica la COR de VH y VL de un
anticuerpo humano injertado en una COR que reacciona especificamente con
CCR4, construyendo el ADN que codifica CDR, insertando el ADN en un
vector de expresion de células procariotas 0 un vector de axpresién de
células eucariotas, y la posterior introduccién del vector de axpresion en
células procariotas o células eucariotas para expresar el péptido. Ademas, el
péptido que contiene la CDR también se puede producir por un método de
sintesis quimica, como un método Fmoc (método con
fluorenilmetaxicarbonilo), un método tBoc (método con t-butiloxicarbonilo), y
gimilares.

El anticuerpo de la presente invencién incluye derivados del anticuerpo
en los que un radicisdétopo, una proteina, un famaco, y similares, estdn
quimicamente o genéticamente conjugados con el anticuerpo de la presente
invencion,

Los derivados del anticuerpo de la presents invencién se pueden
producir por ia conjugaciéon quimica de un radioisitopo, una proteina o un
farmaco en el lado N-terminal o C-terminal de una cadena H o una cadena L
de un anticuerpo o fragmento del anticuerpo que reacciona especificaments
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con CCR4, a un grupo sustituyente apropiado o a la cadena lateral del
anticuerpo o fragmento del anticuerpo 0 a una cadena de azicar en el
anficuerpo o fragmento del anticuerpo (Antibody Engineering Handbook,
editado por Osamu Kanemitsu, publicado por Chljin Shokan (1804)).

Ademads, se pueden producir genéticamente por la union de un ADN
que codifica el anticuerpo 0 ol fragmento del anticuerpo de la presente
invencién que reacciona especificamente con CCR4 a otro ADN que codifica
una proteina a la que se va a unir, insertando el ADN en un vector de
expresion, e introduciendo el vector de expresién en una célula huésped.

El radioisétopo puede ser ''l, %), y similares, y se puede conjugar
con el anticuerpo mediante, por ejemplo, un método con cloramina T.

El agente es preferiblemente un compuesto de bajo peso molecular.
Ejemplos son los farmacos anticancerosos como farmacos alquilantee (como,
por ejemplo, mostaza nitrogenada o ciclofosfamida), antagonistas
metabdlicos (como, por ejemplo, 5-flucrouracilo o metotrexato), antibitticos
(como, por ejemplo, daunomicina, bleomicina, mitomicina C, daunorrubicina o
doxorrubicina), alcaloides vegetales (como, por ejemplo, vincristina,
vinblastina o virkesina), sustancias hormonales (como, por ejemplo,
tamoxifeno o dexametasona), y similares (Clinical Oncology, editado por
Japanese Society of Clinical Oncology, publicado por Cancer and
Chemotherapy (1998)); farmacos antiinflamatorios como esteroides (como,
por ejemplo, hidrocortisona o prednisona), farmacos antiinflamatorios no
esteroidecs (como, por ejemplo, asprina o indometacina),
immunomoduladores (como, por ejemplo, aurotiomaiato o penicilamina),
farmacos inmunosupresores (como, por ejemplo, ciclofosfamida o
azatiopring) y fdrmacos antihistaminicos (como, por ejempio, maleato de
clorfeniramina o clemastina) (Inflammation and Aniiinflammatory Therapy,
Ishiyaku Shuppan (1882)); y similares. E! método para conjugar daunomicina
a un anticuerpo puede ser un método en el que se conjugan daunomicina y
un grupo amino de un anticuerpo a través de glutaraidehido, un método en el
que sa conjugan un grupo amino de daunomicing y un grupo carboxilo de un
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anticuerpo mediants una carbodiimida hidrosoluble, y similares.

La proteina es preferiblemente una citocina que activa las células
inmunes. Ejemplos pueden ser la interieucina 2 humana (denominada en lo
sucesivo "hiL-2"), el factor estimulante de la colonia de macrfagos
granulocltos humanos (denominado en lo sucesivo "hGMCSF™), el factor
estimulante de la colonia de macréfagos humanos (denominado en lo
sucesivo "hMCSF"), la interleucina 12 humana (denominada en lo sucesivo
"hiL-12"), y similares. Ademas, para inhibir directamente las células
cancerosas 80 puede usar una toxina como ricina, la toxina diftérica, y
similares. Por ejemplo, se puede producir un anticuerpo de fusién con una
proteina uniendo el ADNc que codifica un anticuerpo o fragmento del
anticuerpo con otro ADNc que codifique la proteina, construyendo el ADN
que codifica el anticuerpo de fusién, insertando el ADN en un vector de
expresion de células procariotas 0 un vector de expresién de células
eucariotas, e introduciéndolo después en células procariolas o células
eucariotas para expresar el anticuerpo de fusion.

A continuaciéon se explican los métodos para la produccién del
anticuerpo humano injertado en una CDR, y el fragmento de dicho
anticuerpo, que reaccionan especificamente con CCR4, loe méiodos para la
evaluacion de la actividad de los mismos y los métodos para su uso.

1. Preparacién del anticuerpo humano injertado en una CDR

(1) Construccién del vector de expresion del anticuerpo humanizado

Un vector de expresion del anticuerpo humanizado es un vector de
exprasion para una célula animal en cuyos genes se han insertado los que
codifican la CH y la CL de un anticuerpo humano, y se construye por
clonacién de cada CH y CL de un anticuerpo humano en un vector de
expresion para una célula animal.

La regién C de un anticuerpo humano puede ser una CH y CL de
cualquier anticuerpo humano. Ejempios pueden ser las CH de subclase vy y
CL de subclase k de un anticuerpo humano, y similares. Ademas, ee puede
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usar el ADNc. Como vector de exprasion para una célula animal se puede
usar cualquier vector de expresion, siempre que se pueda insertar y expresar
una region C de un anticuerpo humano. Ejemplos son pAGE107
(Cytotechnology, 3, 133 (1990)), pAGE103 (J. Biochem., 101, 1307 (1087)),
pHSG274 (Gene, 27, 223 (1964)), pKCR (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78,
1527 (1981)), pSGIpd2-4 (Cytotechnology, 4, 173 (1990)), pSE1UK1Sed1-3
(Cytotechnol, 13, 79 1983)), y similares. El promotor y potenciador usado
para un vector de expresion para una célula animal puede ser un promotor y
potenciador SV40 precoz (J. Biochem., 101, 1307 (1987)), un promotor y
potenciador LTR del virus de la leucemia de ratdn Moloney (Biochem.
Biophys. Res. Comun., 148, 980 (19887)), un promotor (Celi, 41, 479 (1985)) y
un potenciador (Cell 33, 717 (1883)) de la cadena H de una
inmunoglobulina, y similares.

El vector de expresidn del anticuerpo humanizado puede ser de un
tipo en el que axiste un gen que codifica una cadena H de un anticuerpo y un
gen que codifica una cadena L de un anticuerpo en vectores diferentes o de
un tipo en el que ambos genes axisten en el miamo vector (tipo tdndem). Con
respecio a la facilidad de construccién de un vector de expresion del
anticuerpo humanizado, la facilidad de introduccion en células animales y el
equilibrio entre las cantidades expresadas de las cadenas H y L del
anticuerpo en células animales, @8 mas preferible usar un tipo téndem del
vector de expresion del anticuerpo humanizado (J. Immunol. Methods, 187,
271 (1994)). El tipo tdndem del vector de expresion del anticuerpo
humanizado incluye pKANTEX83 (WO 97/10354), pEE18 (HYBRIDOMA, 17,
559 (1998)), y similares.

El vector de expresion del anticuerpo humanizado construido se puede
usar para la expresion de un anticuerpo humano injertado en una CDR en
células animales.

(2) Construccién del ADNc que codifica la regién V de anticuerpe humano
injertado en una CDR
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Los ADNc que codifican una VH y una VL de un anticuerpo humano
injertado en una COR se pueden obtener de la siguiente manera. En primer
lugar, se seleccionan las secuencias de aminoécidos de FR en una VH y una
VL de un anticuerpo humano en que se van a insertar ias secuencias de
aminoécidos de CDR en una VH y una VL de un anticuerpo derivado de un
anficuerpo de un animal no humano. Se pueden usar cualquiera de las
secuencias de aminoécidos de FR en una VH y una VL de un anticuerpo
humano, siempre que deriven del hombre. Ejemplos incluyen las secuencias
de aminodcidos de FR en una VH y una VL de anticuerpos humanos
registrados en bases de datos como Protein Data Bank, etc., y las
secuencias de aminodcidos comunes a los subgrupos de FR en una VH y
una VL de anticuerpos humanos.(Sequences of Profeins of Immunological
Interest, US Dept Health and Human Services (1981)), etc. Para producir un
anticuerpo humano injertado en una CDR que tiene una actividad potents, se
seleccionan preferiblements las secuencias de aminoécidos que tienen una
homologla alta (al menos el 60% o mayor) con la secuencia de aminoécidos
de FR en una VH y una VL de un anticuerpo diana derivado de un animal no
humano.

A continuacion, se injertan las secusencias de CDR en una VH y una
VL del anticuerpo derivado de un animal no humano en las secuencias de
aminodcidos de FR en una VH y una VL de un anticuerpo humano
seleccionadas para disefar las secuencias de aminoacidos de una VH y una
VL de un anticuerpo humano injertado en una CDR. Las secuencias de
aminoécidos disefladas se convierten en sacuencias de ADN teniendo en
cuenta la frecuencia del uso de codones encontrado en las secuencias de
nucledtidos de los goenes de los anticuerpos (Sequence of Proteins of
Immunological inferest, US Dept. Health and Human Services (1981)), y se
diseflan las secuencias de ADN que codifican las secuencias de aminodcidos
de una VH y una VL de un anticuerpo humano injertado en una CDR. Se
sintetizan varios ADN sintéticos que tienen una longitud de
aproximadamente 100 a 200 nucledtidos, y se realiza la PCR con ellos. En
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este caso, se prefiere que en cada VH y VL se disefien 4 6 8 ADN sintéticos
en vista de la eficiencia de la reaccién de la PCR y de las longitudes de los
ADN que se puadan sintetizar. Ademas, se pueden clonar ficilments en o}
vector de expresion del anticuerpo humanizado construido en el apartado
1(1) mediante la introduccién de la secuencia de reconocimiento de una
enzima de restriccion apropiada en el extremo 5' de los ADN sintéticos
presentes en ambos exiremos. Después de la PCR se clona un producto
amplificado de un pldsmido como pBluescript SK (-) (fabricado por
Stratagene) o similar y se determinan las secuencias del nucledtido para
obtaner un plasmido que tiene las secuencias de ADN que codifican una VH
y una VL del anticuerpo humano injertado en una CDR que se ha diseflado.

(3) Modificacion de la secuencia de aminoécidos de la regidn V del
anticuerpo humano injertado en una COR

Se sabe que cuando un anticuerpo humano injertado en una CDR se
produce injertando simplemente sélo la COR en una VH y una VL de un
anticuerpo derivado de un animal no humano en la FR en una VH y una VL
de un anticuerpo humano, su actividad de unién al antigeno es menor que la
del anticuerpo original derivado de un animal no humano
{(BIO/TECHNOLOGY, 9, 268 (1991)). Como causa, 8o considera que hay
varios residuos de aminodcidos no $610 en la CDR sino también en la FR que
estdn directa o indirectamente relacionados con la actividad de unién al
antigeno en una VH y una VL. del anticuerpo original derivado de un animal
no humano, y que $8 cambian a un residuo de aminoacidos diferents de una
FR diferente en una VH y una VL de un anticuerpo humano. Para solucionar
el problema, en los anticuerpos humanos Injertados en una CDR, entre las
secuencias de aminoécidos de la FR en una VH y una VL de un anticuerpo
humano se identifica un residuo de aminodcido que se refiere directaments a
la unién a un antigeno, o un residuo de aminoécido que se reflere
indirectamente a la unién a un antigeno por interaccion con un residuo de
aminodcido en una CDR o manteniendo la estructura tridimensional de un
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anticuerpo y se modifica para obtener un residuo de aminodcido que se
encuentra en el anticuerpo original de un animal no humano para, de esta
manera, aumentar la actividad de unién al antigeno que se ha disminuido
(BIQYTECHNOLOGY, 8, 266 (1991)). En la produccién de un anticuerpo
humano injertado en una CDR lo més importante es determinar el grado de
eficiencia de la identificacion del residuoc de aminoéacidos relacionados con la
actividad de unién al antigeno en la FR, de forma que se construye y analiza
la estructura fridimensional de un anticuerpo mediante cristalografia por
rayos X {J. Mol. Biol, 112, 535 (1977)), modelado por ordenador (Profein
Engineering, 7, 1501 (1994)), etc. Aunque la informacién de la estructura
fridimensional de los anticuerpos ha sido Gtil para la produccidén de un
anticuerpo humano injertado en una CDR, atin no se ha establecido ningan
método para la produccién de un anticuerpo humano injertado en una CDR
que se pueda aplicar a cualquier anticuerpo. Por lo tanto, actuaimente es
necesario realizar varios intentos, por ejemplo, se producen varioe
anficuerpos modificados de cada anticuerpo y se analiza la relacién entre
cada uno de los anticuerpos modificados y la actividad de unién de su
anticuerpo.

La modificacion de la secuencia de aminodcidos seleccionada de la
FR en una VH y una VL. de un anticuerpo humano puede realizarse usando
varios ADN sintéticos para su modificacion de acuerdo con la PCR. Con
respecto al producto amplificado obtenido por PCR, la secuencia de
nucleétido se determina segtin el método que se describe en el apartado 1(2)
de forma que se confirma si se ha conseguido la modificacién objetiva.

(4) Construccion del vector de expresiéon de un anticuerpo humano injertado
en una CDR

Se puede construir un vector de expresién de un anticuerpo humano
injertado en una CDR clonando el ADNc que codifica una VH y una VL del
anticuerpo humano injertado en una CDR construido en los apartados 1(2) y
1(3) en los genes antisentido que codifican una VH y una VL del anticuerpo
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humano en el vector de expresion del anticuerpo humanizado ssgun se
describe en el apartado 1(1). Por ejemplo, cuando se introducen los loci de
reconocimiento para las enzimas de restriccién apropiadas en el extremo 5'-
terminal de los ADN sintéticos situados a ambos extremos entre los ADN
sintéticos usados en la construccién de una VH y una VL del anticuerpo
humano injertado en una CDR en los apartados 1(2) y 1(3), se puede realizar
la clonacién de forma que 8e expresen en una forma apropiada en los genes
antisentido que codifican la CH y la CL del anticuerpo humano en el vector de
expresion del anticuerpo humanizado segun se describe en el elemento 1(1).

(5) Expresion transitoria del anticuerpo humano injertado en una CDR

Para evaluar eficiantementse la actividad de unién al antigeno de varios
anticuerpos humanosé injertados en una CDR producidos, se pueden
expresar los anticuerpos humanos injertados en una CDR de forma
transitoria usando el vector de expresion de anticuerpo humano injertado en
una CDR como se describe en el apartado 1(4) o el vector de expresion
modificado de los mismos. Se puede usar cualquier célula como una célula
huéspad, siempre que la célula huésped pueda expresar un anticuerpo
humano injertado en una CDR. En general, 8e usa la célula COS-7 (ATCC
CRL1851) en vista de su cantidad de expresion alta (Methods in Nucleic
Acids Res., CRC Press, p. 283 (1991)). El método para la introducciéon del
vector de expresion en la célula COS-7 consiste en un método con DEAE-
dextrano (Methods in Nucleic Acids Res., CRC Press, p. 283 (1901)), un
método de lipofeccion (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 (1687)), etc.

Después de Ia introduccibn del vector de expresion, se puede
determinar la cantidad de expresion y la actividad de unién al antigeno del
anticuerpo humano injertado en una CDR en el sobrenadante del cullivo
mediants inmunoensayo enzimatico (ELISA), Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Capitulo 14 (1968), Monociona/
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited (1898)), efc.
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(8) Expresion estable del anticuerpo humano injertado en una CDR

Se puede obtener un transformante que produce un anticuerpo
humano injertado en una CDR de forma estable por la introduccion en una
célula hudsped apropiada del vector de expresion del anticuerpo humano
injertado en una CDR que se describe en el apartado 1(4).

El método para la introduccién del vecior de expresién en una célula
huésped incluye la electroporacién (Cyfofechnology, 3, 133 (1990)), efc.

Cualquier célula se puede usar como la célula huésped en la se va a
introducir el vector de expresion de anticuerpo humano injertado en una
CDR, siempre que pueda expresar un anticuerpo humano injertado en una
CDR. Ejemplos son células SP2/0-Ag14 de ratén (ATCC CRL1581), células
P3X63-AgB.653 de raton (ATCC CRL.1580), células CHO defectuosas en el
gen de la dihidrofolato reductasa (defr) (Proc. Natfl. Acad. Sdi. U.S.A., 77,
4216 (1980)), células de rata YB2/3HL.P2.(G11 16Ag.20 (célula YB2/0; ATCC
CRL1662), etc.

Después de la introduccion del vector de expresion, se seleccionan los
transformantes que expresan un anticuerpo humano injertado en una CDR
de forma estable mediante el cultivo en un medio de cultivo de una célula
animal que contiene un fdrmaco como sulfato G418 (G418; fabricado por
Sigma) o similar (J. /mmuol. Methods, 187, 271 (1994)). El medio de cultivo
para una célula animal puede ser el medio PRMI1640 (fabricado por Nissul
Pharmaceutical), el medio GIT (fabricado por Nissui Pharmaceutical), el
medio EX-CELL302 (fabricado por JRH), el medio IMDM (fabricado por
GIBCO BRL), el medio Hybridkoma-SFM (fabricado por GIBCO BRL), el
medio obtenido por ia adicién de varios aditivos como FBS a estos medios, y
similares. El anticuerpo humano injertado en una CDR puede producirse y
acumularse en un medio de cullivo tras el cultivo de los transformantes
seleccionados en un medio. La cantidad de expresién y la actividad de union
al antigeno del anticuerpo humanizado en el sobrenadante del cultivo se
pueden medir por ELISA o similar. Ademés, en el transformante se puede
aumentar la cantidad de expresidon del anticuerpo humano injertado en una
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CDR utilizando un sistema de amplificaciéon del dhfr o similar (J. /mmuoal.
Methods, 167, 271 (1984)).

El anticuerpo humano injertado en una CDR se puede purificar en el
sobrenadante de! cultivo del transformante usando una columna de protsina
A (Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Capitulo
8 (1988), Monocional Antibodies: Principles and Practice, Academic Press
Limited (1996)). Se puede usar cualquier otro método convencional para la
purificacion de proteinas. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado se puede
purificar mediante una combinacion de filtracion en gel, cromatografia por
intercambio i6nico, ultrafiltracion, y similares. El paso molecular de la cadena
H o de la cadena L del anticuerpo humanizado purificado o de la molécula de!
anticuerpo en su conjunto se determina por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE; Nature, 227, 680 (1870)), transferencia Westem
(Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Capitulo
12 (1988), Monocional Antibodies: Principles and Practice, Academic Press
Limited (18086)), etc.

2. Preparacion del fragmento del anticuerpo

El fragmento del anticuerpo se puede preparar a partir del anticuerpo
humanizado que se describe en el apartado 1 usando la ingenieria genética o
la ingenierfa de proteinas. El fragmento del anticuerpo puede ser Fab,
F(ab')2, Fab', sdFv, diabody, dsFv, un péptido que contiene CDR, y similares.

(1) Preparacion del Fab

El Fab se puede preparar tratando la IgG con la enzima proteolitica
papaina. Después del tratamiento con esta enzima, cuando el anticuerpo
original es una subclase de IgG que tiene una actividad de union a la
proteina A, se puede recuperar un Fab uniforme al separario de las
moléculas de IgG y de ios fragmentos F¢ al hacerio pasar por una columna
de proteina A (Monocional Antibodies: Principles and Praclice, tercera
edicion (71995)). Cuando el anticuerpo original es un anticuerpo de subciase
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IgG que no tiene actividad de unién a la proteina A, el Fab se puede
recuperar por cromatografia de intercambio iénico en la fraccion eluida con
una concentracién baja de sal (Monocional Antibodies: Principles and
Practice, tercera edicion (7995)). Ademas, el Fab también se puede preparar
por técnicas de ingenieria genética usando Escherichia coli. Por ejemplo, se
puede preparar un vector de expresion Fab can cionando el ADN que
codifica la regién V del anticuerpo que se describe en los apartades 1(2) y
1(3) en un vector para la expresion Fab. Como vector para la expresion Fab
80 puede usar cualquier vector, siempre que se pueda insertar y expresar un
ADN para el Fab. Ejemplos son piT108 (Science, 240, 1041 (1968)), efc. El
Fab se puede formar y acumular en un cuerpo de inclusién o en un espacio
periplasmico mediante la introduccién del vector de expresién Fab en una
Escherichia coli apropiada. El Fab activo se puede obtener a partir del cuerpo
de inclusion por un método de replegamiento que se usa habituaimente para
proteinas y cuando se expresa en el espacio periplasmico el Fab activo se
pierde hacia el sobrenadante del cultivo. E] Fab uniforme se puede purificar
después del replegamiento o del sobrenadante del cultivo usando una
columna unida al anticuerpo (Antibody Engineering, A Practical Guide, W.H.
Freeman and Company (1892)).

(2) Preparacion del F(ab")2

El F(ab)2 se puede preparar tratando la IgG con una enzima
proteciiica papaina. Después del tratamiento con papaina se puede
recuperar como un F({ab')2 uniforme mediante un procedimiento de
purificacién similar al caso de Fab (Monocional Antibodies: Principles and
Practice, tercera edicion, Academic Press (1985)). Ademdas, también se
puede preparar por el método que se describe en el apartado 2(3) en &l que
el Fab' se trata con maleimida como o-PDM, hexano bismaleimida o similar
para formar un enlace tioéter, o un método en el que se trata con DTNB para
formar un enlace S-S (Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL
PRESS (1998)).

Q &
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(3) Preparacion del Fab'

El Fab' se puede preparar por técnicas de ingenieria genética usando
Escherichia coli. Por ejemplo, se puede construir un vector de expresion Fab'
clonando el ADN que codifica la region V del anticuerpo que se describe en
los apartados 1(2) y 1(3) en un vector para la expresion Fab'. Como vector
para la expresion Fab' se puede usar cualquier vector, siempre que se pueda
insertar y expresar un ADN para el Fab'. Ejemplos son pAK19
{Bia/Technology, 10, 163 (1992)), etc. El Fab' se puede formar y acumular en
un cuerpo de inclusion o espacio periplasmico mediante la introduccioén del
vecior de axpresion Fab' en una Escherichia coli apropiada. El Fab' activo se
puede obtener a partir del cuerpo de inclusién por un método de
replegamiento que se usa en general para proteinas y cuando s8e expresa en
al espacio periplasmico se puede recuperar en el componente exiracelular
tras la lisis celular mediante el tratamiento con una digestién parcial con
lisozima, un golpe de presién csmoética, sonicacion o similar. El Fab' uniforme
se puede purificar después del replegamiento o a partir de la suspension de
células lisadas usando una columna con proteina G o similar (Antibody
Engineening, A Practical Approach, IRL PRESS (1908)).

(4) Preparacion del scFv

El scFv se puede preparar usando un fago o una Escherichia col
mediante técnicas de ingenierfa genética. Por ejemplo, se produce un ADN
que codifica el scFv ligando loe ADN que codifican la VH y la VL del
anticuerpo como 8e describe en los apartados 1(2) y 1(3) mediante un ADN
que codifica un polipéptido ligante que contiene una secuencia de
aminodcidos de 12 residuos 0 m#s. Se puede consfruir un vector de
expresién scFv clonando el ADN resultante en un vector para la expresion
scFv. Como vector para la expresion scFv se puede usar cualquier vector,
siempre que se pueda insertar y expresar un ADN para scFv. Ejemplos son
PCANTABSE (fabricado por Pharmacia), Phfa (Hum. Antibody Hybridoma, 5,
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48 (1994)), etc. El vecitor de expresion del scFv se Introdujo en una
Escherichia coll apropiada y se infectd con un fago colaborador para, de esta
manera, obtener un fago que expresa el scFv en la superficie del fago en una
forma fusionada en la proteina de superficia del fago. Ademas, el scFv se
puede formar y acumular en el cuerpo de inclusion o en el espacio
periplésmico de Escherichia coli en que se introduce el vector de axpresion
del acFv. El scFv activo 88 puede obtener a partir del cuerpo de inclusion
mediante un meétodo de replegamiento que se usa habituaimente para
proteinas y cuando se expresa en el espacio peripldsmico se puede
recuperar en el medio extracelular mediante la lisis de las células con un
tratamiento como digestibn parcial de lisozimas, un golpe de presion
osmébtica, sonicacion o similar. El scFv uniforme se puede purificar después
del replegamiento o a partir de la suspension de células lisadas mediante
cromatografia de intercambio catiénico o similar (Antibody Engineening, A
Practical Approach, IRL PRESS (19986)).

(5) Preparacién del diabody

El diabody se puede preparar cambiando el tamafio del polipéptido
ligante para preparar el scFv hasta aproximadamente 3 a 10 residuos. Se
puede preparar un diabody divalente cuando se usa una VH y una VL de una
especie de anticuerpo, y un diabody que tiene dos especificidades diferentes
cuando se usan una VH y una VL de dos especies de anticuerpo (FEBS
Letters, 453, 164 (1999), Int. J Cancer, 77, 763 (1998)).

(6) Preparacion del dsFv

El dsFv se puede preparar usando Escherichia coli mediante técnicas
de ingenierfa genética. En primer lugar, se produce el ADN en el que el
residuo de aminodcidos codificado se ha rempiazado con un residuo cistelna
mediante la introduccién de una mutacién en posiciones apropiadas del ADN
que codifica la VH y ia VL del anticuerpo dascritas en los apartados 1(2) y
1(3). Los vectores de axpresion de la VH y de la VL se pueden producir por
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clonacién de cada ADN resultante en un vector para la expresién del dsFv.
Como vector para la expresion del dsFv se puede usar cualquier vector,
siempre que se pueda insertar y expresar un ADN para dsFv. Ejemplos son
pULI8 (Protein Engineering, 7, 697 (1994)), etc. Los vactores de expresion de
la VH y de la VL se introducen en una Escherichia coll aproplada en [a cual
se forman y acumulan la VH y la VL en el cuerpo de inclusion o espacio
periplasmico. La VH y |a VL se obtienen a partir de dicho cuerpo de inclusion
O espacio periplasmico y se mezcian, y el dsFv activo se puede obisner por
un método de replegamiento utilizado habitualmente para proteinas. Después
del replegamiento se puede purificar adn méas por cromatografla de
intercambio de iones y fillracién en gel o similar (Profein Engineering, 7, 697
(1964)).

(7) Preparacion del péptido que contiene la CODR

Se puede preparar un péptido que contiene la CDR mediants un
método de sintesis quimica como Fmoc, tBoc, y similares. Ademds, se
prepara un ADN que codifica un péptido que comprende la CDR y el ADN
resultante se clona en un vector apropiado para la expresion, mediante el
cual se prepara el péptido que contiene la COR. Como vector para la
expresion se puede usar cuaiquier vector, siempre que se inserte y exprese
un ADN que codifique un péptido que comprende la CDR. Ejempios son
pLEX (fabricado por Invitrogen), pAX4a+ (fabricado por Invitrogen), y
similares. El vector de expresién se introduce en una Escherichia coli
apropiada de forma que el péptido que contiene ia CDR se puede formar y
acumular en el cuerpo de inclusién o espacio peripiasmico. El péptido que
contiene la CDR se puede obtener a partir del cuerpo de inclusion o espacio
peripldsmico y se puede purificar mediante cromatografia de intercambio
i6bnico y filtracién en gel o similar (Profein Engineering, 7, 697 (1994)).

3. Evaluacién de la actividad y propiedades del anticuerpo de la presente
invencién
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(1) Evaluacion de la actividad de union para el antigeno

La actividad de union del anticuerpo de la presente invencién para un
antigeno se puede medir mediante una valoracién inmunoadsorbente ligada
a enzimas (ELISA), una técnica con anticuerpos fluorescentes (Cancer
immunol. immunother., 3§, 373 (1993), resonancia de superficie plasmatica
usando un equipo BlAcore™, y similares. Especificaments, se produce un
péptido sintético que contiene una secuencia parcial de la CCR4 y se prepara
un conjugado mediante su unién quimica a una proteina transportadora como
albdmina sérica bovina o similar. La actividad de unién CCR4 del anticuerpo
de la presente invencién se puede medir mediante la inmovilizacién del
conjugado en una placa de ELISA, permitiéndolo reaccionar con el
anticuerpo de la presents invencion, y pemmitiendo también que reaccione
con un anticuerpo marcado o un fragmento de unién como un anticuerpo o
un fragmento de unién marcado con peraxidasa o biotina, y midiendo a
continuacion un colorante mediante un fotbmetro de absorcion.

{2) Reactividad para céiulas que expresan CCR4

Para examinar la reactividad para células que expresan CCR4, es
preferible usar un método para detectar eficientemente la CCR4 expresada
en la superficie celular. El método incluye la citometria de flujo usando la
técnica de los anticuerpos fluorescentes, y similares. Ademés, cuando se
axamina la reactividad con células corporales vivas como las plaquetas, y
similares, es preferible realizar el andlisis en condiciones tan cercanas a las
del cuerpo vivo como saa posible. Por estas razones, cuando se examina la
reactividad del anticuerpo anti-CCR4 de la presente invencion es més
deseable realizar el andlisis mediante citometria de fiujo usando la técnica de
los anticuerpos fluorescentes.

El anticuerpo usado en la técnica de los anticuerpos fluorescentes
puede ser 0 un anticuerpo marcado con un material fluorescents como FITC,
biotina o similar, o un anticuerpo no marcado. Dependiendo de la presencia o
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ausencia de un marcador en el anticuerpo usado y su entomo, se emplea
avidina marcada con fluorescencia, un anticuerpo antinmunogiobulina
humena marcado con fluorescencia, o similares. La reactividad se puede
evaluar mediante la reaccidén de adicibn de una cantidad suficiente de un
anticuerpo anti-CCR4 (en general, entre 0,1 y 10 ug/mi como concentracion
final) a una muestra estudiada y comparando su reactividad con la
encontrada en un anticuerpo de confrol negativo y un anticuerpo de control
positivo.

(3) Actividad citottixica

La actividad citoidxica para células que expresan CCR4 se puede
evaluar midiendo la actividad CDC, la actividad ADCC, o similares. (Cancer
immunol. immunother., 38, 373 (1993)). Los cambios en la cantidad de
citocina producida se pueden medir mediante un método ELISA, 1a técnica de
los anticuerpos fluorescentes, o similares, usando un anticuerpo para la
citocina.

(4) Actividad de inhibicion de la unién al ligando

La actividad de inhibicion de la unién al ligando del anticuerpo ant-
CCR4 de la presents invencidn se puede examinar usando un TARC o un
MDC marcado como el ligando que tiene la actividad de unién a CCR4 y una
célula que expresa CCR4 o una fraccion de la membrana celular. TARC o
MDC se pueden marcar por cualquier técnica que se pueda detectar, y como
ejemplo se incluye el marcado con fluorescencia, el marcado con enzimas, el
marcado con radiacién, o similares. Ejemplos especificos son el método de
medicién de la actividad de Inhibicion de la union usando un marcador
radiactivo tal como se describe en WO 00/42074,

Ademds, se puede examinar la actividad de inhibicion de la unién al
ligando del anticuerpo ant-CCR4 de la presente invencion usando una
respuesta celular inducida por la unién del ligando a la CCR4 como indice. La
respuesta celular puede ser de cualquier tipo, siempre que se induzca por
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contacto entre un ligando con una célula que expresa la CCR4, y ejemplos
son los cambios en la concentracién de calcio intracelular, la migracién
celular, y similares. Ejemplos especificos son el método de mediciéon de la
inhibicién de la migracién de una célula que expresa CCR4 inducida por un
ligando CCR4 descrito en WO 00/42074.

(5) Andlisis de la secuencia de reconocimiento

Se puede determinar una secuencia de aminoacidos reconocible por el
anticuerpo de la prasente invencién usando un péptido sintético disefiado a
partir de la secuencia primaria de su correspondiente protefna antigénica.

La secuencia primaria del péptido sintético se disefia a partir de la
secuencia primaria de la proteina antigénica. Para preparar una proteina en
la que el péptido sintético se reticula con una proteina transportadora, se
puede afiadir un reaiduo cistelna al termina! carboxilo o al terminal amino del
péptido sintético. La proteina resultante se puede usar en el método ELISA
que se describird mé&s adelante. Ademas, si es necesario, 10s extremos N—
terminal y C-terminal del péptido sintético se pueden acetllar y amidar,
respectivamente.

Se puede sintetizar un péptido mediante un método general de
sintesis peptidica en fase liquida o en fase sdlida, o por cualquier método
combinado de los mismos o un método modificado de los mismos
(Intemational Jourmal of Peptide Prolein Research, 35, 161-214 (1980),
"SolidPhase Peptide Synthesis", Methods in Enzymology, vol. 280, editado
por Gregg B. Fields, Academic Press (1887), "Peptide Synthesis Protocols”,
Methods in Molecular Blology, vol. 35, editado por Michael W. Pennington y
Ben M. Dunn, Humana Press (1954)).

Ademéds, también se puede usar un sintetizador peptidico automético.
La sintesis de un péptido mediante un sintetizador peptidico se puede
realizar utilizando un sintetizador péptidico comercializado, como el
sintetizador peptidico fabricado por Shimadzu Corp., el sintetizador peptidico
fabricado por Advanced ChemTech Inc, USA (denominado en lo sucesivo
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*ACT") o similar, usando aminoécidos N* -Fmoc, aminoécidos N® -Boc o
similar, cuyas cadenas laterales se protegen adecuadamente y de acuerdo
con sus programas de aintesis respectivos. Los aminodcidos protegidos
utilizados como el material y las resinas transportadoras se pueden adquirir
en ABl Inc.,, Shimadzu Corp., Kokusan Kagaku KK, NovaBiochem,
Watanabe Kagaku KK, ACT, AnaSpec Inc., Peptide Research Institute, etc.

Como método para determinar una secuencia de aminodcidos
reconocible por el anticuerpo de la presente invencion usando el péptido
sintético, se puede usar cualquier técnica, siempre que sea un método que
pueda detectar la union del péptido sintético al anticuerpo. Por ejempilo, la
secuencia de aminodcidos reconocible por el anticuerpo se puede determinar
marcando el péptido sintdtico con un material fluorescente, un material
radiactivo o similar y examinando la actividad de unién del péptido marcado
resultante con el anticuerpo. Ademas, se puede realizar reticulando el
péptido sintético con una proteina como albGmina sérica bovina (BSA) o
similar y evaluando la reactividad de la proteina resultante con el anticuerpo
mediante ELISA o similar. Ademés, también se puede determinar la
secuencia de aminodcidos reconocible por el anticuerpo de la presente
invencion utllizando una sustancia con la que ya se ha confimado la union
del anticuerpo, como una proteina anticuerpo, y examinando el péptido
sintético que inhiba la unlén del anticuerpo a la sustancia.

4. Método para la deteccion y cuantificacion de la CCR4 usando un
anticuerpo anti-CCR4

La presents invencién se refiere a un método para la detsccién
inmunclégica y determinacién de CCR4 o de una célula que expresa CCR4
en su superficie celular usando el anticuerpo de la presente invencion.

Los métodos de deteccién inmunolbgica y determinacion de CCR4 o
de una célula que expresa CCR4 en su superficie celular usando el
anticuerpo de la presents invencién son un meétodo de inmunofiuorescencia,
un método de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA), un inmunoensayo
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con material radiactvo marcado (RIA), un método de tincién
inmunohistoquimica, como un método de tincién inmunocelular, un método
de tincién inmunotisular, o similar (método ABC, método CSA, o similares.),
el inmunoensayo enzimético anterior, un ELISA en sdndwich (Monocional
Antibody Experiment Manual (publicado por Kodansha Scientific, 1987),
Second Series Biochemical Experiment Course, Vol. 5, iImmunobiochemistry
Research Method, publicado por Tokyo Kagaku Dojin (1988)).

El método de inmunofiuorescencia consiste en la reaccién de una
célula, tejido o similar independiente con el anticuerpo de la presente
invencion, la reaccién del reactante con un anticuerpo antinmunogiobulina o
la unién del fragmento marcado con una sustancia fluorescente como
isotiocianato de fluoresceina (FITC) o similar, y a continuacion la medicion de
la sustancia fluorescente con un citdmetro de flujo.

El método de inmunoadeorcién ligado a enzimas (ELISA) comprende
la reaccién de una célula o lisado celular, tejido o lisado tisular, sobrenadante
del cultivo ceiular, suero, liquido pleural, liquido ascitico, liquido ocular o
similar, independiente con el anticuerpo de la presente invencion, haciendo
reaccionar el reactante con un anticuerpo o fragmento de union
antiinmunoglobulina marcado con una enzima como peroxidasa, biotina o
similar y midiendo a continuacién el colorante desarrollado resultante con un
fotdmetro de absorcion.

El inmunoensayo con material radiactivo marcado (RIA) comprende la
reaccion de una célula o lisado celular, tejido o lisado tisular, sobrenadante
del cultivo celular, suero, liquido pleural, liquido ascitico, liquido ocular o
similar, independiente con el anticuerpo de la presente Invencidn, y la
reaccion posterior del reactante con un anticuerpo o fragmento de union
antinmunoglobulina marcado con un radioistopo, midiendo a continuacién la
radiactividad con un contador de centslieo o similar.

Los métodos de tincidn inmunccelular e inmunotisular consisten en la
reaccidn de una célula, tejido o similar independiente con el anticuerpo de la
presente invencion, y la reaccion del reactante con un anticuerpo o fragmento
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de unién antinmunoglobulina marcado con una sustancia fluorescente como
isotiocianato de fluoresceina (FITC) o similar, o una enzima como
peroxidasa, biotina o similar, observando a continuacion la célula, tejido o
similar con un microscopio.

El ELISA en sdndwich es un método que consiste en ia adsorcion en
una placa de uno o dos anticuerpos que tienen un epitopo diferente entre los
anticuerpos de la presents invencion; el marcado de otro anticuerpo con una
susiancia fluorescente como FITC o similar 0 una enzima como peroxidasa,
biotina o similar; la reaccién de una célula o lisado celular, tejido o lisado
tisular, sobrenadante del cultivo celular, suero, liquido pleural, Iiquido
ascitico, liquido ocular o similar, independiente con la placa que adsorbe el
anticuerpo; y a continuacion se le hace reaccionar con el anticuerpo marcado
para realizar una reaccion segun la sustancia marcada.

5. Método para usar un anticuerpo humano injertado en una CDR o
fragmento de dicho anticuerpo

Como el anticuerpo de la presents invencién se une especificamente a
una CCR4 que se expresa en una linea celular cultivada y muestra actividad
citotdxica como la actividad CDC, |a actividad ADCC, o similar, sera dtil para
el diagndstico y tratamiento de enfermedades relacionadas con la CCR4
como las enfermedades mediadas por Th2, y similares. Ademés, como la
proporcidn de las secuencias de aminodcidos derivadas de un anticuerpo
humano es mayor que en log anticuerpos de un animal no humano, se
espera que muestre una importants actividad citotdxica en el cuerpo humano,
nNo muesire inmunogenicidad y su efecto continlie durante largo tiempo.

Ademas, la produccién de citocinas Th2 gque son producidas por
células como IL4, IL-5 IL-13, y similares, se puede inhibir por la
administraciéon del anticuerpo de la presente invencién a células o tejidos de
un sujeto experimental.

Como ejemplo se usa la célula que expresa CCR4 en relacién con la
presents invencion, célula Th2, o similar. La célula Th2 usada en la presents
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invenclén es preferiblemente una célula Th2 activada o una célula Th2
memoria. Ejemplo son las células que tienen propiedades CD45RA- o
CD45RO+ y CD4+.

Se generan las actividades citotdxicas del anticuerpo de la presente
invencion, como, por ejempio, cuando el anticuerpo de la presents invencion
se une a las células que expresan la CCR4 como una célula Th2 para inducir
de esta manera la apoptosis de la célula. Ademas, |a célula se puede obstruir
y deplecionar mediante la induccién de apoptosis.

Ademés, el método para diagnosticar enfermedades inmunes o
canceres mediados por Th2 incluye un método en el que se detecta por
métodos inmunolégicoe una célula CCR4 positiva humana existente an
células o tejidos de un sujeto experimental, como se ha descrito
anteriorments.

Asimismo, el anticuerpo de la presente invencion se puede usar como
un producto para el diagnéstico de enfermedades relacionadas con CCR4
como las enfermedades inmunes o canceres mediados por Th2, o
enfermedades en las que los estados moérbidos avanzan debido a un
aumento o descenso anormal de las células Th2.

Ademés, como el anticuerpo de la presents invencién puede reducir o
deplecionar las células que expresan CCR4 mediante su actividad citottxica,
pliede proporcionar un método para diagnéstico o un método terapéutico
para enfermedades relacionadas con CCR4 como las enfermedades
inmunes o cédnceres mediados por Th2, que usan el anticuerpo de la
presente invencion, y farmacos terapéuticos y preventivos para
enfermedades relacionadas con CCR4 como enfermedades inmunes o
canceres mediados por Th2 que contienen el anticuerpo de la presente
invencién como un principio activo.

Las enfermedades inmunes mediadas por Th2 incluyen,
independientemente de que sean leves o graves, enfermedades inflamatorias
como hipersensibilidad de las vias respiratorias o asma bronquial agudas o
crénicas, enfermedades atdpicas cutdneas incluida la dermatitis atdpica,
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rinitis alérgica, polinosis, y similares; enfemedades causadas por células
inflamatorias competentes como eosinéfilos, mastocitos, y similares, que se
pueden propagar o activar mediante citocinas y quimiocinas liberadas de
células Th2, moléculas biolégicamente funcionales como IgE, y similares que
son producidas por citocinas y quimiocinas liberadas de células Th2, y
simliares; y enfermedades inmunes en las que el estado mérbido avanza
debido a cambios anormales en las células Th2.

El anticuerpo de la presente invencitn se puede administrar s6lo pero,
en general, se prefiere proporcionario en forma de una formulacion
famacéutica producida mezclindolo al menos con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable de acuardo con un método bien conocido en el
campo técnico de los productos farmacéuticos.

Se prefiere seleccionar una via de administracion que es la mas eficaz
para el transporte del tratamiento previsto como la administracién oral o la
administracion parenteral como, por ejemplo, la administracién intraoral, la
administracién traqueal, la administracion rectal, la inyeccion subcutdnea, la
inyeccién intramuscular, la inyeccién intravenosa, y simlares. La inyeccion
intravenosa se prefiere para una formulacién de un anticuerpo o un péptido.

La forma posolégica puede consistir en aercsoles, cépsulas,
comprimidos, grénulos, jarabes, emuisiones, supositorios, inyecciones,
pomadas, cintas, y similares.

Las formulaciones adecuadas para la administracion oral son
emulsiones, jarabes, cdpsulas, comprimidos, polvos, granulos, y similares.

Los preparados liquidos como emuisiones y jarabes pueden
producirse usando aditivos como agua; sacéridos como, por ejemplo,
sacarosa, sorbitol o fructosa; glicoles como, por ejemplo, polietilenglicol o
propilenglicol; aceites como, por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de oliva o
aceite de soja; antisépticos como, por ejemplo, p-hidroxibenzoato;, y
saborizantas como, por ejemplo, sabor de fresa o menta.

Se pueden producir cdpsulas, comprimidos, polvos, grdnulos, y
similares, usando aditivos como material de relleno, por ejemplo, lactosa,
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glucosa, sacarosa 0 manitol; sustancias disgregantes como, por ejempio,
almidén o alginato sddico; lubricantes como, por ejemplo, estearato de
magnesio; talco; ligantes como, por ejemplo, alcohol polivinilico,
hidroxipropilcelulosa o gelatina; surfactantes como, por ejemplo, ésteres de
dcidos grasos; y plastificantss como, por ejemplo, glicerina.

Las foomulaciones adecuadas para la administracion parenteral son
las inyecciones, supositorios, aerosoles, y similares.

Las inyecciones se pueden preparar usando un vehiculo como una
solucion salina, una solucion glucosada o una mezcia de ellas, y similares.

Los supositorioe se pueden preparar usando un vehiculo como
manteca de cacao, grasa hidrogenada, acido carboxllico, y similares.

Ademds, los aerosoles se pueden preparar a partir del propio
anticuerpo o usando un vehiculo o similar que no estimule las membranas
orales y las mucosas de las vias respiratorias y que pueda facilitar la
absorcion del anticuerpo o fragmento de dicho anticuerpo al dispersario como
particulas diminutas.

El vehiculo puede ser lactosa, glicerina, y similares. Dependiendo de
las propiedades del anticuerpo o del péptido y del vehiculo que se va a
utilizar se pueden producir aerosoles, polvos secos, y similares. Los aditivos
que se han puesto como ejemplo en los preparados orales se puaeden afladir
a los preparados parenterales.

La dosis y frecuencia de administracion varian dependiendo del efecto
terapéutico previsto, el método de administracion, el periodo de tratamiento,
la edad, el peso corporal, y similares, pero, en general, la dosis varia entre
0,01 mg/kg a 20 mg/kg por dia en el adulto.

La presente invencion se describe a continuacién mediante Ejemplos,
pero la presente invencion no se limita a allos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 muestra los pasos de construccion de un plasmido
pKM2180Gal0.
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La Figura 2 muestra los pasos de construccion de un plasmido
pKM2160Gal1. El simbolo * muestra la posicion del codén de mutacion
genética que modifica un residuo de aminodcidos.

La Figura 3 muestra los pasos de construccion de un plédsmido
pKM2180Gal3. El simbolo * muestra la posicién del codén de mutacion
genética que modifica un residuo de aminodcidos.

La Figura 4 muestira los pasos de construccion de un plasmido
pKM2160LVO.

La Figura 5 muestra los pasos de construccion de un plasmido
pKM2160LV1. El simbolo * muesira la posicibn del codon de mutacion
genética que modifica un residuo de aminoéacidos.

La Figua 6 muestra los pasos de construccion de un plasmido
pPKANTEX2180LVO0 y el plasmido pKANTEX21680Gal0OLVO.

La Figura 7 muestra la reactividad de un sobrenadante del cultivo
obtenido mediante la axpresion transitoria de un vector de expresion de cada
anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR en una célula COS-7, con un
péptido CCR4 parcial segin el método ELISA.

La Figura 8 muestra ia reactividad de un sobrenadante del cultivo
obtenido por la expresién transitoria de un vector de expresién de cada
anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR preparado por el uso de otra FR
en la célula COS-7, con un péptido CCR4 parcial segin el método ELISA.

La Figura 9 muestra la reactividad de un anticuerpo anti-CCR4
purificado injertado en una CDR con un péptido CCR4 parcial.

La Figura 10 muestra la reactividad de un anticuerpo anti-CCR4
purificado Injertado en una CDR con una célla de expresion alta de CCR4
(CCRA4/EL4).

La Figura 11 muestra la afinidad de un anticuerpo ant-CCR4
purificado injertado en una CDR con un péptido CCR4 parcial medido usando
un sensor de resonancia magnética de ia superficie plasmaética.

La Figura 12 muestra la citotoxicidad segun la actividad ADCC frente a
células CCR4/EL4.
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La Figura 13 muestra el efecto en la inhibicion de la produccién de IL-
4, IL-13 o IFN-y procedente de PBMC humanos.

La Figura 14 mueestra la actividad de unién de cada anticuerpo a una
plaqueta humana.

La Figura 15 muestra los pasos de construccion de los pldsmidos
pKM2160VH41 y pKM21680VLS1.

La Figura 18 muestra e paso de construccion de un plasmido
pKANTEX2180H.

La Figura 17 muestra el paso de construccién de un plidsmido
PKANTEX2160.

MEJOR FORMA DE REALIZAR LA INVENCION

Ejemplo 1

Produccidn del anticuerpo humano injertado en una CDR frente a CCR4:

1. Diseflo del ADNc que codifica una VH y una VL del anticuerpo humano
injertado en una CDR frente a CCR4.

(1) Disefio de la secuericia de aminoécidos de una VH del anticuerpo
humano injertado en una CDR frente a CCR4

En primer lugar, se disef’% una secuencia de aminodcidos de ia VH de
un anticuerpo humano injertado en una CDR frente a CCR4 (anticuerpo anti-
CCR4 injertado en una CDR) como se Indica a continuacién. Se seleccion6
una secuencia de aminoécidos de una FR de una VH de un anticuerpo
humano para injertar las secuencias de aminoécidos de CDR1, 2 y 3 de una
VH representada por los N° de ID de las SEC.; 1, 2 y 3 usando el anticuerpo
de ratén KM2160 anti-CCR4 (int. Immunol., 11, 81 (1999)) establecido en el
Ejemplo de Referencia 1. Los anticuerpos humanos que fienen una
homologla alia con el anticuerpo KM2160 se recuperaron a partir de las
bases de datos de secuencias de aminoécidos de proteinas existentes con el
método BLASTP (Nucieic Acid Res., 25, 3389 (1997)) usando GCG Package
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(fabricado por Genetics Computer Group) como sistema anallzador de la
secuencia. Cuando la homologla de la secuencia actual de los aminodcidos
se compard con las puntuaciones de homologia, el nimero de acceso
P01781 de la base de datos SWISSPROT, region Gal V-lil de la cadena
pesada de la Ig (Hoppe. Seylers. Z. Physiol Chem., 354, 1505-1508 (1973);
denominada en lo sucesivo “"Gal") era un anticuerpo humano que mosiraba la
homologla més alta del 82,5%, de forma que se selecciont ia secuencia de
aminoécidos de la FR del anticuerpo. Sin embargo, ias posiciones en las que
no se pueden determinar exclusivamente residuos de aminodcidos
(posiciones 28 y 30 desde el N-terminal de un anticuerpo secretor) un residuc
de aminoécidos que tiene una frecuencia de generacitn baja en secuencias
de anticuerpos humanos (Thr como residuo final de la regién V) se
encontraron en la secuencia de aminodcidos de la FR de Gal en la base de
datos. En consecuencia, se saleccionaron lle y Ser como residucs
encontrados en el anticuerpo KM216Q de ratbn en las posiciones 28 y 30, y
Thr como el residuo final de la region V se sustituyd por Ser. Como los
residuos de aminodcidos se encuentran en frecuencias mayores en las
secuencias de cualquier anticuerpo humano (Sequences of Profeins of
Immunological Interest, US Dep. Health and Human Services, 1981), no se
desvian de las secuencias de ios anticuerpos humanos.

La secuencia de aminodcidos de la VH Cal0 del anticuerpo anti-CCR4
injertado en una CDR representada por el N° de |ID de la SEC.: 4 se disefid
mediante el injerto de las secuencias de aminoécidos de CDR1, 2 y 3 de una
VH del anticuerpo de ratén KM2180 anti-CCR4 representado por los N° de ID
de las SEC.: 1, 2 y 3, respectivamente, en las posiciones apropiadas de la

sacuencia de aminoécidos de la FR del anticuerpo humano determinado.

Una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoécidos del
N° de ID de la SEC.: 4 esta representada por el N° de ID de la SEC.: 49.

Ademas, se disefid una secuencia de aminoécidos de una VH del
anticuerpo anti-CCR4 injertade en una CDR basada en las secuencias
comunes clasificadas por Kabat et al.
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Kabat ef a/. han clasificado la VH de varios anticuerpos humanos ya
conocidos en tres subgrupos (HSG | a 1ll) basados en la homologia de sus
secuencias de aminoécidos y han publicado secuencias comunes de cada
subgrupo (Sequences of Proteins of Immunological interest, US Dep. Health
and Human Services, 1991). Es posible que la inmunogenicidad de las
secuencias comunes esté reducida en el hombre. En consecuencia, para
preparar un anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR que tiene una
actividad alta, entre las secuencias de aminoécidos de la FR de las
secuencias comunes de los tres subgrupos de la VH del anticuerpo humano,
en el diseflo se seleccioné una secuencia de aminodcidos de la FR que tiene
la homologla més alta con la secuencia de aminoécidos de la FR de una VH
del anticuerpo KM2160. La Tabla 1 muestra el resultado de la recuperacion
de la homologia entre las secuencias de aminodcidos de la FR de las
secuencias comunes de la VH del anticuerpo humano de cada subgrupo y la
gsecuencia de aminodcidos de la FR de una VH del anticuerpo KM2180.
Como se muestra en la Tabla 1, la secuencia de aminoécidos de la FR de la
regién VH del anticuerpo KM2160 mostré la homologia més alta con el

subgrupo lli.

__ Tabla | __
HSG | HSG I HSG (i
57 47% 50,58% 77,01%

Segin los resultados anteriores, se disefi0 la secuencia de
aminodcidos de la VH HVO del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR
representada por el N® de ID de la SEC.: 38 mediante el injerto de la
secuencia de aminoacidos de la CDR de una VH del anticuerpo de ratdn
KM2160 ant-CCR4 en una posicibn apropiada de la secuencia de
aminodcidos de la FR de la secuencia comun del subgrupo lll de la VH del
anticuerpo humano. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia
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de aminodcidos de N° de ID de la SEC.: 38 estd representada por el N° de ID
de la SEC.: 57.

(2) Diseflo de la secuencia de aminodcidos de una VL del anticuerpo humano
injertado en una CDR frente a CCR4

A continuacion, se disefié una secuencia de aminodécidos de una VL
de un anticuerpo ant-CCR#4 injertado en una CDR de la siguiente forma. Se
selecciond una secuencia de aminoécidos de la FR de una VL de un
anticuerpo humano para injertar secuencias de aminodcidos de CDR1,2y 3
de una VL de un anticuerpo de ratén KM21680 anti-CCR4 representada por
los N° de ID de las SEC.: 5, 8 y 7, respectivamente. Kabat ef a/. han
clasificado la VL de varios anticuerpos humanos ya conccidos en cuatro
subgrupos (HSG | a IV) segin la homologla de sus secuencias de
aminodcidos y han publicado secuencias comunes de cada grupo
(Sequences of Proteins of Immunological inferest, US Dep. Health and
Human Services, 1981). En consecuencia, entre las secuencias de
aminodcidos de la FR de las secuencias comunes de los cuatro subgrupos
de la VL del anticuerpo humano, se seleccioné una secuencia de
aminoécidos de una FR que tiene la homologia més alta con la secuencia de
aminodcidos de una FR de una VL del anticuerpo KM2160. La Tabla 2
muesira un reeultado de la recuperacion de la homologla entre las
secuencias de aminodcidos de la FR de la secuencia comin de cada
subgrupo de la VL. del anticuerpo humano y la secuencia de aminoécidos de
una FR de una VL del anticuerpo KM2180. Como se muestra en la Tabla 2,
la secuencia de aminoécidos de una FR de una VL del anticuerpo KM2180
mostrd la homologia més alta con el subgrupo |l

Tabla 2

HSG HSGII HSG I HSG IV
65,00% 8250 65,00% 72,50%
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Segin los resultados anteriores, se disefi6 la secuencia de
aminodcidos LVO de la VL del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR
representada por el N° de ID de la SEC.: 8 injertando las secuencias de
aminoécidos de CDR1, 2 y 3 de una VL del anticuerpo de ratén KM2160 anti-
CCR4 representada por ios N° de ID de las SEC.: 5, 8 y 7, respectivaments,
en las posiciones apropiadas en la secuencia de aminoacidos de la FR de la
secuencia comin del subgrupo Il de la VL del anticuerpo humano. Una
secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos del N° de
ID de la SEC.: 8 asta representada por el N° de ID de la SEC.: 53.

(3) Modificacién de una VH y una VL del anticuerpo humano injertado en una
CDR frente a CCR4

Las secuencias de aminoécidos Gal0 y HVO de la VH, y |a secuencia
de aminoédcidos LVO de la VL del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR
disefiado anteriormente son anticuerpos en los que se injerta la secuancia de
aminoécidos de la CDR del anticuerpo de ratén KM2160 anti-CCR4 s6io en
las secuencias de aminodcidos de la FR del anticuerpo humano
seleccionadas. Sin embargo, cuando se realiza sélo el injerto de la secuencia
de aminodcidos de la CDR de un anticuerpo de ratén, la aclividad del
anticuerpo humano injertado en una CDR disminuye con frecuencia, de
forma que, para evitar el descenso, en general se injertan ciertos residuos de
aminoacidos entre los residuos de aminodcidos de la FR diferentes entre un
anticuerpo humano y un anticuerpo de ratén, que se considera que influyen
en la actividad, Junto a la secuencia de aminoécidos de la CDR. En
consecuencia, en este ejemplo se desarroli6 un andlisis para identificar los
residucs de aminoécidos de la FR que se considera que influyen en la
actividad.

En primer lugar, se construyeron estructuras tridimensionales de las
regiones V (GalOLVO y HVOLVO) del anticuerpo que contiene las secuencias
de aminoacidos Gal0 y HVO de una VH y |a secuencia de aminoécidos LVO
de una VL en el anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR disefiada

Al
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anteriorments, usando una técnica de modelado informético. Las
coordenadas de la estructura fridimensional se prepararon usando un
programa AbM (fabricado por Oxford Molecular), y las estructuras
tridimensionales se mostraron usando un programa ProExplore (fabricado
por Oxford Molecular) o RasMol (fabricado por Glaxo) segun las
instrucciones adjuntas del fabricante respectivo. Ademas, se construyeron
del mismo modo los modelos informaticos de las estructuras tridimensionales
de las regiones V del anticuerpo de raton KM2160 ant-CCR4. Ademas, del
mismo modo se construyeron modelos de estructura tridimensional que
contienen secuencias de aminodcidos modificadas, en las que ciertos
residuce de las secuencias de aminoédcidos de la FR de una VH y una VL de
Gal0LV0 o HVOLVU, diferente dal anticuerpo de ratdn KM2180 anti-CCR4, y
80 sustituyeron por ofros residuos encontrados en posicionee
comespondientes en el anticuerpo de raton KM2160 ant-CCR4, y se
compararon las estructuras tridimensionales de las regiones V del anticuerpo
de ratdn KM2160 ant-CCR4, la GalOLVO o la HVOLVO y el producto
modificado.

Como resultado, la estructura tridimensional de la regién de union al
antigeno se cambid de forma que se seleccionaron Ala en la posicion 40, Gly
en la posicion 42, Lys en la posicién 43, Gly en la posicién 44 y Lys en la
posicion 76 y Ala en la posicion 97 an Gal0, Thr en la posicion 28 y Ala en la
posicion 97 para HVOU a lie en la posicién 2, Val en la posicion 3, Gin en la
posicion 50 y Val en la posicion 88 en LVO como residuos considerados con
influencia en la actividad del anticuerpo entre loe residucs de aminodcidos de
la FR de GalOLVO o HVOLVO. Entre estos residuos de aminodcidos
seleccionados al menos un aminoécido se modifica en un residuo de
aminoécidos 0 mas encontrados en el anticuerpo de ratén KM2160 de forma
que se disefiaron la VH y la VL del anticuerpo humano injertado en una CDR
que tiene varias modificaciones.

En primer lugar, con respecto a la VH, por ejemplo, se disefiaron Gal1
representada por el N° de ID de la SEC.: 9 en la que se modificé Ala en la
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posicion 97 de Gal0, Gal2 representada por el N°® de ID de la SEC.: 10 en la
que se modificd Gly en la posicion 42 y Gly en la posicion 44 de Gal0, Gal3
representada por el N° de ID de la SEC.: 11 en la que se modifico Ala en la
posicién 97, Gly en la posicion 42 y Gly en la posicion 44 de Gal0, HV1
representada por el N° de ID de la SEC.: 39 en la que se modificd Thr en la
posicion 28 de HVO0, HV2 representada por el N° de ID de la SEC.: 40 en la
que se modificd Ala en la posicién 87 de HV0, y HV3 representada por el N°
de ID de la SEC.: 41 en la que se modificé Thr en Ia posicién 28 y Ala en la
posicion 97 de HVD. Ademas, con respecto a la VL, por ejemplo, se
disefiaron LV1 representada por ol N° de ID de la SEC.: 12 en la que se
modifict lle en la posicién 2, LV2 representada por el N° de ID de la SEC.: 13
en la que se modificd Val en la posicién 3, y LV3 representada por al N° de
ID de la SEC.: 14 en la que se modifico lle en la posicion 2 y Val en la
posicion 3. Las secuencias de nucledtidos que codifican las secuencias de
aminodcidos representadas por 108 N°de ID de las SEC.:8a11,39a 41y
12 a 14 estdn representadas por los N° de ID de las SEC.: 50 a 52, 56 a 80 y
54 a 56, respectivaments.

2. Construccién del ADNc que codifica el anticuerpo anti-CCR4 injertado en
una CDR

() Construccién del ADNc que codifica la VH del anticuerpo ant-CCR4
injertado en una CDR

El ADNc que codiflca la secuencia de aminoécidos Gal0 de una VH del
anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR disefiado en 1(1) del Ejemplo 1
se construy6 usando PCR como se indica a continuacion.

En primer lugar, se construy6 la secuencia de aminodcidos completa
del anticuerpo ligando la secuencia de aminodcidos disefiada con la
secuencia de la sefial secretora de la cadena H del anticuerpo de raton
KM2160 anti-CCR4 representada por el N° de ID de la SEC.: 15. A
continuacién, la secuencia de aminoécidos se convirti® en codones
geneéticos. Cuando dos 0 mas codones genéticos estin presentes para un
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residuo de aminodcidos, se determind el codbn genético comespondiente
teniendo en cuenta el uso del codén encontrado en las secuencias de
nuclettidos de loa genes del anficuerpo (Sequences of Froteins of
immunological Interest, US Dep. Health and Human Services, 1891). Se
disefié una secuencia de nucledtidos del ADNc que codifica la secuencia de
aminoécidos de la region V del anticuerpo completo ligando los codones
genéticos determinados y se ligaron las secuencias de nuclettidos de los
cebadores para la amplificacion por PCR (incluidas las secuencias de
reconacimiento de ia enzima de restriccién para clonarias en un vector para
la expresion de un anticuerpo humanizado) en sus extremos 5-terminal y 3'-
terminal. La secuencia de nucledtidos disefiada se dividié en un total de 6
secuencias de nucledtidos, cada una con aproximadamente 100 nucleétidos
contando desde el extremo S5-terminal (las secuencias de nuclettidos
contiguas se disefiaron de forma que tenian una secuencia complementaria
de aproximadamente 20 nucledtidos en su terminal), y se sintstizaron 6
oligonucledtidos sintéticos de N° de ID de la SEC.: 16, 17, 18, 18, 20y 21 en
orden reciproco de una cadena sentido y una cadena antisentido (fabricada
por GENSET).

La PCR se realizé afiadiendo cada oligonucledtido a una solucién de
reaccién que contiene dNTP 0,2 mM y cloruro de magnesio 1 mM para
obtener una concentracién final de 0,1 uM, y ajustando el volumen total a 50
pt usando el cebador RV M13 04 pM (fabricado por Takara Shuzo), el
cebador M3 M13 0,4 UM (fabricado por GENSET) y 2,5 unidades de
polimerasa KOD (fabricada por TOYOBO). La reaccion se desamollé con 30
ciclos, consistiendo cada uno de ellos en 84°C durante 30 segundos, 55°C
durants 30 segundos y 74°C durante 80 segundos, y a continuacién 1 ciclo a
74°C durante 10 minutos. La solucién de reaccidon se purificé usando un kit
de purificacién QIA quick PCR (fabricado por QIAGEN) y finaimente se
disolvi6 en agua estéril. La solucién de reaccion se dej6é reaccionar a 37°C
durante 1 hora usando 10 unidades de una enzima de restriccion Apal
(fabricada por Takara Shuzo) y 10 unidades de una enzima de restriccion
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Nofl (fabricada por Takara Shuzo). La solucidn de reacciéon se fracciond
mediante electroforasis en gel de agarosa, y 86 recupend un fragmento Apal-
Nofl de aproximadamente 0,47 kb.

A continuacién, se dejaron reaccionar 3 ug del plasmido pBluescript I
SK(-) (fabricado por Stratagene) con el fragmento usando 10 unidades de
una enzima de restriccion Apal (fabricada por Takara Shuzo) y 10 unidades
de una enzima de restriccion Nofl (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C
durante 1 hora. Dicha solucion de rmeacciébn se fracciond mediante
electroforesis en gel de agaroea, y se recuperd un fragmento Apal-Nofl de
aproximadamente 2,95 kb.

A continuacion, el fragmento resultante Apal-Nofl del producto de la

. PCR de una VH del anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR y el

fragmento Apal-Nofl del piasmido pBluescript Il SK{-) se ligaron usando un kit
Solution | of DNA Ligation Ver. 2 (fabricado por Takara Shuzo) segun las
instrucciones del fabricante. La Escherichia cofi DH5a (fabricada por
TOYOBO) se transformd usando la solucidn del plésmido de ADN
recombinante obtenido de esta forma, cada pliésmido de ADN se prepard a
parlir de los clones transformantes y las secuencias de nucledtidos se
analizaron usando Big Dye Terminator Kit ver. 2 (fabricado por Applied
Biosystems). Como resultado del anélisis de la secuencia de nucleétidos se
obtuvo el pldsmido pKM2160Gal0 que se muestra en la Figura 1, que tiene la
secuencia de nucledtidos buscada. La Eschericha coli que se ha
transformado con pKM2180Gal0, Escherichia cof DH5a/pKM2180Gal0, se
ha depositado el 22 de agosto de 2001 como FERM BP-7709 en la
International Patent Omganism Depositary, del National institute of Advanced
Industrial Science and Technology (AIST Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-
Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japon).

A continuacion, los residuos de aminodcidos de la FR diseflada en
1(3) del Ejemplo 1 se modificé como se indica a continuacién. Los codones
genéticos para los residuos de aminodcidos obtenidos después de la
modificaciéon se modificaron a su vez para obtener los codones genéticos
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encontrados en el anticuerpo de ratén KM2160.

En el caso de la modificacién de Ala en la posicion 87 a Gly, la PCR se
realizé usando 25 ng del plasmido pKM2160Gal0 preparado en este apartado
como plantilla, calentando primero a 94°C durante 2 minutos y a continuacién
realizando 35 ciclos de la reaccion, consistiendo cada ciclo en 84°C durante
15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 40 segundos, en 50
i de un sistema de reaccion preparado mediante la adicion de cada uno de
los ADN sintéticos para la transferencia génica que contiene las secuencias
de nucledtidos represeniadas por las ID de las SEC.:22 y 23 (fabricado por
GENSET) como cebadores hasta obtener una concentracién final de 0,4 uM
y usando 2,5 unidades de polimerasa KOD plus (fabricada por TOYOBO)
segun las instrucciones del fabricante. La solucion de reaccion se purificd
usando el kit de purificacion Q/A quick PCR (fabricado por QIAGEN) y
finaimente se disolvid en agua estéril. El volumen total se dejé reaccionar
durante 1 hora a 37°C usando 10 unidades de una enzima de restriccion Pstl
(fabricada por Takara Shuzo) y a continuacion se dejoé reaccionar durante 1
hora a 37°C usando 10 unidades de una enzima de restriccibn Dralll
(fabricada por New England Biolabs). La solucibn de reaccion se fraccioné
mediante electroforesis en gel de agarosa, y se recuperd un fragmento Psfl-
Dralll de aproximadamente 0,58 kb.

A continuacién, se dejé reaccionar 3 ug del plasmido pKM2160Gal0 a
37°C durante 1 hora usando 10 unidades de una enzima de restriccion Psfl
(fabricada por Takara Shuzo) y a continuacién se efectué la reaccion a 37°C
durante 1 hora usando 10 unidades de una enzima de restriccién Dralll
(fabricada por New England Biolabs). La solucién de reaccién se fracciond
mediante electroforesis en gel de agarcsa, y se recuperd un fragmento Psfl-
Dralll de aproximadamente 2,7 kb.

A continuacién, el fragmento Psf-Dralll asl obtenido derivado del
producto de la PCR y el fragmento Psfl-Dralll derivado del plasmido
pKM2180Gal0 se ligaron usando el kit Solution / of DNA Ligation Ver. 2
(fabricado por Takara Shuzo) segin las instrucciones del fabricante. La

2
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Escherichia coli DHSa (fabricada por TOYOBO) se transformé usando la
solucion del plasmido de ADN recombinante obtenido de esta forma, se
preparb cada piasmido de ADN a partir de los clones transformantes y las
secuencias de nucledtidos se analizaron usando el kit Big Dye Terminator
ver. 2 (fabricado por Applied Biosystems). Como resultado del andlisis de la
secuencia de nuclettidos se obtuvo el pldsmido pKM21680Gal1 que se
muestra en la Figura 2, que tiene la secuencia de nuclettidos buscada. La
Escherichia cofi que se ha transformado con el pldsmido pKM2180Gai1,
Escherichia coli DH5a/pKM2160Gal1, se ha depositado el 22 de agosto de
2001 como FERM BP-7710 en |a international Patent Organism Depositary
del National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST
Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8568
Japén). '

Con las modificaciones de Gly en la posicion 42 a Asp y Gly en la
posicion 44 en Arg, se obtuvo un pldésmido pKM2160Gal2 realizando un
método bésicamente similar al anterior, excepto an que se usaron el ADN
sintético para la transferencia del gen que contiene la secuencia de
nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.: 24 (fabricado por
GENSET) y el cebador RV M13 (fabricado por Takara Shuzo) como
cebadores en la PCR. La Escherichia coli que se ha transformado con el
pldsmido pKM2160Gal2, Eschenchia cofi DHS5a/pKM2160Gal2, se ha
depositado el 22 de agosto de 2001 como FERM BP-7711 en la /nternational
Patent Organism Depositary del National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Jap6n).

Ademds, se construy6 la modificacion de los tres residuos anteriores
como se indica a continuacién. Aproximadamente 0,5 pg de cada de residuo
pKM2160Gal1 y pKM21680Gal2 obtenidos en la seccién anterior se dejaron
reaccionar a 37°C durante 1 hora usando 10 unidades de Nhel (fabricado por
Takara Shuzo) y a continuacion se dejaron reaccionar a 37°C durante 1 hora
usando Scal (fabricado por Takara Shuzo). La solucién de reaccién se
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fracciond mediante electroforesis en gel de agarosa, y 86 recuperaron un
fragmento Nhel-Scal de aproximadamente 1,3 kb derivado de pKM2160Gal1
y un fragmento de apreximadamente 2,0 kb derivado de pKM2160Gal2. Los
dos fragmentos resultantes se ligaron usando el kit Solution ! of DNA Ligation
Ver. 2 (fabricado por Takara Shuzo) segun las instrucciones del fabricante.
La Escherichia colil DH5a (fabricado por TOYOBOQ) se transformé usando la
solucion del pldsmido de ADN recombinante obtenido de esta forma,
preparandose cada pldsmido de ADN a partir de los clones transformantes y
las saecuencias de nucledtidos se analizaron usando el kit Big Dye Terminator
ver. 2 (fabricado por Applied Biocsystems). Como resultado del andlisis de la
secuencia de nucledtidos se obtuvo el pldsmido pKM2160Gal3 que se
muestra en la Figura 3, que tiene la secuencia de nucleétidos buscada. La
Eacherichia coli que se ha transformado con el plésmido pKM2180Gal3,
Escherichia coli DH5a/pKM2160Gal3, se ha depositado el 22 de agosto de
2001 como FERM BP-7712 en la Intemnational Patent Organism Depositary
del National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST
Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8568
Japon).

A continuacidn, sa construyd un ADNc que codifica la secuencia de
aminodacidos HVO de una VH del anticuerpo anti-CCR4 injertado en la CDR
diseflado en 1(1) del Ejemplo 1 usando la PCR como se indica a
continuacion.

En primer lugar, se construyd la secuencia de aminodcidos compieta
del anticuerpo ligando la secuencia de aminodcidos disefiada con la
secuencia de la sefial secretora de la cadena H del anticuerpo de ratén
KM2160 anti-CCR4 reprasentada por el N° de ID de la SEC.: 15. A
continuacién, la secuencia de aminoécidos se convirti® en codones
genéticos. Cuando dos 0 mas codones genéticos estdn presentes para un
residuo de aminodcidos, se determind el codoén genético comespondiente
teniendo en cuenta el uso del codén encontrado en las sacuencias de
nucledtidos de los genes del anticuerpo (Sequences of Proteins of
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Immunociogical interest, US Dep. Health and Human Services, 1881). Se
disefid una secuencia de nucledtidos del ADNc que codifica la secuencia de
aminoacidos de la region V del anticuerpo completo ligando loa codones
genéticos determinados y se ligaron las secuencias de nucledtidos de los
cebadores para ia amplificacién por PCR (incluidas las secuencias de
reconocimiento de la enzima de restriccion para clonarias en un vector para
la expresién de un anticuerpo humanizado) en sus extremos 5'-terminal y 3'-
terminal. La secuencia de nucledtidos diseffada se dividid en un total de 6
secuencias de nucledtidos, cada una con aproximadamente 100 nucleétidos
contando desde el extremo 5-terminal (las secuencias de nucledtidos
contiguas se diseflaron de forma que tenian una secuencia complementaria
de aproximadamente 20 nucleétidos en su terminal), y se sintetizaron 6
oligonuciedtidos sintdticos de N° de ID de las SEC.:16, 42, 43, 44, 45y 21 en
orden reciproco de una cadena sentido y una cadena antisentido (fabricado
por GENSET), y a continuacién se obtuvo pKM2180HVO por un método
similar al de obtencion de pKM2160Gal0 que se deacribe en este apartado.
La Eschenichia coli que se ha transformado con el pldsmido pKM2180HVO,
Escherichia coli DHSa/pKM2160HVO, se ha depositado el 27 de agosto de
2001 como FERM BP-7718 en la internationel Patent Organism Depositary
del National institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST
Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shl, |baraki-ken 305-8566
Japdn).

En el caso de la modificacién de Thr en Ia posicién 28 a lle, se obtuvo
el plasmido pKM2160HV1, que tiene la secusncia de nucledtidos buscada,
con una reaccion simllar a la construccién de plasmido pKM2180HVOD
anterior, usando un oligonucleétido que tiene la secuencia de nucledtidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 69 en lugar del oligonucledtido que
tiene la sacuencia de nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.:
42, y usando un oligonuciedtido que tiens la secuencia de nucledtidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 46 en lugar del oligonuciedtido que
tiene la secuencia de nucledtidos representada por el N® de ID de la SEC.:
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43. La Escherichia cofi que se ha transformado con el plasmido
pKM2180HV1, Escherichia coli DH5c/pKM2180HV1, se ha depositado el 27
de agosto de 2001 como FERM BP-7718 en la Intemational Patent Organism
Depositary del National Instifute of Advanced Industrial Science and
Technology (AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken 305-8568 Japon)).

En la modificacion de Thr en ia posicion 28 a lle y Ala en |a posicion 97
a Gly, se obtuvo el plasmido pKM2180HV3, que tiene la secuencia de
nucladtidos buscada, con una reaccién similar a la construccion del pldsmido
pKM2180HVO anterior, usando un oligonucledtido que tiene la secuencia de
nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.: 69 en lugar del
olignonuciedtido que tiene la secuencia de nucleétidos representada por el
N° de ID de la SEC.: 42, usando un oligonuclettido que tiene la secuencia de
nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.. 48 en lugar del
olignonucleétido que tiene la secuencia de nucledtides representada por el
N° de ID de la SEC.: 43 y usando un oligonucledtido que tiene la secuencia
de nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.: 47 en lugar del
olignonucleétido que tiene la secuencia de nucleétidos representada por el
N° de ID de la SEC.: 45. La Escherichia coli que 88 ha transformadoc con el
plasmido pKM2160HV3, Escherichia coli DH5a/pKM2160HV3, se ha
depasitado el 27 de agosto de 2001 como FERM BP-7721 en la International
Pateni Organism Depositary del National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (AIST Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome
Tsukuba-shi, Ibarakl-ken 305-8588 Japdn)).

En la modificacién de Ala en la posicidn 97 a Gly, el plasmido se
construyd como 8@ indica a continuacion. Aproximadamente 0,5 ug de cada
plasmido pKM2180HVD y pKM2180HV3 obtenido se dejaron reaccionar a
37°C durante 1 hora usando 10 unidades de una enzima de restriccion Nhel
(fabricada por Takara Shuzo) y a continuacién se dejaron reaccionar a 37°C
durante 1 hora usando Scal (fabricado por Takara Shuzo). La solucién de
reaccion se fracciond mediante electroforesis en gel de agarosa, y se
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recuperaron un fragmento Nhel-Scal de aproximadamente 1,3 kb derivado de
pKM2180HV3 y un fragmento de aproximadamente 2,0 kb derivado de
pKM2180HVD. Los doa fragmentos resultantes se ligaron usando el kit
Solution | of DNA Ligation Ver. 2 (fabricado por Takara Shuzo) segln las
instrucciones del fabricante. La Escherichla cof DH5a (fabricada por
TOYOBO) se transformé usando la solucién del plésmido de ADN
recombinante obtenido de esta forma, prepardndose cada plésmido de ADN
a partir de los clones transformantes y ias sacuencias de nucledtidos se
analizaron usando el kit Big Dye Terminator ver. 2 (fabricado por Applied
Biosystems). Como resultado del anélisis de la secuencia de nucledtidos, se
obtuvo un pldsmido pKM2160HV2, que tiene la secuencia de nucledtidos
buscada. La Escherichia coli que se ha transformado con el plasmido
pKM2180HV2, Escherichia cof DHSa/pKM2180HV2, se ha depositado el 27
de agosto de 2001 como FERM BP-7720 en la Infemational Patent Organism
Depositary, del National Institute of Advanced Indusirial Science and
Technology (AIST Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken 305-8568 Jap6n)).

(2) Construccion del ADNc que codifica la VL del anticuerpo anti-CCR4
injertado en una CDR

Se construyd un ADNc que codifica ia secuencia de aminodcidos LVO
de una VL del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR disefiada en 1(2)
del Ejemplo 1 usando una PCR similar al caso de una VH como 8# indica
continuacion. En este caso, se usd la secuencia de la cadena L del
anticuerpo de raton KM2180 anti-CCR4 que tiene la secuencia de
aminodcidos representada por el N° de |ID de la SEC.: 25 como secuencia de
seofial secretora.

En primer lugar, se sintstizaron 6 oligonucleétidoe sintéticos que tienen
las secuencias de nucleétidos que se daescriben en los N° de ID de la SEC.:
28, 27, 28, 29, 30 y 31 (fabricado por GENSET). La PCR se realizé
afiadiendo cada oligonucledtido a 50 ul de una solucion de reaccidn para
obtener una concentracién final de 0,1 uyM, y usando 0,4 UM del cebador RV
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M13 (fabricado por Takara Shuzo) y 0,4 uyM del cebador M4 M13 (fabricado
por Takara Shuzo) o del cebador M3 M13 (fabricado por GENSET)
representada por el N® de ID de la SEC.. 32 y 2,5 unidades de polimerasa
KOD (fabricada por TOYOBO). La reaccion se desarroll6 mediante 30 cicios,
consistiendo cada ciclo en 84°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos y 74°C durante 80 segundos, y 1 ciclo posterior a 72°C durante 10
minutos. La solucién de reaccion se purificé usando el kit de purificacion Q/A
quick PCR (fabricado por QIAGEN) y finaimente se disolvio en agua estéril.
La solucibn de reaccién se dejdé reaccionar usando 10 unidades de una
enzima de restriccién EcoR! (fabricada por Takara Shuzo) y 10 unidades de
una enzima de restriccion x hol (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante
1 hora. La solucién de reaccion se fracciondé mediante electroforesis en gel
de agarosa, y 8e recupert un EcoRI-Xhol de aproximadaments 0,44 kb.

A continuacién, se dejaron reaccionar 3 ug del pldsmido pBluescript Il
SK(-) (tabricado por Stratagene) usando 15 unidades de una enzima de
restriccion EcoR| (fabricada por Takara Shuzo) y 15 unidades de una enzima
de restriccién x hol (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 hora. La
solucion de reaccion se fracciond mediante elecitroforesis en gel de agarosa,
y 8@ recuperd un fragmento EcoRI-Xfiol de aproximadamente 2,85 kb.

A continuacién, ol fragmento EcoRI-Xhol resultante del producto de la
PCR de una VL del anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR y el
fragmento EcoRI-XMol del pldsmido pBluescript i SK(-) se ligaron usando el
kit Solution | of DNA Ligation Ver. 2 (fabricado por Takara Shuzo) segin las
instrucciones del fabricante. La Escherichia coii DHb5a (fabricada por
TOYOBO) se transformé usando la solucién del plasmido de ADN
recombinante obtenido de esta forma, prepanindase cada pidésmido de ADN
a partir de los clones transformantes y las secuencias de nucleétidos se
analizaron usando el kit Big Dye Terminator ver. 2 (fabricado por Applied
Biosystems). Como resultado del andlisis de la secuencia de nucledtidos, se
obtuvo un plasmido pKM2180LV4 que se muestra en la Figura 4, que tiene ia
secuencia de nucledtidos buscada. La Escherichia coli que se ha

o1
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trangformado con pKM2180LVQ, Escherichia coli DH5a/pKM2180LVO, se ha
depasitado como FERM BP-7713 el 22 de agosto de 2001 en la Infemational
Patent Organism Depositary, del National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (AIST Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8588 Japén).

A continuacién, se modificaron ios residucs de aminodcidos de la FR
disefiados en 1(3) del Ejemplo 1 como se indica a continuacion. Los codones
genéticoe para residuos de aminodcidos obtenidos después de la
modificacién se modificaron a su vez para tener los codones genéticos que
88 encuentran en &l anticuerpo de ratdn KM2160.

En la modificacion de lie en la posicion 2 a Val, s8 obtuvo un plasmido
pKM2160LV1 que se muestra en la Figura 5, que tiene la secuencia de
nuciedtidos buscada, realizando una reaccién similar a ia de la construccién
del plasmido pKM2180LVO anterior, usando un oligonucledtido que tiene la
secuencia de nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.: 33 en
lugar del olignonucledtido que tiene la secuencia de nuclettidos representada
por el N° de ID de la SEC.: 27. La Escherichia coli que se ha transformado
con el plasmido pKM2160LV1, Eschenchia coi DH5a/pKM2160LV1, se ha
depositado como FERM BP-7714 al 22 de agosto de 2001 en la Intemational
Patent Organism Depositary, del Nelional institute of Advanced industrial
Science and Technology (AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-85668 Japdn).

De igual modo, 8e obtuvieron cada uno de los plasmidos pKM2180LV2
y pKM2160LV3 buscados, usando un oligonucledtido que tiene la secuencia
de nucleétidos representada por el N° de ID de la SEC.:. 34 en lugar del
olignonucledtido que tiene la secuencia de nuclestidos representada por el
N° de ID de la SEC.. 27 cuando Val en la posicion 3 se modific6 a Leu, y
usando un oligonucledtido que tiene la secuencia de nucledtidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 35 en lugar del olignonuclettido que
tiene la secuencia de nucledtidos representada por el N° de ID de la SEC.. 27
cuando se modificaron ambos residuos mencionados. La Escherichia colf que
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se ha transformado con el plasmido pKM2160LV2, Eschenchia cok
DH5a/pKM2180LV2, y la Escherichia coli que se ha transformado con el
plasmido pKM2160LV3, Escherichia cofi DH5a/pKM2160LV3, se han
depositado el 22 de agosto de 2001 como FERM BP-7715 y FERM BP-7718,
respectivamente, en la /nfemational Patent Organism Depasitary, del
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST
Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8568
Japon).

(3) Consfruccién del anticuerpo ant-CCR4 injertado en un vector de
exprasion de una CDR

Se construyd un anticuerpo ant-CCR4 injertado en un vector de
expresion de una CDR pKANTEX2160GalOLVO usando un vector para la
expresion de un anticuerpe humanizado pKANTEXS83 (Mol. /mmunol., 37,
1035 (2000)) y se obtuvieron los pldamidos pKM21680Gal0 y pKM2160LVO en
2(1) y (2) del Ejemplo 1 como se indica a continuacion.

El pldsmido pKM2180LVO (3 ug) obtenido en 2(2) del Ejemplo 1 se
dejé reaccionar con 10 unidades de una enzima de resticcion BsW
{fabricada por New England Biolabs} a 55°C durante 1 hora y a continuacion
con 10 unidades de una enzima de restriccién EcoRl (fabricada por Takara
Shuzo) a 37°C durante 1 hora. La sojucién de reaccién se fracciond mediante
electroforesis en gel de agarosa, y se recuperd un fragmento BsiW/-EcoR| de
aproximadamente 0,44 kb.

A continuacién, se dejaron reaccionar 3 pg del vector para la
expresidén de un anticuerpo humanizado pKANTEXS3 con 10 unidades de
una enzima de resfriccion Bs\WI (fabricada por New England Biolabs) a 55°C
durante 1 hora y a continuacion con 10 unkilades de una enzima de
restriccion EcoR| (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 hora. La
solucion de reaccion se fracciond mediante electroforesis en gel de agarosa,
y se recuperd un fragmento BsiWHEcoRI| de aproximadamente 12,75 kb.

A continuacion, el fragmento BsMWI-EcoR| resultante derivado del
pldsmido pKM2180LVO y el fragmento Bsi\WI-EcoR| derivado del plésmido
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PKANTEXS3 se ligaron usando el kit Solution | of DNA Ligation Ver. 2
(fabricado por Takara Shuzo) segun las instrucciones del fabricante. La
Escherichia coli DH5a (fabricada por TOYOBO) se transformé usando la
solucion del pidsmido de ADN recombinante obtenido de esta forma para
obtener asl un plasmido pKANTEX2160LV0 que se muestra en la Figura 6.

A continuacién, se dejaron reaccionar 3 ug del pldsmido
pKM2160Gal0 obtenido en 2(1) del Ejemplo 1 con 10 unidades de una
enzima de restriccién Apal (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante 1
hora y a continuacién con 10 unidades de una enzima de restriccion Nofl
(fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 hora. La solucién de reaccion
se fracciond mediante electroforesis en gel de agarosa, y se recuperd un
fragmento Apal-Nofl de aproximadamente 0,47 kb.

A continuacién, se dejaron reaccionar 3 ug del plasmido
pKANTEX2180LVO obtenido anteriormente con 10 unidades de una enzima
de restriccion Apal (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 horay a
continuacién con 10 unidades de una enzima de resfriccion Nofl (fabricada
por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 hora. La solucién de reaccion se
fracciond mediante electroforesis en gel de agarosa, y se recuperd un
fragmento Apal-Nofl de aproximadaments 0,45 kb.

A continuacién, el fragmento Apal-Nofi resultante derivado del
plasmido pKM2160Gal0 y el fragmento Apal-Nofl derivado del plasmido
PKANTEX2180LVO se ligaron usando el kit Solution | of DNA Ligation Ver. 2
(fabricado por Takara Shuzo) segun las instrucciones del fabricante. La
Escherichia coff DH5a (fabricado por TOYOBO) se transformd usando la
solucion del pldésmido da ADN recombinante obtenido de esta forma, y cada
ADN del plasmido se prepard a partir de los clones transformantes.

Como resultado de que las secuencias de nuclettidos de los
plasmidos asi obtenidos se analizaran usando el kit Big Dye Terminator ver.
2 (fabricado por Applied Biosystems) se confimé que se habla obtenido un
vector de expresion pKANTEX21680Gal0LVO que se muesira en la Figura 6
en el que se habla clonado el ADN buscado.
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Ademds, los vectores de expresion se prepararon usando el mismo
método en la VH y en la VL en el que se modificaron los residuos de
aminodcidos de otras FR, incluida HVOD.

Especificaments, se construyeron 22 vectores de axpresion

pKM2180GalOLVO, pKM2180GalOLV1, pKM2160Gal0LV2,
pKM2180GalOLV3, pKM2160Gal1LV1, pKM2180Gal1LV3,
pKM2180Gal2LV1, pKM2180Gal2LV3, pKM21680Gal3LV1,

pKM2180Gal3LV3, pKM2160HVOLVO, pKM2160HVOLV1, pKM2160HVOLV2,
pKM2160HVOLV3, pKM2160HV1LVO, pKM2160HV1LV1, pKM2180HV1LV2,
pKM2160HV1LV3, pKM2180HV2LVO, pKM2180HV2LV3, pKM2160HV3LVD y
pKM2180HV3LV3 combinando respectivamentes pKM2160Gal0,
pKM21680Gal1, pKM2160Gal2, pKM2180Gal3, pKM2180HVO, pKM21680HV1,
pKM2160HV2 y pKM2180HV3 construidos en 2(1) del Ejemplo 1 con
pKM2160LVO, pKM2180LV1, pKM2160LV2 y pKM21680LV3 construidos en
2(2) del Ejemplo 1.

Ejemplo 2
Expresion del anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR en células
animales:

1. Expresion transiloria del anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR
usando células COS-7 (ATCC CRL 1851)
(1) Expresion transitoria en células COS-7

En una placa de 8 pocillos (fabricada por Iwaki Glass) se dispensaron
1 x 10° células/ml de células COS-7 en 2 mlpodilio usando como medio
DMEM (fabricado por Bibco) que contiene FCS al 10% y se cultivd toda la
noche a 37°C. Por cada 100 ul de medio OPTI-MEM (fabricado por Bibco) se
afiadieron 3 yl de reactivo de transferencia FU-GENETM & (fabricado por
Roche) y posteriorments 1 ug de cada uno de los 22 vectores de expresion
del anticuerpo anti-CCR4 injertado en la CDR obtenidos en la seccion 2(3)
del Ejemplo 1, y la mezcia se dejo reposar a temperatura ambiente durante
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15 minutos para formar un complejo ADN-liposoma. Cada una de las
soluciones de reaccion se afiadié gota a gota a las células COS-7 anteriores
y se mezclé bien, cultivindose a continuacion a 37°C. Después del cultivo
durante 72 horas se recuperd el sobrenadante de los cultivos y se evalut la
actividad de! anticuerpo anti-CCR4 Injertado en una CDR en el sobrenadante
de los cultivos.

(2) Evaluacién de la reactividad dal anticuerpo anti-CCR4 injertado en una
CDR frente a CCR4

La actividad del sobrenadante resultante de los cultivos de 22
anticuerpos se evalud como se indica a continuacion.

El Compuesto 1 (N° de 1D de la SEC.: 37) se seleccioné como péptido
de la regién extracelular de la CCR4 que puede reaccionar con el anticuerpo
quimérico KM2760 ant-CCR4 producido por el transformante KM2760
(FERM BP-7054) preparado en el Ejemplo de Referencia 2. Para usar el
Compuesto 1 en la medicién de la actividad mediante ELISA se prepard su
conjugado con BSA (albimina sérica bovina) (fabricado por Nakalai Tesque)
y se usé como antigeno. Para ello, se afladieron 100 ml de una solucién de
25 mg/ml de SMCC (éeter N-hidroxisuccinimida del écido 4-(N-—
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxflico) (fabricado por Sigma)-DMSO gota
a gota a 800 ml de una solucién de PBS que contiene 10 mg de BSA con
agitacion con vortex y se mezclé suavements durante 30 minutos. A una
columna de filtracién en gel, por ejemplo una columna NAP-10 o similar,
equilibrada con 25 ml de PBS, se aplicd 1 ml de la solucién de reaccién y el
eluido obtenido con 1,5 ml de PBS se usd como solucion BSA-SMCC (la
concentracion de BSA se calculé midiendo con Aasp). A continuacion se
afladieron 250 ml de PBS a 0,5 mg del Compuesto 1 que se disolvié
completamente a continuacién afiadiendo 250 ml de DMF, y se afiadid a
continuacion la solucion BSA-SMCC anterior (contenido de BSA: 1,25 mg)
con agitacion con vortax y se mezcié suavements durante 3 horas. La
solucion de reaccion se dializ6 durants toda la noche a 4°C frente a PBS, se
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afladié azida sodica a la solucién para obtener una concentracién final del
0.05% y a continuacién la mezcla resultante se filtré usando un filtro de 0,22
mm para obtener la solucién de BSA-Compuesto 1.

En una placa de ELISA de 96 pocillos (fabricada por Greiner) se
dispensaron 0,05 pg/mi del conjugado preparado en alicuotas de 50 pi/pocilio
y 80 dejé reposar a 4°C toda la noche para su adsorcién. Después de lavar
con PBS, se afiadi6 PBS que contiene BSA al 1% (denominado en lo
sucesivo "BSA-PBS 1%") en alicuotas de 100 plpocillo y se dejo reaccionar
a temperatura ambiente durante 1 hora para bloquear los grupos activos
residuales. Después de lavar cada pocillo con PBS que contiene Tween 20 al
0,05% (denominado en lo sucesivo "Tween-PBS"), se afiadid un
sobrenadante del cultivo del transformante en allcuotas de 50 ul/pocillo y se
dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la
reaccién y posterior lavado de cada pocillo con Tween-PBS se afadié una
solucion de peroxidasa-anticuerpo de cabra anti-igG(y) humana marcada
(fabricado por American Qualex) diluida 6.000 veces con BSA-PBS al 1%
como solucién del anticuerpo secundario en alicuotas de 50 pl/pocilio y ee
dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la
reaccién y posterior lavado con Tween-PBS, se afiadié una solucién del
sustrato ABTS (una solucién preparada disolviendo 0,55 pg de acido 2,2-
azino-bis({3-etilbenzotiazolina-8-sulfénico aménico en 1 yl de tampén citrato
0,1 M (pH 4,2) y afladiendo 1 pl/mi de perdxido de hidrdgeno inmediatamente
antes de su uso) a 50 ul/pocillo para desarrollar el color, y la reaccién se
interrumpié 20 minutos despuése al afladir una solucién de SDS al 5% en
allcuotas de 50 ul/pocilio. A continuacién se midié la absorbancia a 415 nm.

Ademds, para comparar las concentraciones del anticuerpo IgG
humano producido en el sobrenadante de los cultivos se usé como antigeno
un anticuerpo de cabra anti-IgG{y) humana (fabricado por American Qualex)
diluido 2.000 veces con PBS.

Los resultados se muestran on las Figuras 7 y 8. Cada anticuerpo
frente 8 CCR4 injertado en la CDR mostrd casi la misma actividad que el
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anticuerpo KM2780 quimérico humano.

2. Expresitn estable de! anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR usando
células animales

Se expresd un anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR en células
animales usando el anticuerpo ant-CCR4 injertado en un vector de axpresion
de una CDR obtenido en 2(3) del Ejemplo 1 como se indica a continuacion.

(1) Expresion estable en la {inea celular del mieloma de rata YB2/X0 (ATCC
CRL 1581)

Cada plésmido de expresitn del anticuerpo humano injertado en una
CDR se elabord en estado lineal mediante su digestion con una enzima de
restriccion Aatil (fabricada por TOYOBO), se introdujeron 10 g del producto
digerido en 4 x 10% células de la Iinea celular del mieloma de rata YB2/0
(ATCC CRL 1581) mediante electroporacién (Cylotechnology, 3, 133 (1980)),
y a continuacién las células se suspendieron en 40 ml de medio H-SFM
(fabricado por GIBCO-BRL) (suplementado con suero fetal bovino (FBS) al
5%) y se dispensaron en alicuotas de 200 pi/pocilio en una placa de
microvaloracion de 98 poclilos (fabricada por Sumitomo Bakelite). Después
de cultivar a 37°C durante 1 a 3 dias en una incubadora con CO; al 5%, se
afiadid G418 (fabricado por Nakalai Tesque) a la soluciSn con una
concentracién de 1 mg/ml y el cultivo continué durante 1 a 2 semanas hasta
obtener los transformantes resistentes a G418.

El sobrenadante de los cultivos se recuperd de los pocillos en los que
las colonias de los transformantes mostraban resistencia a G418 se hicieron
confiuentes, y se midieron las actividades de union al antigeno de los
anticuerpos ant-CCR4 humanos injertados en una CDR en el sobrenadante
de los cultivos mediante el método ELISA que se muesira en 1(2) del
Ejemplo 2.

Para aumentar la cantidad de expresion del anticuerpo usando un
sistema de amplificacién del gen dhfr, los transformantes de los pocillos en
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los que se encontrd expresién de un anticuerpo quimérico ant~-CCR4 en el
sobrenadante de los cultivos se suspendieron para obtener una densidad de
de 1 a 2 x 10° célulaa/mi en medio H-SFM que contiene 1 mg/ml de G418 y
50 nM de metotraxato (denominado en lo sucesivo "MTX") que es un
Iinhibidor de la dihidrofolato reductasa del producto del gen dhir y se
dispensaron en allcuotas de 1 mi en una placa de 24 pocillos (fabricada por
Greiner). Los transformantes que mostraban resigtencia a MTX 50 nM se
indujeron mediante cultivo a 37°C durante 1 a 2 samanas en una incubadora
con CO; al 5%. Cuando los transformantes fueron confiluentes en los pocilios,
se midieron las actividades de unién al antigeno de los anticuerpos anti-
CCR4 humanos injertados en una CDR en el sobrenadante de los cultivos
mediante el método de ELISA que se muestra en 1(2) del Ejemplo 2. Con
respecto a los transformantes de pocilios en ios que se encontrd en el
sobrenadante la expresion de los anticuerpos anti-CCR4 humanos injertados
en una CDR, la concenfracion de MTX aumentd hasta 100 nM y a
continuacién hasta 200 nM con el método descrito anteriormentse, y se obtuvo
finaimente un transformante capaz de crecer en un medio H-SFM que
contiene 1 mg/ml de G418 y MTX 200 nM y también es capaz de expresar en
gran cantidad el anticuerpo humano anti-CCR4 injertado en la CDR. Para el
transformante asl obtenido se realizé un aislamiento de una sola célula
(clonacién) mediante el anélisis de dilucion limitante hasta obtener un clon de
célula transformante que muestra la expresion més alta del anticuerpo
humano anti-CCR4 injertado en una CDR. La célula KM87680 productora de
anticuerpo obtenida por la transferencia génica de un vector de expresion
PKANTEX2160GaliLV3 y la célula KM8758 productora del anticuerpo
obtenida por la transferencia génica de un vector de expresion
PKANTEX2160Gal2LV3 se han depositado el 30 de julic de 2002 como
FERM BP-8130 y FERM BP-8129, respectivamente, ante la /ntemational
Depositary Authonty de la International 'Patanf Organism Depositary, del
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST
Tsukuba Central 8, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-ghi, Ibaraki-ken 305-8566
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Japén),

(2) Purificacion del anticuerpo ant-CCR4 injertado en una CDR a partir de!
sobrenadante del cultivo

Cuando aparecié un transformantes que mostraba resistencia G418 y
se hizo confluente, se cambi6 el medio a 300 a 1.100 ml de medio H-SFM
que contenia GF21 de Daigo (fabricado por Wako Pure Chemical Indusiries)
en una concentracién del 5%, seguido por el cultivo durante 3 a 5 dias.
Cuando se hizo confluente se recuperd el sobrenadante del cultivo. Se
obtuvo una proteina purificada mediante purificacion del anticuerpo anti-
CCR4 injertado en la CDR a partir aproximadamente de 300 a 1.100 ml del
sobrenadante del cultivo usando una columna Prosep-A (fabricada por
Millipore) segun las instrucciones adjuntas.

3. Evaluacion de la actividad del anticuerpo ant~CCR4 injertado en una CDR
purificado

La actividad se evalué usando el anticuerpo anti-CCR4 injertado en
una CDR derivado de las células productoras del anticuerpo obtenidas por la
introduccion de los vectores de expresion de GalOLVO, GalOLV1, GalOLV3,
Gal1LV1, Gal1LV3, Gal2LV1, Gal2LV3, Gal3LV1 y Gal3LV3 en células YB2/0
(denominadas en lo sucesivo simplements como "GalOLVO", "GalOLV1",
"GalOLV3", "GaltLV1", "Gal1LVv3", "Gal2LV1", "Gal2LV3", "Gal3LV1" vy
"Gal3LV3 ", respectivaments).

(1) Medicién de la actividad de unién del anticuerpo anti-CCR4 injertado en
una CDR frente a CCR4 (método ELISA)

La medicién se realizé de la misma forma que el método descrito en el
apartado 1(2) del Ejemplo 2. Los resuliados se muesiran en la Figura 8.
Cada anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR mostrd casi la misma
actividad que el anticuerpo humano quimérico KM2760.

(2) Reactividad del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR con células
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de expresion alta de CCR4 (técnica de anticuerpos fluorescentes)

En una placa de 98 pocillos se dispensaron 2 x 10° o mas células
CCR4/EL-4 células, células de alta expresion de CCR4 obtenidas en el
Ejemplo de Referencia 3. Se prepard una solucién del anticuerpa diluyendo
cada uno de los anticuerpos purificados y una inmunoglobulina humana
(fabricada por Welfide) para prevenir la tinclon inespecifica, hasta obtener
concentraciones de 10 ug/ml y 3,75 mg/mi, respectivamente, con un tampén
para FACS, y se afladié la solucién del anticuerpo en allcuotas de 100
Hi/pocillo y se dejé reaccionar durante 30 minutos en hielo. Como control
negativo se usaron 10 pg/ml de un anticuerpo de cadena c antirmaceptor de
IL-5 humano (WO 97/10354). Después de lavar dos veces 200 ul/pocillo del
tampén para FACS, se afiadié un anticuerpo anti-lgG humano marcado con
PE (fabricado por Coulter) diluido 100 veces en alicuotas de 50 ul/pociilo.
Después de la reaccion en hielo protegido de la luz y el posterior lavado tres
veces con 200 ul/pocillo del tampdn para FACS, el producto de la reaccion se
suspendié en 500 ! del tampén para FACS y se midi6 la intensidad de la
fluorescencia usando un citdmetro de flujo. Los resultados se muestran en la
Figura 10. Todos los anticuerpos ant-CCR4 injertados en la CDR mostraron
casi la misma actividad que el anticuerpo quimérico humano KM2780.

(3) Medicion de la actividad del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR
para unirse a la CCR4 (método BlAcore)

Para medir la actividad de union con més detalle, se midi6 la actividad
de unién de varios anticuerpos purificados usando el equipo BlAcore 2000
(fabricado por BIACORE) como se indica a continuacion. En este caso se
usé HBS-EP (fabricado por BIACORE) como tampdn para diluir las muesiras
Y para la medicién. En primer lugar, se afiadieron 5 yl de una solucién con
0,05 pug/mi del Compuesto 1 como péptido parcial CCR4 biotinilado a un
Sensor Tip SA (fabricado por BIACORE) con un flujo de 5 pl/minuto y se
inmovilizaron en la punta del sensor.

A la punta del sansor inmovilizado con el compuesto 1 biotinilado
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preparado se afiadieron 20 pl de una solucion de 4 ug/ml de cada uno de los
anticuerpos purificados con un fiujo de 5 yl/minuto, y después de completar la
adicion se monitorizé la reaccibn de disociacion durante 4 minutos y a
continuacién se regenerd la superficie de la punta del sensor afladiendo dos
veces 5 ul de HCI 10 mM. De esta forma se obtuvo una curva de la reaccién
de unidn (sensorgrama) para el Compuesto 1.

Los resultados se muestran en la Figura 11. La ordenada representa
una unidad de resonancia (RU) que representa un cambio de masa en ia
punta del sensor. Por ejemplo, 1.000 RU se cormesponden a un cambio de
masa de aproximadamente 1 ng/mm’ de proteina. Se demostrd que el
anticuerpo KM2760 tiene una actividad de unién alta y muy estable porque
mosird una actividad de uniéon dependiente del tiempo para el Compuesto 1 y
la disociacion de su unidn apenas se encontrd en la reaccion de disociacion.
Por otro lado, cada anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR mostrd casi
la misma reaccion de disociacion que el anticuerpo quimérico humano
KM2780, pero se encontrd un ligero descenso de la actividad en la reaccién
de unién a un péptido CCR4 parcial, el Compuesto 1. El anticuerpo ant-
CCR4 injertado en una CDR GalOLVO en la que se injertd la CDR sola mostro
la actividad de union més baja y la actividad de union aumentd con la
modificacién del residuo de aminoécidos de la FR. Los resultados muestran
que se puede preparar un anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR que
mantiene una actividad de unién al antigeno y una especificidad de unién a
anticuerpo de ratén injertando la CDR del anticuerpo de ratén KM2180 a la
FR de un anticuerpo humano apropiado, y que 8se puede preparar un
anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR que tiene la mayor actividad de
unidn si, a partir de la estructura tridimensional, y similares, se identifican los
residuos de aminoécidos de la FR que son importantes para la actividad de
uniéon de las regiones V del anticuerpo y se injertan junto con la CDR. Se
espera que el anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR preparado segun
este Ejemplo tenga una actividad de unién alta a la CCR4, con una
inmunogenicidad disminuida en el hombre comparada con la de los
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anticuerpos de raton y tamblén con la de los anticuerpos quiméricos
humanos, y con una seguridad alta y efectos terapéuticos también elevados.

2. Actividad citotdxica in vitro del anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR
{ actividad ADCC)
Para evaluar la actividad citotdxica in vitro del anticuerpo purificado
. anti-CCR4 injertado en una CDR obtenida en el apartado 2(2) del Ejemplo 2
se midié su activilad ADCC como se indica a continuacion.

(1) Preparacién de la suspension de células diana

Las células CCR4/EL-4 que expresan en gran cantidad la CCR4
obtenidase en el Ejemplo de Referencia 3 se cultivaron en medio RPMI 1640
que contiene el medio con FCS al 10% (fabricado por GIBCO) con 0,5 mg/mi
de G418 para obtener una densidad de 1 x 10° células/0,5 ml; a la mezcia se
ahadieron 1,85 MBq equivalentes de cromato sédico radiactivo (Na;*'CrO,)
(fabricado por Daiichi Pure Chemicals) y se dejé reaccionar a 37°C durante
1,5 horas para marcar las células con el isdtopo. Después de la reaccién las
células se lavaron tres veces mediante suspension en el medio RPMI 1640 y
centrifugacién posterior, se resuspendieron en el medio y a continuacion se
incubaron en hielo a 4°C durante 30 minutos para liberar esponidneamente la
sustancia radiactiva. Después de la centrifugacion se afiadieron de nuevo 5
ml de RPMI 1840 con FCS al 10% para obtener una densidad de 2 x 10°
células/ml como suspension de las céiulas diana.

(2) Preparacion de la suspension de células efecioras

Se obtuvo sangre periférica (80 ml) de personas sanas usando una
jeringa que contiene 200 unidades (200 ul) de una solucién inyectable de
heparina sédica (fabricada por Takeda Pharmaceutical). Toda ia cantidad se
llevé hasta 120 ml diluyéndola dos veces con el mismo volumen de solucién
salina fisiologica (fabricada por Otsuka Pharmaceutical). Se dispensd
Lymphoprep (fabricado por NYCOMED) en alicuotas de 5 ml en 12 tubos de



10

15

20

25

70

centrifuga de 15 ml de capacidad (fabricados por Sumitomo Bakelita),
superponiéndose a continuacion la sangre periférica diluida en alicuotas de
10 mi, y la mezcla se centrifugé 800 x g durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Las fracciones de PBMC que quedaron entre la capa de plasma
sanguineo y la capa de Lymphoprep se recogieron en todos jos tubos de
centrifuga, se suspendieron en medio RPMiI 1840 con FCS al 1%
(denominado en lo sucesivo "FCS-RPMI al 1%"), se lavaron dos veces
centrifugando a 400 x g y 4°C durante 5 minutos y a continuacion se
resuspendieron para obtener una densidad de 5 x 10° células/ml, que se van
a usar como células efectoras.

(3) Medicion de la actividad ADCC

La suspension de células diana preparadas en (1) se dispensé en
alicuotas de 50 i (1 x 10* células/pocifio) en los pocillos de una placa de 96
pocilios con fondo en U (fabricada por Falcon). A continuacion se dispensd la
suspension de células efectoras preparadas en (2) en alicuotas de 100 ul (5 x
10°® células/pocillo, siendo la relacién entre las células efectoras y las células
T diana de 50 : 1). A continuacion, se afladié cada anticuerpo quimérico anti-
CCR4 para obtener una concentracién final de 0,1 ng/ml a 10 yg/ml y ia
mezcla se dejé reaccionar a 37°C durante 4 horas. Después de la reaccion,
la placa se centrifugé y se midié la cantidad de *'Cr en 100 ui del
sobrenadante en cada pocillo con un contador y. La cantidad del *'Cr
disociado espontaneaments se calculé del mismo modo que antes, usando el
medio solo en lugar de la suspension de células efectoras y la solucién del
anticuerpo, y midiendo la cantidad de *'Cr en el sobrenadante. La cantidad
de %' Cr total disociado se calculé de la misma forma que antes, afiadiendo el
medio solo en lugar de la solucién del anticuerpo, y écido clorhidrico 1 N en
lugar de la suspension de células efectoras, y midiendo la cantidad de 5'Cr
en el scbrenadante. La actividad ADCC se calculdé utilizando la siguients
ecuacion:
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(cantidad de 5'Cr en el sobrenadante de la  x 100

muestra) {(cantidad de *'Cr liberado
Actividad ADCC (%) = espontineamente)
(cantidad de S'Cr total)
-(cantidad de 5'Cr liberado esponténeaments)

Los resultados se muestran en la Figura 12. Como se ve en la Figura
12, el anticuerpo anti-CCR4 injertado en una CDR tenia una actividad
citotoxica importante dependiente de la concentracion del anticuerpo.

5. Efecto de la inhibicion de la produccion de citocina a partir de PBMC
humanos

Se examind un efecto de “inhibicion de la produccion de citocinas
usando un anticuerpo ant-CCR4 injertado en la CDR de Gal1, LV3 y un
anticuerpo quimérico KM27680. Como control negativo se usd un anticuerpo
anti-IL-5R.

Las PBMC se separaron de la misma manera que en el apartado 4(2)
del Ejemplo 2 y se dispensaron en allcuotas de 1 x 10° células/pocillo en una
placa de 98 pocillos con fondo en U, afiadiéndose después un anticuerpo de
evaluacion para obtener una concentracion final de 1 pg/ml, y el volumen
fotal se ajustd a 200 plpocillo. La actividad ADCC se indujo mediante el
cultivo simulténeo a 37°C durante 24 horas en un chorro de COz al 5%.
Después del cultivo se extrajeron 100 ul del sobrenadante y se afiadieron
100 ¢l de un medio que contiene 100 ng/mi de PMA (acetato de forbol
miristato) y 2 ug/ml de ionomicina (fabricado por SIGMA) para obtener unas
concentraciones finales de 50 ng/ml de PMA y 1 ug/ml de ionomicina, y las
células se estimularon para inducir la produccion de citocinas. Después de la
introduccion de cada estimulante se realizé el cultivo durante 24 horas, se
extrajo el sobrenadante de los cultivos y se midieron IL-4, IL-13 e interferén
(IFN}y usando un kit de determinacion de citocinas (fabricado por
Biosource). El cociente de inhibicién de la produccién se calculé definiendo
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cada produccién de citocinas en ausencia del anticuerpo como un coclents
de inhibicion del 0%, y los resultados se muestran en la Figura 13. Como se
muestra en la Figura 13, similar a 1o comentade en el anticuerpo quimérico
KM2760, el grupo Gal1LV3 afladido al anticuerpo anti-CCR4 injertado en la
CDR Inhibié la produccién de las citocinas Th2 IL4 e IL-13 pero tuvo poca
influencia en la citocina Th1 IFN-y.

Los resultados muestran que cada anticuerpo anti-CCR4 injertado en
una CDR puede deplecionar o eliminar las células Th2 que expresan CCR4
activando eficientemente las células humanas efectoras y, como resultado,
tiene un efecto inhibidor de la produccion de citocinas Th2 a partir de las
células Th2 y, por lo tanto, es Util en el diagnéstico o tratamiento de las
enfermedades inmunes meadiadas por Th2 en el hombre, como asma
bronquial, dermatitis atdpica, y similares.

8. Andlisis de la reactividad frents a plaquetas humanas.

(1) Separacidn de las plaquetas humanas

Se afiadio citrato sédico 3,2% al 1/40 en volumen a una muestira de
sangre obtenida en una persona sana y se mezcid bien. La sangre se
dispens6 en alicuotas de 5 ml en tubos de 15 ml de capacidad (fabricados
por Greiner) y se centrifugé a 80 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Los sobrenadantes se recogieron y se centrifugaron de nuevo a
1.950 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de desechar
el sobrenadante los pellet se resuspendieron en el tampén para FACS y se
centrifugd a 1.180 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente para lavar
los pellet. Los pellet se resuspendieron de nuevo en el tampén para FACS y
se centrifugé del mismo modo, y a continuacidn se ajustaron las plaquetas
del pellet para obtener una densidad de aproximadamente 1 x 107 pellets/mi
usando el tamp6n para FACS.

(2) Tincién de la plaqueta
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Cada uno de los anticuerpos purificados ant-CCR4 humanos
injertados en una CDR obtenidos en el Ejemplo 2 se afiadieron a 100 pl de la
suspensién de plaquetas obtenida en el apartado 6(1) para obtener una
concentracién de 10 pug/100 pl y se dejé reaccionar a temperatura ambiente
durante 30 minutos en la oscuridad. Como controles comparativos se dejaron
reaccionar cada uno de los anticuerpos quiméricos humanos KM2760 anti-
CCR4 y un anticuerpo de ratén anti-1G1 (fabricado por Pharmingen) con 100
ml de la suspension de plaquetas en la misma concentracién. Después de la
reaccién se afiadieron 2 mi del tampdn para FACS a cada tubo de 15 ml de
capacidad y la mezcla se agitd y a continuacion se lavé centrifugando a 840 x
g durante 5 minutos a 4°C. Después de desechar el sobrenadante se repiti¢
la misma operacién. Se afiadié el anticuerpo anti-lgG de ratdn marcado con
PE (fabricado por Coulter) diluido 50 veces con el tampén para FACS a 20 ul
del tubo que contiene una muesfra que ha reaccionado con cada uno de los
anticuerpos humanos injertados en una CDR y KM2780 y se dej6 reaccionar
a temperatura ambiente durante 30 minutos én la oscuridad. Con respecto al
tubo que contiene la mezcla que reacciond con el anticuerpo 1G1, se
afiadieron de nuevo 20 ul del anticuerpo anti-igG de ratdbn marcado con PE
(fabricado por DAKO) diluido 50 veces y ae dejé reaccionar a temperatura
ambiente durante 30 minutos en la oscuridad.

Después de la reacciéon se afladieron 2 ml del tampén para FACS a
cada tubo, agitdndose después y lavandose la mezcia por centrifugacion a
840 x g durante 5 minutos a 4°C. Después de desechar el sobrenadante se
repitid de nuevo la misma operacion. Despuds de suspender el residuo en
500 ul del tampén para FACS se midié la intensidad de la fluorescencia con
un citbmetro de fiujo EPICS x L-MCL (fabricado por Backman Coulter).

Los resultados se muestran en la Figura 14. El anticuerpo 1G1 usado
como confrol comparativo demostrd reactividad con las plaquetas, pero todos
los anticuerpos anti-CCR4 humanos injertados en una CDR no mostraron
una reactividad especifica con las plaquetas humanas, igual que el
anticuerpo quimeérico humano KM2760 anti-CCR4.
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Ejemplo de Referencia 1
Preparacion de células de hibridkoma que producen anticuerpo monocional
anti-CCR4 de ratdn:

Las células de hibridoma que producen el anticuerpo monocional
KM2160 ant-CCR4 de raton (Int. Immunol., 11, 81 (1999)) se prepararon
segun el procedimiento siguients.

(1) Preparacion del antigeno

La secuencia de aminoécidos (N°® de ID de la SEC.: 48) de |a proteina
de la CCR4 (denominada en lo sucesivo "hRCCR4") se analizé utilizando un
equipo Genetyx Mac, y se seleccioné el Compuesto 2 (N° de ID de la SEC.:
38) como la secuencia parcial que se consideraba apropiada como el
antigeno entre las partes que tienen una hidrofilia alta, los extremos N-
terminal y C-terminal.

(2) Preparacion del inmunégeno

El péptido parcial hCCR4 obtsenido en (1) del Ejemplo de Referencia 1
88 usé como el inmunégeno después de preparar su conjugado con KLH
(Calbiochem) con el método siguiente para aumentar su inmunogenicidad.
Especificamente, se disolvié KLH en PBS para obtener una concentracién de
10 mg/ml, afiadiéndose a esta mezcla 25 mg/ml de MBS (fabricado por
Nakalai Tesque) en un volumen 1/10 gota a gota, y la mezcla se dejé
reaccionar agitando durants 30 minutos. La MBS libre se aextrajo mediante
una columna de filtracién en gel como una columna Sephadex G-25 que se
habia equilibrado con PBS o similar, y s®8 mezclaron 2,5 mg de la mezcla
KLH-MB resultantes con 1 mg del péptido disuelto en tampon fosfato sddico
0,1 M (pH 7,0), seguido por agitacion a temperatura ambients durante 3
horas. Después de la reaccion, la mezcla se dializd frente a PBS.
(3) Inmunizacién de un animal y produccién de las célulag productoras del

anticuerpo
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Se administraron 100 ug del conjugado péptido-KLH preparado en (2)
del Ejempio de Referencia 1 a ratones hembra (Balb/c) de 5 semanas de
edad junto a 2 mg de gel de aluminio y 1 x 10° células de vacuna frente a la
tos ferina (fabricada por Chiba Serum Institute), y 2 semanas mds tarde se
administraron 100 ug del conjugado una vez por semana hasta un fotal de 4
veces. Se extrajo una muestra de sangre de cada animal del plexo venoso
del fondo de ojo y se analizé el titulo sérico mediante el
enzimoinmunoensayo descrito anteriormente, y 3 dias después de la ultima
inmunizacién se extrajo el bazo de un ratén que mosird un titulo suficiente de
anticuerpos. El bazo se escindid en un ratén en el tercer dia después de la
administracién final y se cortd en piezas de MEM (fabricado por Nissui
Pharmaceutical), y las células se liberaron usando unas pinzas y
centrifugando el tejido (1.200 rpm, 5 minutos), se extrajo el sobrenadante y
después se traté con 3 ml de un tampdn Tris-cloruro amonico (pH 7,85)
durante 1 a 2 minutos para eliminar los hematies. Las células residuales se
lavaron de nuevo tres veces con MEM y se usaron para la fusion celular.

(4) Preparacién de células de mieloma de ratn

Se cultivé una linea de células de mieloma de ratdon P3X63Ag8U.1
(ATCC CRL-1597, denominadas en lo sucesivo "P3-U1") resistente a 6-
azaguanina y se usé como la linea progenitora en la fusion celular.

(5) Preparacion de células de hibridoma

Las células de bazo y las células de mieloma obtenidas en (3) y (4) en
ol Ejemplo de Referencia 1 se mezclaron en una relacion 10:1,
centrifugandolas después (1.200 rpm, 5 minutos) para extraer el
sobrenadante, y afiadiéndose 0,5 ml de una solucién de polietilenglicol (una
solucién que contiens 2 g de polietilenglicol-1000, 2 ml de MEM y 0,7 mi de
DMSO) a las células que han precipitado de esta forma por cada 10® células
de bazo a 37°C, seguido por una suspensitn cuidadosa. A confinuacién se
afiadieron 1 a 2 ml de MEM varias veces a intervalos de 1 a 2 minutos, y se
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ajustd e wvolumen final a 50 ml con MEM. Después de extraer el
sobrenadante por centrifugacién (800 rpm, 5 minutos), el precipitado se
suspendié en 100 mi de medio HAT, dispensado en allcuotas de 100
pl/pocillo en una placa de microvaloracion de 968 pocilios (fabricada por
Sumitomo Bakelite), seguido por el cultivo en una incubadora de COz al 5% a
37°C durante 10 a 14 dias. Se midi6 la actividad de unién al péptido parcial
hCCR4 (Compuesto 2) en el sobrenadante del cultvo mediante ELISA
(Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Caplitulo
14 (1888), Monocional Antibodies: Principles and Praectice, Academic Press
Limited (1968), etc.) usando pocillos en los que &e observet la propagacion de
las células fusionadas. Cada pocillo en el que se confimé la actividad se
clond un total de 2 veces de dilucion limitante, una vez cambiando el medio a
un medio HT y cambiando a continuacién al medio normal. De esta forma, se
obtuvieron células de hibridoma KM2160 que producen el anticuerpo de ratdn
KM2160. Este anticuerpo KM2180 reacciona especificamente con un péptido
parcial hRCCR4 (Compuesto 2).

Elemplo de Referencia 2
Preparacion del anticuerpo quimérico anti-CCR4:

1. Aislamiento y andlisis del ADNc que codifica la region V del anticuerpo
ant-CCR4 de ratdn:

(1) Preparacién del ARNm de células de hibridoma que producen el
anticuerpo ant-CCR4 de ratén

Se prepard un ARNm a partir de las células de hibridoma KM2160 que
se describen en el Ejemplo de Referencia 1. Se prepararon
aproximadamente 48 pug de ARNm a partir de 8 x 107 células de hibridoma
KM2160 usando un kit de preparacion de ARNm, kit Fast Track mRNA
Isolation (fabricado por Invitrogen) segin las instrucciones del fabricante.
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(2) Preparacion de la cadena H y de la cadena L de la librerfa de ADNc del
anticuerpo ant-CCR4 de ratdon

Se sintetizd el ADNc que tiene adaptadores EcoRI-Nofl en ambos
axiremos a partir de 5 ug del ARNm de KM2160 obtenido en 1(1) del Ejemplo
de Referencia 2 usando el kit ADNc Synthesis (fabricado por Amersham
Pharmacia Biotech) segln las instrucciones del fabricante. EI ADNc
preparado de esta manera se disolvié en 20 ul de agua estéril y se fracciond
mediante electroforesis en gel de agarosa, y se recuperaron fragmentos del
ADNc de aproximadamente 1,5 kb correspondientes a |a cadena H del
anticuerpo de tipo IgG y fragmentos del ADNc de aproximadaments 1,0 kb
cormespondientes a la cadena L del tipo k, respectivamente, usando el kit Q/A
quick Gel Extraction (fabricado por QIAGEN). A continuacién, usando el kit
AZAPI Predigested EcoRI/CIAP-Treated Veclor (fabricado por Stratagene),
se ligaron cada 0,1 ug de los fragmentos del ADNc de aproximadamente 1,5
kb y 0,1 pg de los fragmentos del ADNc de apraximadamente 1,0 kb a 1 ug
del vector AZAPIl que se habla digerido con una enzima de restriccion EcoRI
y se defosforilaron en sus exiremos con fosfatasa aicalina de intestino de
temera segun las nstrucciones del fabricants. En el fago | se introdujeron 2,5
ul de cada solucibn de reaccion después de! ligamiento, usando un
Gigapacklll Gold Packaging Extract (fabricado por Stratagene) segun las
instrucciones del fabricante, y a continuacién se infectd Escherichia coli XL1-
Blue (Biotechniques, 5, 378 (1987)) con una cantidad apropiada del fago para
obtener 9,3 x 10* clones del fago como la librerfa de ADNc de la cadena H
del anticuerpo KM2160 y 7.4 x 10* clones del fago como la libreria de ADNc
de la cadena L. A continuacién, cada fago se fij6é en un filtro de membrana de
nailon Hybond-N+ (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) segin las
instrucciones del fabricante.

(3) Clonacién del ADNc de la cadena H y de la cadena L del anticuerpo anti-
CCR4 de ratén
Usando el equipo ECL Direct Nucieic Acid Labeling and Defection
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Systemn (fabricado por Amersham Phammacia Biotech), segin las
instrucciones del fabricante, se detectaron los clones en Ios filtros de la
membrana de nailon de la librerfa de ADNc de la cadena H del anticuerpo
KM2160 y de la librerla de ADNc de la cadena L preparadas en 1(2) del
Ejemplo de Referencia 2 usando el ADNc de la regién C de un anticuerpo de
ratén (la cadena H es un fragmento BamH-EcoRI del ADNc Cy1 de ratén
(EMBO J., 3, 2047 (1984)), la cadena L es un fragmento Hpal-EcoRI del
ADNc Ck (Cefl, 22, 197 (1980)) como sonda, y se obtuvieron los clones del
fago que se unieron fuertemente a la sonda como 10 clones para cada
cadena H y cada cadena L. A continuacion, cada clon de fago se convirtié en
el plasmido mediante un método de excisién in vivo usando el AZAPJ/ Cloning
Kit seguin las instrucciones del fabricante (fabricado por Stratagene).
Mediante el kit Big Dye Terminaior Cycle Sequencing FS Ready Reaction
(fabricado por PE Biosystems) se analiz6 la secuencia de nuclettidos del
ADNc contenida en cada pldsmido obtenido de esta forma mediante un
equipo secuenciador de ADN ABI PRISM 377 del mismo fabricante, segin
las instrucciones del fabricants. Como resultado se obtuvieron un plasmido
pKM2160H4 que contiene un ADNc de la cadena H de longitud funcional
completa y un plasmido pKM2180L6 que contiene un ADNc de la cadena L,
en cuyo extremo 5'-terminal habia una secuencia ATG considerada el codén
de iniclo.

(4) Andlisis de la secuencia de aminoécidos de ia regién V del anticuerpo
anti-CCR4 de ratén

Los N° de ID de las SEC.: 61, 62, 63 y 84, respectivamente,
representan una secuencia completa de nucledtidos de la regién V de la
cadena H contenida en el plasmido pKM2160H4, una secuencia completa de
aminodcidos de la region V de la cadena H deducida a partir de ella, una
secuencia completa de nucledtidos de la regién V de la cadena L contenida
en el plasmido pKM2160L6 y una secuencia completa de aminoécidos de la
region V de la cadena L deducida a partir de elta. Segun la comparacién con
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los datos de la secuencia de los anticuerpos de raton conocidos (Sequences
of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services
(1891)) con ios resultados del andlisis del extremo N-terminal de las
secuencias de aminodcidos de las cadenas H y L del anticuerpo ant-CCR4
de raton KM2160 purificado usando un secuenciador de proteinas (PPSQ-10,
fabricado por Shimadzu), se encontrd que cada ADNc aislado de esta forma
es8 un ADNc de longitud completa que codifica el anticuerpo anti-CCR4 de
ratén KM2160 que contiene las secuencias de la sefial secretora que son los
aminodcidos de las posiciones 1-18 en la secuencia de aminoacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 15 en la cadena H y los
aminoicidos de las posiciones 1-19 en la secuencia de aminoécidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 25 en la cadena L.

A continuacién, se examiné si las secuencias de aminoacidos de las
regiones V de las cadenas H y L del anticuerpo anti-CCR4 de ratbn KM2160
eran novedosas. Con el programa GCG (versién 9.1, fabricado por Genetics
Computer Group) como sistema de andlisis de Ias secuencias, se
investigaron las bases de datos de secuencias de aminoécidos de las
proteinas conocidas investigadas por el método BLAST (Nucieic Acids Res.,
25, 3389 (1997)). Como resultado, no se encontraron secuencias de
coincidencia completa tanto para la cadena H como para la cadena L, de
forma que se confimd que la regién V de la cadena H y la region V de la
cadena L del anticuerpo anti-CCR4 de ratdn KM2160 son una novedad.

Ademdas, se identificaron las CDR de la regién V de la cadena H y de
la region V de la cadena L del anticuerpo anti-CCR4 de ratdbn KM2160
comparando con las secuencias de aminoécidos de anticuerpos conocidos.
Las secuencias de aminodcidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region V de
la cadena H del anticuerpo ant-CCR4 de raton KM2160 estéan representadas
por los N° de ID de las SEC.: 1, 2 y 3, respectivaments, y las secuencias de
aminoécidos de CDR1, CDR2 y CDR3 en la region V de la cadena L por los
Ne° de ID de las SEC.: 5, 8 y 7, respectivamente.
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2. Exprasién estable del anticuerpo quimérico anti-CCR4 usando una célula
animal

(1) Construcciéon del vector de aexpresion pKANTEX2160 del anticuerpo
quimérico anti-CCR4

Se construyd un vector de expresion pKANTEX2160 del anticuerpo
quimérico ant-CCR4 como se indica a continuaciéon, usando un vector de
expresién del anticuerpo humanizado pKANTEX83 que expresa una IgG1
humana y un anticuerpo de tipo k y los plésmidos pKM2160H4 y pKM21680L8
obtenidos en 1(3) del Ejemplo de Referencia 2.

Se disefid un ADN sintético que tiene las secuencias de nucledtidos
representadas por los N° de ID de las SEC.: 65 y 66 para obtener el ADNc de
la regién V de la cadena H del anticuerpo KM21680 mediante PCR, y ofro
ADN sintético que tiene las secuencias de nucledtidos representadas por los
N° de ID de las SEC.: 67 y 68 para obtener el ADNc de la region V de la
cadena L. Cada ADN sintético contiene una enzima de restricciéon que
reconoce la secuencia en su exiremo 5'-terminal para su clonacién en
pKANTEXS3, y la sintesis del ADN fue encomendada a Genset Inc. El
plasmido pKM2180H4 (20 ng) obtenido en el apartado 1(3) del Ejemplo de
Referencia 2 se afiadié a un tampén que contenia 50 pl del tampén de PCR
N° 1 unido a polimerasa KOD DNA (fabricada por TOYOBO), dNTP 0,2 mM,
cloruro de magnesio 1 mM y ADN sintético 0,5 yM que contiene las
secuencias de nucledtidos representadas por los N° de ID de las SEC.: 11y
12, y la mezcla se calentd a 84°C durante 3 minutos. Después se afiadieron
2.5 unidades de polimerasa KOD DNA (fabricada por TOYOBQO), la mezcla
ee sometid a 25 ciclos de reaccién, consistiendo cada ciclo en el
calentamiento a 84°C durante 30 segundos, a 58°C durante 30 segundos y a
74°C durante 1 minuto, usando un ciclador térmico de ADN GeneAmp PCR
System 9600 (fabricado por PERKIN ELMER). De igual modo, se afadieron
20 ng del plasmido pKM2160L8 obtenido en 1(3) del Ejemplo de Referencia 2
a un tampén que contiene 50 ul del tamp6n de PCR N 1 unido a polimerasa
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KOD DNA (fabricada por TOYOBO), dNTP 0,2 mM, cloruro de magnesio 1
mM y ADN sintético 0,5 uM que contiene las secuencias de nucledtidos
representadas por los N° de ID de ias SEC.: 67 y 68, y se desarroll6 la PCR
del mismo modo descrito anteriormente. La solucién de reaccién (10 pl) ee
someti6 a una electroforesis en gel de agarosa, y a continuacion se
recuperaron como productos de la PCR una region V de la cadena H de
aproximadamente 0,468 kb y una region V de la cadena L de
aproximadamente 0,43 kb, usando el kit Q/Aquick Ge! Extraction (fabricado
por QIAGEN).

A continuacion, se affadieron 0,1 pg del ADN obtenido por digestion de
un plasmido pBluescript SK(-) (fabricado por Stratagene) con una enzima de
restriccion Smal (fabricada por Takara Shuzo) y aproximadaments 0,1 jg de
cada uno de los productos de la PCR obtenidos anteriormente en agua estéril
para obtener un volumen final de 7,5 u1, y se afladieron 7,5 ul de la solucién
| del kit TAKARA DNA Ligation Ver. 2 (fabricado por Takara Shuzo) y 0,3 ul
de una enzima de resiriccion Smal a la mezcla, que se dejé reaccionar a
22°C toda la noche. Usando el ADN recombinante resultante se transformo el
ADN de la solucién del plasmido, E. cof DH5a (fabricado por TOYOBO).
Cada ADN del plasmido se prepard a partir de lcs clones transformantes y se
sometié a la reaccién usando un kit BigDye Terminator Cycle Sequencing FS
Ready Reaction (fabricado por PE Biosystems) segun las instrucciones del
fabricante, y la secuencia de nucledtidos se analizd mediante un
sacuenciador de ADN ABI PRISM 377 del mismo fabricante. Por tanto, se
obtuvieron los plasmidos pKM2180VH41 y pKM2180VL81 que se muestran
en la Figura 15, que tienen las secuencias de nucledtidos buscadas.

A continuacién, se afladieron 3 pg del vector de expresion del
anticuerpo humanizado pKANTEX93 y 3 pg del pKM2160VH41 obtenido
anteriormente a un tampén que contiene 30 pl de Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM,
cloruro de magnesio 10 mM y DTT 1 mM y 10 unidades de una enzima de
restriccion Apal (fabricada por Takara Shuzo) y la mezcia se dejo reaccionar
a 37°C durante 1 hora. La solucion de reaccién se someli® a una
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precipitacién con etanol y el precipitado resultante se afiadi6 a un tampén
que contiene 10 ul de Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM, cloruro sédico 100 mM,
cloruro magnésico 10 mM, DTT 1 mM, 100 ug/ml de BSA y Triton x-100 ai
0,01%, afiadiendo a todo ello 10 unidades de una enzima de restriccion Nod
(fabricada por Takara Shuzo), y la mezcla se dejo reacclonar a 37°C durante
1 hora. La mezcla de reaccién se fracciond mediante electroforesis en gel de
agarosa, y se recuperaron fragmenios Apal-Nofl de pKANTEXS3 y
pKM2160VH41 de aproximadaments 12,75 kb y de aproximadaments 0,44
kb, respectivamente. Los dos fragmentos asl obtenidos se ligaron usando el
kit TAKARA DNA Ligation Ver. 2 seg(n las instrucciones del fabricants, y la
E. coli DH5a (fabricada por TOYOBO) se transformé usando la solucién del
ADN del plasmidc recombinante resultante. Cada ADN del piasmido se
prepard a partir de los clones transformantss y se confirmé mediante el
tratamiento con una enzima de restriccion para obtener asi el plasmido
pPKANTEX2160H que se muestra en la Figura 16, en el que se habla
insertado el fragmento Apal-Noifl deseado de aproximadamente 0,44 kb.

A continuacién, se afiadieron 3 ug del pldsmido pKANTEX21680H y 3 ug
del pldsmido pKM2180VLE1 obtenidos anteriormente a un tampén que
contiene Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM, cloruro 8ddico 100 mM, cloruro magnésico
10 mM, DTT 1 mM y 100 ug/mi de BSA, la solucion se ajustd para obtener un
volumen total de 30 ui, afiadiéndose a todo ello 10 unidades de una enzima
de restriccion BsiWI (fabricada por New England Biolabs), y la mezcla se dejé
reaccionar a 55°C durante 1 hora. A continuacion se afiadié una enzima de
resfriccién EcoR| (fabricada por Takara Shuzo) y la mezcla se dejé
reaccionar a 37°C durante 1 hora. La mezcla de reaccion se fracciond
mediante electroforesis en gel de agarosa, y 8e recuperaron los fragmentos
EcoRI-BsWl de pKANTEX2160H y pKM2180VL61, de aproximadamente
13,20 kb y aproximadamente 0,41 kb, respectivamente. Los dos fragmentos
asi obtenidos se ligaron usando el kit TAKARA DNA Ligation Ver. 2 segun las
instrucciones del fabricante, y la E. coi DH5x (fabricada por TOYOBO) se
transformé usando la solucién de ADN del plasmido recombinante resultante.
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Cada ADN del plésmido se prepard a partir de los clones transformantes y se
confirmé mediante tratamiento con una enzima de restriccion para obtener
asi el pidsmido piKANTEX2180 que se muestra en la Figura 17, en la que se
habla insertado el fragmento EcoR|-BsiWl deseado de aproximadamente
0,41 kb. Cuando el plasmido se sometié a la reaccién usando el kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction (fabricado por PE
Biosystems) seg(m ias instrucciones del fabricante, y se analizd la secuencia
de nucledtidos mediante un secuenciador de ADN ABI PRISM 377 del mismo
fabricante, se confimé que se habla obtenido el plésmido deseado en el que
se habla clonado el ADNc que codifica las regiones V de la cadena Hy de la
cadena L del anticuerpo KM2180.

(2) Expresidn estable del anticuerpo quimérico anti~-CCR4 usando una célula
animal

El anticuerpo quimérico ant-CCR4 s8e expresd en células animales tal
como 88 describe a continuacidon, usando el vector de expresion
PKANTEX2180 del anticuerpo quimérico anti-CCR4 obtenido en 2(1) del
Ejemplo de Referencia 2.

El plasmido piKANTEX2180 se convirtid en una forma lineal mediante
digestion con una enzima de restriccidn Aatfll (fabricada por TOYOBO) y se
introdujeron 10 pg del mismo en 4 x 10° células de la linea de células de
mieloma de nrata YB20 (ATCC CRL16682) por electroporacion
(Cylotechnology, 3, 133 (1880)), y las células se suspendieron en 40 ml de
medio H-SFM (fabricado por GIBCO-BRL) (suplementado con FCS al 5%) y
se dispensaron en allcuotas de 200 ul/pocillo en una placa de microtitulacion
de 96 pocillos (fabricada por Sumitomo Bakelite). Veinticuatro horas después
de la incubacion a 37°C en una incubadora de CO; al 5%, se afladid G418
para obtener una concentracién de 1 mg/mi, seguido por el cultivo durante 1
a 2 semanas. Se recuperd un sobrenadante del cultivo a partir de un pocillo
en el que apareci6é una colonia de transformante resistente a G418 y se hizo
corfluente, y la actividad de unién al antigeno del anticuerpo quimérico anti-
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CCR4 en ol socbrenadante se midié mediante ELISA como &8 muestra en 2(3)
del Ejemplo de Referencia 2 (como anticuerpo secundario se usd un
anticuerpo de cabra anti-igG (y) humana marcado con peroxidasa).

Para aumentar la cantidad expresada del anticuerpo usando el
sistema de amplificacién del gen dhfr, el transformante de un pocillo en el
que se encontrd la expresion del anticuerpo quimérico anti-CCR4 en el
sobrenadante del cultivo se suspendié para obtener una densidad de 1 a 2 x
10° células/ml en medio H-SFM que contiene 1 mg/ml de G418 y metotrexato
50 nM (denominado en lo sucesivo "MTX": fabricado por Sigma) que es el
inhibidor de la dihidrofolato reductasa del producto del gen dhfr, y la
suspension se dispensd en alicuotas de 1 pl en los pocillos de una placa de
24 pocllios (fabricada por Greiner). La mezcla se cultivd a 37°C durante 1 a 2
semanas en una incubadora de CQO: al 5%, de forma que se indujo un
transformante que muesira reeistencia a MTX 50 nM. Cuando el
transformante se hizo confluente en un pocillo se midié la actividad de union
al antigeno del anticuerpo quimérico anti-CCR4 en el sobrenadante del
cultivo mediante ELISA como se muestra en 2(3) del Ejemplo de Referencia
2. Con respecto a los transformantes en pocillos en los que se encontrd la
expresion del anticuerpo quimérico ant-CCR4 en el sobrenadante de los
cultives, la concentracion de MTX aumenté a 100 nM y a continuacién a 200
nM de la misma forma, para obtener finaimente un transformante que puede
crecer en el medio H-SFM que contiene 1 mg/ml de G418 y 200 nM de MTX
y también puede expresar en gran cuantia el anticuerpo quimérico anti-
CCRA4. El transformante asl obtenido se sometié a un aislamiento de una sola
célula (clonacién) mediante dos veces el anilisis de dilucion limitada, y un
clon transformante que tiene la expresién mas alta del anticuerpo quimérico
anti-CCR4 recibi6 el nombre de KM2760. La cantidad expresada del
anticuerpo quimérico anti-CCR4 mediante KM2760 fue aproximadamente de
5 ug/10® células/24 horas. Ademés, la regién C de la cadena H del anticuerpo
KM2760 pertenece a una subciase de IgG1 humana. El anticuerpo KM2760
se ha depositado intemacionaimente como FERM BP-7054 el 24 de febrero
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de 2000, en e/ National Institute of Bioscience and Human Technology,
Agency of Industrial Science and Technology, the Ministry of International
Trade and Industty (nombre actual: Infernafional Paftent Orgenism
Depositary, Netional Institute of Advanced Industrial Science and
Technology) (Higashi 1-1-3, Teukuba-ghi, Ibaraki Prefecture, Japén (direccién
actual: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome Tsukuba-ghi, Ibaraki-
ken 305-8568 Japon)).

Ejemplo de Referencia 3
Establecimiento de células de expresion elevada de hCCR4:

(1) Construccion del vector de expresion CAG-pc ADNc3 para una célula
animal

Se consiruyd un vector de expresién como se ha descrito a
continuacién mediante la produccion de un vector de expresion (CAG-pc
ADNCc3) en el que la regiébn promotora de un vector de expresion para una
célula animal, pc ADNc3 (fabricado por INVITROGEN), se cambié desde el
promotor de citomegalovirus (CMV) a un CAG (promotor AG (actina p de
pollo modificada) con potenciador CMV-IE), e insertando el gen CCR4 en el
vector.

El pcADNc3 (5 pp) se dejé reaccionar con una enzima de resfriccion
Nrul (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 hora, y a continuacion se
recuperaron los fragmentos de ADN mediante precipitacién con etanol. A
continuacion, se dejaron reaccionar con una enzima de restriccién Hindlll
(fabricada por Takara Shuzo) a 37°C durante 1 hora y a continuacion se
fraccionaron mediante electroforesis en gel de agarosa para recuperar un
fragmento de ADN de aproximadamente 58 kb que no contenia la regién
promotora del CMV. El plasmido CAG-pBluescript [IKS(+) (3 ug) que tiene la
region promotora CAG (Nuc. Acid. Res., 23, 3816 (1995)) se dejé reaccionar
con una enzima de restriccion Sall (fabricada por Takara Shuzo) a 37°C
durante 1 hora y a continuacién se recuperaron los fragmentos de ADN
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mediante precipitacién con etanol. Se eliminaron Ios extremos con el kit DNA
Blunting (fabricado por Takara Shuzo), y después se dejaron reaccionar con
Hind}| a 37°C durante 1 hora, y a continuacién se fraccionaron mediante
electroforesis en gel de agarosa para recuperar un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,8 kb que contiene la region promotora CAG. Los
fragmentos respectivos de ADN recuperados de esta manera &e ligaron
usando el kit DNA Ligation (fabricado por Takara Shuzo), y la E. coff DH5a se
transformé usando el plédsmido de ADN recombinante resuitants para obtener
el plasmido CAG-pc ADNc3.

(2) Construccion del vector de expresion hCCR4

Se consfruyd un vector de expresion hCCR4 como se describe a
continuacién usando el gen CAG-pc ADNc3 obtenido en el apartado 3(1) del
Ejemplo de Referencia 2 y el gen pc ADNc3 insertado en el ADN del hCCR4
(CCR4/pc ADNc3). Ambos genes CAG-pc ADNc3 y CCR4/pc ADNC3 se
dejaron reaccionar con Hindlll a 37°C durante 1 hora y ios fragmentos de
ADN se recuperaron mediante precipitacién con etanol. A continuacién, se
dejaron reaccionar con Bglll (fabricado por Takara Shuzo) a 37°C durants 1
hora y a continuacién se fraccionaron madiante electroforesis en gel de
agarosa para recuperar un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kb
que contiene la region promotora CAG y un fragmento de ADN de
aproximadamente 5,5 kb que contiene la regién del gen hCCR4. A
continuacién se obtuvo el pldsmido CAG-CCR4/pc ADNc3 usando ambos
fragmentos de ADN de la misma forma que en el apartado 3(1) del Ejempio
de

Referencia 2.
(3) BExpresién de hCCR4 en una célula animal

El plasmido se introdujo en células animaies por electroporacion en la
misma manera descrita en 2(2) del Ejemplo de Referencia 2. Las células EL-

lCD
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para obtener una densidad de 1 x 107 células/500 pl, se afiadieron 10 ug del
CAG-CCR4/pc ADNc3 obtenido en 3(2) del Ejemplo de Referencia 2, y la
mezcla se incubd en hielo durante 10 minutos y a continuacién se puso en
una cubeta para uso exclusivo (fabricada por Bio-Rad) para realizar la
introduccién del gen a 260 V y 500 uFD. Después la mezcla se incubd de
nuevo en hislo durante 10 minutos, las células se suspendieron en 200 mi de
medio FCS-RPMI al 10% y se dispensaron en allcuotas de 200 pl/pocillo en
una placa de 96 pocillos para el cultivo celular. Veinticuatro horas después
del cultivo se extrajeron 100 pl del sobrenadante del cultivo de cada pocillo y
se dispensé medio FCS-RPMI al 10% que contenla 1 mg/ml de G418 en
gllcuotas de 100 pl/pocillo para obtener una concentracion final de 0,5 mg/mi.
Dos semanas después se seleccionaron y cultivaron de nuevo los clones
aislados entre 10y 100.

(4) Seleccién de células con expresion elevada de hCCR4

Se seleccionaron por un método inmunofiuorescente usando el
anticuerpo KM2160 preparado en (5) del Ejemplo de Referencia 1. En una
placa de 98 pocillos con fondo en U se dispensaron 2 x 10° células de cada
de una de las varias decenas de clones introducidos en el gen. El anticuerpo
KM2160 marcado con biotina mediante un método conocido (Enzyme
Antibody Method, publicado por Gakusai Kikaku) en una concentracién se
diluyé hasta 5 yg/ml con un tampén para FACS (BSA-PBS al 1%, EDTA al
0,02%, NaN, al 0,05%, pH 7.4), la IgG humana (fabricada por Welfide) e
diluyé hasta 3,75 mg/ml para prevenir la tincion inespecifica y se dispensé
cada una de las soluciones del anticuerpo asl diluidas en alicuotas de 200
pl/pocilio, y la mezcla se dejé reaccionar en hielo durante 30 minutos.

Como control negativo se usé un anticuerpo anti-IL-5R biotinilado (WO
97/10354) con la misma concentracién. Después de lavar dos veces con 200
pl/pocillo del tampoén se dispensaron allcuotas de 20 plpocillo de
estreptoavidina-PE (fabricado por Becton Dickinson Japén). Treinta minutos

\o!
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después de la reaccion en hielo en la cscuridad se lavaron las células tres
veces con 200 pl/pocillo y finaimente se suspendieron hasta 500 pl, y se
midié la intensidad de fluorescencia con un citbmetro de flujo para
seleccionar una linea celular que tuviera la intensidad de fluorescencia mas
alta. La linea celular que tenla la intensidad de flucrescencia mas alta se usd
como CCR4/EL4.

Si bien la invencién se ha descrito con detalle y con referencia a
realizaciones especificas de los mismos, serd evidente para una persona
experta en la materia que se pueden hacer varios cambios y modificaciones
en ella sin apartarse del espiritu y 4mbito de la misma. Todas las referencias
que se citan en este documento sa incorporan en su totalidad.

Esta solicitud se basa en la solicitud japonesa N° 2001-265144
depositada el 31 de agosto de 2001, cuyo contenido completo se incorpora
en este documento como referencia.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Tal como 86 ha comentado anteriormente, segdn la presente invencioén
80 proporciona un anticuerpo recombinante y un fragmento de dicho
anticuerpo que se unen especificamente una CCR4 y que contiene una
nueva CDR frente a CCR4. El anticuerpo de la presents invencion es util
para el diagnéstico o tratamiento de enfermedades relacionadas con CCR4.
Especificamente, es Util para la deteccién inmunolégica de una célula Th2
humana mediante la fincibn celular inmune y para el diagnéstico o
tratamiento de todas las enfermedades inmunes mediadas por Th2 incluida el
asma bronquial y la enfermedad atépica cutdnea, las enfermedades en las
que los estados morbosos avanzan debido a un equilibrio anormal de las
células Th2 y los cdnceres, incluidos los canceres hematolégicos como la
leucemia.

TEXTO LIBRE DEL LISTADO DE SECUENCIAS
N° de ID de la SEC.. 4 - Explicacién de la secuencia artificial: Péptido

%2



10

15

20

25

sintético

N° de ID de la SEC.: 8 - Explicacién de la sacuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.: 9 - Explicacion de la secuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.: 10-Explicacion de la secuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.: 11-Explicacion de la secuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.:

simético

N°de ID de la SEC.:

sintético

12-Explicaciéon de la secuencia artificial. Péptido

13-Explicaciéon de la secuencia artificial Péptido

N° de ID de la SEC.: 14-Explicacién de la secuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC..
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N°de ID de la SEC..
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC..
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC..
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:

16-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
17-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
18-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
19-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
20-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
21-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
22-Explicaciéon de la secuencia artificial: ADN sintético
23-Explicaciéon de la secuencia artificial: ADN sintético
24-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
26-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
27-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
28-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
29-Explicacién de la secuencia artificial: ADN sintético
30-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
31-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
32-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
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N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:

33-Explicacion de la secuencla artificial: ADN sintético
34-Explicacion de la sacuencia artificial: ADN sintético
35-Explicacion de ia secuencia artificial: ADN sintético

N° de ID de la SEC.: 38-Explicacion de la secuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.: 39-Explicacion de la sacuencia artificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.. 40-Explicacion de la secuencia arificial: Péptido

gintético

N° de ID de la SEC.. 41-Explicacion de la secuencia arificial: Péptido

sintético

N° de ID de la SEC.:42-Explicacién de la saecuencia artificial: ADN sintético

N° de ID de la SEC.:
Ne de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC..
Ne° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC..
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de iD de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
Ne° de ID de ia SEC.:
Ne de ID de la SEC.:
Ne° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:
N° de ID de la SEC.:

43-Explicacion de |la secuencia artificial: ADN sintético
44-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
45-Explicacion de a secuencia artificial: ADN sintstico
48-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
47-Explicacién de [a secuencia artificial: ADN sintético
49-Explicacion de |a secuencia artificial: ADN sintético
50-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
51-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
52-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
53-Explicacidn de la secuencia artificial: ADN sintético
54-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
55-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
58-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
57 Explicacion de la sacuencia artificial: ADN sintético
58 Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
58-Explicacion de la secuencia arificial: ADN sintético
60'Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
85-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
88-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético

X3
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N° de ID de la SEC.: 67-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético
N° de ID de la SEC.: 88-Explicacion de la secuencia artificlal: ADN sintético
Ne de ID de la SEC.: 868-Explicacion de la secuencia artificial: ADN sintético

N° de ID de
sintético
N° de ID de
sintético
N° de ID de
sintético
N° de ID de
sintético
N°® de ID de
sintético
N° de ID de
sintético
N° de ID de
sintético
N° de ID de
sintético
N° de ID de
sintético

la SEC.:

la SEC.:

la SEC.:

la SEC.:

70-Explicacién de la secuencia artificial:

71-BExplicacion

72-Explicacion

73-Explicacion

la SEC.:74- Explicacion

la SEC.

la SEC.:

la SEC.:

la SEC..

75-Explicacion

76-Explicacion

77-Explicacion

78-Explicacion

de

de

de

de

la

secuencia

artificial:

artificial:

artificial:

artificial:

artificial:

artificial:

artificial:

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido

Péptido
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humano Injertado en una CDR que reacciona
especificaments con una regién extraceluiar del receptor 4 de la quimiocina
CC humana (CCR4) pero que no reacciona con una plaqueta humana, o el
fragmento de dicho anticuerpo.

2. Un anticuerpo humano injertado en una CDR que reacciona
especificaments con una regién extracelular del receptor 4 de la quimiocina
CC humana (CCR4) y que tiene una actividad citotdxica frente a una célula
que expresa CCR4, o el fragmento de dicho anticuerpo

3. E! anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun la reivindicacién 1, que tiene una actividad citotéxica
frente a una céluia que expresa CCR4,

4. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la
region extracelular es una region extracelular seleccionada entre el grupo
formado por las posiciones 1 a 39, 98 a 112, 176 a 208 y 271 a 284 en la
secuencia de aminéacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 48.

5. El anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de dicho
anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual la regién
exiracelular es un epitopo presente en las posiciones 2 a 20 en la secuencia
de amindacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 48.

6 El anticuerpo humano injertado en una COR, o el fragmento de dicho
anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual la
regidn extracelular es un epitopo presente en las posiciones 13 a 29 en la
secuencia de aminéacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 48.

7. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, seguin cualquiera de las relvindicaciones 1 a 8, en el cual la
regién extracelular es un epitopo presente en las posiciones 13 a 25 en la
secuencia de aminéacidos representada por el N® de ID de la SEC.: 48.

8. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que
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reacciona especificamente con una célula que expresa CCR4.

9. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que tiene
una actividad citotéxica mayor frents a una célula que expresa CCR4 que un
anticuerpo monoclonal producido por hibridoma de un animal no humano.

10. El anticuerpo humano Iinjertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo seglin cualquiera de Ias reivindicaciones 2 a 9, en el cual |a
actividad citotéxica es una actividad citotdxica mediada por células
dependiente del anticuerpo (ADCC).

11. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun la reivindicacién 10, en el cual la actividad ADCC es
una actividad de induccidon de apdptosis de una célula que expresa CCR4.

12. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segtin cualquiera de las reivindicacionee 1 a 11, que tiene
una actividad de deplecién de una célula que expresa CCR4.

13. Bl anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segln cualquiera de Ias reivindicaciones 8 a 12, en el cual
la céiula que expresa CCR4 es una célula Th2.

14. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que tiene
una actividad de inhibicién de la produccion de citocinas de una célula Th2,

15. El anticuerpo humano injertado en una CDR, ¢ el fragmento de
dicho anticuerpo, segun la reivindicacion 14, en el cual la citocina es IL-4, IL-
50IL-13.

16. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, que
pertenece a un anticuerpo IgG humano.

17. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, que
comprende regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una
regién variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H) y una region V
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de una cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monocional frente a CCR4.

18. E! anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, que
comprende regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una
regién variable (region V) de una cadena pesada (cadena H) y una regién V
de una cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monocional frente a CCR4,
y estructuras rigidas (FR) de la regién V de la cadena H y de la region V de la
cadena L de un anticuerpo humano.

19. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, que
contiene regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una
region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H) y la region V de
una cadena ligera (cadena L) de un anticuerpo monocional frente a CCR4,
estructuras rigidas (FR) de la region V de la cadena H y de la regién V de la
cadena L de un anticuerpo humano, y la region constante (regién C) de la
cadena H y la region C de la cadena L de un anticuerpo humano.

20. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, que
contiene la region determinante de la complementariedad (CDR)1, CDR2 y
CDR3 de una region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que tiene las secuencias de amindacidos representadas por
los N° de ID de las SEC.: 1, 2 y 3, respectivaments.

21, El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, que
comprende la regién determinante de la complementariedad (CDR)1, CDR2 y
CDR3 de una regi6n variable (region V) de una cadena ligera (cadena L) del
anticuerpo que tiene las secuencias de amindacidos representadas por los
N° de ID de las SEC.: 5, 8 y 7, respectivamente.

22, El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, sagin cualiquiera de las reivindicaciones 1 a 21, que
comprende la regién determinante de la complementariedad (CDR)1, CDR2 y
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CDR3 de una region variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que tiene ias secuencias de aminéacidos representadas por
los N° de ID de las SEC.: 1, 2 y 3, respectivamente, y la region determinante
de la complementariedad (CDR)1, CDR2 y CDR3 de una regién V de una
cadena ligera (cadena L) del anticuerpo que tiene las secuencias de
aminéacidos representadas por los N®* de ID de las SEC.: 5, 6 y 7,
respectivamente.

23. El anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, que
contiene una ragion variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que contiene una secuencia de aminodcidos en la que al
menos un residuo de aminoécido seleccionado enire Ala en la posicion 40,
Gly en la posicion 42, Lys en ia posicién 43, Gly en la posicién 44, Lys en la
posicion 76 y Ala en [a posicion 97 en la secuencia de aminbdacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 4 se sustituye por otro aminoécido.

24. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, que
comprende una region variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que contiene una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un residuo de aminoécido seleccionado entre Thr en la posicion 28 y
Ala en la posicion 97 en la secuencia de amindacidos representada por el N°
de iD de la SEC.: 38 se sustituye por otro aminoécido.

25. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, que
comprende una region variable (region V) de una cadena ligera (cadena L)
del anticuerpo que contiene una secuencia de aminoécidos en la que al
menos un residuo de aminodcido seleccionado entre lle en la posicion 2, Val
en la posicién 3, Gin en la posicion 50 y Val en la posicién 88 en la secuancia
de amindacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 8 se sustituye por
otro aminoécido.

28. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
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dicho anticuerpo, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 y 25, que
comprende una region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos en la que al
menos un residuo de aminoécido seleccionado entre Ala en la posicion 40,
Gly en la posicién 42, Lys en la posicion 43, Gly en la posicion 44, Lys en la
posicion 78 y Ala en la posicion 97 en la secuencia de amindacidos
representada por el N® de ID de la SEC.: 4 se sustituye por otro residuo de
aminoécido; y una regién V de una cadena ligera (cadena L) del anticuerpo
que contiene una secuencia de aminoécidos en la que al menos un residuo
de aminoécido seleccionado entre lle en la posicién 2, Val en la posicion 3,
Gin en la posicion 50 y Val en la posicion 88 en la secuencia de aminéacidos
represantada por el N° de ID de la SEC.: 8 se sustituye por otro residuo de
aminodécido.

27. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, 24 y 25,
que comprende una regién variable (regiéon V) de una cadena pesada
(cadena H) del anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos en
la que al menos un residuo de aminoacido seleccionado entre Thr en la
posicion 28 y Ala en la posicibn 97 en la secuencia de amindacidos
reprasantada por e N° de ID de la SEC.: 38 se sustituye por otro residuc de
aminoécido; y una regién V de una cadena ligera (cadena L) del anticuerpo
que contiene una secuencia de aminodcidos en la que al menos un residuo
de aminodcido seleccionado entre lle en la posicion 2, Val en la posicién 3,
Gin en la posicion 50 y Val en la posicién 88 en la secuencia de aminéacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 8 se sustituye por otro residuc de
aminodacido.

28. El anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de
dicho anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 y 25, que
contiene una region variable (region V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que contiene la secuencia de amindacidos representada por el
N°de ID de la SEC.: 4, 9, 10, 11, 38, 39, 40 0 41.
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29. E) anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 y 28, que
comprerkie una regioén variable (regién V) de una cadena ligera (cadena L)
del anticuerpo que comprende la secuencia de amindacidos representada
por el N° de ID de la SEC.: 8, 12, 13 6 14.

30. El anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, que
contiene una regién variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que contiene la secuencia de aminéacidos representada por el
N® de ID de la SEC.: 4, 9, 10, 11, 38, 38, 40 6 41; y una region V de una
cadena ligera (cadena L) del anticuerpo que contiene la secuencia de
aminéacidos representada por el N° de ID de la SEC.: 8, 12, 13 6 14.

31. El anticuerpo humano injertado en una CDR, ¢ el fragmento de
dicho anficuerpo, seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, que
comprende una region variable (regién V) de una cadena pesada (cadena H)
del anticuerpo que comprende la secuencia de aminéacidos representada
por el N° de ID de ia SEC.: 8 6 10; y una regién V de una cadena ligera
(cadena L) del anticuerpo que contiene la secuencia de amindacidos
representada por el N° de ID de la SEC.: 14.

32. El fragmento del anticuerpo segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 31, en el cual el fragmento del anticuerpo es un
fragmento del anticuerpo seleccionado entre Fab, Fab', F(ab')z, un anticuerpo
de cadena senclila (scFv), un fragmento dimerizado (Diabody) de la region
variable (region V), un fragmento estabilizado con disulfuro de la region V
(dsFv) y un péptdo que contiene una regién determinanie de Ila
compiementariedad (CDR).

33. Un anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, que es producido por un transformante KM8759 (FERM
BP-8128) o KM8760 (FERM BP-8130).

34. Un transformante que produce el anticuerpo humano injertado en
una CDR, o el fragmento de dicho anticuerpo, segin cualquiera de las

W
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reivindicaciones 1 a 33.

35. El transformante segun la reivindicacion 34, en el cual el
fransformante es KM8759 (FERM BP-8126) o KM8760 (FERM BP-8130).

38. Un proceso para la produccién de un transformante capaz de
producir el anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de dicho
anticuerpo, segiin cuailquiera de las reivindicaciones 1 a 33, que comprende
el cultivo del transformante seguin la reivindicacion 34 o 35 en un medio para
formar y acumular el anticuerpo humano injertado en una CDR, o el
fragmento de dicho anticuerpo en el cultivo; y la recuperacion del anticuerpo
o al fragmento del anticuerpo del cuitivo.

37. Un anticuerpo humano injertado en una CDR, o el fragmento de
dicho anticuerpo, en el que el anticuerpo humano injertado en una CDR, o el
fragmento de dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
33 se conjuga quimicamente o genéticaments con un radioiséiopo, una
proteina o un farmaco.

38. Un ADN que codifica el anticuerpo humano injertado en una CDR,
o el fragmento de dicho anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones
1a33

39. Un vector recombinante que comprende el ADN seguin la
reivindicacion 38.

40. Un transformante que se puede obtener por la infroduccién del
vector recombinante segun la reivindicacién 39 en una célula huésped.

41. Un medicamento que comprende al menos un componente
seleccionado entre el anticuerpo humano injertado en una CDR y o
fragmento de dicho anticuerpo, segin cualquiera de lag reivindicaciones 1 a
33 y 37 como un principio activo.

42. Un producto terapéutico para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con CCR4, que comprende al menos un componente
seleccionado entre el anticuerpo humano injertado en una CDR y el
fragmento de dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
33 y 37 como un principio activo.

4
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43. El producto terapéutico segin la reivindicacion 42, en el cual la
enfermedad relacionada con CCR4 es un céncer o enfermedades
inflamatorias.

44, E| producto terapéutico segun |a reivindicacién 43, en el cual el
cancer es un cancer hematoldgico.

45, El producto terapéutico segun la reivindicacién 44, en el cual el
cancer hematolégico es leucemia o linfomatosis.

48. El producto terapéutico segun la reivindicacion 43, en el cual Ia
enfermedad inflamatoria es una hipersensibilidad de las vias respiratorias o
asma bronquial agudas o crénicas, enfermedad atbpica cuténea, rinitis
alérgica o polinosis.

47. Un producto para el diagndstico de enfermedades relacionadas
con CCR4, que comprende al menos un componente seleccionado entre el
anticuerpo humano injertado en una CDR y el fragmento de dicho anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33 y 37 como un principio activo.

48. El producto para diagnéstico segun la reivindicacion 47, en el cual
la enfermedad relacionada con CCR4 es un céncer o una enfermedad
inflamatoria.

49, El producto para diagndstico segun la reivindicacion 48, en el cual
el cancer es un cancer hematolégico.

50. El producto para diagnodstico segin la reivindicacion 48, en el cual
ol cancer hematolégico es leucemia o linfomatosis.

51. El producto para diagnéstico segtin la reivindicacién 48, en el cual
la enfermedad inflamatoria ee asma cronica por hipersensibilidad de las vias
respiratorias, asma bronquial, enfermedad atdpica cutdnea, rinitis alérgica o
polinosis.

52. Un producto terapéutico para el tratamiento de enfermedades
inmunes mediadas por Th2, que comprende al menos un components
seleccionado entre el anticuerpo humano injertado en una CDR y el
fragmento de dicho anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
33 y 37 como un principio activo.

\
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53. El producto terapéutico segun la reivindicacién 52, en el cual la
enfermedad inmune mediada por Th2 es asma crénica por hipersensibilidad
de las vias respiratorias, asma bronquial, enfermedad atdpica cutdnea, rinitis
alérgica o polinosis.

54. Un producto para el diagnéstico de enfermedades inmunes
mediadas por Th2, que comprende al menos un componente seleccionado
entre el anticuerpo humano injertado en una CDR y el fragmento de dicho
anticuerpo segln cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 33 y 37 como un
principio activo.

55. El producto para diagnéstico segun ia reivindicacion 54, en el cual
la enfermedad inmune mediada por Th2 es asma cronica por
hipersensibilidad de las vias respiratorias, asma bronquial, enfermedad
atdpica cutanea, rinitis alérgica o polinoais.

56. Un método la detscci6én inmunolégica de CCR4, que usa el
anticuerpo humano injertado en una CDR y el fragmento de dicho anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 33 y 37.

57. Un método la deteccién inmunoidgica de una célula que expresaba
CCR4 en la superficie celular, que comprende el uso del anticuerpo humano
injertado en una CDR o el fragmento de dicho anticuerpo, segiin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 33 y 37.

58. Un método para reducir o deplecionar una célula que expresaba
CCR4 en la superficie celular, que consiste en el uso del anticuerpo humano
injertado en una CDR o el fragmento de dicho anticuerpo, segtin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 33 y 37.

59. Un método para inhibir la produccién de citocinas de una célula
Th2, que comprende el uso del anticuerpo humano Injertado en una CDR o0 el
fragmento de dicho anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
33y 37.

U
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ANTICUERPO HUMANO INJERTADO EN UNACDR Y

FRAGMENTO DE DICHO ANTICUERPO

Un anticuerpo humano injertado en una CDR o el fragmento de dicho
anticuerpo, que reacciona especificamente con la region extracelular del
receptor 4 de la quimiocina CC humana (CCR4) pero que no reacciona con
una plaqueta humana; un anticuerpo humano injertado en una CDR o el
fragmento de dicho anticuerpo, que reacciona espacificamente con la region
extracelular de CCR4 y tiene una actividad citotdxica frente a una célula que
expresa CCR4; y un medicamento, un producto terapéutico o un producto
para diagnéstico que contiene al menos uno de los anticuerpos y los
fragmentos de anticuerpo de los mismos como un principio activo.

b
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LISTADO DE SECUENCIAS
<]110> KYOWA HAKKO0 K0GY0 CO.. LTD.

<120 Anticuerpo humano injertado en una CDR y fragmento de dicho anticuerpo

<i30> P-41263

<150> JP 2001-265144
<151> 200]1-08-3]

<l60> 78

<170> Patente Int. Ver. 2. 1

<2101

<211>35

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> |
Asn Tyr Gly Met Ser
1 5

<210>2

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
Thr Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tvr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
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<210>3

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3
His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr
1 5 10

<210>4

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Als Ser Gly Phe Ile Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tip Val
as 40 45
Ala Thr Tle Ser Scr Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

20
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Lys Gly Arg Phe Thr [le Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Len Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys

85 9% 93
Ala Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> §
Arg Ser Ser Arg Asn Ile Val His Il Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210>6

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210 7

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7
Phe Gin Gly Ser Leu Len Phe Trp Thr
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<21>8

<211> 112

<212> PRT

<213> Secucncia artificial

220>
<223> Péptido sintético

<400> 8
Asp lle Val Mct Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gy
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Tle Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn lle Vsl His Ile
20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gia Lys Pro Gly Gin Ser
3s 40 45
Pro Gin Leu Leu Iic Tyr Lys Val Ser Amn Arg Phe Sex Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80
Ser Arg Val Giu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly
85 9% 93
Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu Iie Lys
100 105 110

<210>9

<21i>119

<212> PRT

<213> Secuencis artificial

<220>
<223> Péptido sintético

\2b
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<400> 9
Glu Val Gin Len Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe lle Phe Ser Am Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Tle Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Als Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 9% 95
Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Sex
115

<210> 10

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 135

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Asn Tyr

20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
33 40 45

Als Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
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50 85 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Len Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
Thr Lea Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 11

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<00
<223> Péptido sintético

<400 11

Glu Val Gin Len Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 13

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Als Ser Gly Phe llc Phe Ser Asn Tyr

20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
33 4 43
Ala Thr Tle Sex Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 53 60

Lys Gly Arg Phe Thr llc Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys

85 9 95
Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Sex
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<210~ 12
<A1>112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 12
Asp Val Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn Ile Val His lle
20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Glin Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gin Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Als Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly
85 90 95
Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Iic Lys
100 105 110
<210~ 13
<211>112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220~
<223> Péptido sintético
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<400> 13

Asp Ite Leu Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Sex Arg Asn lle Val His lle

20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu e Tyr Lys Val Ser Am Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Sex Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle

65 70 75 8o

Ser Arg Val Glu Ala Giu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cya Phe Gin Gly
85 90 95
Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu le Lys
100 105 110

<210~ 14
<211> 112
<212 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14
Asp Val Leu Met Thr Gin Sex Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asu lle Val His Tle
20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
as 40 45
Pro Gin Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Scr Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Dle
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65 70 75 80

Ser Arg Val Giu Ala Glu Asp Vel Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly
85 90 95
Ser Leu Len Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 15
<2l11>19
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 15

Met Asn Leu Gly Leu Ser Leu Ile Phe Leu Ala Leu lle Len Lys Gly
1 5 10 15
Val Gin Cys

<210 16

<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220~
<223> ADN sintético

<400 16
aacagctaig accatggcgg CCEogAccee ttaccatgaa cetcgggeic agittgnttt 60

tocttgeoct cattitanaa ggtgtccagt GIgAREIE 98

<210> 17

<211>97

<212> ADN

<213> Secuencia artificial



10

15

20

25

137

<220>
<223> ADN sintético

<400> 17
atgaatccag aggeigcaca ggagagicic agggaccice caggctgtac caagictcce
ccagacicca coagetgeac cicacactgg acacctt

<210> 18

<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> ADN simético

<400> 18
tgtgcagect ctggaticnt tttcagiast tatggoatgt citgggtecg coaggotoea
S888agEESC tERAgLEgREt cacaaccalt agtagtge

<210>19

<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> ADN gintético

<400> 19
acagggagtt cliggcatty (ciciggaga 1gataaaicg tcooticaca cigictggat
aataggaata sgigctagea clactsatgg ttgogace

<210>20
<211>98
<212> ADN

60
97

2 8

98
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 20

138

acaatgocaa gaacicectg tatctgonga tgaacagect gagagicgag gecacggece 60

tgtattactg tgogngacat AgCEAIERAR RCUICECH

<210> 21

<211>96

<212> ADN

«<213> Secucncia artificial

<220>
<223> ADN simético

<400> 21

giasaacgac ggecagiggg cootiggiyg BgECtgAEER pacggtgace agagticcct 60

gaccccaata accasacgcg aapittceat cgotat

<210> 22

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

gatggticac gtagigg

<210>23
<211> 61

9

17
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<212> ADN
<213 Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 23

Clglatctgc agatgancag cctpagaglic gAGEACECER coolgiatia cigiggange
c 61

<210 24

<211> 56

212> ADN

<213> Secuencia artificial

gaainagtgc tagcactact astggitgog acccactcca goctctipic tggage

<210> 25

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>25

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Len Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15

Ser Ser Ser

<210> 26
<211>92
<212> ADN

56

L
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 26

aacagctaig accatggaat tegecictic anaatgaagt igecigting goiptiggty
cigatgiict gpattccige ftccagceagt ga

<210>27

<211>94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220~
<223> ADN sintético

<400> 27

ingatcigca gangaiggag googgrictc CAgEasigac BRSCageeng Aptapagact
gagtcatcac gatatcacty clggnageag gaat

<210~128

<211>92

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220~
<223> ADN sintético

<400> 28
clccatcice tpeagatcia gicggancat tgticatait astggigaca catatitaga
aiggtacctg cagaagccag gocaptotoc ac

<210> 29

60
92

60

92
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<211>93
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 29
Igtgcetgac coacigoecac igaacctptc {ggEAcCCCa gaasatcgat tagnancttt
atagatcagg agoigtggag actggoctgg ctt

<210> 30

<211>92

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 30

tggragtgag twaggcacag attfcacact gasaatcage 8gagiggags clgaggatgt
tgggptitat tactgctitc aaggttcact tc

<210>31

<211>91

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 31

glassacgac ggecagicic gagegiacgt tigatticea ccitggtece itggocgaac
glccacggas gaagtgaacc tigasageag ¢

3 8

92

91
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<210> 32

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 32
ptanancgac ggocagt

<210>33

<211>94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 33

tagaicigca ggagatggag gecggcicic cagSgRIgac EEEcagEpag spiggagact
ghgicalcac aacatcacty ctggaageag gaal

<210> 34

<211>94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 34
tagaicigea ggagatggag gCCERCIcIc CARREEIEAC BRRCARRRAAR ABLEEAEACt

17

£ 3

60



10

15

25

143

gagtcatcas galatcactg ctggasgoog gaat 94

<210> 35

<211>94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 33

tagatctgca ggagAlgaag BCCEEOICIC caggagigac gEgcagagng aptagagnct
gagticatcan ancatcactg ctggaagcag gaat

R 8

<210> 36

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Asn Pro Thr Asp Tle Als Asp Thr Thr Len Asp Glu Ser Ile Tyr Ser
I 5 10 18
Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Pro Lys Pro Cys
20 25

<210> 37

<211> 18

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37

Asp Ghu Ser Ile Tyr Ser Asa Tyr Tyr Len Tyr Giu Ser Ile Pro Lys
1 5 10 15

ProCys
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<210> 38

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 38
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
33 40 45
Ser Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210 39

<211>119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

-

=%



10

15

20

25

30

145

<400> 39
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Len Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe lle Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Thr Ilc Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 40

<211> 119

<212 PRT

<213> Secuencia artificial

Q20>
<223> Péptido sintético

<400> 40
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Len Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 135
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
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35 40 435
Ser Thr le Scr Ser Als Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 . 90 95
Gly Arg His Ser Asp Gly Aan Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 ) 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 41
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<20
<223> Péptido sintético

<400> 41
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gy Gly
1 5 10 13
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ilc Phe Ser Asn Tyr
20 23 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Als Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
33 40 43
Ser Thr lle Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Len Arg Ala Glu Asp Thr Als Val Tyr Tyr Cys
83 90 95

\o\
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Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly

100 105 110
Thr Leun Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 42

<211>97

<212 ADN

<213> Secuencia artificial

<20~
<223> ADN gintético

<400~ 42

§1BAMLCCag AGETIZEACE GEAPAGLCIC AGERACCOT CAEGt GG CARGETICoS

CCBgacIcca ccageigeac cicacactgg acacctt

<210> 43

<211>958

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 43
gtgoagest ctggaticac citcagtast taiggoatgt citggatoog ccaggetoca
§88RagEYEC 18EARIZRST Clcanceatt agtaglge

<210> 44

<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

S8

2 3

\s2
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<220>
<223> ADN sintético

<A00> 44
CEECEIGH cliggantig tcictgpagn 1ggigaatcg toooticaca cigictgat
sataggaats aglgctagea CIACIARIEE HBABACS

<210> 45

<211>98

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 45

acaaticcas gRACSCECLE iatctgcaga tgaacagcct AgARCCEAg RACACERCCE

{ghuttactg tgogagacat agcgatEgRa acttogeg

<210> 46

<211>98

<212» ADN

<213> Secuencin artificial

<220>
<223> ADN siniético

<400> 46

tgtgcagoct ctggaticat tticagtaat tatggeatg! citgggtoog ccaggeteen
$8820338¢c 1ggngigEat cicaaccalt agiagtge

<210> 47
<211>98
<212 ADN

& 38

1S3
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN sintético

&

<400> 47

acagticcas gRACACECIg 1AICtECagA tgAACAGEC GRGRGECEAg BACACEENCE
tgtatiactg tggangacat agcgalgpea acticgeg

<210> 48

<211> 360

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Met Asn Pro Thr Asp Ile Ala Asp Thr Thr Leu Asp Gla Ser Ile Tyr
1 5 10 15
Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser He Pro Lys Pro Cys Thr Lys Glu
20 25 30
Gly fle Lys Ala Phe Gly Glu Leu Phe Len Pro Pro Leu Tyr Ser Leu
35 40 45
Vil Phe Val Phe Gly Leu Leu Gly Asn Ser Val Val Val Leu Val Leu
50 55 60
Phe Lys Tyr Lys Arg Leu Arg Ser Met Thr Asp Val Tyr Leu Leu Am
65 70 75 80
Leu Ala Tle Ser Asp Len Leu Phe Val Phe Ser Leu Pro Phe Trp Gly
85 9 93

Tyr Tyr Ala Ala Asp Gin Trp Vil Phe Gly Leu Gly Leu Cys Lys Met
100 105 110
Tle Ser Trp Met Tyr Leu Val Gly Phe Tyr Ser Gly Tie Phe Phe Val
115 120 125
Met Leu Met Ser Tle Asp Arg Tyr Leu Ala Tle Val His Ala Val Phe
130 13 140

28
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Ser Len Arg Ala Arg Thr Len Thr Tyr Gly Val Hle Thr Ser Len Ala
145 150 155 160
Thr Trp Ser Val Ala Val Phe Ala Ser Leu Pro Gly Phe Leu Phe Ser
165 170 175
Thr Cys Tyr Thr Glu Arg Asn His Thr Tyr Cys Lys Thr Lys Tyr Ser
180 185 190
Leu Asn Ser Thr Thr Trp Lys Val Leu Ser Ser Len Glu lle Asn lle
195 200 205
Leu Gly Leu Vel Ile Pro Leu Gly Ile Met Leu Phe Cys Tyr Ser Met
210 215 220
Ile Ile Arg Thr Leu Gin His Cys Lys Asn Glu Lys Lys Asn Lys Ala
225 230 235 240
Val Lys Met Ile Phe Ala Val Val Val Leu Phe Leu Gly Phe Trp Thr
245 250 235
Pro Tyr Asn lle Val Leu Phe Leu Glu Thr Leu Val Glu Leu Glo Val
260 265 270
Leu Gin Asp Cys Thr Phe Glu Arg Tyr Leu Asp Tyr Ala Ile Gin Ala
275 280 285
Thr Glu Thr Len Ala Phe Val His Cys Cys Leu Asn Pro Il Ile Tyr
290 295 300
Phe Phe Leu Gly Glu Lys Phe Arg Lys Tyr Ile Leu Gin Leu Phe Lys
303 310 315 320
Thr Cys Arg Gly Leu Phe Val Leu Cys Gin Tyr Cys Gly Leu Leu Gin
325 330 335
Lle Tyr Ser Ala Asp ‘Thr Pro Sex Ser Ser Tyr Thr Gin Ser Thr Mot
340 345 350
Asp His Asp Leu His Asp AlaLecu
355 360

- <210 49

<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220~

<221>CDS

<222- 1.357

<223> ADN sintético

<400> 49
808 EIg cag cig BiE £8E ot gEE B2A BAC i1} gla cap CCt gRE A58 48
Gilu Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Gly Asp Len Val Gin Pro Gly Arg

1 5 10 15

tcc ctg aga cic too tgt goa gec tot gga tic att tic agt aat tat 9%
Ser Leu Arg Len Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser As Tyr

20 25 30
gEc atg tct 1gg gic cge cag get cca ggg aag gpg cig gag tgg gic 144

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
gca acc att agt agt get age act tat tee tat tat cca gae agt gtg 192
Ala Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

aag gga cga tic ace ate tec aga gac aat goc aag aac tee cig tat 240
Lys Gly Arg Phe Thr Ilc Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Len Tyr
65 70 75 80
C1g Cag atg anc 8pc CtE aga gic BBE SAC BCE GEC Ctg tat tac 1gt 288
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys

85 90 95
BC8 aga cat age gRt gEA AAC tic gog tit pat tat tgg gge cag gga 336

Ala Arg His Sex Asp Gly Aan Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
acc cig gic acc gic tee tea 357
Thr Leu Val Thr Val Sex Ser
115

<210> 50
<211> 357
<212» ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> CDS

<222 1,337

<223> ADN sintético

<400> 50
§a8 Btg cag cig g1g gag tet SEE BB BAC tIR §ia cag cct g8 agg
Glu Val Gin Leu Val’' Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 15
tee CIg aga €T toe gt gra goe tet gEa tie att tic agt aat tat
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Am Tyr
20 25 30
§8c atg tet (gg gic cge cag get cca gEg ang g2y Ctg gag 1gg gic
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Giu Trp Val
35 40 45
fica acc att agt agt get age act tat toc tat tat cox gac agt gig
Ala Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
38§ gEA CEa (1t 8ce atc {oc AEA BAC At goc ang anc foe ofg tat
Lys Gly Arg Phe Thr Ilc Ser Arg Asp Am Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Glg cag &ty 28C aC CIE AgA S1C GAZ EAC ACE GG UG tAt tac tgt
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Als Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
€8 aga cat agc gat gga aac ttc gog It gat tat 1gg ggc cag gga
Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
acc clg gic acc gic toc tca
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 51

144 -

192

288

336

357

\5+
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<211> 357
<212 ADN
<213> Secuencia artificial

<220

<221> CDS

<222 1,357

<223> ADN gintético

<400> 51
§Ag gig cag Cig ptg gAg Ict g@Q geA grc (g pia cag ot gEg Ag8
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 15
tcc cig aga cic (ec tgt gea goc tot gga tc att itc agt aat tat
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
£8c atg ict (g gic CgC cag get cca gac aag agp Cig BAg tgg gic
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
gca acc sit agt agt get age act tat toc tat tat cca gac agt gtg
Ala Thr lle Sex Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
88g geA CgA Ltc ace atc tcc aga gac ant goo ang Aac toc ctg tat
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
cig cag atg aac agc Cig aga gic gag GAC acg gec Ctg tat tac tgt
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
§C8 aga cat agc gat gga asc ttc gog ttt ggt tat Igg ggC cag gEa
Ala Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
acc ctg gic acc gic tce tea 357
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

96

144

192

336

A
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<210> 52

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220~

<221>CDS

<022 1.357
<223> ADN sintético

<400> 52

BAg BI§ Cag Cig Bt@ gAg tC1 GRE RAA BAC UG gia CAG CCt ERE ARE

Gin Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Lea Val Gin Pro Gly Arg
1 5 10 15

fcc cig aga ctc foc tgt gea goc fot gga ttc att tc agt aat tat

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe lle Phe Ser Am Tyr
20 25 30
BEF atg (ct tgg gic cgec cag get CCA Zac aag 4gg Ctg gag 198 gic
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 43
gca acc ait agt agt get agc act tal toc tat tat coa gac agt gtg
Ala Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
aag gga cgar tic acc afc (cc aga GAC ant goC ang Aac too cig tat
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
cig cag atg aac agc cig Aga SiC §Ag SAC acg goc Cig tat lac tgl
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
207 aga cat agc gat g asc tic gog tit gat tat 1gg Agv cag gEn
Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Al Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110

48

144

192

336
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acc cig glc acc gic toc tea
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 53

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<20

<221>CDS

<222> 1,336

<223> ADN rintético

<400> 53

gat ate gig atg act cag tct cca ctc tec ctg ccc gic ace cot gga
Asp lle Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

1 5 10

gag ccg geo tee ate toc tge aga tct agt egg aac att git cat att
Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn lle Val His Ile

20 25

ant ggt gac aca tat t8 gaa (gg ac cig cag aag cca gEc cag ot
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Gln Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser

35 40

CCa cag cic clg ate tat aan git tcc 88C CEA i1t itt gGEE gic cca
Pro Gin Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Am Arg Phe Ser Gly Val Pro

30 35 60

gAc agg tic agt ggc agt ggg ica gge aca gat tic aca cig aas ate
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile

63 70 75

age 8ga Gig gag Bet gag gt it 83 git tat (AC 15 Ht can gat
Ser Arg Val Giu Ala Ghu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gla Gly

83 90

fca cit cit cog tgg acg tic gge caa ggg acc aag gig gaa ate aaa

357

48

144

192

288

336
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Sex Len Len Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210~ 54

<211> 336

<212> ADN

<213> Sccuencia artificial

<220~

<221>CDS

<222~ 1. 336

<223> ADN sintético

<400> 54

gat git gtp atg act cag tct cca cic tee Cig coo gIC ace oot gga

Asp Val Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 I

EAg ccg goe tee ate tec tge AgA 1ol agt cgR aac att git cat alt

Glu Pro Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn Ile Val His Ile

20 25 30
ast ggt gac aca tat tta gaa tgg tac ctg cag aag cca gge cag ict
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
38 40 45
CCa Cag €1c cig ate tat ass git tee asc cga it tct GRE gic cca
Pro Gin Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 35 60

BAC agg tic agt ggo agl ggg tea ggc aca gat Uc aca Cig aaa ate

Asp Arg Phe S Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Lea Lys lle
63 70 75 80

g 8gA gig gAg get gag gat gtt ggp git tat tac tgC it caa gat

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly

8s 90 95
tea cit cit ccg tgg acg itc ggc caa ggg acc aag gig gan ate aga
Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

144

192

288

336
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100 105 110

<210> 55

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>CDS

<222> 1.336

<223> ADN sintético

<400> 55

gat ate itg atg act cag tct cca cic tcc ctg coc gic ace cct gga

Asp Ile Leu Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

gag ccg gcc tee ate tee tgc aga tet agt egg anc att git cat att

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn lle Val His Ile

20 25 30
aat ggt gac aca iat tia gaa igg tac ctg cag aag cca gge cag tet

Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Giu Trp Tyr Len Gin Lys Pro Gly Gin Sex
35 40 45
CCA Cag cit iy ate tat aga git tcc aac cga it tot ggg gic cca
Pro Gin Leu Leu Ite Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

BAC agg tc agt gac agt SEE (ca BEC aca gat tic aca cig asa ate

Asp Arg Phe Ser Gly Ser (By Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

age aga gig gag get gag gat git gEg git tat tac tgc tit caa ggt

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly

8S 90 95
ica cit cit ccg 1gg acg tc ggC caa gEE acc asg gig gaa ate asa
Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Giu lle Lys

48

144

192

336
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100 105 110

<210> 56

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220

<221> CDS

<222> 1.336

<223> ADN sintético

<400> 56
gat git 1tg atg act cag tct cca cic icc ctg oo gic acc oct gga
Asp Val Leu Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
BAS CCB Bec 1CT ate 16C 15 aga fot agt cgg aac att git cat ait
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn lle Val His Ile
20 25 30
aat ggt gac aca tat tta gaa 1gg tac ctg cag aag cca gge cag icl
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Len Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45
cca cag cic cig ate tat asa git tcc asc cga it it ggg gic cca
Pro Gin Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 35 60
BAC agp U agt gRC ARt SRS iCa gC AcA gat tic aca cig aas ate
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
8gc aga BiB BAg BCt gag Bat git EBE stt tat tac tgc it caa gat
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly
85 90 95
tea cit ctt cog tgg acg tic gc can gEg Ace sag gig gt atc aaa
Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Giu Ile Lys
100 105 110

48

96

144

192

240

288

336
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<210> 57

<211> 357

<212>» ADN

<213> Secuencia artificial

<20~

<221> CDS

<222> 1,357

<223> ADN sintético

<400 57

BAg Bta cag Cig pig gag tcl SRR EAA BEC IR gia cag ccl GRE BES

Glu Val Gin Len Val Glu Ser Gly Gly Gly Len Val Gin Pro Gly Gly

1 5 10 15
tcc cig aga cic tee 1gt gea gec tot gga tic ace tte agt aal tat
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 23 30
BEK atg Ict tgg gic cgc cag get cca gRE aag g8 Cig gag tgg gic
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
a5 40 45
tca acc att agt agt get age act tat tcc tat tat cca gac agt gtg
Ser Thr lle Ser Ser Ala Sex Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
ang gga cga tic acc atc 10C Aga gac ant (o ARg 88C Acg CIg tat
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Cig cag 8ig 8AC AEC CIR AgA ROC SAR BAC GCE gCC Rig tat tac 18t
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ale Val Tyr Tyr Cys
8s 9% 95

§C8 aga cat agc gat GgA aacC tic gog (it gt tut {9 ggc cag gga

Als Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110

acc ctg gic acc gic toc tea

144

192

336

357
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Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 58

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221>CDS

<222> 1.357

<223> ADN sintético

<400> 58
48 BIg cag cig BIg Bag It GEE BBA REC itg gia cag ccl 8K BES
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 Is
tce ctg aga cic icc tgt gea gec ot gga tic att tic agt aat tat
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
88¢ atg tct tgg gic cgc cag get cca gRE aag BES C1§ gAg 188 Bic
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
tca acc aft agt agt get age act tat toe tat tat cca gac agt gig

Ser Thr lle Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
30 55 60
28g gga cpA tic acc atc trc AgA gAC aat fcc Aag aac acg ctg tat
Lys Gly Arg Phe Thr lic Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Cig cag atg aac agce Cig AgA gcc gAg SAC acg §oo §ig tat tac tpt
Leu Gin Met Amn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

BCE MEA At AEC BAt AEA RAc TiC geg tit gt tat 1gy ggc cag gEA

48

144

192

288

336
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Ala Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
acc cig gte acc gic tee tca
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 39

<211>357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>
<221> CDS

<Q22> 1. 357

<223> ADN sintético

<400> 59

BAE I cag Cig gig gAg ICt EEE BER EBC 11E Bta cag ccl §EE 856

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

tcc cig aga ctc toc tgt gea goc tot gga tic ace ttc agt aat tat

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Als Ala Ser Gly Phe Thr. Phe Ser Asn Tyr

20 25 30
B8c atg 1ct 158 gtc Cgc cag get cca gag ang gRg cig gag 1gg gic
Gly Met Sex Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Giu Trp Val
35 40 45
tca acc att agt agt get agc act tat (S tat tat oca gac agt gig
Ser Thr Ile Ser Scr Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

84§ gga Cga tic acc ate tee AgA gac adt tee ang aac acg cig tat

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Cig cag atg anC agc CIE agn §CC GRS SAC ACE SOC GIg 1Al lac 1g1

Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

357

48

96

144

192

288
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85 2 95
888 aga cat agc gat gga anc tic gog it ggt tat Igg EC Cag gEA
Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
acc cig gic ace gic tee tea
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 60

<211>357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20>

<221>CDS

<222> 1.357

<223> ADN simtético

<400> 60
£8g Big cag cig gig gag tct gEg ggA BEc g gia cag cot BRE BER
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
fcC Cg aga ctc cc tgt goa goc 1ot gga tic att tic agt aat tat
Ser Leu Arg Len Ser Cys Als Als Ser Gly Phe Ile Phe Ser Asn Tyr
20 23 30
SE¢ atg tct 1gg gic cgc cag get cca gEg S88 SBY Ci BAR 168 BT
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gty Leu Glu Trp Val
35 40 45
tca acc att agt agt get agc act tat tec tat tat cca gac agt gig
Ser Thr Ile Ser Ser Ala Sex Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
82g ggn A Itc Acc atc icC AgA gac aat toc aag Aac acg cig tat
Lys Gly Arg Phe Thr lle Scr Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

336

357

96

144

192

240
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Ci cag Atg AaC agC Cig ag8 OC PAS BAC aCg goc gig tat tac gt
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Als Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
B8R aga cat agc gat gga aac ttc gog tt ggt tat 188 BBC cog ggA
Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp Gly Gin Gly
100 105 110
acc cig gic acc gic tec tea
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 61

<211> 414

<212> ADN
<213> Mus musculos

<220>
<221>CDS
<222 1.414

<400> 61

stg aac cic ggg cic agt tig att iic cit goc Cic att tia ass ggt

Mect Asn Leu Gly Len Ser Leu He Phe Leu Ala Leu Ile Leu Lys Gly

1 5 10 15

8ic cag tgt gag gty cag oip §I3 BAg I0t BEE S8 GAC tta atg aag

Val Gin Cys Giu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Len Met Lys
20 25 30

cot gga ggg tcc cig asa atc tec tgt gea goc tot gga e att to

Pro Gly Gly Ser Leu Lys Ile Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe

35 40 43
gt aat tat gRC atg tct 1R Ait CAC cag act cca gac atg agg cig
Ser Asn Tyr Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Thr Pro Asp Met Arg Leu
50 55 60

gaa tgg gtc goa acc aft agt agt get agt act tat toc tat tat oca
Glu Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro

288

336

357

144

192

20\
{34
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65 R 75 80

gAC ag! gig ang aA cga tic acc ata tcc 4K SAC AAC GOC Gag 8ac

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Am Ala Glu Asn

8s 90 95

fce cta tat cty can atg aat agt ctg agg tct gag gac aca ggc ata

Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly He
100 105 110

tal tac tgt gga aga cat agc gat pgn aac tc gog iit gt @t (g

Tyr Tyr Cys Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp

115 120 125
86¢ CBA B8E act Cig gto act gic tot goa
Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
130 135

<210> 62

<211> 138

<212> PRT

<213> Mys musculus

<400> 62
Met Asn Leu Gly Len Ser Len lle Phe Leu Ala Leu Ile Leu Lys Gly
1 5 10 15
Vel Gin Cys Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Met Lys
20 25 30
Pro Gly Gly Ser Leu Lys Ile Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Tle Phe
33 40 45
Ser Asn Tyr Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Thr Pro Asp Met Arg Leu
50 55 60
Glu Trp Val Ala Thr Ile Ser Ser Ala Ser Thr Tyr Ser Tyr Tyr Pro
65 70 75 80
Asp Ser Val Lyz Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Glu Asn
8s 90 95
Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly lle
100 105 110

288

336

384

414

169
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Tyr Tyr Cys Gly Arg His Ser Asp Gly Asn Phe Ala Phe Gly Tyr Trp
115 120 125
Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
130 135

<210 63

<211> 396

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220
<221>CDS
<222 1.396

<400> 63
atg aag tig cct git agg ctg g gtg ctg atg tic tgg att cct get 48
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15
tcc agc agt gat git ttg atg acc can act cca ctc fec cig oot gie 96
Scr Ser Ser Asp Val Leu Mct Thr Gin Thr Pro Leu Ser Len Pro Val
20 25 30
agl cit gga gat caa gee toc atc tot 1ge aga tot agt cgp aac alt 144
Ser Leu Gly Asp Gin Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn lie
35 40 45
gtt cat att aat ggt gac aca tat tia gaa tgg tac ctg cag aga ccg 192
Val His lle Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Arg Pro
50 33 60

ggc cag tct cca aag cic cta afc tac asa git tcc aac cga tit tot 240
Gly Gin Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Am Arg Phe Ser
65 70 75 80
888 gtc cca gac agg ttc agt gge agt gga ica ggg aca gat tic aca 288
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

85 9 95
cic ang atc agc Aga gtg §ag Bet gRE gat cig gpa git tat tac fgc 336
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Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys
100 105 110

i1t caa ggt tca cit cit cog tag Acg 1 gBt B8R BRC ACC AEQ CIg

Phe Gin Gly Ser Leu Len Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Arg Len

115 120 125
A8 8lC aga cgg
Glu e Arg Arg
130

<210> 64

<211> 132

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp lle Pro Ala
1 5 10 15
Ser Ser Ser Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30
Ser Leu Ay Asp Gin Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Arg Asn lle
35 40 45
Val His Dle Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Arg Pro
30 55 60
Gly Gin Ser Pro Lys Leu Leu Ilc Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 73 80
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 935
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Giu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys
100 105 110
Phe Gin Gly Ser Leu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu
115 120 125

Giu Dle Arg Arg
130

384

396

B4
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<210> 63

<211>39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 65
Saggaasasa gCgECcCECEA ceoctcacca tgaaceicg

<210> 66

<211>39

<212> ADN

<213> Secuenciz artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 66

cpatgggece tgatggaga Ctacagagac agtgaccag
<11>31

<212 ADN
<213> Secuencia artificisl

<210> 67

<220>
<223> ADN sintético

<400> 67
cocggaaticy coioctcana atgaagite ¢

<210> 68

39

39

31
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<211>31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 68
agecaccgia cgictgatit coagocigst § 3l

<210> 69

<211>97

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 69
atgasiccag sgEcigcaca SRARARICIC AEEEACCCCE CAZRCLRIAC cangocicce
ccagactcca ccagotgeac cteacactgg acacctt

<210> 70

<211>28

<212 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 70

Asn Pro Thr Asp lle Ala Asp Thr Thr Leu Asp Glu Sex e Tyr Ser
1 5 10 15

Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Te Pro Lys Pro Cys

97

133
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<210> 71

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<400> 71

Asp Giu Ser D¢ Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser lle Pro Lys
1 5 10 15

Pro Cyz

<210> 72

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<400> T2
Glu Ser 1le Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Pro Lys Pro
1 5 10 13

Cys

<210> 73

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Péptido sintético

<400> 73
Ser Ile Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Pro Lys Pro Cys
1. 5 10 13

<210> 74

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 74
Hie Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Pro Lys Pro Cys
1 5 10 15

<210> 75

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 75
Glu Ser Ile Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Cys
1 5 10

<210> 76

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

w2

Ui
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<20
<223> Péptido sintético

<400> 76

Glu Ser [le Tyr Ser Asn Tyr Tyr Len Tyr Glu Ser Cys

1 5 10

<210> 77

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<20
<223> Péptido sintético

<400> 77
Glu Ser Ile Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Cys
1 5 10

<210> 78

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Glu Ser Tle Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Cys
1 5 10
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogota D C
Doctor(a) Oficio N°
HUMBERTO RUBIO CAMACHO
Apoderado G:375
KYOWA HAKKO KOGYO CO., LTD.
ASUNTO:
Radicacién N° 04-17609
Solicitud intemacional PCT/JP02/08828
Fecha inicio fase nacional 31/03/2004
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

» La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del
derecho de patente del inventor al solicitante 0 a su causante (Art. 26-k)
Decisidn 486).

¢ La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cdédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente deberad presentar el documento que
acredita la existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

e El solicitante debe aclarar si la solicitud comesponde al Capltulo ! 6 | del
PCT, porque la indicacién en el petitorio no corresponde a los documentos
del expedients, en caso necesario adjuntar los documentos que
comresponden.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 488, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifilquese el presents oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capltulo quinto gel titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

i6r requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2,5. 7y 10
06 Acn. 2004 Conmutdor: 3 820840 Fux: 3 505220
- Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 3153265 al 69
Fax: 3 505220. Linca 9800-210 165
" Web: wwwisic.govico e-mail: info@sic.amv.oo
Bogoti D.C. - Colombia




