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FULLY HUMAN ANTIBODIES AGAINST HUMAN 4-1BB{(CD137)

F1eld of the Invention.
The mvention 18 directed to fully human antibodies and, more specifically to
fully human entibodies to human 4-1BB (CD137)

BACKGROUND OF THE INVENTION

An extensive body of evidence has unequivocally demonstrated that some
degree of immune response agamst cancer exists m lumeans and anmmals. In cancer
patients, cellular components of the :mmune system are able to recognize antigens
expressed by tumor cells, such as differentistion of oncofetal antigens or mutated
gene products (S Rosenberg, Nature 411 3830~4 (2001) P van der Bruggen et al,
Immunological Rev., 188 51-64 (2002)) A number of clmical studies have shown
that tumor-infiltrating lymphocytes have favorable prognastic sigmficance (E. Halap,
Med. Oncol 15(4)203 11 (1998) Y Narto et al,, Cancer Res., 58(16) 34914
(1998) L Zhang etal, N.E.J Med,, 348(3) 203 13 (2003)) Furthermore, treatment
with immunomodulators, such as cytokanes or bactenal products, cancer vaccmes, or
adoptive mmunotherapy has led to tumor regression 1n a number of patients (S
Rosenberg, Cancer J Sc. Am 6(S) 2 (2000) P Bassi, Surg Oncol., 11(1 2) 77-83
(2002) S Anton:a et al., Current Opmion 1n Jmmunol., 16 130-6 (2004)) Despite
these responses, immunity agamst cancer frequently fails to effectrvely eliminate
tumor cells The causes for this finlure can be grouped into three major categories.
(1) umpasred tumor recognrtion by immune cells, either by vanable expression of
tumor antigens or reduced expression of class I major histocompatbihity complex
(MHC) (1) mmunosuppressive tumor microenvironment, as a result of secretion of
mhibrtory cytokines by tumor cells (¢ g. TGF B) and (ui) poor tumor
mmunogencity due to the lack of expression of co-simulatory molecules on tumar
cells, which results m the mability of the tumor cells to effectrvely simulate T-cells
Advances m our understandmg of the requirements for tumor antigen recognition and
immune effector function mdicate that a potential strategy to enhance an ant-tumor
immune respanse 18 to provide co-strmulation through an amaliary molecule Tumor
antigen-specific T-cells require costmulation to mitiate and mamtain effector
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functions Thus, therapies that target cosamulatory molecules can be apphbed to
modulate and enhance the :immune response to tumors

The current mode! for T-cell activation postulates that naive T-cells require
two mgpals for full activation. (i) a signal provided through the bmdmg of processed
antigens presented to the T-cell receptor by major histocompatiility complex QMHC)
class I molecules and (ii) an additional signal provided by the mteraction of co-
stmulatory molecules on the surface of T-cells and therr hgands on antigen preseating
cells Recognition of an antigen by a naive T-cell 18 msufficient in nself to tngger T
cell activation. Without a co-stunulatory signal, T-cells may be elimmated erther by
death or by nduction of anergy Signaling through the CD28 costimulatory molecule
appears to be key for the mmration of T-cell responses However CD137 (4-1BB)
signaling has been shown to be prmnordal for the mamtenance and expansion of the
unmune response to antigens, as well as, for the generation of memory T-cells

CD137 (4-1BB) 15 a member of the turnor necrosis receptor (TNF R) gene
famaly which includes proteins mvolved in regulation of cell proliferation,
differentiation, and programmed cell death. CD137 15 a 30 kDa type I membrane
glycoprotem expressed as a 55 kDa homodimer The receptor was mrtally described
m mice (B Kwon etal, PN.A.S USA, 86 1963 7 (1989)), and later identfied m
bumsans (M Alderson etal., Bur J Immunol., 24 2219-27 (1994) Z. Zhou etal,,
Immunol Lett. 45 67 (1995)) (See, also Published PCT Applications W095/07984
and W096/29348 and US Patent No 6 569,997 hereby mcorporated by reference
(See, SEQIDNO.2)) The human and munne forms of CD137 are 60% 1dentical at
the ammo acid level. Conserved sequences occur m the cytoplasmic domam, as well
as 5 other regions of the molecule, mnd:cating that these residues might be mportant
for finction of the CD137 molecule (Z. Zhon et al Immunol Lett. 45 67 (1995))
Expression of CD137 has been shown to be predommantly on cells of lymphoid
Imeage such as activated T-cells, activated Natural Killer (NK) cells, NKT-cells,
CD4CD25 reguilatory T-cells, and also on activated thymocytes, and imtraeprthehal
Iymphocytes In addrhon, CDD137 has also been shown to be expressed on cells of
myeloid ongn hike dendriic cells, monocytes, neutrophils, and eosmophils. Even
though CD137 expression 15 mainly restricted to immune/inflammatory cells, there
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have been reports describmg 1ts expression on endothelial cells associated with a
small number of tissues from mflammatory sites and tumors

Functional activities of CD137 on T-celis have been amply characterized.
Signalmg throngh CD137 1 the presence of suboptimal doses of anh-CD3 has been
demonstrated to mduce T-cell proliferation and cytolane synthesis (mamly IFN-y)
and to inhibit activated cell death. These effects have been observed with both
murme and human T-cells (W Shuford etal., J Exp Med. 186(1) 47 55 (1997) D
Vinagy et al., Semm. Immunol., 10(6) 481-9 (1998) D Laderach et al., Int. Immunol.
14(10) 1155-67 (2002)) In both humans and mice, co-stenulation enhances effector
functions, such as IFN-y production and cytotoxacity by angmentmng the numbers of
antigen-specific and effector CD8+ T-cells. In the absence of anti-CD3 signalmg,
stmulation through CD137 does not alter T-cell fimction, indicating that CD137 15 a
co-stimulatory molecule.

The physiological events observed followmg CD137 stmulahon on T-cells
are meduited by NF xB and PI3K/ERK1/2 signals with seperate physiological
finctions NF «B signals tngger expression of Bclq, an anh-apopotic molecule,
thus resulting in mereased survival, whereas PI3K and ERK1/2 signals are
specifically responsible for CD137-mediated cell cycle progression (H Lee etal, J
Immunol., 169(9) 4882 8 (2002)) The effect of CD137 actrvation on the inhibition
of activation 1nduced cell death was shown in vitro by Hurtado et al (J Hurtado et
al J Immunocl 158(6) 2600 9 (1997)) and mn an m vivo system 1n which anti
CD137 monoclonal antibodies {tnabs) were shown to produce long term survival of
superantigen-activated CD8+ T-cells by preventing clonal deletion (C Takahashi et
al., J Tmmunol. 162 5037 (1999)) Later two reports demonstrated, under different
expermental condrttons, that the CD137 signal regulated both clonel expansion and
survival of CD8+ T-cells (D Cooper et al, Bur J Immunol. 32(2) 521 9 (2002) M
Maus et al, Nat. Biotechnol 20 143 (2002)) Reduced apoptosis observed after co-
stimulation correlated with increased levels of Bl in CD8+ T-cells, while Bel 2
expression remamned unchanged. Up-regulation of the anti-apoptotic genes Bel-y. and
bfl 1 via 4 1BB was shown to be mediated by NF kB activation, since PDTC an NF
kB specific blocker mhibited 4-1BB-mediated up-regulation of Belg (H Lecetal,,
J Immunol 169(9) 4882 8 (2002)) On the other hand, clonal expansion of activated
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T-cells appears to be med:ated by mecreased expression of cycling D2, D3 and E, and
down-regulation of the p27-¥" protemn. This effect occurs m both an IL-2 dependent
end mdependent fashion (FL Lee et al., J Immumol., 169(9) 4882-8 (2002))

Altogether CD137 shmulation results 1n enbanced expansion, survival, and
effector funchions of newly prmed CD8+ T-cells, acting, in part, directly on these
cells Both CD4+ and CD8+ T-cells have been shown to respond to CD137
stimulation, however 1t appears that enhancement of T-cell function 1s greafer
CD8+ cejls (W Shuford etal J Exp Med., 186(1) 47 55 (1997) L Gramagha etal.,
Bur J Immunol., 30(2) 392-402 (2000) C Takahashi et al. J Immunol, 162 5037
(1999)) Based on the critical role of CD137 simulation in CD8+ T-cell fimctron and
survival, manspulation of the CD137/CD137L system provides a plausible approach
for the trestment of tumors and viral pathogens.

Recently the constitutive expression of CD137 on freshly 1solated dendnhe
cells (DCs) was demonstrated m mice (R. Wilcox et al. J Immmmol 169(8) 4230-6
(2002) T Futagawa et al., Int. Immunol., 14(3) 275 86 (2002)) and hvmans (S Pauly
etal J Leukoc. Biol 72(1).35-42 (2002)) These reports showed that strmulation of
CD137 on DCs resulted m secrehon of IL-6 and IL-12, and, more importantly it
enhanced DC abilty to shmulate T-cell responses to alloantigens. Furthermore, Pan
etal demonstrated that CD137 signaling 1n DCs resulied m upregulation of MHC
Class ] and costrmulatory molecules, and produced an increased ability of DCs to
mfiltrate tumors (P Pan et al., J Immunol., 172(8) 4779-89 (2004)) Therefore,
CD137 costimulation on DCs appears to be a novel pathway for prohiferation,
msaturahon, and migration of DCs.

Activated Natural Killer (NK) cells express CD137 following strmulation wrth
cytokines (L. Melero et al., Coll Immunol., 190(2) 167 72 (1998) R. Wilcox etal,J
Immunol., 169(8) 4230-6 (2002)) Several reports demonstrated that NK cells appear
to be critical for the modulation of the antstumor immune response induced by
agomishc CD137 antibodies ((I Melero etal Cell Inmunol 190(2) 167 72 (1998)
R. Miller et al., J Immunol 169(4) 1792-800 (2002) R. Wilcox et al, J Immunol
169(8) 4230-6 (2002)) Depletion of NK cells sigmificantly reduces the antritumor
activity of anti-CD137 mabs Ligation of CD137 on NK cells induces proliferation
and IFN-y secretion, but does not affect their cytolytic activity Notably m witro
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CD137-stumulated NK cells preseoted an mmunoregulatory or "helper” activity for
CD8+ cytolyhic T-cells resulung m expansion of actvated T-cells. Therefore, CD137
signahng on NK celis may modulate mnate immunity to tumors.,

A paradoxical effect has been described for CD137 shumulation m that
agomistic CD137 antibodies can mduce suppression of the humoral responses to T-cell
enhgens 1n primates and mouse models (H. Hong et al., J Immunother., 23(6) 613 21
(2000) R. Mittler etal., J Exp Med,, 190(10) 153540 (1999)) Notably CD137
agomistic anhbodies were shown to produce significant amel:oration of the symptoms
associated with antibody dependent autommmune diseases such as systemic lupus
erytbematosus and experimental antomumune encephalomyehtis (J Foell etal, NY
Acad. Sc1.,, 987 230-5 (2003) Y Sun et al., Nat. Med., 8(12) 1405 13 (2002))
Rocently Seo et al demonstrated that, m a mouse model of rheumatod arthratis,
treatment with an agonzstic anti-CD137 antibody prevented the development of the
disease, and remarkably blocked disease progression (S K. Seo et al., Nat. Med.

10 1099 94 (2004)) The mechanism responsible for this effect has not been well
defined, but m the model of rheumatoid arthritis it wag shown that treatment with a
CD137 agonishic antibody resulted m the expansion of IFN-y producmg CD11C-
CD8+ T cells. IFN-y m turn stmuleted dendntic cells to produce ndolamine-2 3
dioxygenase (IDO), which exerts immuno-suppressive activities It has also been
postulated that CD137 signaling on antigen-activated CD4 + T-cells results n
mduction of IFN-y secretion which activates macrophages Activated macrophages
can 1n turn produce death signals for B cells  Continuous signahing through CD137
on CD4+ T-cells may subsequently induce activation induced cell death (AICD) of
these CD4+ activated T-cells. Therefore, by ehminating antigen-activated T-cells and
B cells, a reduced antibody response 1s observed and, consequently a dramatic
reduction of Th2-medated inflammatory diseases 15 observed (B Kwonetal J
Immunol., 168(11) 5483-90 (2002)) These studies suggest a role for the use of
agonistic CD137 antibodies for the treatment of inflammatory or autoimmune
diseases, without inducmg a general suppression of the immune system

The natural igand for CD137 CD137 ligand (CD137L) a 34kDa glycoprotem
member of the TNF superfamily 15 detected manly on activated antigen presenting
cells (APC) such as B cells, macrophages, dendrtic cells, and also on murme B-cell
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lymphomas, activated T-cells, and human carcmoma Imes of epithehal origm (R.
Goodwmn et al., Eur J Immunol., 23(10)263141 (1993) Z. Zhou et al., mmunol
Lett., 45 67 (1995) H. Salik et al, J Immwnol,, 165(5).2903 10 (2000)) Human
CD137L shares 36% homology with 1ts murme counterpart (M. Alderson et al., Bur
J Immunol., 24 2219-27 (1994))

In addrhon to delivening signals to CD137-expressing cells, binding of CD137
to CD137L mitates a bidwectional signal resultmg m finctional effects on CD137L-
expressing cells. Langstem et al. demonstrated that bmding of CD137 Ig fusion
protem to CD137L on actrvated monocytes mduced the production of IL-6, IL-8, and
TNF-a, upregnlated ICAM, and mhibited IL-10 resulting ;» mcreased adherence (J
Langstemn et al., J Immugol 160(5).2488-94 (1998)) In addrhon, proliferation of
monocytes was demonstrated along with a lugher rate of apoptosis (Y Langstem et al.,
J Leukoc Biol., 65(6) 829-33 (1999)) These observations were confirmed by the
studies of Ju et al (S Ju et al, Hybnd Hybndomics, 22(5) 333-8 (2003)) whuch
showed that a functional anti-CD137L antibody induced a high rate of proliferation of
peripheral blood monocytes Blockmg the ligand resulted m 1ohibition of T-cell
actrvation. In addrhon, soluble CD137L was found in the serum of patients with
theumatoid arthritis and hematological mahgnancies (H. Salih et al., J Immunol.,
167(7) 4059-66 (2001)) Thus, the mteraction of CD137 with CD137L influences and
produces functional effects on T-cells and APC

In another important aspect of T-cell finction, 1t has been demonstrated that
agonistic anti~CD137 antibodies rescued T-cell responses to protemn anhgens 1n aged
mice. |t has been well documented that an age-related decline in the immune
response {0 anhigens occurs, a process known as immunosenesceace (R. Miller
Science, 273 704 (1996) R. Miller Vaccme, 18 1654-60 (2000) F Halam ct al.,
Curr Opmnion Immunol., 16 151 156 (2004)) This phenomenon appears to be due to
alterahions m the equilibrrum between the extent of cellular expansion and cellular
survival or death. Bensal Pakala et al tested the hypothesis that secondary
costimulation through CD137 can be used to enhance T-cell responses in situations
whaere T-cells do not recerve sufficient strmulation, due to erther reduced expresmon
of CD3 or CD28 or reduced quality of signals. Their studies showed that aged mice
had a deficient in vitro recall response compared to young mice (P Bansal-Pakala et
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al., J Immunol, 169(9) 5005-9 (2002)) However when aged mice were treated with
anti-CD137 mabs, the prohifratrve and cytokine responses of T-cells were 1dentical to
the responses observed n young mice Whale the specific mechamism responsible for
this effect was not ehucidated, 1t was speculated that enhancing both the expression of
anti-apoptotic molecules like Bel-yg, and the promobion of IL-2 secretion #7 vrivo may
play a role 1 rescuung defective T-cell responses, These stzdies demonstrated the
potential for agomstic ant-CID137 antibodies to rescue weak T-cell responses m
clderly mmuno-compromised mndividuals, and has profound implications for the uge
of anti-CD137 antibodies m cancer patients

A role for CD137 targeted thernpy 1n the treatment of cancer was suggested by
m vivo efficacy studies m mice utilmng agomstic antt murme CID137 monoclonal
antibodies. In a paper by Melero et al., agonistic anty-monse CD137 antibody
produced cures in P815 mastocytoma fumors, and m the Jow mmumogemc tumor
model Ag104 (L Melexo et al., Nat. Med., 3(6) 682-5 (1997)) The antitumor effect
required both CD4+ and CD8+ T-cells and NK celis, smce selective m vivo depletion
of each subpopulation resulted in the reduction or complets loss of the ant1 tumor
effect. It was also demonstrated that 8 mmmal mduction of an inmume response was
necessary for anti-CD137 therapy to be effective. Several mvestigators have used
anti-CD137 anthibodies to demonstrate the viabiltty of this approach for cancer therapy
(T Kxm et al., Cancer Res 61(5) 2031 7 (2001) O Martinet et al., Gene Ther
9(12) 786 92 (2002) R. Miller et al., J Immunol, 169(4) 1792-800 (2002) R.
Wilcox et al.,, Cancer Res  62(15) 4413-8 (2002))

In support of the ant tumor efficacy data with agonisttc CD137 antibodies,
signals provided by CD137L have been shown to elicit CTL activity apd anti tumor
responses (M. DeBenedette et al., J Immumol., 163(9) 483341 (1999) B Guinn et
al J Immunol 162(8) 5003 10 (1999)) Several reports demonstrated that gene
transfer of CD137 hgand into munne carcmomas resulted 1n fumor rejection,
demonstrahng the requirement of costimulahon m generating an efficient immune
response (S Mogi et al Immunology 101(4) 541 7 (2000) L Melero et al., Cell
Immunol., 190(2) 167 72 (1998) B Gumn etal J Immunol., 162(8) 5003 10
(1999)) Salih etal reported the expression of CD137L m human carcmomas and
buman carcinoma cell lines (H Salihetal J Immunol 165(5).2903 10 (2000)) and
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demonstrated thet tumors cells expressing the ligend were able to deliver a co-
stumulstory signal io T-cells which resulted m the release of IFN-y and 1L.-2, and that
thus effect comrelated with the levels of CD137L on tumors. Whether expression of
CD137L m human tumors could make these tumors more susceptible to agomstic
CD137 antibodies 1s not known.

CD137L -/ muce have underscored the importance of the CD137/CD137L
system m T-cell responses to both viruses and tumors (M. DeBenedette et al. J
Immunol 163(9) 4833-41 (1999) J Tanetel,, J Immunol., 164(5) 2320-5 (2000)
B Kwon et al., J Immunol., 168(11) 5483-90 (2002)) Studies using CD137 and
CD137L~deficient mice have demonstrated the importance of CD137 costimulation
graft vs-host disease, and anti viral cytolytic T-cell responses CD137-deficient mice
had an enhanced prohferahon of T-cells, but a reduction m cytokme production-and
cytotoxic T-cell actvity (B Kwon et al., J Immumol., 168(11) 5483-90 (2002) D
Vmnay et al, immuno] Cell Biol., 81(3) 176-84 (2003)) More recently 1t was shown
that knockout mice (CD137-/ ) had a higher frequency of tumor metestases (4-fold)
compared to control mice These data suggest that restoration of CD137 signalmg by
the use of agomstic anti-CDD137 amtibodies 15 a feasible approach for augmenting
cellular mmune responses to viral pathogens and cancers

In addrhion to the data 10 mouse iz vivo models which supports the
involvement of CD137 signalmg 1n aptitumor tmmune responses, studies conducted
10 primary human tumor samples have confirmed the role of CD137 m generatmg
effsctor T-cells In patients with Ewimg sarcoma, Zhang et al showed that
intratumoral effector T-cells presented the CD3+/CD8+/CD28-/CD137+ phenotype.
Unexpectedly coexisience of progressive tnnor growth and antr-tumor immunity
(efiector T-cells) was observed. Ex vivo simulation studies with patients cells
demonstrated that tumor-induced T-cell proliferation and actrvation requred
costmulaton with CD137L. Stimulation of PBL with anti-CD3/CD137L, but not
anti-CD3/ant-CD28 mduced tumor lytic effectors  These studies provided further
evidence that CD137 mediated costimulation could resnlt i expansion of tnmor
reactive CTLs (FL Zhang etal Cancer BioL Ther 2(5) 579 86 (2003))
Furthermore, expression of CD1., 7 was demonstrated n tumor infiltrating

lymphocytes m hepatocellular carcinomas (HCC) (Y Wan et al., World J
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Gastroenterol, 10(2) 195-9 (2004)) CD137 expression was detected m 19 out of 19
HCC by RT PCR, and n 13/19 by imnmumofiuorescence staining  Conversely CD137
was not detected m the perpheral mononuclear cells of the same patients Analyses
conducted 1n healthy donor lrver tissues fled to demonstrate expression of CD137
These studies did not attempt to correlate climcal disease with CD137 expression.
Thus, studies conducted m Bwing sarcoma and hepatocellular carcmoma revealed the
presence of TIL that express CD137 with concomtant disease progression In Ewing
sarcomas 1t was demonstrated that CD137+TILs were able to kll tumor cells ex-vrvo
suggesting that the CD137 pathway was mitact in these patients, and that perhaps
suppressive factors m the tumor microenvironment mhibited theiwr function. Hence, 1t
can be postulaied that systemic admimistration of agomstic CD137 antibodies may
provide the signal necessary for expansion of these effectar T-cells

In addrtion to its role 1n the development of immuntty to cancer expenmental
data supports the use of CD137 agomstic antibodies for the treatment of sutoimmune
and viral diseases (B Kwon et al. Exp Mol Med., 35(1) 8-16 (2003) H Sahh et al
J Immunol 167(7) 4059-66 (2001) E. Kwon etal,P.N.AS USA, 96 15074-79
(1999) J Foelletal, NY Acad. Sc1, 987 230-5 (2003) Y Sun et al, Nat. Med.,
8(12) 1405 13 (2002) S K. Seo et al, Nat. Med. 10 1099 94 (2004))

Consequently based on the roles of 4-1BB n modulating immune responss, it
would be desirable to produce anti-human 4-1BB antbodies with agonistic activities
that could be used for the treatment or prevention of human diseases such as cancer
infections diseases, and autoimmune diseases

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

The present mvention provides fully human antibodies that bind to human 4-
1BB (H4-1BB) and that allow binding of H4-1BB to.a human 4-1BB hgand (H4-
1BBL) Thus, the mveation 1s directed to antibodies that bind to H4-1BB and that do
not block the binding of H4-1BB to H4-1BBL, thereby permrtting the bndmg of both
an antibody of the invention and H4-1BBL to H4-1BB The nvention also provides
antibodies with agomistic activities m that bmding of the antibodies to H4-1BB results
1n an enhancement and stmulation of H4-1BB mediated immune responses These
antibodies can be used as ynmuno-enhancers of an anti-tumor or anti viral immune
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response, or as immunomodulators of T cell mediated antormmune diseases. The
antibodies can also be used as diagnostic tools for the detection of H4-1BB m blood
or tissues of patients wrth cancer autotmmiune, or other diseases.

In one aspect, the mmvention provides & monoclonal antibody or anhigen-
bindmg portion thereof that specifically binds to H4-1BB compnsing a light cham
vanable region and a heavy chain vanable region, wheremn the hight cham vanabie
region compnses a CDR1 (complementary determmng region 1), a CDR2
(complementary determmmg region 2), and a CDR3 (complementary detecmming
region 3) as depicted m FIG 4 and the heavy chain vanable region compnises a
CDR1 (complementary determming region 1), 2 CDR2 (complementary determming
region 2), and a CDR3 (complementary determuning region 3) as depicted m FIG 3 or
FIG 7 The monoclonal anhbody (mab) can be, for example, an IgG4 antibody or
IgG1 antibody

In another espect, the invention provides & monoclopal antibody or amhgen
bmdmg portion thereof, wherem the light chain compnises a vanable region as
depicted m FIG 4 and the heavy chain compnses a vaniable region as depicted m
FIG 3 or FIG 7

In another aspect, the mvention provides a monoclonal antibody compnismg a
Tight cham and a heavy cham, whereimn the hght cham comprises amino acid residues
21 236 of SEQ ID NO 6 and the heavy chan comprises ammo acid residues 20-467
of SEQ IDNO 3 In another aspect, the invention provides a monoclonal arhbody
comprising a hght chain and a heavy chamn, wherem the hight chain comprises amino
acid residues 21 236 of SEQ ID NO 6 and the heavy chamn compnses ammo acid
residues 20-470 of SEQID NO 9

The antibodies of the mvention have wide therapeutic applications as
mmunomodulators of diseases such as cancer mstormmune diseases, mflammatory
diseases, and nfectious diseases

The invention further provides methods for treating cancer 1n a subject
compnismg admunistening a therapeutically effective amount of an antibody of the
mvention to the subject. In one aspect, this method farther compnises administermg a
vaccine Surtable vaccines mclude, for example, a tumor cell vaceme, a DNA
vaccine, 8 GM-CSF modified tumor cell vaccine, or an antigen-loaded dendrstic cell

10
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vaccmne. The cancer can be, for example, prostate cancer melanoma, or eprthelial
cancer

In another aspect, the invention provides a method for enhencmng the rmmune
response, compnsing admmistrahion of an antibody of the mvention and a STV gag
vaccme In another aspect, the mvention provides a method for enhancmg the
immune response, compnsmg admimstration of an antibody of the inveation and a
PSA vaccine In another aspect, the mvention provides a method for enhancing the
immune response to a SIV gag vaccme, compnsing admmistration of an antibody of
the mvention. In another aspect, the mvention provides a method for enhancing the
immune response to 8 PSA vaccme, comprising admmistration of an antibody of the
mvention.

The invention also provides pharmaceutical compositions compnsing an
antibody of the invention, or an antigen binding portion thereof, and a
pharmaceutically acceptable carner The pharmaceutical composition can be
admmustered alone or 1n combination with an agent, e g., an sgent for treatmg cancer
such as a chemotherapeutic agent or a vaceine or other immunomodulatory agent.

The nvention also provides 1solated polynucleotides compnising a nucleotide
sequence selected from (a) nucleotides that encode the ammo acid sequence of
amino acid residues 20-467 of SEQ ID NO 3 (b) nucleotides that encode the amimo
acid sequence of SEQ ID NO 3 (c) nucleohides that encode the amuno acid sequence
of amno acid residues 21 236 of SEQ ID NO 6 (d) nucleotides that encode the
amno acid sequence of SEQ ID NO 6 (e) nucleotides that encode the ammo acid
sequence of amuno acid residues 20-470 of SEQ ID NO 9 (f) nucleotides that encode
the amino acid sequence of SEQ ID NO 9 and (g) nucleotides that encode a fragment
of an ammo acid sequence of (8) to (f), such as a vanable region, constant region, or
one or more CDRs. The 1solated pofynucleotides of the mvention further comprise
nucleotide sequences encodmg at least one CDR of FIG 3 at least one CDR of FIG
4 or at least one CDR of FIG 7 The invention further provides 1solated
polynucleotides that comprise the nucleotide sequence of SEQ IDNO 1 SEQID
NO 4 or SEQIDNO 7

The mvention also provides 1solated polypeptides comprising an amino acid
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO 3 SEQID NO 6 and

11
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SEQIDNO 9 In another aspect, the mvention provides 1solated polypeptides
compnsmng the smmo acid sequence of amuno acid residues 20-467 of SEQ ID NO 3
wsolated polypeptides comprismg the ammo acid sequence of ammo acid residues 21
236 of SEQ ID NO 6, and 1solated polypeptides compnsing the amino acid sequence
of ammo acxd remdues 20-470 of SEQ IDNO 9 In another aspect, the mventon
provides 1solated polypeptides comprising the ammo acid sequence of at least one
CDR of FIG 3 FIG 4 or FIG 7 or at least the vanable or constant region of FIG 3
FIG 4 orFIG 7

The mvention firther includes an rmmunoglobulm having bmding specificity
for H4-1BB said immunoglobulm compnsing an antigea binding region. In one
aspect, the mmunoglobulin 1s a Fab or F(ab ), of an antibody of the invention.

The invention also mcludes a cell Line that produces an antibody or antigen
bmding portion thereof of the mvention, recombinant expression vectors that include
the nucleotides of the mvention, and methods to make the antibodies of the mventron

by culturmg an anttbody producmg cell hne.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIG 1 shows a plasmud map of pD17 20H4 9.bh4de.

FIG 2 shows a plasmid map of pD16gaie-20H4 9.1.C

FIG 3 (FIGS 3A 3H) shows the nucleotide sequence of the plasmid pD17
20H4 9.h4a, includmng the coding strand (SEQ ID NO 1), complementary strand (SEQ
ID NO 2), and amino acid sequence (leader peptide 1s amno acid residues 1 19 of
SEQ ID NO 3 heavy cham 1s amno acid residues 20-467 of SEQ ID NO 3) encoded
by the coding strand

FIG 4 (FIGS 4A-4F) shows the micleotide sequence of the plasmid
pD16gate-20H4 9.L.C, mchudmg the coding strand (SEQ ID NO 4), complemeantary
strand (SEQ ID NO 5), and ammo acid sequence (leader peptide 13 amino acid
residues 1 20 of SEQ ID NO 6 light chan 1s amino acid residues 21 236 of SEQ ID
NO 6) encoded by the coding strand.

FIG 5 shows a schemane of the 20H4 9-IgG1 heavy cham sequence construct.

FIG 6 shows a schematic of the 20H4 9 hight cham sequence construct.

12
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FIG 7 (FIGS 7A 7D shows the nucleotide and ammo acid sequences of the
20H4 9-IgG1 heavy chain construct, mcludng the coding strand (SEQ ID NO 7),
complementary steand (SEQ ID NO 8), and amino acid sequence (leader peptide 15
ammo acid residues 1 19 of SEQ ID NO 9- heavy cham 15 ammno acid residues 20-470
of SEQ ID NO-9) encoded by the coding strand

FIG 8 (FIGS 8A-8B)illustrates the results obtamed from the binding of mab
20H4 9-IgG] to human CD137 by ELISA (FIG 8A) and the effect of mab 20H4 9
IgG1 on CD137-CD137L mteraction (FIG §B)

FIG 9 (FIGS 9A-9B) illustrates the results obtamed from the bmding of mab
20H4 9-1gGl to PMA sonomycin stunulated human or cynomolgus monkey cells.
Human CEM (FIG 9A) or monkey PBMC (FIG 9B) were incubated with 20H4 9-
IgG1 or human CD137L fusion protemn.

FIG 10 (FIGS 10A 10B) illustrates the results obtained by induction of IFN-y
In co-shmulatory studies with anti-CD137 antibodies, which are expressed as fold
mcrease in pg/ml over controls Due to the vaniable background response among
donors, data was normalized relative o control treatments (=1) Median IFN-y
baseline level for human T-cells (FIG 10A) or monkey PBMC (FIG 10B) stimulated
with ant:-CD3 alone was 592 pg/ml and 505 pg/ml respectively

FIG 11 provides plasmon resonance plots of binding of mab 20H4 9 IgG4
and mab 20H4 9 IgG1 to human CD137

FIG 12 1llustrates the concentration-dependent binding of 20H4 9 IgG4 to
PMA 1onomycm sttmulated human CEM cells, but no binding to unstimulated CEM
cells

FIG 13 (FIGS 13A B) illustrates the induction of IFN-y in co-stimulatory
stuches with anti-CD137 antibodres The results are expressed as fold icrease 1n
pg/ml over controls Due to the variable background response among donors, data
was normalized relative to control treatments (=1) Median IFN-y baseline level for
human T-cells (FIG 13A) or monkey PBMC (FIG 13B) simulated with anti-CD3
alone was 592 pg/ml and 505 pg/ml respectively

FIG 14 (FIGS 14A 14B) illustrates the results obtained of dose-dependent
enhancement of IFN-y synthesis by mab 20H4 9 1gG4 (FIG 14A) and effect of
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antibody crosslinking by addstion of crossimkmg anty homan IgG antibody (7 pg/ml)
(FIG 14B)

FIG 15 illustrates the effect of mab 20H4 9-IgG4 on T-cell survival and cell
cycle progression. Human T-cells were costimulated with anti-CD3 (1 ug/mI) + mab
2(0H4 9 1gG4 at the concentrations histed. Six days after inrhation of the assays, cells
were collected and stamed with Annexan V and propidnum odide to determune the
aumber of live cells (Annexin V/PI negatrve) or PE-conjugated cyclin D2 to detect
cycling cells Results represent the mean (1SD) of 4 lots of msb 20H4 9 IgG4 tested
m paralle]

FIG 16 (FIGS 16A 16D) shows in cynomolgus monkeys the antigen-specific
IFN-y response as measured by ELISPOT afier treatment with a DNA vaccine + anty
human 4-1BB antibodies Anmals were treated with a SIV gag vaccme (day 0 28
56 FIG 16A), SIV gag vaccine (day 0 28, 56) and mab 20H4.9-IgG4 (day 12, 15
and 19 FIG 16B), or SIV geg vaccine (day 0 28 56) and hu39BE3 G4 (day 12 15
and 19 FIG 16C) A group of ammals was left imtreated (FIG 16D) At vanous
times following treatment, blood was collected, and PBMC were separated and
evaluated for thewr ability to secrete IFN-y n the presence of antigen stimulation.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The mvention 1s directed to the preparation and charactenization of antibodzes,
and antigen binding fragments thereof (including fusion proteins that compnse an
antigen binding fragment of an antibody of the mvention) for use in the treatment of a
disease, such as a cancer infections disease, inflammatory disease, or autormmune
disease. The cancer can be, for example, prostate cancer melanoma, or epithelia]
cancer

The antibodies are capable of bindmg to H4-1BB and can present high
affinity for H4-1BB and effectively enhance T cell responses In one aspect, the
antibody mduces IFN-y production in co-stunulatory assays but does not affect the
bmdmg of H4-1BB to rts corresponding hgand, H4-1BBL, and does not fix
complement.
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The antibodies of the mventron may be produced by methods well known m
the art. In one aspect, the antibodies can be produced by expression mn transfected
cells, such as mmortalized enkeryotic cells, such as myeloma or hybndoma cells

The antitbodies of the mvenhon may be used alone, or together with other
therapeutic agents such as radiotherepy (including radiation)), hormonal therapy
cytotoxic agents, vaccines, and other immmunomodulatory agents, such us cytokines
and biological response modifiers. These agents are particularly usefal m treatmg
cancer and mmune-prohferative disorders

In one aspect, the mvention provides the monoclonal antibody (mab) 20H4 9-
IgG4 FIGS I and 2 provide plasmid maps of pD17 20H4 9.h4a and pD16gate-
20H4 9.1.C, respoctrvely that can be used to produce mab 20H4.9-IgG4 FIG 3
(FIGS 3A 3H) provides the nucleotide sequence of the plasmid pD17 20H4.9 h4a,
mcludmg the coding strapd (SEQ ID NO 1) complementary strand (SEQ ID NO 2),
and amino acid sequence (leader peptide 18 ammo acid residues 1 19 of SEQ ID
NO 3 heavy chain 1s smmo acid residues 20-467 of SEQ ID NO.3) encoded by the
coding strand. FIG 4 (FIGS 4A-4F) shows the nucleotide sequence of the plasmid
pD16gate-20H4.9.1.C mcluding the coding strand (SEQ ID NO 4), complementary
strand (SEQ ID NO 5), and ammo acid sequence (leader peptide 15 amino acid
restdues 1 20 of SEQ ID NO 6 light charm 13 amino acid residues 21 236 of SEQ ID
NO 6) encoded by the coding strand.

In another aspect, the mvention provides the monocional antibody (meb)
20H4 9 IgG1 FIG 5 schematically shows a heavy cham sequence construct of mab
20H4 9-IgG1 FIG 6 schematically shows a light chain sequence construct of mab
20H4 9 for both mab 20H4 9 IgG4 and 20 H4 9 IgG1 FIG 7 provides the
nmuclectide sequence (codmg strand (SEQ ID NO 7) and complementary strand (SEQ
1D NO 8)) of the heavy chain sequence construct of FIG 5 and the amino acid
sequence (leader peptide 1s ammo acid residues I 19 of SEQ IDNO 9 heavy cham 1s
ammo acid residues 20-470 of SEQ ID NO 9) encoded by the coding strand The
hight chamn of mab 20H4 9 IgG1 1s the same as the light cham of mab 20H4 9-IgG4

The mvention also encompasses antibodies with conservative amino acid
substitubons from the heavy and hght chaip amino acid sequences depicted 1n SEQ
ID NOS 3 6 and 9 that have substantially no effect on H4-1BB binding
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Conservatrve subststutions typically melude the substitntion of one ammo acid for
another with ssmuler charactenishics, e.g., substrtntions withun the following groups.
valine, glycme, glycme, alanine, valine, 1soleucine, leucine, aspartic acid, ghitemic
acid, asparagme, glutamme, serine, throonme lysine, arginine and phenylalanme,
tyrosmne.

The polynncleondes encoding the polypeptides of the mvention typically
further compnse an expression control sequence operably linked to the polypeptide
coding sequences, includmg naturally-associated or heterologous promoter regions
Preferably the expression cootrol sequences will be eukaryotic promoter systems m
vectors capable of transformmg or transfecting cukaryotic host cells, but control
sequences for prokaryotic hosts may also be used Once the vector has been
mcorporated mto an appropniate host, the host 13 mantained under condraons surtable
for high level expression of the nucleotde sequences and, as desired, the collechon
and purification of the hight cham, heavy chan, ight/heavy chain dmmers or mtact
antibody binding fragments or other immunoglobulin form may follow (See, S
Beychok, Cells of Inmunoglobulin Synthesis, Academic Press, NY (1979)) Smgle
chamn anhibodies or munibodies (smgle cham antibodies fused to one or more CH
domains) may also be produced by jommg nucleic acid sequances encoding the VL
and VH regions disclosed herem with DNA encodmg a polypeptide linker

Prokearyotic hosts, such as E coli, and other microbes, such as yeast, may be
used to express an antibody of the mvention In addition to microorganisms,
mammalian tissue cell culture may also be used to express and produce the antibodies
of the nvention. Eukaryotic cells may be preferred, because a number of surtable
host cell lines capable of secreting intact immunoglobulms have been developed
mcludng, for example, CHO (chinese hamster ovary) cell lines, COS (African green
monkey fibroblast cell lime) cell lmes, Hela cells, myeloma cell Imes, and
hybridomss Expression vectors for these cells can mclude expression control
sequences, such as 2 promoter or enhancer and necessary processing mformation
sites, such as nbosome binding sites, RNA sphice sites, polyadenylation sites, and
transcriptional terminstor sequences, all well known 1n the art.

The vectors contamnng the DNA segments of interest (e g., the heavy and/or

light chamn encoding sequences and expression control sequences) can be transferred
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mito the host cell by well-known methods, which vary depending on the type of
cellular host. For example, calcrum chlonide transfection 18 commonly used for
prokaryotic cells, whereas calcium phosphate treatment, lipofection, or
electroporahon may be used for other cellular hosts. (See, e g T Mamahs et al.,
Molecular Clonmg- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1982))

Once expressed, the antibodies, therr dimers, ndividual light and heavy
chamns, or other immunogiobulin forms, can be punfied according to standard
procedures m the art, such as ammonium sulfate precipietion, affinity columns,
column chromatography gel electrophoresis, and the like. Substantinlly pure
mmmunogiobulins of at least 90 to 95% homogenerty are desirable, and 98 to 99% or
more homogeneity are more desirable

The antibodies of the mvention are useful for modulating T cell and antibody-
medinted immune responses  Typical disease states surtable for treatment mclnde
cancers, mfectious diseases, mflammatory diseases, and sutormmune diseases such as
muttiple sclerosis, theunnatoid arthntis, systemic lupus erythematosus, and
myaesthenia gravis

The wvention also provides phermaceutical compositions compnsing st least
ope antibody of the mvention and a pharmaceutically acceptable carner The
pharmaceutical composttions may be sterilized by conventional well known
stertlization techmiques. The pharmaceutical composttions can also contan
pharmaceutically acceptable auxiliary substances as requured to approximate
physiological conditions such as pH adjustmg and buffering agents, stability
enhancing agents such as mannitol or tween 80 toxicity adjusting agents and the like,
for example, sodium acetate, sodmm chlonde, potassium chlonde, calcium chlonde,
sodium lactate, or human albumm.

The antiboches and pharmaceutical compositions of the mnvention are
particularly useful for parenteral admimistration, mcludmg subcutaneous
intramuscular and intravenous administrahon ‘The pharmaceutical compositions for
parenteral admumstration can compnse a sohition of the antibody dissolved 1n an
acceptable cammer preferably an aqueous carner A vanety of aqueous carriers can be
used, all well known m the art, e g., water buffered water saline, glycine and the like
These solutions are sterile and genemlly free of particulate matter It 1s especially
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advantageous to formulate parenteral compostions m dosage umit form for ease of
admmistration and muformuty of dosage.

The pharmaceutical composihon can further compnse an additionsl agent for
treatment of a discase. In one aspect, the pharmaceuhical compostion includes an
agent for treatment of a cancer an mnfectious disease, inflammatory diseass, or
aytoimmune discase The antibody of the invention can also be co-admimistered or
scparately admimisiered with an addmional agent for treatment of a disease.

The antibodzes of the mvention can be used with other agents to enhance the
immune response to cancerous cells in a patient. In one aspect, the antibody 1s used n
combmation with an mmunogemnic agent, such as cancerous cells, punfied tumor
antigens (mcluding recombinant proteins, peptides, and carbohydrate molecules), or
cells transfected with genes encoding mnmune stimulating cytokines and cell surface
antigens In another aspect, the anttbody 15 used 1n combination with a vaccme such
as, for example, a tumor cell vaccine, a DNA vaccine, a gene-modified tumor cell
vaccine, such as GM-CSF-modified tumor ceil vaccme, a peptide vaccine, or an
antigen loaded dendntic cell vaccine.

Many expenmeatal strategies for vaccination agamst tumors have been
devised In one of these strategies, a vaccine 18 prepared usmg autologous or
allogenexc tumor cells These cellular vaccines have been shown to be most effective
when the tumor cells are transduced to express GM-CSF GM-CSF has been shown
to be a potent activator of antigen presentahon for tumar vaccination (Dranoff et al.,
PN.AS 90353943 (1993) E. Jafee etal, J Clin Oncol 19 145 56 (2001) R
Salgiz etal J Chn. Oncol., 21 624-30 (2003))

The study of gene expression and large scale gene expression patterns m
various tumors has led to the definhon of so called tumor specific antigens (S
Rosenberg, Immunsty 10 281 7 (1999)) In many cases, these tumor specific antigens
are differentistion antigens expressed 1n the tumors and m the cell from which the
tumor arose, for example melanocyte antigens gp 100 MAGE antigens, Trp-2 Many
of these antigens can be shown to be the targets of tumor specific T celis found in the
host. The antibod:es of the invention may be used 1n conjunction with a collection of
recombinant proteins and/or peptides expressed in a tumor 1n order to amphfy and
direct the immune response to these antigens towards a Th] response. These protemns
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are normally viewed by the immme system as self antigens and are therefore tolerant
to them

In one aspect of the mvention, the antsbody 1s combined wrth an
mmunodulatory agent compnsmg the STV gag antigen (as a model for HIV DNA
vaccne) or prostate specific antigen (PSA) or a DNA vaccme comprising a
mucleotide sequence that encodes the SIV gag antigen or prostate specific antigen
(PSA) PSA vaccmes are described 1n, for example, M Pavienkoetal Br J Cancer
91(4) 688-94 (2004) J Wolchoketal Semm. Oncol, 30(5) 659-66 (2003) J Kim et
al Chn, Cancer Res 7(3 Suppl ) 8825-889s (2001) SIV gag vaccmes are described
1, for example, B Makitalo et al,, ] Gen Virol 85(Pt 8) 2407 19 (2004) N Letvmn
etal J Virol 78(14) 7490-7 (2004) S Mossman et al., AIDS Res Hum.
Retroviruses., 20(4) 425 34 (2004) F Bertley et al., J] Immunol., 172(6) 3745 57
(2004) L Patterson et al., J Virol, 78(5) 2212 21 (2004) E ONeill et al, AIDS
Res. Hum. Retroviruses, 19(10) 883 90 (2003) Z. Buetal Vmology 309(2) 272-81
(2003)

The tumor antigen may aiso mclude, for example, the protein telomerase,
which 15 required for the synthesis of telomeres of chromosomes and which 1s
expressed m more than 85% of human cancers and 1n only a Iimited number of
somatic tissues (N Kim etal Science, 266 2011 2013 (1994)) Tumor antigen may
also be neo-antigens expressed mn cancer cells because of somatic mutations that
alter protein sequence or create fusion protems between two unrelated sequences, or
ihotype from B cell tumors Other tumor vaccines may mclude the proteins from
viruses ymplicated 10 human cancers such a Human Papilloma Viruses (HPV)
Hepatrtis Viruses (HBV and HCV) and Kaposi s Herpes Sarcoma Virug (KHSV)
Another form of tumor specific antigen which may be used with an antibody of the
invention 18 purified heat shock proteins (HSF) 1solated from the tumor tissue ttself
These heat shock protems contam fragments of protems from the tumor cells and
these HSPs are highly sfficient at delivery to antigen presenting cells for eliciting
tumor mmunity (R. Suot et al., Science 269 1585 1588 (1995) Y Tamuraetal.,,
Scieace 278 117 120 (1997))

The antibodies of the mvention can also be used to enhance the rmmune
response to vaccines to viral antigens, such as HIV or HCV  The antibodies of the
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mvention can also be used to enhance the; immune response to other
mmunomodulatory agents, and to elicit 8 memory mnmune response. Examples of
these agents are cytokmes such as GM-CSF IL-2, IL-15 IL-12, F13 ligand, CD40
ligand, adyovants such as CpG-ohgodeoxynucleotide (bacterial DNA) or antibodies
to OX-40 or CTLA-4

The pharmaceutical composttions of the mvention can be administered for
prophylactic and/or therapeutic treatments. In therapeutic apphcation, the
pharmaceutical composition 15 admimstered to a patent already suffering from a
disease, 1n an emount sufficient to cure or at least partially arrest or treat the disease
An amount adequate to accomplish this 1s defined as a “therapeutically effective
dose.” Amounts effective for this use will depend upon the severty of the disease
state and the patient (includmg, for example, the general state of the patient’s own
mmmune system), and can be determmned by one sklled in the art. In prophylactic
applications, the pharmaceutical composttion 18 admmistered to a patient not already
1n the disease state, 10 enhance the patient s resistance to the discase state. Such an
amount 18 defined to be a “prophylactically effective dose.” In this use, the precise
amounts depend upon the patient s stute of health (includmg, for example, the general
state of the pahient s own rmmune system), and can be determmed by one sklied 1n
the art. In one aspect, the prophylactic use 18 for the prevention of tumnor recurrence.

Examples
Example 1 Generation of Antibodies
Matenals and Methods

Fully human monoclonal antibodies to the human CD137 (4-1BB) receptor
were generated in the HuMAb-Mouse® (Medarex, Inc., Pninceton, New Jersey)
HuMAb mice were immunized five tnnes intraperttoneally (i p ) and subcutaneously
(s c.) wrth 25 pg of the extracellular domain of human CD137 m RIBI adjuvant (Rib1
Immunochemical) Pnor to fusion, mice were boosted intravenously (i v ) with the
same amount of antigen. Spleen cells from mmunized mice wrth adequate trters of
antibodies to hnCD137 were fused to mouse myeloma cells followmg stendard

procedures
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Anti human CD3 mab (clone.HIT3a), ELISA kits for human and monkey
IFN-y cytometric bead array (CBA) Lits, and all conjugated antibodies for flow
cytometry were purchased from BD Pharmingen (San Drego, Caltforma) Humen
IgGy A and Human IgG, x were purchased from Sigma Aldnch (St. Lows, Missouri)
CEM celis (ATCC-CRL 2265) were purchased from ATCC Culture media (RPMI)
and fetal bovine serum (FBS) were purchased from Mediatech Inc (Herndon,
Virgmia) Sheep Red Blood Alsevers was purchased from Colorado Serum Co
(Denver Colorado)

Hybridoma screening Detection of bindmg to huCD137 by ELISA. To
identify hybridomas secreting anti human CD137 antibodies, ELISA plates (Nunc
MaxaSorp) were coated with human CD137-mouse IgGa, fusion protem at 1 pg/ml m
PBS overmight at 4 C Plates were then washed 3 tunes with PBS with 0 01% Tween
80 (PBS-T), and subsequently blocked with PBS-T plus 1% bovme serum albumm
(BSA), for 20 mn at room temperature  Fifty microlrters of supemnatants diluted 1 3
m PBS-T were added to the plates and incubated for 1 2 hr at ambient temperature
Afterwards, plates were washed as before, and bmdmg of antibodies was detected by
an mcubation with alknime phosphatase-conjugated goat F(ab ); anth human IgG
sntibody (Jackson Laboratonies, West Grove, Pennsylvania) Plates were developed
with pNPP and read at 405 nm

Blocking assay Twenty six hybndomas secreting anttbodies that recognized
huCD137 by ELISA were evaluated for their ability to allow CD137-CD137L
mteractions These analyses were conducted mitialty in an ELISA format Plates
were coated with human CD137 mulgGas, at 02 pg/ml, 100 pliwell  Senal dilutsons
of the mab 20H4 9 IgG1 or control antibodies, dihrted in PBS-T and 1% bovme
serum albumun, were added to the plate CD137L-CD8 fusion protein was added to
the wells at a concentration of 0.2 ug/ml Bmding of antibodies was detected with a
biotinylated anti~CD8 antibody (0.2 pg/ml, Ancell Corporation, Bayport, Minnesota)
After several washes, streptavidin-alkahine phosphatase (1.2000) and pNPP for the
detection of bound antibodies were added, and the plates were read at 405 nm

To confirm that the selected antibodies did not alter CD137-CD137L bmnding,
purified antibodies were further characterzzed by BlAcore analyses All expenments
were camied out on & BlAcore 3000 mstrument (BIAcore Inc., Piscataway New
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Jersey) Human CD137 was inmobilized covalently at a hugh densrty on a carboxy
methylated dextran surface of a BIAcaore sensorchup (BIAcore Inc. Piscataway New
Jersey) Imjections were conducted at 2 ug/mL m 10 mM acetate buffer pH 5 0
Unoccupied active esters were subsequently blocked by injection of an excess of
cthanolamme Regeneration of the surface was done with 10 mM glycme, pH 2 0

Punified samples of anti-CD137 antibodies were diluted to concentrations
between 200 and 1000 nM using HEPES buffered saline, pH 7 4 supplemented with
0 15 M NaCl and 0 005% surfactant P20 (HBS-EP) Human CD137L-CD8 fusion
proteins (huCD137L) were used as source of CD137 ligand. Expennments were
conducted m which huCD137L was myected prior to anti-CD137 antiboches, or vice
versa. Imjections were performed at & flow rate of 5 pL/mm. Bound Iigand and
antibodies were removed by regeneration with 10 mM glycine buffer pH 2 0

Human T-cell punification. T-cells or PBMCs were obtained from healthy
buman donors Blood was collected ;n EDTA, suspended m eluiriation buffer (RPMI
contarning 2 5 mM EDTA, 10 ug/ml polymyxin B), underlayed with Lymphocyte
Separation Medium (LSM, Medistech Inc., Herndon, Virginia), and centnifuged at
1800 rpm for 25 mumutes. Cellular mterfaces were collected, and centnfuged at 1500
rpm for 10 minutes, Afterwards, cell pellets were resuspended m ehrtriation buffer
and washed Sheep Red Blood Cells (SRBC, 1 10 dilution), and incubated on ice for 1
hour Cells were then underlayed with LSM and centrifuged at 2500 rpm for 25
mumutes I[nterfaces were removed and SRBC were lysed with SRBC Lysis Buffer
Isolated T-cells were washed and resuspended in 10% FBS/RPML

Flow Cytometric analyses Binding of anti-human CD137 antibodies to
CD137 expressed on cells was determined by flow cytometry A human T-cell
leukernia cell lme (CEM) or cynomolgus monkey peripheral blood monocytic cells
(PBMC) were used for these studies These cells do not express CD137
constitutrvely but the receptor can be mmduced by shimulation with phorbol mynstate
(PMA, 10 ng/ml) and sonomycin (1 pM) for 18 hr Cells were then washed and
incubated with vanous concentrations of the antibodies 1 stmming buffer (phosphate
buffer saline, PBS, plus 1 % FCS and 0 01 % sodum azide) Bmding of the
antibodies to strmulated or non-stmulated cells was detected by a fluarescein (FITC)

or phycoertthrin (PE) conjugated goat anti-human IgG (Jackson Immunoresearch,
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West Grove, Pennsylvama) To confirm expression of CD137 a fusion protein
consistng of the extracellular domam of CD137 higand and mouse CD8 was used

{(Ancell Corporation, Bayport, Minnesota), followed by meubation with PE-
conjugated anti-mouse CD8 (BD Pharmmgen, San Diego, California) Samples were
fixed n 1% formalin kept at 4 °C, and read by flow cytometry

Functional assays Primary human T-cells or monkey PBMC obtamed from
healthy donors were simulated with mmobilrzed ant1-CD3 antibody to provide the
first signal for T-cell actrvation, and co-strmulated with human ant: homan CD137
antibodses. As a non-specific control, a humamzed anti-carcinoma antibody (BR96)
was used st the same antibody concentration. Plates were coated with anti-CD3
antibody (0 5 1 pg/ml) at 4 °C overught. The next day T-cells or PBMC were plated
at 1 1.5 x10° /well concentrations. Synthesis of IFN-y was measured afier 72 hours of
culture at 37 °C erther by cytometric bead array (CBA) or by ELISA.

Cytolane assays

ELISA. After shmulation of T-cells at vanous times, plates were centnfuged
and media was removed. Cytokine levels were detected by an ELISA m accordance
with the manufacturer s mstruchions (BD Pharmingen, San Diego, Califormia) In
brief, test samples and standards were added to anti-cytolane-coated 95-well plates
After mcubation for 2 br at ambient temperature, plates were washed 3 times 1n PBS
T and then incubated first with a working detector antibody followed by the addition
of substrate. Absorbance was read at 405 nm and concentrations were calculated
based on the standard curve

Cytometric Bead Array: Another method used to determme cytoline
production i vitro was flow cytometry using the Cytometric Bead array (CBA)
developed by BD Pharmingen Levels of IFN-y IL-2, IL-5 114 IL-10 and TNF-x
were measured in culture supernatants following manufactnrers mstruchons Results
were analyzed by flow cytometry with the CBA analysis software
Results

Hybndomas secreting antibodies that showed bmdmg to human CD137 were
further expanded, and subcloned. Secreted antibodies were purified and tested for
their ability to bmd to huCD137 and to allow the mnteraction of CD137-CD137L. Of
the panel of anti-human CD137 antibodies evaluated, mab 20H4.9 IgG1 was selected
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for further evaluation based on 1ts bmdmg profile and non-blockmg properties The
20H4 9-IgG1 antibody 1s IgG1 kappa as determmed by ELISA usmg alksime
phosphatase anti-humam IgG1 2,3 4 and ant-kappa and lambda reagents (Southern
Biotech, Bimungham, Alabama) FIG 8 (FIG 8A bmdmg to human CD137 by
ELISA, FIG 8B effiect of mab 20H4 9-IgG1 on CD137-CD137L mterachon)
provides the inrtial characterization of mab 20H4.9-IgG1 Senal dilutions of mab
20H4 9-1gG1 26G6 (a blocking anti-CD137 antibody) or tetanus toxord (TT
negatrve comtrol) were evaluated for their ability to alter bindmg of CD137 to
CDI137L. Mab 20H4 9 IgG1 at concentrations up to 10 pg/m! did not block CDI137L
bindng, whereas mab 26G6 mhibited bindmg at concentrations > 0 37 pg/ml

Mab 20H4 9-IgG1 was also tested for reactivity towards CD137 expressed on
human T-cells (CEM) and 1 cynomolgus monkey peripheral blood monocytic cells
(PBMC) stmulated with PMA and 1onomycm Previous studies determimed that
CD137 15 upregulated on T-cells following activation with PMA and 10onomycin.
Control molecules consisted of an wrrelevant human IgG antibody (negative control)
or CD137L-CD8 fusion protem (positive control BD Pharmingen, San Diego,
Califorma) Results from these studies mdicated that mab 20H4 9-IgG1 bound to
activated human CEM and PBMCs from cynomolgus monkeys, with mmmum
binding to unstimulated cells Similar percentages of pomtive cells were detected
with erther mab 20H4.9-1gG1 or CD137L. FIG 9 provides the results obtamed
demonstrating the binding of mab 20H4 9 IgG1 to PMA 1onomycin sttmulated human
or cynomoigus monkey cells Human CEM (FIG 9A) or monkey PBMC (FIG 9B)
were incubated with 20H4 9 IgG1 or human CD137L fusion protemn. Secondary
anhbodies were added and samples were read by flow cytometry

Next, it was determmed whether mab 20H4 9 IgG1 could mduce enhancement
of IFN-y m costimulstory assays m the presence of anti-CD3 stimulstion, the key
funcnonal effect desired for an agomstic CD137 antibody Mab 20H4 9 IgG1 was
cveluated for its co-stimulatory activity m functional studzes in human and monkey
lymphocytes Based on inttal data, & concentration of 20 ug/ml anti-CD137 antibody
(excess antibody) was used 1n these studies Levels of anti-CD3 antibody between
0.2-1 pg/ml were tested which resulted 1 10 20% CD137 positive lymphocytes.
Levels of IFN-y n supemnatants were measured after 72 h of culture As shown 1n
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FIG 10 mab 20H4.9 IgG1 enhanced IFN-y synthems 1n both humag and monkey
costinulatory assays to levels mgnificantly igher than controls  Results of studies
conducted with T-cells 1solated from 8 healthy human donors showed that in sox of
them, mab 20H4 9 [gG1enhanced IFN-y synthesis between 22 4.3 fold compared to
controls One of the other two donors showed a 1 6-fold mcrease The level of
enhancement was superior to that observed with hu39E3 G4 a humanized ants
CD137 antibody provided m pubhished PCT Application WO04/010947 (herem
mcorporated by reference) which showed augmentation of [IFN-y m 5 out of 8 donors
and at levels lower than mab 20H4 9-IgG1 (15 2-fold increase) (FIG 10A) In
monkey costimulatory studies, mab 20H4 9 IgG1 also demonstrated enhanced
funchonal activity resultmg 1n significant augmentation of IFN-y over controls (FIG
10B) As in the human studies, enhancement of IFN-y was consistently higher than
with hu39E3 G4

Induction of TNF-a synthesis above control levels was also observed 1n
human cultures, albert at much lower levels than IFN-y TNF-a levels mduced by
anti-CD3 antibody alone (baselme) were about 20-50 fold lower than baseline levels
for IFN-y Mab 20H4 9 IgG1 mduced an mcrease of ~2 to 4 7 fold 1n 3 out of 8
donors Again, hu39E3 G4 (tested m parallel) mduced ~2-fold mcrease m the same
donors but at lower levels Other cytokines tested, IL-2 IL 5 IL-10 and IL-4 did not
change sigmificantly with erther treatment.

Together these studies demonstrated that mab 20H4 9 I1gG1 presented the
finctionel activity desired mn both humans and monheys by inducing a Thl type of
response Sigmficantly smce i vivo ant tumor activity 1s associated with the ablity
of anti-CD137 antibodies to mduce IFN-y synthesis, these resulis supported the
selechon of mab 2084 9-IgG1 for 1sotype switching.

Example 2 Bt vitro characterizahon of mab 20H4 9 IgG4

Based on 1ts binding kmetics, mability to block CD137-CD137L mnteraction
and functional effects on human T-cells, mab 20H4 9 IgG1 was selected for smtching
to an IgG4 form The IgG4 form of mab 20H4 9-IgG1 15 20H4 9 IpG4 (depicted m
FIGS 3 and 4)

The second phase of these studies mvolved the companson of the in vitro
properties of mab 20H4 9-IgG4 and mab 20H4 9-IgG1 In thus section the binding
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kmetic properties, and functional effects of both antibodies 1n humen and monkey
lymphocytes are described.

Bindmg konotics

Kinetic propertics of anti-human CD137 entibodies were evaluated by surface
plasmon resonance using a BIAcore 3000 instrument. The antigen, human CD137
murine IgG,,, was immobilized covalently at a low density on the surface of 2 CMS
sensorchip  Mab 2054 9 1gG4 and mab 2014 9-IpgG1 were injected at concentrations
between 25 and 200 nM. FIG 11 depicts mjections at 100 oM for both mab 20H4 9-
IgG1 and mab 20H4 9 YgG4 Data calculated usmg BIAevaluation software (bivalent
model, global curve fit analysis) resulted m kinetic parameters that were siilar for
both antibodies (see Table 1) Dissociation constants Kp for mab 20H4 9 IgG1 and
mab 20H4 9-IgG4 were determmed as 11.2 and 16 6 nM, respectively Under symuler
expenmental condrtions, mab 20H4 9 IgG4 did not bind to murme 4-1BB

Table 1| Companson of the bmding kietics of mab 20H4 9 IgG4 and mab 20H4 9-

IgGl

ky ka2 Rmax Kpl
antibody { (1/Ms) | ka (1/5) | (1/RUs) { kd2 (1/s) | (RU) Kal| (oM
20H49- | 343E+0] 385B-| 230E-| 15IE- 8 91E+0
IgGl1 4 04 05 03| 262 71 1122
20H49 |392E+0| 651E- 6 02EH0
IgG4 4 04] 00755 0105| 409 7! 1661

Flow cytometric analyses

Biotinylated mab 20H4 9 IgG4 at concentrations rangmng from 0 32 ng/ml to 5
ug/ml was tested for bnding to CEM cells + PMA 1onomycin. Mab 20H4.9 IgG4

bound to PMA. 10nomycin stimulated CEM cells n a concentration-dependent

manner Saturation was achieved at 0.2 pg/ml On the other hand, as shown for its
parental molecule, mab 20H4 9 IgGl mab 20H4 9-IgG4 did not bind to CEM cells
that were not stmmulated with PMA 1onomryen (FIG 12) Concentration-dependent
binding of mab 20H4- 9-IgG4 was demonstrated in PMA-1onomycin shmulated CEM
cells (FIG 12) Samples were read by flow cytometry
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Cellular/Functional Assays

To confirm that the process of swriching the 1sotype of mab 20H4 9-IgG1 did
not alter the actwity of the antibody m vitro studies were conducted to compare the
actrvity of mab 20H4 9-IgG4 to the parent mab 20H4.9-IgG1 1n monkey PBMC and
human T-cells The finctional effects of mab 20H4 9 1gG4 on human and monkey T
cells or PBMC were determined and compared to 1is parental molecule, mab 20H4 9-
IgGl Primary human T-cells or monkey PBMC obtamed from healthy donors were
stimulated with ant1i-CD3 antibody (0 5§ pg/ml 1 pg/ml)+/ anti human CD137
anttbodies. Synthesis of IFN-y was measured afier 72 h of culture at 37 °C by
cytometric bead array (CBA) for human samples or by ELISA for monkey samples
Antibodies were tested in costunulatory asssys m the presence of suboptimal
concentrations of anti-CD3 antibody (1 pg/ml) or Concavalin A (1 pg/ml) (donors
M5170 and 81 only) Resuits are expressed as fold increase 1n pg/ml over controls
Due to the vanable background response among donors, data was normalized relative
to control treatments (=1} FIG 13A provides the human T-cell results and FIG 13B
provides the monkey PBMC results As shown n FIGS 13A 13B mab 20H4 9 IgG4
demonstrated costimulatory properties yielding hugher Ievels of IFN-y m human and
monkey cells compared to controls The level of enhancement of IFN-y synthesis was
comparable to 13 parental molecule n human and monkey samples

Subsequently the effect of antibody cross-linking on the functional effect of
mab 20H4 9 TgG4 was evaluated Tt has been shown that cross linking of antibodies
may result m potentigtion of their signahing ability Thus, a study was conducted to
determine the functional activity of several batches of mab 20H4 9 IgG4 + an amt
human IgG antibody As shown m FIG 14A, significant enhancement of IFN-y
synthesis was observed for all lots testsd m the absence of cross-lnking antibodies,
with a plateau at concentrations of 400 ng/ml The augmentation of IFNy synthesis by
mab 20H4 9-IgG4 was further enhanced by the addition of ant: humen IgG cross-
hnking antibody as shown m FIG 14B Different batches of mab 20H4.9 IgG4 had
comparable cellular activities

Thus, cross-linking of mab 20H4 9-IgG4 resulted 1n an enhancement of the
ability of the antibody to induce IFN-y synthesis Antibody cross hnking m vivo may
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occur by celtular receptors for the Fc portion of mmunoglobulms or by antibody
dimenzation. Mab 20H4 9-IgG4 1s of the IgG4 1sotype, which, compared to other
IgG 1sotypes, has low affinity for Fo receptors. However IgG4 can bmd to FoyRI
(CD64) expressed on monocytes and neutrophils

Two other approaches were used to further charactenze mab 20H4 9-IgG4 (1)
effect on T-cell survival and (ix) effect on cychn D2 expression. To determine
whether mab 20H4 9-IgG4 could elicit mmgnalmg through CD137 on hummn T-cells
and provide co-stmmulatory signals to T-cells leading to cell survival and expansion,
homan T-cells stmulated wrth anh-CD3 entibodies +/ mab 20H4 9-IgG4 at
concentrations known to mduce IFN-y symthesis were stamed with annexmn V and
propidium 10dide to determune the number of hive cells (Annexmn V/Propidum 1odide
negative), and with Cychin D2 to determme 1ts effect on cell progression FIG 15
shows the average results of 4 different lots of mab 2054 9-1gG4 on cyclin D2
expression and survival of T-cells Concentrations of mab 20H4 9-IgG4 of 0 4-10
pg/ml resulted m an increase 1n the number of live colls by approximately 1 8 2 fold,
and yrelded a sgnificant increase m the number of cyclin D2-expressmg T-cells (2 5
3 fold)
Example 3 In vivo evaluation of 4-1BB antibodies 1n a pharmacodynamic mode] m
cynomolgus monkeys

This example illustrates the ability of mab 20H4 9 1gG4 and mab hu39E3 G4
to enhance the antigen specific immune response elicited by DNA vaccines.
Materials and Methods

Expenimental ammsl groups Female and male cynomolgus monkeys (2.5 to
5 0 kg) were purchased from Charles River BRF (Houston, Texas) for this study and
were housed 1n pairs. Each expenimental group consisted of 4 males and 2 females
which were randomized mto groups by body weight. Expenmental groups were as
follows

Group 1 SIV gag and PSA DNA vaccine (2 mg each) day 0 28 56 1.m.,

plus saline controL, 1 v., on days 12 15 and 19

Group 2 SIV gag and PSA DNA vaccine (2 mg each) day 0 28 56 1.m.,

plus mab hu39E3 G4 1v ondays 12, 15and 19
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Group 3 SIV gag and PSA DNA vaccine (2 mg each), day 0 28, 56 1.m.

plus mab 20H4 9-IgG4 1v ondays 12, 15and 19

Group 4 untreaied control group

Immumzations and antibody treatments PSA and SIV gag DNA vaccines
were obtained from David B Wemer Department of Pathology and Laboratory of
Medicine, University of Pennsylvania. (See, Aim etal Oncogene 20 44974506
(2001) Muthuman: et al., Vaccme 21 629-637 (2003) )

Monkeys were mmmunized by the intramuscular route with both PSA and SIV
g8g DNA constructs (2 mg/construct/immunization) ssmultaneously followed by two
boosts 4 weeks apart (days 0 28, and 56) Twelve days afier the 1nrhial immunrzation,
treatment with mab 20H4.9-IgG4 or mab hu39E3 G4 was inthated Antibodies were
admimstered 1 v at 50 mg/lg on days 12, 15 and 19 after the first )mmunrzation
This schedule was chosen because 1t was shown o suppress the antibody response to
mab hu39E3 G4
Chmecal and Clinical pathology

Throughout the course of the study physical examinations were conducted on
2]l monkeys by the attending veteripanans Blood samples for hematology and serum
chemustry analyses were collected prior to vaccmations and then 12, 42, 70 97 134
and 168 days after mmunizations
Immunological assays

To determine the effect on the mnmune responses mduced by these therapeutic
regimens, an enzyme-linked immune spot assay (ELISPOT) was used for the
detection of IFN-y production by entigen specific shmulated lymphocytes Blood
samples for ELISPOT analyses were collected prior to vaccinations and then 12, 42
70 97 134 and 168 days after omumzations Synthetic pephdes cormesponding to
the complete sequences of SIV gag and the PSA antigen were used for ex vivo
sumulation of PBMC
Results

Antigen specific IFN-y secreting cells 1 response to PSA or SIV gag peptides
were quantitated by ELISPOT FIG 16 (FIGS 16A 16D) illustrates the results
obtained from Groups 1-4 respectively The level of response to PSA was very low
1 all groups, indicating that the vaccme by 1tself did not induce a measurable and
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consistent immune response when compared to non-vaccmated amumals  On the other
hand, SIV gag vaccination alone resulted 1n sigmificant number of antigen-specific
IFN-y secreting cells that augmented over time (FIG 16A) Untreated amimals (not
vaccinated) showed 100-1 000 spots/10° PBMC throughout the course of the study
(FIG 16D) These results estabhshed the threshold response to the vaccine animals
that presented < 1 000 spots/10° PBMC were considered non responders In the
group of anumals that recerved vaccine, 5 out of 6 monkeys showed an increased
response overtime, with a mean number of spots after the third mmunization (day 70)
of 1 727 spots/10° PBMC (SD=242, range=1 403 1 968 spots/10° PBMC) One
monkey was considered a nop-responder (620 spots/million PBMC) Since m these
studies MHC typing was not done, 1t 18 Iikely that the lack of T cell responses to the
vaccme by some monkeys may be due to MHC-musmatch. Remarkably on day 70 4
out of 6 apumals treated with SIV gag-plus mab 20H4 9-IgG4 presented a sigmificant
higher number of IFN-y spots (FIG 16C) compered to control ammals (FIG 16D)
and to macaques that were immumized with DNA vaccme alone (FIG 16A) The
mean number of spots after the third immunization for the mab 20H4 9 1gG4-treated
group was of 3 465 spots/10° PBMC (SD=1,236 range=2,070-4 780 spots/10°
PBMC) Two monkeys n that group did not respond to the vaccine (< 800
spots/milhon PBMC) Followmg the third immunization (day 70) treatment with
mab hu39E3 G4 plus DNA vaccine resulted 1n 6 out of 6 animals considered as
responders with a mean number of spots/10° PBMC of 2,348 (SD=588 range=1 738
3 283) (FIG 16B) For this group the range of the number of spots was lawer
compared to those macaques treated with mab 20H4 9-IgG4

Treatment with both mab 20H4 9-IgG4 and mab hu9E3 G4 was well tolerated
and did not result 1n any sigmficant changes 1n clinical signs, clmical chemustry or
hematological parameters relative to control monkeys.

These data show that mab 20H4 9-IgG4 treatment in combmation with a DNA
vaccme ¢licrted an 7 vrvo enhancement of the magnitude of the specific cellular
response to the test antigen relative to controls or to treatment with mab hu39E3 G4
as measured by antigen specific [FN-y-secroting cells Smce only one dose level of
the antibodies and one dosing regimen were used 1n these prelimmary studses, 1t 13
unlikely that maximal responses were mduced, and further work to optimize
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conditions 19 required. Clearly however even with this non-optmized protocol, an
enhancement of the cellular respanse to test antigens was achieved with mab 2084 9-
IgG4 suggestng that modulation of CD137 function may be an atiractive approach
for augmenting the effectrveness of DNA vaccmes,

Although the invention has been described in some detail by way of

illustration and example for purposes of clanty and understandmg, 1t wall be apparent
that certun changes and modifications may be practiced wrthin the scope of the

appended claims.
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CLAIMS

What 18 claimed 1s.

1 A monoclonal antibody or antigen-binding portion thereof that specifically
binds to 4-1BB compnising a hight cham vanable region and 2 heavy chain varable
region, wherein

said light chain vanable region compnses a CDR1 a CDR2 and a CDR3 as
depicted m Figure 4 end

said heavy chain vanable region comprises a CDR1 a CDR2, and a CDR3 asg
depicted m Figure 3

2 The monoclonal antibody or antigen binding portion thereof of claum 1
wheremn.

said light cham compnses a vanable region as depicied in Figure 4 and

said heavy chain comprises a vansble region as depicted in Pigure 3

3 A monoclonal antibody comprising a hght cham and a heavy cham,
wherein said Light cham comprises ammo acid residues 21 236 of SEQ ID NO 6 and
said heavy chamn compnises ammo acid residues 20-467 of SEQ ID NO 3

4 A pharmaceutical composrtion comprising:

the monoclonal antibody or entigen binding portion thereof of claim 1 and

& pharmaceutically acceptable cammer

5 A pharmaceutical composition compnsing”

the monocional antibody of clarm 3 and

e pharmaceutically acceptable carmer

6 A method for treating a cancer mn a subject comprising admmstenng a
therapeutically effective amount of the monoclonal anbbody or antigen binding
portion thereof of clamm 1 to smid subject.

7 An solated polymucleohde compnsing a nucleotide sequence that encodes
the ammo acid sequence of arnino acid residues 20-467 of SEQ ID NO 3

8 The polynucleotsde of clamm 7 that comprises the nucleotide sequence of
SEQIDNO 1

9 An 1solated polynucleotide comprising a nucleotide sequence that encodes
the amino acid sequence of amno acid residues 21 236 of SEQ IDNO 6
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10 The polynucleotide of clamm 9 that compnses the nucleotide sequence of
SEQIDNO 4
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CGATGTACGG GCCAGATATA
GCTACATGCC CGGTCTATAT
AATAGTAATC AATTRACGGGG
TTATCATIAG TTARTGCCCC

CGCGTTACAT
GCGCAATGTA
CCCCCGCCCR
GGGGECGEET
TAGGGACTTT
ATCCCTGRAA
CACTTGGCAG
GIGARCCGTC
CGTCAATGRAC
GCAGTTACTG
TATGGGRACTT
ATACCCTGAR
ACCATGGTGA
TGGTACCACT
TEACTCACGG
ACTGAGTGCC
TGTTTTGGCA
ACAARACCGT
GCCCCATTGA
CGGGGTARCT
AAGCAGAGCT
TTCGTCTCGA

AACTTACGGT
TTGRATGCCR
TTGACGTCRA
AACTGCAGTT
CCATTGACGT
GGTARACTGCA
TACATCAAGT
ATGTAGTTCA
GGTAAATGGC
CCATTTACCG
TCCTACTTGG
AGGATGRACC
TGCGGITTTG
ACGCCARARC
GGATTTCCAR
CCTAAAGGTT
CCARAATCAR
GGTTTTAGTT
CGCAAATGGG
GCGTTTACCC
CICTGGCTAA
GAGRCCGATT

s

CGCGTTGACA
GCGCAACTGT
TCATTAGTTC
AGTAATCAMG
AAATGGCCCG
TTTACCGGGC
TAARTGACGTA
ATTACTGCAT
CAATGGGTGGE
GTTACCCRCC
GTATCATAYG
CATAGTATAC
CCGCCTGGCR
GGCGGACCGT

PCT/US200-4/033587

TIGATTATTG ACTAGTTATT
AACTARTARC TGATCAATAA
ATAGCCCATA TATGGAGTTC
TATCGGGTAT ATACCICAAG
CCIGGCTGAC CGCCCAACGA
GGACCGACIG GCGGGTTGCT
TGTTCCCATA GTAARCGCCAR
ACAAGGGTAT CATTGCGGTT
ACTATTTACG GTARACTGCC
TGATARATGC CATTTGACGG
CCARGTACGC CCCCTATTGA
GGTTCATGCG GGGGATAACT
TTATGCCCAG TACATGACCT
AATACGGGTC ATGTACTGGA

CAGTACATCT ACGIATTAGT CATCGCTATT

GICATGTAGA
GCAGTACATC
CGTCATGTAG
GTCTCCACCC
CAGAGGTGGG
CGGGACTTTC
GCCCTGARAG
CGGTAGECCT
GCCATCCGCA
CTAGAGARCC
GATCTCTTGG

TGCATARTCA GTAGCGATAA
AATGGGCGTG GATAGCGGTT
TTACCCGCAC CTATCGCCARA
CATTGACGTC AATGGGAGIT
GTAACTGCAG TTACCCTCAA
CAABATGTCG TAACAARCTCC
GTTTTACAGC ATTGTTGAGG
GTACGGTGGG AGGTCTATAT
CATGCCACCC TCCAGATATA
CACTGCTTAC TGGCITATCG
GTGACGRATG ACCGRATAGC

M K

AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC RAGCTTGGTA CCGCCATGAA
TITAATTAYG CTGAGTGATA TCCCTCTGGG TTCGAACCAT GGCGGTACTT
natural Ig leader peptide
H L W F FLL L VA A PR W VUL S
BACACCTGTGG TTCTTCCTCC TCCTGGIGGC AGCTCCCAGA TGGGTCCTGT
TGTGGACACC XAGAAGGAGG AGGACCACCG TCGAGGGICT ACCCAGGACA
natural Ig leader sequence

20H4-9%9 HC variable region

T P S s i P e B i S W W S o s e e

o oy — -y e

Q Vo LQgQ WGEGAG L L K P 8 E
CCCAGGTGCA ACTACAGCAG TGGGGCGCAG GACTGTTGAR GCCTTCGGAG
GGGTCCACGT TGATGTCGIC ACCCCGCGTC CTGACAACTT CGEGAAGCCTC

CDR 1

kS B g e

20H4-9 HC variable region
T L 8 L T CA VvV YG G S F S G Y Y
ACCCTGTCCC TCACCTGCGC TGTCTATGGT GGGTCCTTCA GTGGTTACTA
TGGGACAGGE AGTGGACGCG ACAGATACCA CCCAGGAAGT CACCAATGAT

CDR 1 CDR 2

20H4-9 HC variable region
W S W T R QS5 P EK G LE W IGE
CTGGAGCTGG ATACGCCAGT CCCCAGAGAR GGGGCTGGAG TGGATTGGGS
GACCTCGACC TATGCGGTCA GGGGTCTCTT CCCCGACCTC ACCTAACCCC

FIG 3A
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CDR 2

- ~ e s g

20H4-9 HC variable region
I N H 6 G ¥ VvV T YN P S L E S5 R

AAMRTCAATCA TGGTGGATAC GTCACCTACA ATCCGTCCCT CGAGAGTCGA

TTITAGTTAGT ACCACCTATG CAGTGGATGT TAGGCAGGGA GCTCTCAGCT
20H4-9 HC varlable regaon

v T I 8 v DT 8§ KN Q F 8L XKU9L 8

GTCACCATAT CAGTAGACAC GTCCAAGAAC CAGTTCTCCC TGAAGCTGAG

CAGTGGTATA GTCATCTGTG CAGGTTCTTG GTCAAGAGGG ACTTCGACTC

CDR 3

Ak P B dns Pl

20B4-9 HC variable region
S V7T AADTYT AV Y Y CA RDYG
CTCTGTGACC GCCGCGGACR CGGCTGTATA TIACTGTGCG AGGGACTATG
GAGACACTGG CGGCGCCTGT GCCGACATAT ARTGACACGC TCCCTGATAC
CDR 3

S Vg o e - s

2084-3 EC variable regicn
P G N Y DW Y F DL WGR G T L
GTCCGGGGAA TTATGACTGG TACTTCGATC TCTGGGGCCG TGGCACCCTG
CAGGCCCCTT AATACTGACC ATGAARGCTAG AGACCCCGGC ACCGTGGGAC
IgG4 CH1l domain

o s e e S gy U P S S S P S S e i

20H4-9 HC variable region

vV T v § 8 A 8§ T K G P 8 VF P L A
GTCACTGTCT CCTCAGCTAG CACCAAGGGC CCATCCGTCT TCCCCCTGGC
CAGTGACAGA GGAGTCGATC GTGGTTCCCG GGTAGGCAGA AGGGGGACCG

IgG4 CH1 domain
P C S RS TS E ST A AL G CUL V
GCCCTGCTCC AGGAGCACCT CCGAGAGCAC AGCCGCCCTG GGCTGCCTGG
CGGGACGAGG TCCTCGTGGA GGCTCTCGTG TCGGCGGGAC CCGARACGGACC
IgG4 CHl domain
K bY FPE PV TV 8 WN S G A
TCAAGGACTA CTTCCCCGAA CCGGTGACGG TGTCGTGGAA CTCAGGCGCC
AGTTCCTGAT GARGGGGCTT GGCCACTGCC ACAGCACCIT GAGTCCGCGG
IgG4 CHl domain

L T s e VvV AT F PA VvV 1L QS5 8 6 L
CTGACCAGCG GCGTGCACAC CTTCCCGGCT GTCCTACAGT CCTCAGGACT
GACTGGETCGC CGCACGTGTG GRAGGGCCGA CAGGATGTCA GGAGTCCTGA

IgG4 CH1 domain

~—— C LT -~ op e s By -~

Y S L. § 8 vV T VP 8§ 85 S L GG TK
CTACTCCCTC AGCAGCGTGG TGACCGTGCC CTCCAGCAGC TTGGGCACGA
GATGAGGGAG TCGTCGCACC ACTGGCACGG GAGGTCGTCG AACCCGTGCT

FIG 3B
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IgG4 CHl1l domain

T YT CNV DHKXKUP S NT K VD
1351 AGACCTACAC CTGCAACGTA GATCACARAGC CCAGCAACAC CAAGGTGGAC
TCTGGATGTG GACGTTGCAT CTAGTGITCG GGTCGTTGTG GTITCCACCTG

IgG4 hinge region

s iyt el o s g g o

IgG4 CH1 domain

i W S s W i - e e e Pt

K R VE 8 KY G p P CPPC PAP
1401 AAGAGAGTTG AGTCCAAATA TGGTCCACCT TGCCCACCTT GCCUAGCACC
TTCTCTCRAC TCAGGTTTAT ACCAGGTGGA ACGGGTGGAA CGGGTCGTGG

IgG4 CH2 domain
EFL GGG PSS VFL F PP KUPIKTD
1451 TGAGTTCCTG GGGGGACCAT CAGTCTTCCT GTTCCCCCCA ARACCCAAGS
ACTCARGGAC CCCCCTGGTA GTCAGAAGGA CAAGGGGGGT TTTGGGITCC

IgG4 CHZ2 domain

T L. M I 8 R T PEVY T CV V VD

1501 ACACTCICAT GATCTCCCGG ACCCCTGAGG TCACGTGCGT GGTGGTGGAC
TGTGAGAGTA CTAGAGGGCC TGGGGACTCC AGTGCACGCA CCACCACCTG

IgG4 CH2 domain
vV 8 Q E D PE V QF N WYV DGV
1551 GTGAGCCAGG AAGACCCCGA GGTCCAGTITC AACTGGTACG TGGATGGCGT
CACTCGGTCC TTCTGGGGCT CCAGGTCAAG TTGACCATGC ACCTACCGCA

IgG4 CH2 domain
E VA N A KT KPR E EQ F NS T
1601 GGAGGTGCAT ARTGCCARAGA CRAAGCCGCG GGAGGAGCAG TTCAACAGCA
CCTCCACGTA TTACGGTTCT GTTTCGGCGC CCTCCTCGTC AAGTTGTCGT

IgG4 CH2 domain

¥ RV ¥V L T VL HQUD WIL N

1651 CGTACCGTGT GGTCAGCGTC CTCACCGTCC TGCACCAGGA CTGGCTGAAC
GCATGGCACA CCAGTCGCAG GAGTGGCAGG ACGTGGTCCT GACCGACTTG

IgG4 CH2 domain

G K EY XK CK VvV 8 ¥ KGGL P 8 81

1701 GGCAAGGAGT ACAAGTGCAA GGTCTCCARC ARAGGCCTCC CGTCCTCCAT
CCGTTCCTCA TGTTCRCGTT CCAGAGGTTG TTTCCGGAGG GCAGGAGGTA

IgG4 CH3 domain

S S g s g s e e s B S Sy o g e S e S g o S B P S

IgG4 CHA2 domain

E KT I 8 KA K GQ PRE P Q VY

1751 CGAGAAAACC ATCTCCARARG CCAARAGGGCA GCCCCGAGAG CCACAGGTGT
GCTCTTTTGG TAGAGGTTTC GGITTCCCGT CGGGGCTCTC GGTGTCCACA

IgG4 CH3 domain

T L P P 8§ Q E EMT KNGOQ VY S L

1801 ACACCCTGCC CCCATCCCAG GAGGAGATGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTG
TGTGGGACGE GGGTAGGETC CTCCTCTACT GGTTCTTGGT CCAGTCGGAC

FIG 3C
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IgG4 CH3 domein
T C LV KGF Y P §
1851 ACCTGCCTGG TCAAAGGCTT CTACCCCAGC GACATCGCCG TGGAGTGGGA

1501

1951

2001

2051
2101
2151
2201
2251
3301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751

2801

TGGRCGGACC AGTTTCCGAA GATGGGGTCG CTIGTAGCGGC ACCTCACCCT

TgGd

CH3 domain

g Pop Vol Pt

8 N G

Q P E N

N ¥ K

T T P

P VvV L D

GAGCAATGGG CAGCCGGAGAR ACAACTACAA GACCACGCCT CCCGTGCTGG
CTCGTTACCC GTCGGCCTCT TGTTGATGTT CTGGTGCGGA GGGCACGACC

IgG4

CH] domain

e P S P S A N P P e s e A S A P e e Sy S P e S S S B iy e VI S S i S Syt Sy e Sy e S S S By Sy S Sy

S D G

§E F F

L ¥ S R

LTV

D K 8

ACTCCGACGG CTCCTTCTTC CTCTACAGCA GGCTAACCGT GGACAAGAGC
TGAGGCTGCC GAGGAAGAAG GAGATGTCGT

IgG4

CH3 domain

CCGATTGGCA

R W Q B

G N V

F 8 C

AGGTGGCAGG AGGGGAATGT CTTCTCATGC
TCCACCGTCC TCCCCTTACA GAAGAGTACG
IgG4 CH3 domain

e T e dg o P i e g s s gy ey gy e e

HE N H
GCACAACCAC
CGTGTTGGTG
CTAGAGGGCC
GATCTCCCGG
AGCCTCGACT
TCGGAGCTGA
CCGTGCCTTC
GGCACGGRAG
TAAARTGAGG
ATTTTACTCC
GGGGGGTGGEG
CCCCCCACCC
GCAGGCATGC
CGTCCGTACSG
ACCAGCTGGG
TGGTCGACCC
ARGCGCGGCE
TTCGCGCCGC
GCGCCCTAGC
CGCGGGATCGE
TTCGCCGGGC
AAGCGGCCCG
AGCAACCATA
TCGTTGGTAT
CCAGTTCCGC
GGTCARGGCG
GCAGAGGCCG
CGTCTCCGGC
AGGCTTTTTT
TCCGAAAAAA
CTGCGATTTC
GACGCTAAAG

S vV M B

TCCGTGATGC
AGGCACTACG

Y T Q0 K

TACACRCAGA
ATGTGTGTCT
CTATTCTATA
GATAAGRTAT
GTGCCTTCTA
CACGGAAGAT
CTTGACCCTG
GAACTGGGAC
AAATTGCATC
TTTARCGTAG
GTGGEGGCAGH
cacteceree
TGGGGATGCG
ACCCCTACGC
GCTCTAGGGG
CGAGATCCCC
GGTGTGETGEG
CCACACCACC
GCCCGCTCCT
CGGGCGAGEA
CTCTCAARARA
GAGAGTTTTT
GTCCCGCCCC
CAGGGCGGGG
CCATTCTCCG
GGTAAGAGGC
AGGCCGCCTC
TCCGGCGGAG
GGAGGCCTAG
CCTCCGGATC
GCGCCARACT
CGCGGTTTGA

8 L 8
AGAGCCTCTC
TCTCGGAGAG
GTGTCACCTA
CACAGTGGAT
GTTGCCAGCC
CAACGGTCGG
GAAGGTGCCA
CITCCACGGT
GCATTGTCTG
CGTAACAGAC
ACAGCAAGGG
TGTCGTTCCC
GTGEGCTCTA
CACOCGAGAT
GTATCCCCAC
CATAGGGGTG
TTACGCGCAG
AATGCGCGTC
TTCGCTITTCT
AAGCGAARGA
AGGGARARAR
TCCCTTTTIT
TAACTCCGCC
ATTGAGGCGG
CCCCATGGCT
GGGGTACCGR
GGCCTCTGAG
CCGGAGACTC
GCTTTTGCRA
CGAARACGTT
TGACGGCAAT
ACTGCCGTTA

L § L
CCTGTCTCTG
GGACAGAGAC
AATGCTAGAG
TTACGATCTC
ATCTGTIGTT
TAGACAACRA
CTCCCACTGT
GAGGGTIGACA
AGTAGGTGTC
TCATCCACAG
GGAGGATTGEG
CCTCCTRACC
TGGCTTCTGA
ACCGRAGACT
GCGCCCTGTA
CGCGGGACAT
CGTGACCGCT
GCACTGGCGA
TCCCTTCCTT
AGGGAAGGAA
AGCATGCATC
TCGTACGTAG
CATCCCGCCC
GTAGGGCGGG
GACTAAITTT
CTAATTARAAR
CTATTCCAGA
GATAAGGTCT
AAAGCTTGGA
TTTCGARCCT
CCTAGCGTGA
GGATCGCACT

FIG 3D

CCTGTTCTCG

E A L
ATGAGGCTCT
TACTCCGAGA

G K
GGTAAATGAT
CCATTTACTA
CTCGCTGATC
GAGCGACTAG
TGCCCCTCCC
ACGGGGAGEG
CCTTTCCTAR
GGAMAGGATT
ATTCTATTCT
TAAGATAAGA
GRAGACAATA
CITTCTGTTAT
GGCGGARAGA
CCGCCTTTCT
GCGGCGCATT
CGCCGCGTAR
ACACTTGCCA
TGTGAACGGT
TCTCGCCACG
AGAGCGGTGC
TCAATTAGTC
AGTTAATCAG
CTAACTCCGC
GATTGAGGCG
TTTTATTTAT
RARATRAATA
AGTAGTGRGG
TCATCACTCC
CAGCTCAGGG
GTCGAGTCCC
AGGCTGGTAG
TCCGACCATC
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2851 GATTTTATCC
CTAARATAGG
2901 CGTGTCCCAA
GCACAGGGTT
2951 CGCTCAGGAA
GCGAGTICCIT
3001 GTGGAAGGTA
CACCTTCCAT
3051 CATTCCTGAG
GTAAGGACTC
3101 GTAGAGAACT
CATCICTTGA
3151 TTGGATGATG
AACCTACTAC
3201 AGACATGGTT
TCTGTACCAA
3251  ATCAACCAGG
TAGTTGGTCC
3301 GRARGTGACA
CTTTCACTGT
3351 CCCAGAATAC
GGGTCTTATG
3401  AGTATAAGTT
TCATATTCAA
3451 AAGTTCTCTG
TTCARGAGAC
3501 CTTTTGCTGG
GRAAACGACC
3551 GACATAATTG
CTGTATTAAC
3601  TARAATTTTT
ATTTTARARA
3651 GTATTTTAGA
CATAARATCT
3701  TGCCTTITAAT
ACGGAAATTA
3751 ATGATGAGGC
TACTACTCCG
3801 AGAAAGGTAG
TCTTTCCATC
3851 GAGTCATGCT
CTCAGTACGA
3901 CCACAAAGGA
GGTGTTTCCT
3951  TCTGTAARCCT
AGACATTGGA
4001  TITTCTTACT
AARAGARTGR
4051  ARAAATIGTG
TTTTTARCAC
4101 TATTTGATGT
ATAAACTACA
4151 TTGTAGAGGT
RACATCTCCA
4201

CCGCTGCCAT
GGCGACGGTA
RAATATGGGGA
TTATACCCCT
CGAGTTCAARG
GCTCAARGTTC
AACRGAATCT
TTGICTTAGA
AAGAATCGAC
TTCTTAGCTG
CAAAGAACCA
GITTICTTGGT
CCTTAAGACT
GGAATTCTGA
TGGATAGTCG
ACCTATCAGC
CCACCTTAGR
GEGTGERATCT
CGTTTTTCCC
GCARARAGGG
CCAGGCGTCC
GGTCCGCAGG
TGAAGICTAC
ACTTCAGATG
CTCCCCTCCT
GAGGGGAGGA
CTTTAGATCY
GARATCTAGA
GACARACTAC
CIGTTTGATG
AAGTGTATAA
TTCACATATT
TTCCAACCTA
ARGGTTGGAT
GAGGAARRCC
CTCCTTTTGG
TACTGCTGAC
ATGACGACTG
AAGACCCCAA
TTCTGEGETT
GTGTTTAGTA
CACARATCAT
ARAAGCTGCA
TTTTCGACGT
TTATAAGTAG
ARTATTCATC
CCACACAGGC
GGTGTGTCCG
TACCTTTAGC
ATGGAAATCG
ATAGTGCCTIT
TATCACGGAA
TTTACTTGCT
ARATGARCGA

6/29

CATGGTTCGA
GTACCAAGCT
TTGGCARGAA
AACCGTTCTT
TACTTCCAAA
ATGAAGGTTT
GGTGATTATG
CCACTAATAL
CTTTARAGGA
GRAATTTCCT
CCACGAGGAL
GGTIGCTCCTC
TATTGARCRA
ATAACTTGTT
GAGGCAGITC
CTCCGTCAAG
CTCTTTGIGA
GAGAAACACT
AGRRAATTGAT
TCTTITAACTA
TCTCTGAGGT
AGAGACTCCA
GAGAAGAAAG
CICTTCITIC
AAAGCTATGC
TTTCGATACG
CTTTGTGAAG
GAAACACTTC
CTACAGAGAT
GATGTCICTA
TGTGITAARC
ACACAATTTG
TGGAACTGAT
ACCPTGRCTA
TGITTTGCTC
ACARAACGAG
TCTCABACATT
AGAGTTGTAA
GGACTTTCCT
CCTGRAAGGA
ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
CTGCTATACA
GACGATATGT
GCATAACAGT
CGTATTGTCA
ATAGAGTGTC
TATCTCACAG
TTTTTARTTT
AAAAATTAAR
GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
TTARARAACC
AATTTTTTGG

CCATTGAACT
GGTAACTTGA
CGGRGACCTA
GCCTCTGGAT
GAATGACCAC
CTTACTGGTG
GGTAGGARAR
CCATCCTTITT
CAGAATTAAT
GTCTTAATTA
CTCATTTTCT
GAGTAARAGA
CCGGAATTGG
GGCCTTAACC
TGTTTACCAG
ACARAATGGCTC
CAAGGATCAT
GTTCCTAGTA
TTGGGGARAT
AACCCCTTTA
CCAGGAGGAA
GGTCCTCCTT
ACTAACAGGA
TGATTGTCCT
ATTTTTAIAA
TAARAATATT
GAACCTTACT
CTTGGAATGA
TTAAAGCTCT
AATTTCGAGA
TACTGATTCT
ATGACTAAGA
GARTGGGAGC
CTITACCCTCG
AGARGAAATG
TCTTCTTTAC
CTACTCCTCC
GATGAGGAGG
TCAGAATTGC
AGTCTTAACG
TGCTTGCTTT
ACGAACGAAR
AGAAAATTAT
TCTTTTAATA
TATAATCATA
ATATTAGTAT
TGCTATTAAT
ACGATAATTA
GTAAAGGGGT
CATTTCCCCA
CATAATCAGC
GTATTAGTCG
TCOCACACCT
AGGGTGTGGA

CTGARACATA ARATGAATGC AATTGTTGIT GTTAACTTGT

FIG 3E
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GCATCGTCGC
CGTAGCAGCG
CCCTGGCCTC
GGGACCGGAG
AACCTCTTCA
TTGGAGAAGT
CCTGGTTICTC
GGACCAAGAG
ATAGTTCTCA
TATCRAGAGT
TGCCAAAAGT
ACGGTITTCA
CARGTARAGT
GTTCATTTCA
GARGCCATGA
CTTCGGTACT
GCAGGAATTT
CGTCCITAAR
ATAMCTTCT
TATTTGAAGR
MARGGCATCA
TTTCCGTAGT
AGATGCTTTC
TCTACGAAAG
GACCATGGGA
CIGGTACCCT
TCTGTGGTGT
AGACACCACA
AAGGTAMATA
TTCCATTTAT
RAATTGITTGT
TTARCRAACA
AGTGGTGGAA
TCACCACCTT
CCATCTAGTG
GGTAGATCAC
AARAAAGARG
TTTTTTCTTC
TARGTTTTIT
ATTCARARAR
GCTATTITACA
CGATAAATGT
GGAAAAATAT
CCTTTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACAR
AARCTATGCTC
TTGRTACGAG
TAATAAGGAR
ATTATTCCTT
CATACCACAT
GTATGGTGTA
CCCCCTGARC
GGGGGACTTG
TTATTGCAGC

2
X
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4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4551
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5302
5351
5401
5451
5501

5551

GACTTTGTAT TTTACTTACG
TTATAATGGT TACAAATAAA
AATATTACCA ATGTTTATTT
CATTTTTTTC ACTGCATTCT
GTAAAARAAG TGACGTAAGA
TCTTATCATG TCTGGATCGG
AGRATAGTAC AGACCTAGCC
GCTGGAGTTIC TTCSCCCACC
CGACCTCARG AAGCGGGTGG
ACARATARRG CRATAGCATC
TGTTTATTTC GTTATCGIAG
CTGCATTCTA GITGTGGITT
GACGTARGAT CRACACCAAA
CTGTATACCG TCGACCTCTA
GACATATGGC AGCTGGAGAT
TGITTCCTGT GTGAARTTGT
ACAARGGACA CACTTTAACA
GCCGGAAGCA TAARGTGTAA

CGGCCTTCGT
CACATTAATT
GTGTAATTIAA
CGTGCCAGCT
GCACGGTCGA
CGTATTGGGE
GCATAACCCG
CGTTCGGCTG
GCAAGCCGAC
TATCCACAGA
ATAGGTGTCT
CAGCAAAAGG
GTCGTTTTCC
TAGGCTCCGC
ATCCGAGGCG
GGTGGCGAMA
CCACCGCTTT
AGCTCCCTCG
TCGAGGGAGC
GTCCGCCITT
CAGGCGGAAA
GTAGGTATCT
CATCCATAGA
CACGAACCCC
GIGCTIGGGG
TCITGAGTCC
AGAACTCRAGG
CTGGTAACAG
GACCATTGTC
TTGRAGTIGGT
ARCTTCACCA
CTGCGCICTG
GACGCGAGAC
GATCCGGCAA
CTAGGCCGTT
CAGCAGATTA
GICGTCTAAT

ATTTCACATT
GCGTTGCGCT
CGCAACGCGA
GCATTAATGA
CGTARTTACT
GCTCTTCCGC
CGAGRAGGCG
CGGCGAGCGG
GCCGCTCGCC
ATCAGEGGAT
TAGTCCCCTA
CCAGGRAACCG
GGTCCTTGGC
CCCCCTGACH
GGGGGALCTGC
CCCGACAGGA
GGGCTGTCCT
TGCGCTCTCC
ACGCGAGAGG
CTCCCTTCGG
GAGGGAAGCC
CAGTTCGGIG
GTCARGCCAC
CCGTTCAGCC
GGCARGTCGG
AACCCGGTAA
TTGGGCCATT
GATTAGCAGA
CTAATCGICT
GGCCTARCTA
CCGGATTGAT
CTGAAGCCRG
GACTITCGGTC
ACAARCCACC
TGTITIGGTGG
CGCGCAGARA
GCGCGTCTTT

mne

TTAACARCAA
GCAATAGCAT
CGTTATCGTA
AGTTGTGGTT
TCAACACCAR
CTGGATGATC
GACCTACTAG
CCRACTTGTIT
GGTTGRACAA
ACRAATTTCA
TGITTAAAGT
GTCCARACTC
CAGGTTTGAG
GCTAGAGCTT
CGATCTCGAA
TATCCGCTCA
ATAGGCGAGT
AGCCTGGGGT
TCGGACCCCA
CACTGCCCGC
GTGACGGGCG
ATCGGCCARC
TAGCCGGTITG
TTCCTCGCTC
ARGGAGCGAG
TATCAGCTCA
ATAGTCGAGT
ARCGCAGGAA
TTGCGICCTIT
TARAAAGGCC
ATTTTTCCGG
AGCATCACAA
TCGTAGTGIT
CTATAAAGAT
GATATTTCTA
TGITTCCGACC
ACAAGGCTGG
GRAGCGTGGC
CTTCGCACCG
TAGGTCGTTC
ATCCAGCAAG
CGACCGCTGC
GCTGGCGACG
GACACGACTT
CTGTGCTGAA
GCGAGGTATG
CGCTCCATAC
CGGCTACACT
GCCGATGTGA
TTACCTICGG
AATGGAAGCC
GCTGGTAGCG
CGACCATCGC
ARARGGATCT
TTITTCCTIRAGA

CAATTGAACA
CACRAAATTTC
GTGTTTAARG
TGTCCARACT
ACAGGTTTGA
CTCCAGCGCG
GAGGTCGCGC
TATTGCAGCT
ATAACGTCGA
CAARTAARGC
GTTTATTTCG
ATCAATGTAT
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ARTARCGTCG
ACAMATARAG
TGITTATTITC
CATCAATGTA
GTAGTTACAT
GGGATCTCAT
CCCTAGAGTA
TATAATGGTT
ATATTACCAA
ATTTTTTTCA
TAARARARAAGT
CTTATCATGT

TAGTTACATA GAATAGTACA
GGCGTAATCA TGGTCATAGC

CCGCATTAGT
CARATTCCACA
GTTAAGGTGT
GCCTRAATGAG
CGGATTACTC
TTTCCAGICG
ARAGGTCAGC
GCGCGGGGAG
CGCGCCCCIC
ACTGACTCGC
TGACTGAGCS
CTCAAAGGCG
GAGTTTCCGC
AGAACATGTG
TCTTGTACAC
GCGTTGCTGG
CGCAACGACC
ABATCGACGC
TTTAGCTGCG
ACCAGGCGTT
TGGTCCGCAA
CTGCCGCTTA
GACGGCGAAT
GCTTTCTCAA
CGRAAGAGTT
GCTCCARGCT
CGAGGTTCGA
GCCTTATCCG
CGGAATAGGC
ATCGCCACTG
TAGCGGTGAC
TAGGCGGTGC
ATCCGCCACG
AGAAGGACRG
TCTTCCTIGIC
ARRAAGAGTT
TTTTTCTCAA
GTGGTTTTIT
CACCAAAAAR
CARGAAGATC
GTTCTTCTAG

FIG 3F

ACCAGTATCG
CAACATACGA
GTTGTATGCT
TGAGCTAACT
ACTCGATTGA
GGARACCTGT
CCTTTGGACA
AGGCGGTTTG
TCCGCCARAC
TGCGCTCGGT
ACGCGAGCCA
GTAATACGGT
CATTATGCCA
AGCAAAAGGC
TCGTTTTCCG
CGTTTTTCCA
GCAAARAGGT
TCARGTCAGA
AGTTCAGTCT
TCCCCCTGEA
AGGGGGACCT
CCGGATACCT
GGCCTATGGA
TGCTCACGCT
ACGAGTGCGA
GGGCTGTGTG
CCCGACACAC
GTAACTRATCG
CATTGATAGC
GCAGCAGCCA
CGTCGTCGGT
TACAGAGTTC
ATGTCTCAAG
TATTTGGTAT
ATRAACCATA
GGTAGCTCTT
CCATCGAGAA
TGTTTGCAAG
ACAARCGTTC
CTTTGATCTT
GARACTAGAA

JI
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5601 TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT
ARGATGCCCC AGACTGCGAG TCACCTTGCT TTTGAGTGCA
5651  TGGTCATGAG ATTATCAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT
ACCAGTACTC TAATAGTTTT TCCTAGAARGT GGATCTAGGA
5701 AAATGAAGTT TTAAATCAAT CTAAAGTATA TATGAGTAAR
TTTACTTCAA AATITAGTIA GATTTCATAT ATACTCATTT
5751 CAGTTACCAA TGCTTRATCA GTGAGGCACC TATCTCAGCG
GTCRAATGGTT ACGAATTAGT CACTCCEGTGG ATAGAGTCGC
5801 TTCGTTCATC CATAGTTGCC TGACTCCCCG TCGTGTAGAT
AARGCAAGTAG GTATCAACGG ACTGAGGGGC AGCACATCTA
5851 CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT GCAATGATAC
GCCCTCCCGA ATGGTAGACC GGGGTCACGA CGTTACTATG
5901 ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAARCCAGCCA
TGCGAGTGGC CGAGGTCTAA ATAGTCGITA TTTGGTCGGT
5851 CCGAGCGCAG AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT
GGCTCGCGTC TTCACCAGGA CGITGAAATA GGCGGAGGTA
€001 ARTTGTTGCC GGGAAGCTAG AGTARGTAGT TCGCCAGTTA
TTAACAACGG CCCTTCGATC TCATTCATCA AGCGGETCAAT
6051  CAACGTTGTT GCCATTGCTA CAGGCATCGT GGTGTCACGC
GTTGCAACAA CGGTAACGAT GTCCGTAGCA CCACAGTGCG
6101 GTATGGCTTC ATTCAGCTCC GGTTCCCAAC GATCAAGGCG
CATACCGAAG TAAGTCGAGG CCAAGGGTTG CTAGTTCCGC
6151 TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC TCCTTCGGTC
AGGGGGTACA ACACGTTTTT TCGCCAATCG AGGAAGCCAG
6201 TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT
ACAGTCITCA TTCAACCGGC GTCACAATAG TGAGTACCAA
6251  TGCATAATTC TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT
ACGTATTAAG AGAATGACAG TACGGTAGGC ATICTACGAA
6301 GGTGAGTACT CARCCAAGTC ATYTCTGAGAR TAGTGTATGC
CCRCTCATGA GTTGGTTCAG TAAGACTCIT ATCACATACG
6351 TTGCTCTTGC CCGGCGTCAA TACGGGATAA TACCGCGCCA
AACGAGARCG GGCCGCAGTT ATGCCCTATT ATGGCGCGGT
6401  CTTTAAAAGT GCTCATCATT GGAAARACGIT CTTCGGGGCG
GARAATTTTCA CGAGTAGTAA UCTTTTGCAA GAAGCCCCGC
6451 AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG ATGTAACCCA
TCCTAGAATG GCGACAACTC TAGGTCAAGC TACATTGGGT
6501 CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT
GTTGACTAGA AGTCGTAGAA AATGAAAGTG GTCGCAAAGA
6551  AAACAGGAAG GCARAATGCC GCRARAAAGG GAATAAGGGC
TTTGTCCTTC CGTITTACGG CGTTTTTTCC CTTATTCCCG
6601 TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTITCAA TATTATTGAAR
ACAACTTATG AGTATGAGAA GGAAAARAGTT ATAATAACTT
6651 GGGTTATTGT CTCATGAGCG GATACATATT TGAATGTATT
CCCAATAACA GAGTACTCGC CTATGTATAR ACTTACATAA
6701  AACAAATAGG GGTTCCGCGC ACATTTCCGC GAAAAGTGCC
TTGTTTATCC CCBAGGCGCG TGTARAGGGG CTTTTCACGG
6751  GACGGATCGG GAGATCTGCT AGGTGACCTG AGGCGCGCCG
CTGCCTAGCC CTCTAGACGA TCCACTGGAC TCCGCGCGGC
6801 GCCAGAGTAA CCTTTTTTTT TAATTTTATT TTATTTTATT
CGGTCTCATT GGARARAARA ATTAARATAA AATAAAATAA
6851 AGTTTGGCGC CGATCTCCCG ATCCCCTATG GTCGACTCTC
TCAAACCGCGE GCTAGAGGGC TAGGGGATAC CAGCTGAGAG
6901 GCTCTGATGC CGCATAGTTA AGCCAGTATC TGCTCCCTGC
CGAGACTACG GCGTATCAAT TCGGTCATAG ACGAGGGACG
6951 GAGGTCGCTG AGTAGTGCGC GAGCAAAATT TARGCTACAA

FIG 3G
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TAAGGGATTT
ATTCCCTARA
TTTARATTAA
AARTTTARTT
CTTGGTCTGA
GAACCAGACT
ATCTGTCTAT
TAGACAGATA
ANCTACGATA
TTGATGCTAT
CGCGAGACCC
GCGCTCTGGG
GCCGGAAGGG
CGGCCTTCCC
CCAGICTATT
GGTCAGATAA
ATAGTTITIGCG
TATCAAACGC
TCGTCGTTTG
AGCAGCAAAC
AGTTACATGA
TCAATGTACT
CTCCGATCGT
GAGGCTAGCA
ATGGCAGCAC
TACCGTCGTG
TTCTGTGACT
AAGRCACTGA
GGCGACCGAG
CCGCIGGCTC
CATAGCAGAA
GTATCGTCTT
ARARCTCTCA
TTTTGAGAGT
CTCGTGCACC
GAGCACGTGG
GGGTGAGCAR
CCCACTCGTT
GACACGGAAR
CTGTGCCTTT
GCATTTATCA
CGTARATAGT
TAGRARARATA
ATCTTTTTAT
ACCTGACGTC
TGEACTGCAG
GCTTCGAATA
CGAAGCTTAT
TTTGAGATGG
ARRCTCTACC
AGTACARTCT
TCATGTTAGA
TTGTGTGTITG
AARCACACAAC
CARGGCAMGG
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CTCCAGCGAC TCATCACGCG CICGTTTTAA ATTCGATGTT GTTCCGTTCC
7001 CTTGACCGAC AATTGCATGA AGAATCTGCT TAGGGTTIAGG CGTTTTGCGC

GAACTGGCTG TTAACGTACT TCTTAGACGA ATCCCAATCC GCARAACGCG
7051 TGCTICG

ACGAAGC

FIG 3H



GAGATCTGCT
CTCTAGACGA
AGTAACCTTT
TCATTGGAAR
GGCGCCGATC
CCGCGGCTAG
GATGCCGCAT
CTACGGCGTA
CGCTGAGTAG
GCGACTCATC
CCGACRATTG
GGCTGTTAAC
CGCGATGTAC
GCGCTACATG
TTAATAGTAR
AATTATCAIT
TCCGCGTTAC
AGGCGCAATG
GACCCCCGCC
CTGGGGGCGG
AATAGGGACT
TTATCCCTGA
CCCACTTGGC
GGGTGAACCG
GACGTCAATG
CTGCAGTTAC
CTTATGGGAC
GAATACCCTG
TTACCATGGT
AATGGTACCA
TTTGACTCAC
ARACTGAGTG
TTTGTTTTGG
ARRCAAAMACC
CCGCCCCATT
GECGGGETAAR
ATAAGCAGAG
TATTCGTCIC
CGAAATTAAT
GCTTTAARTTRA

GTACARARAR
CATGTTTTTT

10/29

ABCCCGGGTG
TCGGGCCCAC
TTTTTTARTT
ARRAARTTAR
TCCCGATCCC
AGGGCTAGGGE
AGTTAAGCCR
TCAATTCGGT
TGCGCGRGCA
ACGCGCTCGT
CATGARGAAT
GTACTTCTTA
GGGCCAGATA
CCCGGTCTAT
TCAATTACGG
AGTTAATGCC
ATAACTTACG
TATTGAATGC
CATTGACGTC
GTAACTGCAG
TICCATIGAC
ARGGTAACTG
AGTACATCAA
TCATGTAGTIT
ACGGTAAATG
TGCCATTTAC
TTITCCTACIT
AAAGGATGRA
GATGCGGTTT
CTACGCCAAA
GGGGATTTCC
CCCCTAAAGG
CACCRARATC
GTGGTITTAG
GACGCARATG
CTGCGTTTAC
CTCTCTGGCT
GRGAGACCGA
ACGACTCACT
TGCTGAGTGA

GCAGGCTGGT

ACCTGAGGCG
TGGACTCCGC
TTATTTTATT
AATAARARRTAR
CTATGGTCGA
GATACCAGCT
GTATCTGCTC
CATAGACGAG
AAATTTAAGC
TTTARATTCG
CTGCTTAGGG
GACGRATCCC
TACGCGTTGA
ATGCGCARCT
GGTCATTAGT
CCAGTAATCA
GTAARTGGCC
CATTTACCGG
AATRATGRACG
TTATTACTGC
GTCAATGGGT
CAGTTACCCA
GTGTATCATA
CACATAGTAT
GCCCGCCTGGE
CGGGCGGACC
GGCAGTACAT
CCGTCATGTA
TGGCAGTACA
ACCGTCATGT
ARGTCICCAC
TTCAGAGGTG
ARCGGGACTT
TTGCCCTGAA
GGCGGTAGGC
CEGCCATCCE
AACTAGAGRA
TTGATCTCTT
ATAGGGAGAC
TATCCCTCTG

Natural
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CGCCGGCTTC
GCGGCCGAAG
TTATTTTTGA
ARTARARACT
CTCTCAGTAC
GAGAGTCATG
CCTGCTTGTG
GGACGAACAC
TACAACRAGG
ATGTTGTTCC
TTAGGCGTTT
AATCCGCAAR
CATTGATTAT
GTAACTAATA
TCATAGCCCA
AGTATCGGGT
CGCCTGGCTG
GCGGACCGAC
TATGTTCCCA
ATACAAGGGT
GGAGTATTTA
CCTCATARAT
TGCCAAGTAC
ACGGTTCATG
CATTATGCCC
GTAATACGGG
CTACGTATTA
GATGCATRAT
TCARTGGGCE
AGTTACCCEC
CCCATTGACG
GGGTAACTGC
TCCAAAATGT
AGGTTTITACA
GTGTACGGTG
CACATGCCAC
CCCACTGCTT
GGGTGACGAA
CCAAGCTTAT
GGTTCGAATA
Ig leader

- -~

M E A

ACCATGGRAG

P A Q
CCCCAGCTCA

CEGTCCGACCA TGGTACCTTC GEGGTCGAGT

Natural Ig leader peptide

P P P S ot Pl P B T A Sk S gy S T S S s g PO Pl PRl Wt B

WO 2005/035584

1l GACGGATCGG
CTGCCTAGCC
51 GAATAGCCAG
CTTATCGGTC
101 GATIGGAGTTT
CTACCTCARA
151  AATCTGCICT
TTAGACGAGA
201 TGTTGGAGGT
ACARCCTCCA
251 CAAGGCTTGA
GTTCCGAACT
301 TGCGCTECIT
ACGCGACGAA
351 TGACTAGTTA
ACTGATCRAT
401  TATATGGAGT
ATATACCTCA
451 ACCGCCCAAC
TGGCGGGTTG
501 TAGTAACGCC
ATCATTGCGG
551 CGGTAAACTG
GCCATTTGAC
601  GCCCCCTATT
CGGGGGATAR
651  AGTACATGAC
TCATGTACTG
701 GTCATCGCTA
CAGTAGCGAT
751  TGGATAGCGG
ACCTATCGCC
801 TCAARTGGGRG
AGTTACCCTC
851 CGTARCAACT
GCATTGTTIGK
901 GGAGGTCTAT
CCTCCAGATA
951  ACTGGCTTAT
TGACCGAATA
1001 CAACAAGTIT
GTTGTTCAAA
L L F

1051

L L L L

W L P

b TT

G E I V

GCTTCTICTTC CTCCTGCTAC TCTGSCTCCC AGATACCACC GGAGAAATTG
CGAAGAGAAG GAGGACGATG AGACCGAGGG TCTATGETGG CCTCITTAAC

FIG 4A

3



WO 2005035584

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

11/29

20H4~9 1C variable region

LT Q 8 PA TULSUL S8 P G ER A

TGTTGACACA GTCTCCAGCC ACCCTGTCTT TGTCTCCAGG GGRAAGAGCC

ACAACTGTGT CAGAGGTCGG TGGGACAGAA ACRGAGGTCC CCTTTCTCGG
204H4-9 LC variable ragion

- S e B i B — -

CDR 1

P -y

T L. 8 ¢C R A S Q SV 8 58 YL AW Y
ACCCTCTCCT GCAGGGCCAG TCAGAGTGTT AGCAGCTACT TAGCCTGGTA
TGGGAGAGGA CGTCCCGGTC AGTCTCACAA TCGTCGATGA ATCGGACCAT

20B4-9 LC variable regien

Lol T S e e Sy B B By dagr Pt T B Bt o gy o S e -~

CDR 2
-y o o Ay By B B
Q ¢ K P 6 0A PRL L I Y DAS R
CCAACAGAAR CCIGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT GATGCATCCA
GGTTGTCTTT GGACCGGTCC GAGGGTCCGA GGAGTAGATA CTACGTAGGT
20H4-9 IC variable region

~ -~ P kPl e B o

CDR 2

R AT 6 1I P A RF 8 6 8§ GG s G T
ACAGGGCCAC TGGCATCCCA GCCAGGTTCA GTGGCAGTGG GTCTGGGACA
TGTCCCGETG ACCGTAGGGT CGGTCCAAGT CACCGTCACC CAGACCCTGT

2084-9 LC variable region
P FTL T I S 8 L E P EDYV F AV Y
GACTTCACTC TCACCATCAG CAGCCTAGAG CCTGAAGATT TTGCAGTTTA
CTGAAGTGAG AGTGGTAGIC GTCGGATCTC GGACTTCTAA AACGTCAAAT
CDR 3

20H4~-9 LC variable region

LS -y -

¥ CQ Q@R SN W PP ALT FGE G G
TTACTGTCAG CAGCGTAGCA ACTGGCCTCC GGCGCTCACT TTCGGCGGAG
AATGACRGTC GTCGCATCGT TGACCGGAGG CCGCGAGTGA ARGCCGCCTC

20H4-9 LC variable region
T K v EI XK R T VA AP S V F I
GGACCARGGT GGAGATCAAR CGTACGGTGGE CTGCACCATC TGTCTTCATC
CCTGGTTCCA CCTCTAGTTYT GCATGCCACC GACGTGGTAG ACAGAAGTAG
C-kappa
F P P 8 DEQ L KS 6 TAZS VvV V C
TTCCCGCCAT CTGATGAGCA GTTGAAATCT GGRACTGCCT CTGTTGTGTG
ARGGGCGGTA GACTACTCGT CAACTTITAGA CCTTIGACGGA GACAACACAC
C-kappa
L L. ¥ N F Y P REA KV Q WKUVD
CCTGCTGAAT AACTTCTATC CCAGAGAGGC CAAAGTACAG TGGAAGGTGG
GGACGACTTA TTGAAGATAG GGTCTCTCCG GITTCATGTC ACCTTCCACC

FIG 4B
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1551

1601

1651

1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501

2551

12/29

C-kappa
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N A L

Q 8 G

N § Q E

§ v T

E QD

ATARCGCCCT CCRATCGGGT ARCTCCCAGG AGAGTGTCAC AGRGCAGGAC
TATTGCGGGA GGTTAGCCCA TTGAGGGTCC TCTCACAGTG TCTCGTCCTG
C~kappa

s S ot

5 K D S

T ¥ S

L 8 8§

- S B e s

T L T L

S K A

AGCAAGGACA GCACCTACAG CCTCAGCAGC ACCCTGACGC TGAGCAAAGC
TCGTTCCTGT CGTGGATGIC GGAGTCGTCG TGGGACTGCG RACTCGTITTOG
C-kappa

oy o o P At o

X E XK V

D Y E

¥ A C

E V T

AGACTACGAG AAACACABRAG TCTACGCCTG CGAAGTCACC
TCTGATGCTC TTTGIGTTTC AGATGCGGAC GCTTCAGTGG

s et P i g g o P B B i S By Pt Pl i Sy s g el B

S 8 P
TGAGCTCGCC
ACTCGAGCGG
CTTTCTTGTA
GARAGARCAT
CTAAATGCTA
GATTTACGAT
GCCATCTGTT
CGGTAGACAR
CCACTCCCAC
GGTGAGEGTG
CTGAGTAGGT
GACTCATCCA
GGGGGAGGAT
CCCCCTCCTA
CTATGGECTTIC
GATACCGAAG
CACGCGCCCT
GTGCECEGEA
CAGCGTGACC
GTCGCACTGG
TCTTCCCTTC
AGAAGGGAAS
ARARGCATGC
TTTTCGTACG
GCCCATCCCG
CGGGTAGGGEL
GCTGACTAAT
CGACTGATTA
GAGCTATTCC
CTCGATAAGG
CARAAAGCTT
GTTTTTCGAA
CGECAATCCT
GCCGTTAGGA
GGTTCGACCA
CCAAGCTGGT

C-kappa

E Q G L

CATCAGGECC
GTAGTCCCGG

vV T K
CGTICACAAAG
GCAGTGTTTC
CAAAGTGGTT
GTITCACCRA
GAGCTCGCTG
CTCGAGCGAC
GTTPGCCCCT
CARRCGGGGA
TETCCTTTCC
ACAGGRARGG
GTCATTCTAT
CAGTARGATA
TGGGARGACA
ACCCTTCTGT
TGAGGCGGAA
ACTCCGCCTT

S F N R

AGCTTCAACA
TCGRAGTTGT
GATCTAGAGG
CTAGATCICC
ATCAGCCTCG
TAGTCGGAGC
CCCCCGTECC
GGGGEGCACEGE
TAATAARATG
ATTATTTTAC
TCTGGGGGET
AGACCCCCCA
ATAGCAGGCA
TATCGTCCGT
AGAACCAGCT
TCTTGGTCGA

GTAGCGGCGC ATTAAGCGCS

CATCGECCGCG
GCTACACTTG
CGATGTGAAC
CTTTCTCGCC
GAAAGAGCGG
ATCTCAATTA
TAGAGTTAAT
CCCCTAACTC
GGGGATTGAG
TTITTTTATT
AMRAMARATAR
AGAAGTAGTG
TCTTCATCAC
GGGGGGACAG
CCCCCCTGTC
AGCGTGARLS
TCGCACTTCC
TTGARCTGCA
ARCTTGACGT

TAARTTCGCGC
CCAGCGCCCT
GGICGCGGGA
ACGTTCGCCG
TGCAAGCGGC
GTCAGCAACC
CAGTCGTTGG
CGCCCAGTTC
GCGGGTCAAG
TATGCAGARGG
ATACGTCTCC
AGGAGGCTTT
TCCTCCGAAA
CTCAGGGCTG
GAGTCCCGAC
CTGGTAGGAT
GACCATCCTA
TCGTCGCCGT
AGCAGCGGCA

G E C
GGGGAGAGTG
CCCCTCTCAC
GCCCTATTCT
CGGGATAAGA
ACTGTGCCTT
TGACACGGRA
TTCCTTGACC
ARGGARACTGG
AGGAAATTGC
TCCTTTAACG
GGGGTGEGGC
CCCCACCCCG
TGCTGGGGAT
ACGACCCCTA
GGGGCTCTAG
CCCCGAGATC
GCGGGTGTGE
CGCCGACACC
AGCGCCCGCT
TCGCGGGCGA
GGCCTCTCAR
CCGGAGAGTT

TTAGACCCAS
ARTCTGGGTC
ATAGTGTCAC
TATCACAGTG
CTAGTTGCCA
GATCARCGGT
CTGGAAGGTG
GACCTTCCAC
ATCGCATTET
TAGCGTARCA
AGGACAGCAA
TCCTGTCGTT
GCGGTGGGCT
CGCCACCCGA
GGGGTATCCC
CCCCATRAGGGE
TGGTTACGCG
ACCARATGCGC
CCTTTCGCTT
GGAAAGCGAA
ARARGGGRAA
TTTTCCCTTT

ATAGTCCCGC CCCTAACTCC

TATCAGGGCG
CGCCCATTCT

GGGATTGAGG
CCGCCCCATG

GOGGGTAAGA GGCGGGETAC

CCGAGGCCGC
GGCTCCGGCG
TTTGGAGGCC
ARACCTCCGG
CGATTTCGCG
GCTARAGCGC
TTTATCCCCG
AARTAGGGGC
GTCCCAARAT
CAGGGTTTTA

FIG 4C

CTCGGCCTCT
GAGCCGGAGR
TAGGCTTTIG
ATCCGAAAAC
CCAAACTTGA
GGTTTGAACT
CTGCCATCAT
GACGGTAGTA
ATGGGGATITG
TACCCCTRAC

36
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2601 GCAAGAACGG
CGTTCTTGCC
2651 TTCCAAAGAA
AAGGTTTCTT
2701 GATTATGGGT
CTAATACCCA
2751 TAAAGGACAG
ATTTCCTGTC
2801 CGAGGAGCTC
GCTCCTCGAG
2851 TGAACAACCG
ACTTGTTGGC
2901 GCAGTTCTGT
CGTCAAGACA
2951 TTTGTGACAA
ARACACTGTT
3001 AATTGATTTG
TTAACTAAAC
3051 CTGAGGTCCA
GACTCCAGGT
3101 AAGAAAGACT
TTCTTTCTGA
3151 GGTATGCATT
CGATACGTAA
3201 CTTTGTGAAG
GAARCACTTC
3251 CTACAGAGAT
GATGTCTCTA
3301 TGTGTTABRAC
ACACARTTTG
3351 TGGAACTGAT
ACCTTGACTA
3401 TGTTTTECTC
ACAAARCGAG
3451 TCTCAACATT
AGAGTTGTAA
3501 GGACTTTCCT
CCTGAAAGGA
3551  ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
3601 CTGCTATACA
GACGATATGT
3651 GCATAACAGT
CGTATTGTCA
3701 ATAGAGTGTC
TATCTCACAG
3751  TTTTTAATTT
AAAAATTARA
3801 GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
3851 TGCTTTAAAA
ACGAAATTTT
3901 ATGCAATTGT

AGRCCTACCC
TCTGGATGGG
TGACCACAAC
ACIGGTGTTG
AGGARAACCT
TCCTTTTGGA
ARTTARTATA
TTAATTATAT
ATTTTCTITGC
TARARGAACG
GAARTTGGCAA
CTTAACCGTT
TTACCAGGAR
AATGGTCCTT
GGATCATGCA
CCIAGTACGT
GGGAAATATA,
CCCTTTATAT
GGRGGARRAA
CCTCCTTTTT
AACAGGAAGA
TTGTCCTTCT
TTTATAAGRC
ARATATTCTG
GAARCCTTACT
CTTGGAATGA
TTAAAGCTCT
ARTTTCGRGA
TACTGATTCT
ATGACTAAGA
GRATGGGAGC
CITACCCTCG
AGAAGARATG
TCTTICTTTAC
CTACTCCTCC
GATGAGGAGG
TCAGAATTGC
AGTCTTRACG
TGCTTGCTTIT
ACGAACGAAAR
AGAAARTTAT
TCTTTTAATA
TATAATCATA
ATATTAGTAT
TGCTATTAAT
ACGATARTTA
GTARAGGGGT
CATTTCCCCAR
CGATCATAAT
GCTAGTATTA
AACCTCCCAC
TTGGAGGGTG
TGTTGTTAAC

13/29

TGGCCTCCGC
ACCGGAGGCG
CTCTTCAGTG
GAGAAGTCAC
GGTTCTCCAT
CCAAGAGGTA
GTTCTCAGTA
CAAGAGTCAT
CARRAGTTTG
GITITCARAC
GTAAARGTAGA
CATTTCATCT
GCCATGAATC
CGGTACTTAG
GGARTTTGAA
CCTTAAACTT
AACTTCTCCC
TTGARGAGGG
GGCATCRAGT
CCGTAGTTCA
TGCTTTCARG
ACGRARGTTC
CATGGGACTT
GTACCCTGAA
TCTGTGGTGT
AGRCACCACA
AAGGTAAATA
TTCCATTTAT
ARTTGITTGT
TTAACRAACA
AGTGGTGGAA
TCACCACCTT
CCATCTAGTG
GGTAGARTCAC
AARARAGAAG
TTTTTICITC
TARGTTTTTT
ATTCRAARAA
GCTATTTACA
CGATARATGT
GGAAAAATAT
CCTTTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACAA
AACTATGCTC
TTGATACGAG
TAATARGGAR
ATTATTCCTT
CAGCCATACC
GTCGGTATGG
ACCTICCCCCT
TGGAGGGGGA
TTGTTTATTG

TACGTTAACA ACAACAATTG AACARATAAC

TCAGGAACGA
AGTCCTTGCT
GARGGTAAALC
CTTCCATITIG
TCCTGAGAAG
AGGACTCTTC
GAGAACTCAA
CTCTTGAGTT
GATGATGCCT
CTACTACGGA
CATGGTTTGG
GTACCARACC
ARCCAGGCCA
TTGETCCGET
AGTGACACGT
TCACTGTGCA
AGAATACCCA
TCTTATGGGT
ATAAGITTGA
TATTCARACT
TICTCTGCTC
AAGAGACGAG
TTGCTGGCTT
AACGRCCGAA
GACATAATTG
CTGTATTAAC
TAAAATTTTT
ATTTTARARA
GTATTTTAGA
CATAAAATCT
TGCCTTTAAT
ACGGAAATTA
ATGATGAGGC
TACTACTCCG
AGAARGGTAG
TCTTTCCATC
GAGTCATGCT
CTCAGTACGA
CCACAAAGGA
GGTGTTTCCT
TCTGTAACCT
AGACATTGGA
TTTTCTTACT
AAAAGRATGA
ARARATTGTG
TTTTTAACAC
TATTTGATGT
ATARACTACA
ACRTITGTAG
TGTAARCATC
GRACCTGAAR
CTTGGACTTT
CAGCTTATAA
GTCGAATATT

FIG 4D
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GTTCAAGTAC
CAAGTTCATG
AGAATCTGGT
TCTTAGACCA
AATCGACCTT
TTAGCTGGAA
AGRACCACCA
TCTTGGTGGT
TAAGACTTAT
ATTCTGAATA
ATAGTCGGAL
TATCAGCCTC
CCTCAGACTC
GGAGTCTGAG
TTTTCCCAGA
ARAARGGGTCT
GGCGTCCTCT
CCGCAGGAGA
AGTCTACGAS
TCAGATGCTC
CCCTCCTAAA
GGGAGGATTT
TAGATCTGAT
ATCTAGACTA
GACAARCTAC
CTGTTITGATG
AAGTGTATRA
TTCACATATT
TTCCAACCTA
AAGGTTGGAT
GAGGAAAACC
CTCCTTTTIGG
TACTGCTGAC
ATGACGACTG
ARGACCCCAA
TTCTGGGGTT
GTGTTTAGTA
CACRAATCAT
ARAAGCTGCR
TTTTCGACGT
TTATARGTAG
AATATTCATC
CCACACAGGC
GGTGTGTCCG
TACCTTTAGC
ATGGAAATCG
ATAGTGCCTT
TATCACGGAA
AGGTTTTACT
TCCARAATGA
CATAARATGA
GTATTTTACT
TGGTTACARA
ACCAATGTIT
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WO 2005035584
3851  TARAGCAATA
ATTTCGTTAT
4001  TTCTAGTITGT
AARGATCAACA
4051 TCGGCTGGAT
AGCCGACCTA
4101  CACCCCAACT
GTGGGGTTGA
4151 CATCACAAAT
GTAGTGTTTA
4201 GTTTGICCRA
CARACAGGTT
4251 TCTAGCTAGA
AGATCGATCT
4301 TTGTTATCCG
ARCAATAGGC
4351 GTAAAGCCTG
CATTTCGGAC
4401 CGCTCACTGC
GCGAGTGACG
4451 ATGAATCGGC
TACTTAGCCG
45301 CCGCTTCCTC
GGCGAAGGAG
4551 GCGGTATCAG
CGCCATAGTC
4601 GGATAACGCA
CCTATTGCGT
4651 ACCGTARAAA
TGGCATTTTT
4701 GACGAGCATC
CTGCTCGTAG
4751 AGGACTATAA
TCCTGATATT
4801 CTCCTGIICC
GAGGACARGG
4851 TCGGGAAGCG
AGCCCTTCGC
4801 GGTGTAGGTC
CCACATCCAG
4551 AGCCCGACCG
TCGGGCTGEC
5001 GTAAGACACG
CATTCTGTGC
5051 CAGAGCGAGG
GICTCGCTCC
5101 ACTACGGCTA
TGATGCCGAT
5151 GCCAGTTACC
CGGTCAATGG
5201 CCACCGCTGG
GGIGGCGRCC
5251 AGARRARAAG
TCITTTTTTC

14729

GCATCACARAA TTTCACAMAT ARAGCATTTT
CSTAGTGTTT ARRGTGTTTA TTTCGTAAAR
GGTTTGTCCA AACTCATCARA TGTATCTTAT

CCARACAGGT
GATCCTCCAG
CTAGGAGGTC
TGTTTATTGC
ACAAATARCG
TICACAAATA
AAGTGTTTAT
ACTCATCAAT
TGAGTAGITA
GCTTGGCGTA
CGAACCGCAT
CTCACAATTC
GAGTGTTAAG
GGGTGCCTARA
CCCACGGATT

TTGAGTAGTT
CGCGGGGATC
GCGCCCCTAG
AGCTTATAAT
TCEAATATTA
AAGCATTTTT

ACATAGAATA
TCATGCTGGA
AGTACGACCT
GGTTACAARAT
CCAATGTTTA
TTCACTGCAT

PCT/US2004/033587

TTTCACTGCA
ARAGTGACGT
CATGTCTGGA
GTACAGACCT
GTTCTITCGCC
CAAGAAGCGG
AAAGCAATAG
TTTCGTTATIC
TCTAGTIGTG

TTCGTAARAA RAGTGACGTA RGATCAACAC

GTATCTTATC
CATAGAATAG
ATCATGGTCA
TAGTACCAGT
CACACAACAT
GIGTGTTGTA
TGAGTGAGCT
ACTCACTCGA

ATGTCTGTAT
TACAGACATA
TAGCTGTTTC
ATCGACAAAG
ACGAGCCGGA
TGCTCGGCCT
ARCTCACATT
TTGAGTGTAA

CCGCTTTCCA GTCGGGAAAC CTGICGTGCC

GGCGAAAGGT

CAGCCCTTTG

GACAGCACGG

CAMRCGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGCGTATT

GTTGCGCGCC
GCTCACTGAC
CGAGTGACTG
CTCACTCAAA
GAGTGAGTTT
GGAAAGAACA
CCTTTCTTGT
GGCCGCGTTG
CCGGCGCAAC
ACAAARATCG
TGTTTTTAGC
AGATACCAGG
TCTATGGTCC
GATCCTGCCS
CTGGGACGGC
TGGCGCTTTC
ACCGCGARAG
GTTCGCTCCA
CAAGCGAGGT
CTGCGCCTTA
GACGCGGAAT
ACTTATCGCC
TGAATAGCGG
TATGTAGGCG
ATACATCCGC
CACTAGAAGG
GTGATCTTCC
TTCGGAAAAA
AAGCCTTTTT
PAGCGGTGGT
ATCGCCACCA
GATCTCAAGA
CTAGAGTTCT

CCTCTCCECC
TCGCTGCGCT
AGCGACGCGA
GGCGGTAATA
CCGCCATTAT
TGTGAGCAAA
ACACTCGTTT
CTGGCGTTTT
GACCGCAAAR
ACGCTCAAGT
TGCGAGTTCA
CGTTTCCCCC
GCAAAGGGGG
CTTACCGGAT
GAATGGCCTA
TCATAGCTCA
AGTATCGAGT
AGCTGGGCTG
TCGACCCGAC
TCCGGTAACT
AGGCCATTGA
ACTGGCAGCA
TGACCGTCGT
GTGCTACAGA
CACGATGTCT
AACAGTATTT

ARACGCATARA
CGGTCGTTCG
GCCAGCAAGC
CGGTTATCCA
GCCAATAGET
AGGCCAGCAR
TCCGGTCGTT
TCCATAGGCT
AGGTATCCGA
CAGAGGTGGC
GTCTICCACCG
TGGAAGCTCC
ACCTTCGAGG
ACCTGTCCGC
TGGACAGGCG
CGCTGTAGGT
GCGACATCCA
TGTGCRCGAA
ACACGTGCTT
ATCGTCITGA
TAGCAGAACT
GCCACTGGTA
CGGTGACCAT
GTTCTTGRAG
CAAGAACTTC
GGTATCTGCG

ACCGTCGACC
TGGCAGCTGG
CTGTGTGARA
GACACACTTT
AGCATAARGT
TCGTATITCA
AATTGCGTTG
TTARCGCAAC
AGCTGCATTA
TCGACGTAAT
GGGCGCTCTT
CCCGCGAGRA
GCTGCGGCGA
CGACGCCGCT
CAGAATCAGG
GTCTTAGTCC
AAGGCCAGGA
TTCCGGTCCY
cceCccceecT
GGCGEGEGGA
GAAARCCCGAC
CTTTGGGCTG
CTCGTGCGLCT
GAGCACGCGA
CTTTCTCCCT
GRAAGAGGGA
ATCTCAGTTC
TAGAGTCAAG
CCCCCCGTTC
GGGEGGGCAAG
GTCCAARCCCG
CAGGTTGGGC
ACAGGATTAG
TGTCCTAATC
TGGTGGCCTA
ACCACCGGAT
CTCTGCTGRA

TTGTCATAAA CCATAGACGC GAGACGACTT

GAGTTGGTAG
CTCAACCATC

CTCTTGATCC
GAGAACTAGG

GGCAARCAAA
CCGTTTGITT

TTTTTTGTTIT GCAARGCAGCA GATTACGCGC
ARARARARCAMAA CGTTCGTCGT CTAATGCGCG
AGATCCTTTG ATCTTTTCIA CGGGGTCTGA
TCTAGGAAAC TAGAAMAGAT GCCCCAGACT

FIG 4E
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WO 2005035584
5301 CGCTCAGTGG
GCGAGTCACC
5351  CAAARAGGAT
GTTTTTICCTA
5401  TCAATCTAAA
AGTTAGATTT
5451 AATCAGTGAG
TTAGTCACTC
5501 TTGCCTGACT
AACGGACTGA
5551 TCTGGCCCCA
AGRCCGGGGT
5601 AGATTTATCA
TCTAAATAGT
5651 GTCCTGCAAC
CAGGACGTTG
5701  GCTAGAGTAA
CGATCTCATT
5751 TGCTACAGGC
ACGATGTCCG
5801 GCTCCGGITC
CGAGGCCARG
5851  AAAAAAGCGG
TTTTTTCGCC
5301 GGCCGCAGTG
CCGGCGTCAC
5951 CTGTCATGCC
GACAGTACGG
6001  AAGTCATICT
TTCAGTAAGA
6051 GTCAATACGG
CAGTTATGCC
6101 TCATTGGAAA
AGTARCCTTT
6151 TTGAGATCCA
AACTCTAGGT
6201  ATCTTTTACT
TAGRAAATGA
6251 ATGCCGCARAA
TACGGCGTTT
6301 CTCTITCCTIT
GAGAAGGARA
6351 GAGCGGATAC
CPCGCCTATG
6401 CGCGCACATT
GCGCGTGTAR

1429

AACGAARACT CACGTTAARGG
TTGCTTTTGA GTGCAATTCC
CITCACCTAG ATCCTTTTAR
GAAGTGGATC TAGGARAATT
GTATATATGA GTAAACTTGG
CATATATACT CATTTGARCC
GCACCTATCT CAGCGATCIG
CGTGGATAGA GTCGCTAGAC
CCCCGTCGTG TAGATAACTA
GGGGCAGCAC ATCTATTGAT
GTGCTGCAAT GATACCGCGA
CACGACGTTR CTATGGCGCT
GCAATRAACC AGCCAGCCGG
CGTTATTIGG TCGGTCGGCC
TTTATCCECC TCCATCCAGT
RARTAGGCGG AGGTAGGTCA
GTAGITCECC AGTTAATAGT
CATCAAGCGGE TCAATTATCA
ATCGTGGTGET CACGCTICGTC
TAGCACCACA GTGCGAGCAG
CCARCGATCA AGGCGAGTTA
GGTTGCTAGT TCCGCTCAAT
TTRAGCTCCTT CGGTCCTCCG
AATCGAGGAR GCCAGGAGGC
TTATCACTCA TGGTTRATGGC

AATRAGTGAGCT
ATCCGTAAGA
TAGGCATTCT
GAGRATAGTG
CICTTATCAC

ACCAATACCG
TGCITITTCTG
ACGAARAGAC
TATGCGGCGA
ATACGCCGCT

GATAATACCG CGCCACATAG
CTATTATGGC GCGGTGTATC
ACGTTCTTCG GGGCGAARAC
TGCARGAAGC CCCGCTTTIG
GTTCGATGTA ACCCRACTCGT

CRAGCTACAT
TTCACCAGCG
AAGTGGTCGC
ARAGGGAATA
TTTCCCTTAT
TTCAATATTA
AAGTTATAAT
ATATTTGAAT
TATAARCTTIA
TCCCCGAARA
AGGGGECTTTT

TGGCTGARGCA
TTTCIGGGTG
ARAGACCCAC
AGGGCGARCAC
TCCCGCTGTG
TTGRAGCATT
ARCTTCGTAA
GTATTTAGAR
CATARATCTT
GTGCCACCTG
CACGETGGAC

GATTTTGGTC
CTARAACCAG
ATTARARARTG
TAATTTTTAC
TCTGACAGTT
AGACTGTCAA
TCTATTTCGT
AGATARAGCA
CGATACGGGA
GCTATGCCCT
GACCCACGCT
CTGGGTGCGA
AAGGGCCGAL
TTCCCGGCTC
CTATTAATTG
GATARTTAAC
TTGCGCAALG
ARCGCGTTGC
GTTTGGTATG
CAARCCATAC
CATGATCCCC
GTACTAGGGG
ATCGTTGTCA
TAGCAACAGT
AGCACTGCAT
TCGTGACGTA
TGACTGGTGA
ACTGACCACT
CCGAGTTGCT
GGCTCARACGA
CAGAACTTTA
GTCTTGAAAT
TCTCAAGGAT
AGAGTTCCTA
GCACCCAACT
CGTGCETTGA
AGCAARARACA
TCGTTTTTGT
GGAARTGTTG
CCTTTACAARC
TATCAGGGTT
ATAGTCCCAA
ARATARACRA
TTTATTTGTIT
ACGTC

TGCAG

FIG 4F
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ATGAGATTAT
TACTCTAATA
ARGTTTTARA
TICAARATTT
ACCAATGCTT
TGGTTACGAA
TCATCCATAG
AGTAGGTATC
GGGCTTACCA
CCCGARTGGT
CACCGGCTCC
GTGGCCGAGG
CGCAGARGTG
GCGTCTTCAC
TTGCCGGGAR
ARCGGCCCTT
TTGTTGCCAT
AACMACGGTA
GCTTCATTCA
CGRAGTAAGT
CATGTTGTGC
GTACARCACG
GAAGTARGTT
CTTCATTCAA
AATTCICTTA
TTAAGAGAAT
GTACTCAACC
CATGAGTTGG
CITGCCCGGC
GAACGGGCCG
ARAGTGCTCA
TTTCACGAGT
CTTACCGCTG
GAATGGCGAC
GATCTTCAGC
CTAGARGTCG
GGAAGGCARA
CCTTCCGTTT
AATACTCATA
TTATGAGTAT
ATTGTCTCAT
TARCAGAGTA
ATAGGGGTTC
TATCCCCAAG
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20H4.9 HC variable region 20H4.9 IgG1HC
COR 2l IgG1 CH1 domain 1gG1 hinge reglon
ig lsader 20qCDR 1 CDR 3 IgG1 CH2 domaln IgG1 CH3

Pl I RO
‘ET‘."T‘F ey

20H4 9-IgG1l Heavy Chaln

FIG 5

20H4.9 L.C varable reglon CDR 3
Leader Soquence CDR1 CDR 2 20H4.9 LC C kappa region

20H4 9 Light chain

FIG 6
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natural Ig leader peptide
M K HL WFPF L L L V AAP RUWYV
1 ATGAAMACACC TGTGGTTCTT CCTCCTCCTG GTGGCAGCTC CCAGATGGGT
TACTTTGTGG ACACCAAGAA GGAGGAGGAC CACCGTCGAG GGTCTACCCA

2084 9 HC variable region
L S ¢ VvV QL Q Q W& A GL L K P S
51 CCTGTCCCAG GTGCAACTAC AGCAGTGGGG CGCAGGACTG TTGAAGCCTT
GGACAGGGTC CACGTTGATG TCGTCACCCC GCGTCCTGAC AACTTCGGARA
CDR 1

20B4 9 HC variable region
E TL 858 LT CAV Y G 6 8 F 8§ @€
101 CGGAGACCCT GTCCCTCACC TGCGCTGTCT ATGGTGGGTC CTTCAGTGGT
GCCTCTGGGA CAGGGAGTGG ACGCGACAGA TACCACCCAG GAAGTCACCA
CDR 1

e P S S S S s o e e

20H4 9 HC variable region
Y Y WS wWIUR Q8 P E KGUIL E W I
151 TACTACTGGA GCTGGATACG CCAGTCCCCA GAGAAGEGGEC TGGAGTGGAT
ATGATGACCT CGPCCTATGC GGTCAGGGGT CTCTTCCCCG ACCTCACCTA
CDR 2

- i S iy s g B P Mt e S gt M P S s g S s Y 8 B S S B S S Sy s A B

2084 9 HC variable region
G EI R HGG YV T Y NP S L E S
201 TGGGGAAATC AATCATGGTG GATACGTCAC CTACAATCCG TCCCTCGAGA
ACCCCTTTAG TTAGTACCAC CTATGCAGTG GATGTTAGGC AGGGAGCTCT
CDR 2

2084 9 HC variable reégion
R v T I SV DTS K N QF 8§ L K
251 GTCGAGTCAC CATATCAGTA GACACGTCCA AGAACCAGTT CTCCCTGAAG
CAGCTCAGTG GTATAGTCAT CTGTGCAGGT TCTTGGTCAA GAGGGACTTC
CDR 3

20H4 9 HC variable region
L 8 S VvV ™aAaA DTA VY YC ARD
301 CTGAGCTCTG TGACCGCCGC GGACACGGCT GTATATTACT GTGCGAGGGA
GACTCGAGAC ACTGGCGGCG CCTGTGCCGA CATATAATGA CACGCTCCCT
CDR 3

i e S P B ol Pt e By Vo P ot B Pen Py i e e e W W —

20H4 9 HC variable region
Y 6 P G R YD WY PFPF DLW 6 RGT
351 CTATGGTCCE GGGARTTATG ACIGGTACTT CGATCTCTGG GGCCGTGGCA
GATACCAGGC CCCTTAATAC TGACCATGAR GCTAGAGACC CCGGCACCGT

FIG 7A
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IgGl CH1 domain

20H4 9 HC varimble region

Ll

L vy T ¥ 8 8 A S T X G P S V F P
401 CCCTGGTCAC TGTCTCCTCA GCCTCCACCA AGGGCCCATC GGTCTTCCCC
GGGACCAGTG ACAGAGGAGT CGGAGGTGGT TCCCGGGTAG CCAGAAGGGGE

IgGl CHEl domain
L A PS5 8 KS T 8G 6 TABA L G C
451 CTGGCACCCT CCTCCAAGAG CACCTCTGGGE GGCRACAGCGG CCCTGGGCTG
GRCCGTGGGA GGAGGTTCTC GTGGAGACCC CCGTGTCGCC GGGACCCGAC

IgGl CH1 domain

L v X p Y F P E PV T V S W NZSG
501 CCTGGTCAAG GACTACTTCC CCGAACCGGT GACGGTGTCG TGGAACTCAG
GGACCAGTTC CTGATGAAGG GGCTTGGCCA CTGCCACAGC ACCTTGAGTC
IgGl CHl1 domain
A LT 8 GV HTUFUP A VL Q8 8
551 GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG CACACCTTCC CGGCTGTCCT ACAGTCCTCA
CGCGGGACTG GTCGCCGCAC GTGTGGAAGG GCCGACAGGA TGTCAGGAGT
IgGl CEl domain
6 L ¥S§ L S § VvV VT VP S S S8 L G
601 GGACTCTACT CCCTCAGCAG CGTGGTGACC GTGCCCTCCA GCAGCTTGGG
CCTGAGATGA GGGAGTCGTC GCACCACTGG CACGGGAGGT CGTCGAACCC
IgGl CH1 domain

L - S Sy P iy e i S P Py oy

T QT ¥ I CN VvV KH KPS NTIKV
651 CACCCAGACC TACATCTGCA ACGTGAATCA CAAGCCCAGC AACACCAAGG
GTGGGTCTGG ATGTAGACGT TGCACTTAGT GTTCGGGICG TTGTGGTTCC

IgGl CH1l domain

IgGl hinge region
D K R vV E P K 8 C D K T H T C P
701 TGGACAAGAG AGTTGAGCCC ARATCTTGTG ACAAAACTCA CACATGCCCA
ACCTGTTCTC TCAACTCGGG TTTAGAACAC TGTTTTGAGT GTGTACGGGT
IgGl CH2 domain

IgGl hinge region

P CPA PEL L GG P S VF F LFP
751 CCGTGCCCAG CACCTGAACT CCTGGGGGGA CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC
GGCACGGGTC GTGGACTTGA GGACCCCCCT GGCAGTCAGA AGGAGAAGGG

Ig6l CH2 domain
P KP KDTUL MIS RTZP EVTOC
801 CCCAARACCC AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT
GGGTTTTGGG TTCCTGTGGG AGTACTAGAG GGCCTGGGGA CTCCAGTGTA

FIG 7B
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IgGl CH2 domain
vV VvV DY S B EDUZP EV K P N W
851 GCGTGGTGGT GGACGTGAGC CACGAAGACC CTGAGGTCAA GTTCAACTGG
CGCACCACCA CCTGCACTCG GTGCTTCTGG GACTCCAGTT CAAGTTGACC
IgGl CH2 domain
Y v DG VvV EV HNDAZA KTIKUP REE
901 TACGTGGACG GCGIGGAGGT GCATAATGCC AAGACAARGC CGCGGGAGGA
ATGCACCTGC CGCRCCTCCA CGTATTACGG TICTGTTTCG GCGCCCTCCT
IgGl CHZ2 domain
Q Y N S TYZR VYV S8 VL T VL H Q
951 GCAGTACAAC AGCACGTACC GTGTGGETCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC
CGTCATGTTG TCGTGCATGG CACACCAGTC GCAGGRGTGG CAGGACGTGG
IgGl CHZ domain
D WL NGX EY X C KV S NKA
1001 AGGACTGGCT GAATGGCAAG GAGTACAAGT GCAAGGTCTC CAACRAAGCC
TCCTGACCGA CTTACCGTTC CTCATGTTCA CGTTCCAGAG GITGTITCGG
IgGl CH3 domain

N B By i Mt B P i B B S Sl

IgGl CH2 domain

L PAP I EXK T IS KAIXKXG QPR

1051 CTCCCAGCCC CCATCGAGAA AACCATCTCC ARAGCCARAG GGCAGCCCCG
GAGGGTCGGG GGTAGCTCTIT TTGGTAGAGG TTTCGGTITC CCGTCGGGGC

IgGl CH3 domain

E P Q VvV Y TUL PP S RDE L T KN

1101 AGAACCACAG GTGTACACCC TGCCCCCATC CCGGGATGAG CTGACCAAGA
TCTTGGTGTC CACATGTGEE ACGGGGGTAG GGCCCTACTC GACTGGTTCT

IgGl CH3 domain

pry

o - e my sl oy i

Q v § L T € L VvV K G F Y P 8 DT
1151 ACCAGGTCAG CCTGACCTGEC CTGGTCARAG GCTTCTATCC CAGCGACKATC
TGGTCCAGTC GGACTGGACG GACCAGTTTC CGAAGATAGG GTCGCTGTAG
IgGl CH3 domain
AV EW E SN G QF ENDNKNKY KTUTT
1201 GCCCTGGAGT GGGAGAGCAA TGGGCAGCCG GAGARCAACT ACAAGACCAC
CGGCACCTCA CCCTCTCGTT ACCCGTCGGC CTCTTGTTGA TGTTCTGETG
IgGl CH3 domain
P PV L DSD G S F FL Y 85 KL T
1251 GCCTCCCGTG CTGEACTCCS ACGGCTCCTT CTTCCTCTAC AGCAAGCTCA
CGGAGGGCAC GACCTGRGGC TGCCGAGGAA GAAGGAGATG TCGTTCGAGT
IgGl CH3 demain

P s B By Pl e S s e W B0 Pl B S S W By

v b XK S RW Q0 QGN VF B85 € 8 V
1301 CCGTGGACAA GAGCAGGTGG CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC ATGCTCCGTG
GGCACCTGIT CTCGTCCACC GTCGTCCCCT TGCAGAARGAG TACGAGGCAC

FIG 7C
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1351

1401

20729

IgGl CH3 domain
M R E A L HRN H YT Q K S L B L 8
ATGCATGAGG CTCTGCACAR CCACTACACG CAGAAGRGCC TCTCCCTGTC
TACGTACTCC GAGACGTGTT GGTGATGTGC GTCTTCICGG AGAGGGACAG
IgGl CH3 domain
P G K
CCCGGGTAAR TGA
GGGCCCATTT ACT

FIG 7D
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<110>

Hefta ILaura
Santoro Marc
Ganguly Subinay

<120>
<130>

150>
<151>

<150>
<151>

<160> 5
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<213>

DNA
<220>
<223>

<400> 1
cgatgtacgg

aattacgggq
aaatggceceg
tgtteccata
gtaaactgéc
cgtcaatgac
tectacttgg
geagtacate
cattgacgte
taacaactce
aagcagagct
gactcactat
tectggtgge
gacktgttgaa

gtggttacta

7057

10060 PCT

US 60/510193
2003-10-10

Artificial

gccagatata
tcattagttc
cctggetgac
gtascgccaa
cacttggcag
gytaaatggc
cagtacatct
aatgggegtg
aatgggagtt
gccceattga
ctctggectaa
agggagacce
agctcccaga
gcettcggag

ctggagctgg

SEQUERCE LISTING

Jure-Kunkel Maria

not yet asaigned
2004-10-08

Patantino version 3 2

artificial sequence

cgegttgaca
atagcecata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcadgt
ccgectggea
acgtattagt
gatageggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
ctagagaace
aagcttggta
tgggtectgt
acectgtceo

atacgccagt

ttgattattg
tatggagttc
ccecogeaca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
categetatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggegt
cactgcttac
ccgoeatgaa
cccaggtgea
tcacctgege

ccccagagaa

1

FULLY BUMAN ANTIBODIES AGAINST HUMARN 4-1BB

actagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgy
ccaagtacge
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc
gtacggtagy
tggcttateg
acacctgtgg
actacagcag
tgtctatggt

ggggctagag

PCT/US2004/033587
aatagtaatc 60
aacttacggt 120
taatgacgta 180
actatttacg 240
cécctattgd 300
tatgggactt 360
tgcggttttyg 420
gtetecacee 480
caaaatgteg 540
aggtctatat 600
aaattaatac 660
ttcttectee 720
tggggcgeayg 780
gggtecttca Bd0
tggattgggyg 900



WO 2005/035584

aaatceatca
cagtagacac
cggctgtata
tetggggeeg
tececekgge
tcaaggacta
gegtgeacac
tgaccgtgee
ccagcaacac
gccecageacc
acactctcat
aagacceega
caaagccgeg
tgcaccagga
cgtcectecat
acaccctgee
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaaccgt
atgaggctet
ctagagggee
gtgectteta
gaaggtgcca
agtaggtgte
gaagacaata
accagctagg
ggtgtgytgg
ttegetttet

agcatgcatce

tggtggatac gtcacctaca atececgtcect

gtccaagaac
ttactgtgeg
tggcaccctg
geectgekee
cttcoeogaa
cttecegget
ctccagcage
caaggtggac
tgagttcctg
gatctccegg
gygtccagttc
ggaggagcag
ctggctgeaac
cgagaaaacc
cccatcccag
ctaccccage
gaccacgect
ggacaagagc
gcacaaccac
ctattctata
gttgcecagee
cteccactgt
attctattct
gcaggcatge
gctctagggg
ttacgegeag
tceettectt

tcaattagte

cagttctcec
agggactatg
gtcactgtct
aggagcacct
ccggtgacgy
gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
gggggaccat
acccctgagg
sactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgeceg
ccegtgetgg
aggtggcagg
tacacacagea
gtgtcaccta
atctgttgtt
cctttcctaa
999999tggy
tggggatgeg
gtatccccac
cgtgaceget
tetegecacg

agcaaccata

tgaagctgag
gtceggggaa
cctcocagctag
ctcgagagcac
tgtegtggaa
cctcaggact
agacctacac
agtccaaata
cagtctteet
tecacgtgegt
tggatggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actcecgacgg
aggggaatgt
agagcctcte
aatgctagag
tgecccteee
taaaatgagg
gtggggcagy
gtgggctcta
gcgcectgta
acacttgcca
ttegecggge

gtceecgeecec

cgagagtcga
ctetgtgace
ttatgactgg
caccaaggge
agccgecctg
ctcaggegee
ctactecccte
ctgcaacgta
tggtccacct
gttceceecea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gcocccgagag
ggtcagccty
gagcaatggg
ctecttette
cttctcatge
cctgtetetg
ctegectgate
ccgtgeette
aaattgcatc
acegcaaggy
tggcttctga
gcggegeatt
gegecctage
ctctcaaaaa

taactccgee

PCT/US2004/033587

gtcaccatat
gccgeggaca
tacttegate
ccatcegtet
ggctgectgyg
ctgueccageg
agcagcgtgg
gatcaceagc
tgceccacett
saacccaagg
gtgagccagy
aatgccaaga
ctcaccgtce
aaaggcctce
ccacaggtgt
acctgectyg
cagccggaga
ctctacagca
teegtgatge
ggtaaatgat
agcctcgact
cttgaccetyg
geattgtctg
ggaggattgy
ggcggaaaga
aagcgeggeyg
gcccgetect
agggaaanaa

catcccgece

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
204D
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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ctaactccege
geagaggccy
ggaggcetag
tgacggcaat
ccattgaact
ccctggecte
gtggaaggta
aagaatcgac
ccacgaggag
ccggaattgg
gaagccatga
gaaagtgaca
ccaggcgtec
gagaagaaag
atttttataa
tctgtggtgt
tamaattttt
ttccaaccta
tgttttgete
ctactectcc
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgte
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaatasa
agttgtggtt

ctcecagegeyg

ccagttecge
aggccgecte
gecttttgeaa
cctagegtga
gcategtege
cgctcaggaa
aacagaatct
ctttaaagga
ctcattttct
caagtaaagt
atcaaccagg
egtttttece
tctetgaggt
actaacagga
gaccatggga
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaagaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccasact

gggatctcat

ccattcteeg
ggcetctgag
aaagcttgga
aggctggtag
cgtgtcccaa
cgagttcaag
ggtgattatg
cagasttaat
tgccaasagt
agacatggtt
ccaccttaga
agaaattgat
ccaggaggaa
agatgettte
cttttgetygy
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
eccatctagtg
agamhaggtay
gtgtttagta
ctgectataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttget
aattgttgtt
cacaaattte
catcaatgta

gctggagtte

ccecatgget
ctattccaga
cagctcaggg
gattttatec
aatatgggga
tacttccana
ggtaggaaaa
atagttctea
ttggatgatg
tggatagtcg
ctctttgtga
ttggggazat
aaaggcatca
aagttctctg
ctttagatct
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccasd
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaasattgtg
atagtgectt
ttaaaaspacc
gttaacttgt
acasataaag
tcttatcatg

ttegeccace

3

gactaatttt
agtagtgagg
ctgcgatttc
ccgetgecat
ttggceagaa
gaatgaccac
cectggttcte
gtagagaact
ccttaagact
gaggcagtte
caaggatcat
ataaacttct
agtataagtt
ctceecteet
cttrgtgaag
ttaasgctct
aattgtttgt
tgectttaat
tactgctgac
dgactttect
tgettgettt
ggaaaaatat
ttttettact
tacctttage
geactagagat
tcccacaccet
ttattgcage
cattttttte
tctggatcgg

ccaacttgtt

PCT/US2004/033587
ttttatttat 2700
aggctttttt 2760
gcgccaaact 2820
catggttcga 2880
cggagaccta 2940
aacctettes 3000
cattcctgag 3060
caaagaacca 3120
tattgaacaa 3180
tgtttaccag 3240
gcaggaattt 3300
cccagédatae 3360
tgaagtctac 3420
aaagctatge 3480
gaaccttact 3540
aaggtaaata 3600
gtattttaga 3660
gaggaaaacc 3720
tctcaacatt 3780
tcagaatége 3840
gctatttaca 3900
tctgtaacct 3960
ccacacaggc 4020
tttttaattt 4080
cataatcagc 4140
ccccetgeac 4200
ttataatggt 4260
actgeattct 4320
ctggatgate 4380
tattgeaget 4440

555Q
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tataatggtt
ctgcattcta
tcgaccteta
tatccgeteca
gectaatgag
ggaaacctgt
cgtatigggce
cggcgagegqg
aacqgcaggaa
gegtigetag
tcaagtcaga
agctecccteg
ctcecttegg
taggtcgtte
gcettateeg
gcagcagcca
ttgaagtggt

ctgaagccag

acaaataaag
gttgtggttt
gctagagett
caattccaca
tgagctaact
cgtgeceaget
getecttecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcea
ggtggcgeaa
tgecgetetee
gaagegtggc
gctececaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggectaacta

ttaccttcgg

getggtageg gtggttettt

caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttastca
tgacteceeg
gcaatgatac
gecggaaggyg
aattgttgee
gccattgcta

ggttcccaac

ctttgatctt
tggtcatgag
ttasatcaat
gtgaggcace
tegtgtagat
cgcgagacco
~cgagcgeag
gggaagctag
caggcategt

gatcaaggeg

caatagcate
gtccamacte
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcetegete
ctcasaggcg
agcaaaaggc
taggetecege
cccgacagga
tgttccgace
getttetcaa
gggctgtygty
tettgagtee
gattagcagn
cggectacact
aamaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcanan
ctaaagtata
tatcteageg
aactacgata
acgctcaccyg
aagtggtcet
agtaagtagt
ggtgtcacge

agttacatga

acasatttca
atcaatgtat
tggtcatage
gecggaagoa
gegttgeget
atcggecaac
actgactege
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacy
ctataaagat
ctgcegetta
tgctcacget
cacgaaccec
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tectgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctceagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tcgtegtttg

teccceatgt

canataaagc
cttatcatgt
tgtttcctgt
tasagtgtaa
cactgccege
gcgeggggayg
tgegetcggt
tatccacaga
ccaggaaccqg
agcatcacaa
accaggecgtt
ccggatacct
gtaggtatct
cegttcagee
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggeaa
cgcgcagaas
agtggaacga
cctagatect
cttggtctga
ttegttcate
taccatctgg
tateagcaat
ccgecteoeat
atagtttgeg
gtatggettc

tgtgcaaaaa

PCT/US2004/033587

atttttttea
ctgtatacecg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttcecagteg
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taazsaaggce
aaatcgacge
tceceetgga
gtccgeettt
cagttcggtyg
cgacegetge
atcgeccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acamaccace
aasaggatct:
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccecagtget
aaaccagecca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc

agcggttage

4500
4560
4620
41680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5080
5940
6000
6060
6120

€180
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tecectteggte
atggcageac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcyg
acatttecece
aggcgcgccg
tttgagatgg
getetgatge
agtagtgcge
agaatctget
<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 2
gctacatgce

ttaatgecce
tttaceggge

acaagggtat

7057
DNA
Artificial

ctecegategt
tgcataattc
caaccaagtec
tacgggataa
cttcggggeg
ctegtgeace
aaacaggaag
tceatactett
gatacatatt
gaaaagtgcc
gcttcgaata
agtttggcge
cgeatagtta
gagcaaaatt

tagggttagg

cggtctatat
agtaatcaag
ggacegactg

cattgeggtt

catttgacgg gtgaaccgtc

gcagttactg
aggatgaacc
cgtcatgtag
gtaactgcag
attgttgagy

ccatttaceg
gtcatgtaga
ttacccgeac

ttaccctcaa

cggggtaact

tgtcagaagt
tettactgtc
attctgagaa
taccgegeea
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgee
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gccagagtaa
cgatctcceg
agccagtatc
taagctacaa

cgttttgege

artificisl sequence

gcgcaactgt
tatcgggtat
gegggttgct
atccctgaaa
atgtagttca
ggcggacegt
tgcataatca
ctatcgccaa
acaaaaccqgt

gegtttacee

aagttggceg
atgccateceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagecatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
gacggatcgg
cctttttttt
atccectatg
tgcteectge
caaggcaagg

tgctteg

aactaataac
atacctcaag
gggggcgggt
ggtaactgca
catagtatac
aatacgggte
gtagcgataa
actgagtgec
ggttttagtt

gccatcegea

5

cagtgttate
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaanagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
gagatetget
taattttatt
gtcgactcte
ttgtgtgttg

cttgaccgac

tgatcaataa
gcgcaatgta
aactgcagtt
gttacecace
ggttcatgeg
atgtactgga
tggtaccact
cctaaaggtt
gccctgaaaq

catgceacce

PCT/US2004/033587
actcatggtt 6240
ttctgtgact 6300
ttgectettge 6360
gctcateatt 6420
atccagttcg 6480
cagcgtttct 6540
gacacggaaa 6600
gggttattgt 6660
ggttceogege 6720
aggtgacctg 6780
ttattttatt 6840
agtacaatct 6300
gaggtegety €960
aattgeatga 7020

7057
ttateattag 60
ttgaatgcca 120
attactgcat 180
tgataaatge 240
ggggataact 300
ataccctgaa 360
acgccaaasc 4120
cagaggtggg 180
gttttacagc 540
tccagatata 600

56

b
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ttegtetcga
ctgagtgata
aggaccaccg
ctgacaactt
caccaatgat
tttagttagt
gtcatctgtg
gccgacatat
agaccceggce
agggggaceg
agttcctgat
cgcacgtgty
actggcacgg
ggtcgtigtg
cgggtegtgg
tgtgagagta
ttctggggcet
gtttcggege
dcgtggtect
gcaggaggta
tgtgggacqg
agtttccgaa
tgttgatgtt
ccgattggea
tactecgaga
gatcteccegg
cacggaagat
cttecacggt

tcatccacag

gagaccgatt
tcectetggg
tegagggtet
cggaagccte
gacctcgace
accacctatg
caggttcttg
aatgacacgc
accgtgggac
cgggacgagg
gaaggggctt
gaagggcega
gaggtcgteyq
gttccacctg
actcaaggac
ctagagggce
ccaggtcaag
cctectegte
gaccgacttg
gctcttttgy
gggtagggte
gatggggteg
ctggtgcgga
cctgttcteg
cgtgttggtyg
gataagatat
caacggtegg
gagggtgaca

taagataaga

gatctcttgg
ttegaaccat
acccaggaca
tgggacaggg
tatgcggtca
cagtggatgt
gtcaagaggg
tccctgatac
cagtgacaga
tcctegtgga
ggccactgec
caggatgtca
aacccgtget
ttctctoaac
ccccctggta
tggggactce
ttgaccatgc
aagttgtegt
cogttectea
tagaggtttc
ctectetact
ctgtagegge
gggcacgace
teccaccgtcee
atgtgtgtet
cacagtggat
tagacascaa
ggaaaggatt

ccececcacce

gtgacgaatg
ggocggtactt
gggtccacgt
agtggacgcg
ggggtctctt
taggcaggga
acttcgactc
caggecccctt
ggagtcgatc
ggctetegtg
acagcacctt
ggagtcctga
tctyggatgtg
tcaggtttat
gtcagaagga
agtgcacgeca
acctaccgca
gcatggcaca
tgttcacgtt
ggtttceccgt
ggttettggt
acctcaccct
tgaggctgee
tcecccttaca
tetcggagag
ttacgatctc
acggggaggqy
attttactcc

cacccegteo

accgaatagc
tgtgyacace
tgatgtcgte
acagatacca
cccegacete
gctctecaget
gagacactgy
aatactgacc
gtggtteceg
teggegggac
gagtcegegg
gatgagggag
gacgttgcat
accaggtgga

caaggggggt

ccaccacctg
cctccacgta
ccagtcgeag
ccagaggttg
cggggctcte
ccagteggac
ctegttacce
gaggaagaag
gaagagtacg
ggacagagac
gagcgactag
ggcacggaag
tttaacgtag

tgtegttece

PCT/US2004/033587

tttaattatg
angaaggagy
acceecgegte
cccaggaagt
acctaaccce
cagtggtata
cggcgectgt
atgaagctag
ggtaggcaga
ccgacggace
gactggtege
tcgtegeace
ctagtgtteqg
acgggtggaa
tttgggttce
cactceggtece
ttacggttcet
gagtggcagg
tttccggagg
ggtgtccaca
tggacggace
gteggectcet
gagatgtcgt
aggcactacg
ccatttacta
tcggagetga
gaactgggac
cgtaacagac

cctectaacc

660

720

780

840

500

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
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cttetgttat
tggtcgacce
ccacaccacc
aagcgaaaga
tcgtacgtag
gattgaggcyg
cgtcteecgge
cctceceoggate
actgeegtta
ggtaacttga
gggaccggag
caccttecat
ttcttagetg
ggtgetecte
ggecttaace
cttcggtact
ctttcactgt
ggtcegeagg
ctcttettte
tasaaatatt
agacaccaca
attttaaaaa
aaggttggat
acaasacgag
gatgaggagg
attcanaasa
ggtgtttect
aatattcatec
tatcteacag

catttceccoa

cgteegtacg
cgagatcccc
aatgcgegte
agggaaggea
agtteaatcag
ggtcaaggeg
tecggeggag
cgaaaacgtt
ggatcgecact
cgtagcageg
goegagteett
ttgtcttaga
gaaatttcect
gagtaaaaga
gttcatttca
tagttggtcc
gcaaaaaggg
agagactcca
tgattgtect
ctggtatect
ctgtattaac
ttcacatatt
accttgacta
tcttetttac
ttttttctte
ctcagtacga
ttttcgacgt
cgtattgtea
acgataatta

attattcett

acccctacgce
cataggggtg
gcactggcga
agagcggtge
tegttggtat
ggtaagaggc
ccggagactc
tttegaacct
tcegaccate
gcacagggtt
gctcaagtte
ccactaatac
gtcttaatta
acggttttca
tetgtaccaa
ggtggaatct
tctttaacta
ggteccteett
tctacgaaag
Jaaaacgace
ctgtttgatg
acacaatttg
cttaccecteg
gg agatcac
tctttecate
cacaaatcat
gacgatatgt
atattagtat
ttgatacgag

ataaactacs

caccegagat
cgcgggacat
tgtgaacggt
aagcggeeeg
€agggcgygy
ggggtaccga
gataaggtct
gtcgagtcee
ctaaaatagg
ttataccect
atgaaggttt
ccatcctttt
tatcaagagt
aacctactac
acctateage
gagaaacact
aacccctttia
tttcegtagt
ttcaagagac
gaaatctaga
gatgtctcta
atgactaaga
tcaccacctt
tactactccg
ttctggggtt
tatcttgaga
tettttaata
tgtatgacaa
tttttaacac

tatcacggaa

7

accgaagact
cgecgegtaa
cgegggateg
gagagttttt
attgaggcgg
ctgattaasaa
tcatcactce
gacgctasag
ggcgacggta
aacegttett
cttactggtyg
ggaccaagag
catctetiga
ggaattctga
ctcegtcaag
gttcctagta
tatttgaaga
tcatattcaa
gaggggagga
gaaacacttc
aatttcgaga
ttaacaaaca
acggaaatta
atgacgactg
cctgaarngga
acgaacgaaa
cctttttata
aaaagaatga
atggaaatcg

ctgatctcta

PCT/US200420313587
ccgectttect 2400
ttcgcgecge 2460
cgggcegagga 2520
tccetttitt 2580
gtagggecggg 2640
aaaataasta 2700
tecgamsamsaa 2760
cgeggtttga 2820
gtaccaaget 2880
gectctggat 2940
ttggagasgt 3000
gtaaggactc 3060
gtttettggt 3120
ataacttgtt 3180
acasatggtc 3240
cgtcettaaa 3300
gggtettatg 3360
acttcagatg 3420
tttcgatacg 3480
cttggaatga 3540
ttccatttat 3600
cataaaatct 3660
ctccttttgg 3720
agagttgtea 3780
agtcttaacg 3840
cgatmaatgt 3900
agacattgga 3960
ggtgtgteeg 4020
aaagattama 4080
gtattagtcg 4140

>
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gtatggtgta aacatctcca maatgaacge

gactttgtat
atgtttattt
tcaacaccaa
gaggtcgege
atattaccaa
gacgtaagat
agectggagat
ataggcgagt
cggattactc
cctttggaca
gcataacceg
gecgetegee
ttgegteett
cgcaacgace
agttcagtct
tegagggage
gagggaagcc
dtccagraag
cggaatagge
cgtegteggt
aacttcacca
gacttcggte
cgaccatege
gttcttctag
attcecctaaa
tttacttcaa
acgaattagt

actgaggggc

tttacttacg
cgttategta
acaggtttga
ccctagagta
tgtttattte
caacaccaaa
cgatctcgaa
gttaaggtgt
actcgatiga
gcacggtcga
cgagaagygcy
atagtcgagt
tctigtacac
gcaaaaaggt
ccaccgettt
acgcgagagg
cttcgcaceg
cgaggttcga
cattgatage
gaccattgte
ceggattgat
aatggaagcc
caccaaaaaa
gaaactagaa
accagtacte
aatttagtta

cactcegtgg

agcacatcta

ttaacaacaa
gtgtttaaag
gtagttacat
cgacctcaag
gttategtag
caggtttgag
ccgeattagt
gttgtatget
gtgtaattaa
cgtaattact
aaggagcgag
gagtttcege
tegttttecyg
atccgaggcg
gggctgtect
acaaggctgg
cgaaagagtt
cccgacacac
agaactcagg
ctaatcgtct
gccgatgtga
tttttctcaa
acaaacgtte
aagatgccce
taatagtttt
gatttcatat
atagagtege

ttgatgctat

aattttttgg
caattgaaca
tgtttatttc
agaatagtac
aagcgggtag
tgtttaangt
tagttacata
accagtatcg
cggeettegt
cgcaacgcga
tagccggttyg
tgactgageg
cettatgcca
gtegttttce
gggggactge
gatatttecta
gacggcgaat
acgagtgcega
gtgettgagyg
ttgggccatt
cgetcecatac
tcttectgte
ccatcgagaa
gtegtctaat
agactgcgag
tectagangt
atactcattt
tagacagata

gccctceccga

agggtgtgga
aataacgtceg

gtaaaaaaag
agacctagce
ggttgaacaa
gtttattteg
gaatagtaca
acaaaggaca
atttcacatt
gtgacgggeg
cgegeccete
acgcgageca
ataggtgtct
ggteettgge
tcgtagtgtt
tggteegeaa
ggcctatgga
cetccataga
ggcaagtcgg
ctgtgctgaa
atccgecacg
ataaaccata
ctaggecgtt
gegegtettt
tcaccttget
ggatctagga
gaaccagact
aagcaagtag

atggtagacc

PCT/US2004033587

gggggacttg
aatattacca
tgacgtaaga
gacctactag
ataacgtcga
taanaanmagt
gacatatggc
cactttaaca
tcggacececa
aaaggtcage
tcegecaaac
gcaagccgac
tagtccecta
atttttcegg
tttagctgeyg
agggggacct
caggcggaaa
gtcaagccac
gotggegacy
tagecggtgac
atgtctcamg
gacgcgagac
tgtttggtgg
ttttcctaga
tttgagtgea
aaatttaatt
gtcaatggtt
gtatcaacgg

ggggtcacga

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
49290
4980
5040
5100
5160
5220
5200
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
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cgttactatg
cggcecttece
ttaacaacgg
cggtaacgat
ccaagggtty
aggaagccag
taccgtegtg
ceactcatga
ggccgeagtt
ccttttgecan
tacattigggt
cccactcgtt
acaacttatg
gagtactcge
tgtaaagggg
tececgegegge
aaactctace
cgagactacg
tcatcacgeg
tcttagacga
<210> 3

<211> 467
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 3

gcgetctggg
ggctcgeqgte
cecttegate
gteccgtagea
ctagttcege
gaggctagca
acgtattaag
gttggttcag
atgcectatt
gaagccooge
gagcacgtgy
tttgtcctte
agtatgagas
ctatgtataa
cttttcacgg
cgaagcttat
tcaaaccgeg
gcgtatcaat
ctcgttttaa

atoceaatcec

Artificial

tgegagtgge
ttcaccagga
fcattcatca
ccacagtgeg
tcaatgtact
acagtcttca
agaatgacag
taagactctt
atggcgeggt
ttttgagagt
gttgactaga
cgttttacgg
ggaapaagtt
acttacataa
tggactgcag
cggtctcatt
gctagaggge
tcggtcatag
attcgatgtt

gcasaacgcy

artificial sequence

cgaggtctaa
cgttgaaata
agcggtcaat
agcagcaaac
agggggtaca
ttcaac¢cgge
tacggtaggc
atcacatacg
gtatcgtett
tcctagaatg
agtcgtagaa
cgttttttec
ataataactt
atctttttat
ctgcctagee
ggaaaanaan
taggggatac
acgagggacg
gttcegtteo

acgaagc

atagtcgtta
ggcggaggta
tatcaaacge
cataccgaag
acacgttttt
gtcacaatag
attctacgaa
cegetggete
gaaattttca
gcgacaactc
aatgaaagtyg
cttattcecceg
cgtaaatagt
ttgtttatece
ctctagacga
attaasataa
cagctgagag
aacacacaac

gaactggetg

PCT/US2004/033587
tttggteggt 5940
ggtcagataa 6000
gttgcaacaa 6060
taagtcgagg 6120
tcgecaatcg 6180
tgagtaccaa 6240
aagacactga 6300
ancgagaacg 6360
cgagtagtaa 6420
taggtcaage 6480
gtcgcasaga 6540
ctgtgececttt 6600
cccaatanca 6660
ccaaggcegeg 6720
tccactggac 6780
aatazastaa 6840
tcatgttaga 6500
ctccagcgac 6960
ttaacgtact 702C

7057

Met Lys Hles Leu Trp Fhe Phe lau Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

5

10

15

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Ly=
25 30

20

bY.1

A
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Pro Ser Glu Thr Leu

Ser
Glu

65

Iyr

Gly
145

Ser

Val

val

Gly
50

Trp

Ser

Cys

Irp

130

Pro

Pro

Thr
210

s

Tyr

Ile

Glu

Ala
115

Gly

Ser

Val

Ala
195

Val

Val Asp His

225

Lys Tyr Gly

Gly Pro Ser

Tyr

Gly

Ser

Lys

100

Arg

val

Ala

Serxr

180

val

Pro

Lys

Pro

Val
260

Irp

Glu

Arg

Gly

Phe

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

245

Phe

Ser

Ser

Ile

70

Val

Ser

Tyr

Pro
150

Gly

Gln

Sar

Ser

230

Cys

55

Aan

Ser

Gly

1358

Cys

Ser

215

Asn

Pro

Thr Cys Ala Val Tyr

Ile Arg Gln Ser Pro

His

Ila

val

Pro

120

val

Leu

Gly

Ser
200

Pro

Pro

60

Gly Gly Tyr Val

Ser

Thx

105

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro
265

Val

80

Ala

Asn

Val

Cya

Lys

170

Lau

Val

Pro
250

Lys

10

75

Asp Thr

Ala Asp

Tyr Asp

Sar Ser
140

Ser Arg
155

Asp Tyr

Thr Sar

Tyr Ser

Lys Thr
220

Asp Lys
235

Ala Pro

Pro Lya

Gly Gly

45

Glu

Thr

Ser

Irp

125

Ala

Sear

Phe

Gly

Leu

208

Tyr

Arg

Glu

Asp

Lys

Tyr

Lys

Ala
110

Tyr

Ser

Pro

val

1%0

Ser

Val

Phe

Thr
270

Sar

Gly

Asn

Asn

Val

Phe

Ser

Glu

175

Hia

Serx

Cys

Glu

255

PCT/US2004/033587

Fhe

Pro
80

Asp

Lys

Glua

160

Pro

val

Asn

240

Gly

Met
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Ila Ser Arg Thr Pro

Glu

His

3035

Lys

Glun

VY

Leu
385

Trp

val

Leu
465

275

Asp Pro
290

Asn Ala

Val val

Glu ITyr

Lys Thr
355

Thr Leu
370

Thr Cys

Glu Ser

Leu Agp

Lys Ser
435

Glu Ala
450

Gly 1Lys

<210> 4
<211> 6435
<212> DNA

<213>

<220>

Gln

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Asn

Ber

420

Arg

Leu

Val

Val

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

Irp

Artificial

Glu

Gln

Lys

310

Lys

Lys

Ser

Lys

350

Gln

Gly

Gln

Aan

Val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

ars

Gly

Pro

Ser

Glu

Eis
455

280

Asn

Arg

val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
440

Cys

Trp

Glu

Asn
345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

428

ABn

Thx

val

Glu

His

330

Ly»s

Gln

Met

Pro

Asn

410

Val

Gln

11

Val Val Asp Val

Val Asp
300

Gln Phe
315

Gln Asp

Gly Leu

Thr Ly»s
380

Sexr Asp
395

Tyr Lys

Tyxr Sar

Phe Ser

Lya Ser
460

285

Gly

Asn

Irp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys
445

val

Ser

Ser

350

Pro

Gln

Ala

hau
430

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Ser

Gln

val

val

Pro

415

Val

Leu

PCT/US2004/033487

Gln

val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser

>

®
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<223> artificial sequence

<400> 4
gacggategy

agtaaccttt
tcccgatece
gtatctgcte
tacaacaagg
tgegetgett
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacyg
ggagtattta
gcccectatt
cttatgggac
gatgeggttt
aagtctceac
tccaaantgt
ggaggtctat
cgaaattaat
geaggetggt
agataccacc
ggaaagagce
ccaacagaaa
tggeatcecea
cagcctagag
ggcgetcact
tgtcttcate
cctgctgaat
ccaategggt

cctcageage

gagatctget
ttttttaatt
ctatggtcga
cctgettgtg
caaggcttga
cgegatgtac
tcaattacgg
gtaastggcc
tatgtteccea
cggtanactg
gacgtcaatg
tttectactt
tggcagtaca
cceattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
acgactcact
accatggaag
ggagaaattg
accctctect
cetggocagg
gccaggttea
cctgaagatt
ttocggeggag
tteccgecat
aacttctate
aactcccagg

accetgacge

agccegggtg acctgaggeg cgecggette

ttattttatt
ctctcagtac
tgttggaggt
ccgacaattg
gggccagata
ggtcattagt
cgectggetg
tagtarcgcc
cccacttqge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgeccccatt
ctctctggcet
atagggagac
<cccagetea
tgttgacaca
GCagggoCcag
cteccagget
gtggcagtgg
ttgeagttta
ggaccaaggt
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtecac

tgagcaaagc

ttattttiga
aatctgetet
cgctgagtag
catgaagaat
tacgegttga
tcatagecea
accgcocoaac
astagggact
agtacatcaa
gecegectgg
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
aactagagaa
ccaagcttat
gettetette
gteteccegee
tcagagtgtt
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgteaq
ggagatcaaa
gttgasatct
caaagtacayg
agagcaggac

agactacgag

12

gatggagttt
gatgccgeat
tgcgegagea
ctgettaggg
cattgattat
tatatggagt
gacceccgee
ttecattgac
gtgtatcata
cattatgeee
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
cccactgett
caacaagttt
cteoctgetac
accctgtett
agcagctact
gatgcatcca
gacttcacte
cagcgtagca
cgtacggtgg
ggaactgect
tgguaggtgy
agcaaggaca

PCT/US2004/033587

gaatagccag
ggcgecgate
agttaagcca
aantttaage
ttaggegttt
tgactagtta
tccgegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgcecaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttce
aacgggactt
gtgtacggtg
actggcttat
gtacaaaaaa
tttggetece
tgtctccagg
tagectggta
acagggccac
tcaccatcag
actggectce
ctgcaccate
ctgttgtgtg
ataacgeccct
gcacctacag

tctacgccty

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6560
720
780
840
800
960

1020
1060
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680
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cgaagtcacc
ttagacccag
ctamatgcta
gtttgeeeet
taataanatg
ggggtagggc
geggtggget
cacgcgeect
gctacacttg
acgttecgeeg
atagtcecege
ccgececatg
gagctattce
ggggggacag
ctggtaggat
gtcccaaaat
gttcaagtac
gattatgggt
aattaatata
caasagttty
catggtttgg
ccteagactce
aattgatttg
ggaggaaaaa
tgctttcaag
ttgctggett
gacasactac
tgtgttaaac
gaatgggage

ccatctagtg

catcagggce
ctttcttgta
gagctcgetg
ceccegtgee
aggaaattge
aggacagcas
ctatggctte
gtagcggege
ccagegeect
ggectctcaa
ccctaactec
gctgactaat
agaagtagtg
ctcagggetg
tttatceceg
atggggattg
ttccaaagaa
aggaaaacct
gttcteagta
gatgatgect
atagtcggag
tttgtgacaa
gggaaatata
ggcatceaagt
ttetctgetc
tagatctgat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa

atgatgaggc

tgagctcgee
caaagtqggtt
atcagcctcey
ttocttgace
atcgcattgt
gggggaggat
tgaggcggaa
attaagcgcg
agcgcecget
asaagggaaa
goeccatcceg
tttttttatt
aggaggcttt
cgatttegeg
ctgccatcat
gcaagaacgg
tgaccacaac
ggttctccat
gagaactcaa
taagactiat
gcagttctgt
ggatcatgca
aacttctcec
ataagtttga
ccctcctaaa
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgococtttaat

tactgctgac

cgtcacaaag
gatctagagg
actgtgectt
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca
agaaccagct
gegggtgtgg
cctttegett
aaaagcatge
cccctaactc
tatgeagagg
tttggaggee
ccasacttga
ggttcgacca
agacctaccc
ctectteagtg
tcctgagaag
ageaaccacca
fgaacaaccy
ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
gctatgcatt
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc

tctcoaacatt

13

agcttcaaca
gcecctattct
ctagttgcca
ccactececac
gtcattctat
atagcaggca
ggggctctag

tggttacgeg

tettcectte
atctcaatta
cgcccagtte
ccgaggccge
taggcttttg
cggcaatcct
ttgaactgrca
tggccecteege
gaaggtaaac
aatcgacctt
cgaggagctc
gaattggeaa
gccatgaetc
agtgacacgt
ggcgtcctet
aageaaagact
tttataagac
tectgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgete

ctactectee

PCT/US2004/033587
ggggagagtg 1740
atagtgtcac 1800
gccatetgtt 1860
tgtectitee 1920
tctgoggggt 1980
tgctggggat 2040
ggggtatcec 2100
cagegtgacc 2160
ctttetegee 2220
gtcagcaacce 2280
cgceccattet 2340
cteggectet 2400
caasaagctt 2460
agcgtgaagg 2520
tcgtegeegt 2580
tcaggaacga 2640
ageatctggt 2700
tasaggacag 2760
attttettge 2820
gtaaagtaga 2880
aaccaggcca 2940
tttteccaga 3000
ctgaggteca 3060
aacaggaaga 3120
catgggactt 3180
gacataattg 3240
aagtgtataa 3300
tggasctgat 3360
agaagasatg 3420
aasaaagang 3480

&
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agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
aggttttact
atgcaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
teatgotgga
aaagcaatag
gtttgtcecan
gettggegta
cacacascat
anctcacatt
agctgcatta
cegetteccte
ctcactchas
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctectgttec
tggcgetete
agctgggctg
atcgtettga
acaggattag
actacggcta

ttcggaaaaa

aagaccccaa
atagaactet
agagaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgectt
tgctttasae
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
gttettcgee
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagccgga
aattgecgttg
atgaatcgge
gcteactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgececcct
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagctea
tgtgecacgaa
gtccaacecg
cagagegagg
cactagaagg

gagttagtag

ggactttcct
tgettgettt
ggamasatat
ttttcttact
tacctttage
gactagagat
aacctcccac
ttgtttattg
aaageatttt
catgtctgga
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttate
tagetgttic
agcataaagt
cgctecactge
caacgcgcegyg
tegetgeget
cggttatcea
aaggcecagga
gacgagcatc
agetaccagyg
cttacecggat
cgctgtaggt
ccececegtte
gtaagacacg
tatgtaggeg
aacagtattt

ctcttgatce

tcagaattge
gctatttaca
tctgtaacet
ccacacagge
ttttcaattt
cgatcataat
acctecceet
cagcttataa
tttcactgca
teggetggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgmaa
gtaaagcctg
ccgcttteca
ggagaggcgg
cggtegticy
cagaatcagg
accgtasaaa
acaaaaatcg
cgttteccece
acctgtecge
atctcagttc
agcccgaccqg
acttategee
gtgctacaga
ggtatctgeg

ggcaaacaaa

14

taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgte
gtaaaggggt
cagceatace
gancctgaaa
tggttacaaa
ttetagttgt
gatcctccag
agcttataat
ttcactgecat
accgtcgace
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgeggega
ggathacgea
ggecgegttyg
acgctcaagt
tggaagctee
ctttetecect
ggtgtaggtc
ctgegectta
actggcagea
gttcttgaag
ctectgetgaa

ccaccgetgg

PCT/US20048033587

gagtcatgcet
asaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtcea
cgcggggate
ggttacaaat
tctagttgtg
tctagctaga
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgec
gggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaageg
gttcegctcea
tceggtaact
gccactggta
tggtggecta

geccagttace

tagcggtggt

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
1140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4580
5040
5100
5160

5220
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ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtyg
gctagagtaa
ategtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattctectta
aagtcattet
gataataccg
gygcguaanc
gcaceccaact
ggaaggcaaa
ctctteettt
atatttgaat
gtgccacctg
<210>
<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 5

gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagecgatetg
cgatacggge
caccggctec
gtoctgcaac
gtagttcgec
cacgetogtc
catgatececc
gaagtaagtt
ctgteatgec
gagaatagtg
cgccacatag
tetcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta

gtatttagaa

acgte

5
6435
Artificial

gattacgcge
cgecteagtyg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegee
agtteatagt
gtttggtatyg
catgttgtge
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaataaAcaa

artificial sequence

ctgcectagee ctctagacga tegggoccocac

tcattggasa szamaaattaa satasaataa

agggctaggg gataccagct gagagtcatg

catagacgag ggacgaacac acaacctcca

agaaasaaag
aacgaaaact
atcecttttaa
tctgacagtt
tcetccatag
tctggeccea
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcoaacyg
gcttcattca
anaxaagcgg
ttatcactca
tgettttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

tggactcege
aataaaaact
ttagacgaga

gcgactcate

15

gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgoaat
agccagecgg
ctattaattyg
ttgttgceat
gctceggttce
ttagetcoett
tggttatggce
tgactggtga
cttgecegge
tcattggaaa
gttegatgta
tttetgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat

cgcgeacatt

gcggccgaag
ctacctcaaa
ctacggegta

acgcgctegt

PCT/US2004/033587
agatcctttg 5280
gattttggte 5340
aagttttaaa 5400
astcagtgag 5460
cccegtegtg 5520
gataccgega 5580
aagggecgag 5640
ttgccgggaa 5700
tgctacagge 5760
ccaacgatca 5820
cggtecteeg 5880
agcactgcat 5940
gtactcaacc 6000
gtcaatacgg 6060
acgttctteg 6120
acccactegt 6180
agcaaasaca 6240
aatactcata 6300
gagcggatac 6360
tcceccgaaaa 6420

6435
cttatcggte 60
ccgeggetag 120
tcaaticggt 180
tttasatteg 240

6

A
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atghtgttec
acgcgacgaa
aattatcatt
tattgaatgce
ttattactge
cctcataaat
cgggggateaa
gaataccctg
ctacgccaaa
ttcagaggty
aggttttaca
cctccagata
gctttaatta
cgtccgacea
tctatggtgg
cectttetegg
ggttgtcttt
accgtagggt
gtcggatcte
ccgegagtga
acagaagtag
ggacgactta
ggttagccca
ggagtcgteg
gcttcagtogg
aatctgggtc
gatttacgat
casacgggga

attattttac

gttccgaact
gegetacatg
agttaatgec
catttaccgg
atacaagggt
gccatttgac
ctgcagttac
aasggatgaa
accgteatgt
gggteactge
gcattgttga
tattcgtcte
tgctgagtga
tggtaccttc
cctetttaac
tgggagagga
ggaccggtece
cggtccaagt
gghcttctaa
aggecgecte
aagggcggta
tigaagatag
ttgagggtce
tgggactgeyg
gtagtceccgg
gaaagaacat
ctegagegac
gggggcacgg
tcctttaacy

ggctgttaac
cceggtetat
ccagtaatca
gecggacegac

atcattgegg
gggtgaaceg
tgecatttac
cegtcatgta
agttaccege
agttacectc
ggcggggtaa
gagagaccga
tatcecctetg
ggggtcgagt
acaactgtgt
cgteccggte
gagggtccga
caccgtcacc
aacgtcaaat
cctggtteca
gactactegt
ggtctcteeg
tctcacagtg

actegttteg

gtacttctta
atgcgcaact
agtatcgggt
tggegggttg
ttatcectga
tcatgtagtt
cgggcggacec
gatgecataat
acctategeco
aaacaaaacc
ctgcgtttac
ttgatctctt
ggttcgaata
cgaagagaag
cagaggtegg
agtctcacaa
ggagtagata
cagaccctgt
aastgacagtc
cctetagttt
caactttaga
gttteatgtc
tetegtectyg

tctgatgctc

acttgagege goagtgttte

gkttcaccaa
tagtcggage
aaggaactqgg

tagcgtaaca

ctagatctee
tgacacggaa
gaccttccac

gactcatcca

16

gacgaatccc
gtaactaata
atatacctca
ctgggagegg
aaggtaactg
cacatagtat
gtaatacggg
cagtagcgat
aaactgagtyg
gtggttttag
ccgecatceg
gggtgacgaa
gttgttcana
gaggacgatg
tgggacagaa
tegtegatga
ctacgtaggt
ctgaagtgag
gtegcategt
gecatgcecace
ccttgacgga
accttececacc
tecgttocotgt
tttgtgttte
tcgaagttgt
cgggataaga
gatcaacggt
ggtgagggtg
cagtaagata

PCT/US2004/033587

aatccgeana
actgatcaat
aggcgcaatg
gtaactgcag
cagttaccea
acggtteatg
tcatgtactyg
aatggtacca
cccctaaagg
ttgcectgaa
cacatgccac
tgaccgaata
catgtttttt
agaccgagygyg
acagaggtce
atcggaccat
tgtcecggty
agtggtagtc
tgaccggagg
gacgtggtag
gacaacacac
tattgeggga
cgtggatgte
agatgcggac
ccectcteac
tatcacagtg
cggtagacaa
acaggasagg

agacccccca

300
360
420
4180
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980
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cceccaccecg
cgccacecga
gtgegeggga
cgatgtgaac
tgcaagcgge
tatcagggeg
ggcggggtac
ctcgataagg
cccocectgte
gaccatecta
cagggtttta
caagttcatg
ctaataccca
ttaattatat
gttttcaaac
gtaccaaacc
ggagtctgag
ttaactaaac
cctectittt
scgaaagtic
aacgaccgaa
ctgtttgatyg
acacaatttg
cttaccctcg
ggtagatcac
tctttecate
caceaatcat
gacgatatgt
atattagtat

ttgatacgag

tectgtegtt
gataccgaag
categccgeyg
ggtcgoggga
ccggagagtt
gggattgagg
cgactgatta
tctteateac
gagtcecgac
saatagggge
tacccctaac
aaggtttett
tecetttigga
caagagtcat
ctactacgga
tatcagectc
asacactgtt
cectttatat
ccgtagttca
aagagacgag
atctagacta
gatgtctcta
atgactaaga
tcaccacctt
tactactcceg
ttctggggtt
tatcttgaga
tectittaata
tgtatgacaa

tttttaacac

cccectecta
actccgeeott
taattegege
tegegggega
ttttcecttt
cgggtaggge
aaaaaaataa
tcectcegaan
gctaaagcge
gacggtagte
cgttectigee
actggtgttg
cceagaggta
ctecttgagtt
attctgaata
cgtcaagaca
cctagtacgt
ttgaagaggg
tattcaaact
gogaggattt
gaaacacttc
anmtttcgaga
ttaacasaca
acggaaatta
atgacgactg
cctgamagga
acgaacgaaa
cctttttata
aaaagaatga

atggaaatcg

acccttetgt
tettggtega
cgccoacace
ggaaagcgaa
ttttegtacg
ggggattgag
atacgtctec
aaacctccgg
ggtttgaact
ccaagctggt
tctggatggg
gagaagtcac
aggactctte
tettggtggt
acttgttgge
aatggtectt
ccttaaactt
tettatgggt
tcagatgcte
cgatacgtaa
cttggaatga
ttccatttat
cataaaatect
ctcetttigg
agagttgtaa
agtcttaacg
cgataaatgt
agacattgga
ggtgtgtceg

aapaattaaa

17

tatcgtcogt
ccecgagate
accaatgcge
agaagggeag
tagagttaat
gcgggtcaag
ggctceggeg
atccgasaac
gecgttagga
aacttgacgt
accggaggcy
ctteccatttg
ttagctggaa
gectcctegag
cttaaccgtt
cggtacttag
tcactgtgea
ccgeaggaga
ttetttctga
aaatattctg
agacaccaca
attttaaaaa
aaggttggat
acasaacgag
gatgaggagyg
attcaeaaaa
ggtgtttect
aatattcatc
tatctcacag

catttcecca

PCT/US2004/033587
acgaccceta 2040
ccceataggg 2100
gtegeactgg 2160
gqaaagagcgg 2220
cagtcgttgg 2280
gogggtaaga 2340
gagcceggaga 2400
gtttttcgaa 2460
tegeacttec 2520
agcageggea 2580
agtccttget 2640
tcttagacca 2700
atttcctgte 2760
taamageacg 20820
catttcatct 2880
ttggtcecggt 2940
aaaagggtct 3000
gactccaggt 3060
ttgtecttet 3120
gtaccctgaa 3180
ctgtattaac 3240
ttcacatatt 3300
accttgacta 3360
tettetttac 3420
ttttttette 3480
ctcagtacga 3540
ttttcgacgt 3600
cgtattgtca 3660
acgataatta 3720
attattectt 3780

o)
6z
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ataaactaca
tccaanatga
tacgttaaca
cgtagtgttt
ttgagtagtt
agtacgacct
tttegttatce
caaacaggtt
cgaaccgcat
gtgtgttgta
ttgagtgtans
tcgacgtaat
ggcgasggay
gagtgagttt
acactegttt
aggtatccga
ctttgggetyg

gaggacaagg

tatcacggaa
acgaaatttt
acaacaattg
aaagtgttta
acatagaata
caagaagcgy
gtagtgttta
tgagtagtta
tagtaccagt
tgctcggeet
ttaacgcaac
tacttagceg
cgagtgactg
ccgecattat
teeggtegtt
g9cgggggga

tectgatatt

ctgggacgge

accgcgaaag’ agtatcgagt

tcgaccegac
tagcagaact
tgtectaate
tgatgccgat
aagccttttt
asasaacaaa
tagaaaagat
tactctaata
agttagattt

cgtggataga

acacgtgett
caggttgggc
gtctegetee
gtgatcttece
ctcaaccatce
cgttegtegt
gcceccagact
gtttttccta
catatatact

gtcgetagac

ctgatctcta
ttggagggty
aacaaataac
tttcgtaaaa
gtacagacct
gtggggttga
aagtgtttat
catagaatag
atcgacaaag
tegtatttea
gocgagtgacg
gttgcgegee
agcgacgcga
gccaataggt
ttceggtect
ctgctcgtag
tectatggtec
gaatggccta
gcgacatcea
g999g9gcaag
cattctgtge
atacatccqge
ttgtcataaa
gagaactagg
ctaatgcgeg
gcgagtcaco
gaagtggatc
catttgaacc

agataaagca

gctagtatta
tggaggggga
gtcgaatatt
aaagtgacgt
agccgaccta
acaaataacg
ttcgtaaaaa
tacagacata
gacacacttt
cattteggac
ggcgaaaggt
cctcteegee
gecagcaage
gtettagtee
tggecattitt
tgtttttage
gcaanggggoy
tggacaggcg
tagagtcang
tcgggetgge
tgaatagcgg
cacgatqgtet
ccatagacgc
cegtttgttt
tetttttttc
ttgettttga
taggaaaatt
agactgtcaa

agtaggtatc

18

gteggtatgg
cttggacttt
accaatgttt
aagatcaaca
ctaggaggtc
tcgaatatta
aagtgacgta
tggcagetgg
aacaatagge
cccacggatt
cagccctttg
aaacgcataa
cgacgecget
cctattgegt
ccggcgoaac
tgcgagttca
accttcgagg
gaaagaggga
ccacatccag
gacgeggaat
tgaccgtegt
caagaactte
gagacgactt
ggtggegace
ctagagttct
gtgcaattec
taatttttac
tggttacgaa

aacggactga

PCT/US2004033587

tgtasacate
gtattttact
atttegttat
ccanmacaggt
gegecectag
ccaatgttta
agatcaacac
agategatct
gagtgttaag
actcactega
gacagcacgg
ccecgegagas
cgccatagte
cctttettgt
gaccgcaaasa
gtctccaceg
gagcacgcga
agcececttege
cpagcgeggt
aggccattga
cggtgaccat
accaccggat
cggtcaatagg
ategecacca
tetaggaaac
ctamaaccaqg
ttcaaaattt
ttagtcacte

ggggcagcac

3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
{440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460

5520
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atctattgat

ctgggtgcga
gegtettcac

cgatcteatt
tagcaccaca
tcegetcaat
tagcaacagt
ttasgagaat
ttcagteaaga
ctattatggce
ccegetttty
cgtgggttga
cctteegttt
gagaaggaaa
tataaactta

cacggtggac

<210> 6

<211> 236
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6

getatgeect
gtggcegagg
caggacgttyg
catcaagegg
gtgcgagcag
gtactagggg
cttcattcan
gacagtacgg
ctcttatcac
geggtgtate
agagttecta
ctagaagtcg
tacggegttt
aagttataat
cataaatctt

tgcag

Artificial

cceogaatggt
tetaaatagt
apataggcgg
tcaattatca
caaaccatac
gtacaacacg
ceggegtcac
taggcattct
atacgceget
gtcttgaaat
gaatggcgac
tagaaaatga
tttecettat
aacttcgtaa

tttatttgtt

artificial sequence

agaccggggt
cgttatttgg
aggtaggtca
aacgegttge
cgaagtaaqt
ttttttegee
aatagtgagt
acgaaaagac
ggcteaacga
tttcacgagt
aactctaggt
aagtggtege
tccegetgtyg
atagtcccaa

tatccocccang

Met Glu Ala Pro Ala Gln Ieu I.eu Phe Leu Leu

1l

5

10

Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val leu Thr Gln Ser
25

20

Leu Ser Pro Gly Gin Arg Ala Thr Leu Ser Cys

35

40

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

50

55

19

cacgacgtta
tcggteggee
gataattaac
aacaacggta
cgaggccaag
aatcgaggaa
accaataccyg
actgaccact
gaacgggeceyg
agtaaccttt
caagctacat
apagaceccac
cctttacaac
taacagagta

gegegtgtaa

PCT/US2004/033587
ctatggeget 5580
ttcceggete 5640
aacggcecectt 5700
acgatgtceg 5760
ggttgctagt 5820
gccaggagge 5880
tcgtgacgta 5940
catgagttgg 6000
cagttatgee 6060
tgcaagaagc 6120
tgggtgageca 6180
tcgtttttgt 6240
ttatgagtat 6300
ctegectatg 6360
aggggcttt 6420

6435

Leu Leu Trp Leu Pro

15

Pro Ala Thr Lau Ser

30

Arg Ala Ser Gln Serxr

45

Pro Gly Glm Ala Pro

6

g

3
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Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala
65 70 75 BO

Arg Phe Sar Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 20 95

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Glan Gln Arg Ser
100 105 110

Asn Trp Pro Pro Ala Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lya Vval Glu Ile
115 120 125

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Fhe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140

Glu Gln Isu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 15% 160

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asp Ala Leu
165 170 17§

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
180 185 150

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ber Lys Ala Asp Tyr
195 200 205

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

Ser Pro Val Thr Lys Ser Fhe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> 17

<211> 1413

<212> DMA

<213> Artificial

<220>
<223> artificial sequence

<400> 7
atgaaacacc tgtggttctt cctecteetg gtggcagete ccagatgggt cctgteccag 60

gtgcaactac agcagtgggg cgcaggactg ttgaagcctt cggagaccet gtecectcace 120

tgegetgtet atggtgggte cttcagtggt tactactgga getggatacg ccagtcccca 180

20
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gagaaggggc
tececctegaga
ctgagctctg
gggaattatg
gcctoccacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgea
aaatcttgtg
cegteagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtace
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccanga
gecgtggagt
ctggactceg
cagcagggga
cafjdhgagcc
<210> 8

<211>

<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 8

tggagtggat
gtcgagtcac
tgaccgeege
actggtactt
agggcccatc
ccetgggetg
gegecctgac
ccetcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tectettece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctec
ggcagccccy
accaggtcag
gggagagcaa
acggcteett
acgtettcte

tecteecctgte

1413

Artificial

tggggaaatc
catatcagta
ggacacggct
cgatctctgg
ggtctteeee
cctggtceag
cageggegtg
cgtggtgacc
caagcecage
cacstgccen
CCCAaaaccc
ggacgtgagce
gcataatgece
cgtecteoace
caacaasycc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagecg
cttectctac
atgctecgtyg

cccgggtdaa

artificial sequpnce

tactttgtgg acaccaagaa ggaggaggac

cacgttgatg tcegtcaccee gegtcetgac

acgcgacaga taccacccag gaagtcacca

ctcttececeg acctcaccta accectttag

aatcatggtg
gacacgtcca
gtatattact
ggcegtggea
ctggecaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgcecteca
aacacceagg
ccgtgeccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtecctgeacc
ctceeageee
gtgtacacce
ctggtcasag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

tga

caccgtcgag
aacttcggaa
atgatgacct

ttagtaccac

21

gatacgtcac
agaaccagtt
gtgcgaggga
ccctggtcac
cctccaagay
ccgaaccqggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatcte
ctgaggtcaa
egcgggagga
aggactgget
ccatcgagaa
tgeccecate
gettetatee
acaageccac
ccgtggacaa

ctctgcdacaa

ggtctaccca
gcctectggga
cgacctatge

ctatgcagtg

PCT/US2004/033587
ctacaateceg 240
ctcectgaag 300
ctatggtecg 360
tgtctectca 420
cacctctggg 480
gacggtgtcg 540
acagtcctea 600
cacccagace 660
agttgagcece 720
cctgagggga 780
ceggaccect 840
gttcaactgg 500
gcagtacaac 560
gaatggcaag 1020
aaccatctec 1080
ccgggatgayg 1140
cagcgacatc 1200
geetecegtg 1260
gagcaggtgg 1320
ccactacacg 1380

1413
ggacagggtc 60
cagggagtgg 120
ggtcaggggt 180
gatgttaggc 240

sq\&
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agggagctet
gactcgagac
cccttaatac
cggaggtggt
cegtgtegee
accttgagte
cctgagatga
atgtagacgt
tittagaacac
ggcagtcaga
ctccagtgta
atgcacctge
tegtgeatgy
ctcatgttca
ttteggtttc
gactggttet
cggcacctca
gacctgaggc
gtegtecect
gtcttctegg
<210> §

<211> 470
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 9

cagctcagtyg
actggcggcy
tgaccatgaa
tcccgggtag
gggacccgac
cgegggactg
gggagtegte
tgcacttagt
tgttttgagt
aggagaaggg
cgcaccacca
cgcacctocca
cacaccagte
cgttccagag
ccgtogggge
tggtcecagte
ccectectegtt
tgccgaggaa
tgcagaagag
agagggacag

Artificial

gtatagtcat
cctgtgcoega
gctagagacec
ccagaagggg
ggaccagttc
gtcgeecgeac
gcaccactgyg
gttcgggtcg
gtgtacgggt
gggttttagg
cctgcactcg
cgtattacgg
gcaggagtag
gttgtticgg
tecktggtgte
ggactggacg
accecgtegge
gaaggagatg
tacgaggcac

gggcceatty

artificial sequence

ctgtgcaggt
catataatga
ceggeacegt
gaccgtggge
ctgatgaagg
gtgtggaagg
cacgggaggt
ttgtggttcc
ggcacgggte
ttcctgtagg
gtgettctgg
ttetgtttcg
caggacgtgyg
gagggtcggg
cacatgtggyg
gaccagttte
ctcttgttga
tcgttegagt
tacgtactce

act

tettggtcaa
cacgctecct
gggaccagtg
ggaggttcte
ggcttggcea
gccgacagga
cgtcgaacce
acctgttcte
gtggacttga
agtactagag
gactccagtt
gegeccteet
tcetgacega
ggtagctctt
acgggggtag
cgaagatagg
tgttctggtg
ggcacctgtt
gagacgtgtt

PCT/US2004/033587

gagggactte
gataccaggc
acagaggagt
gtggagaccc
ctgccacage
tgtcaggagt
gtgggtctgg
tcaactcggg
ggacccecet
ggcctgggga
caagttgacc
cgtcatgttyg
cttaccgtte
ttggtagagg
ggccctactc
gtegetgtag
cggagggcac
ctegtecace

ggtgatgtge

Met Lys His Ieu Trp Phe Fhe Lau Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1

5

10

15

Val Leu Ser Gla Val Gln lLeu Gln Gln Txp Gly Ala Gly lLeu Leu Lys
25

20

30

300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
soo0
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1413
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Pro Ser

Sar Gly
50

Gla Trp

Ser Leu

Pha Ser

Gly Pro
145

Gly Thr

Val Thr

Phe Pro

Val Thr
210

Val Aan
225

Lys Ser

Glu

35

Tyr

Ile

Glu

Lau

Ala

115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

185

Val

Ris

Cys

Gly

Thr Leu

Tyr Trp

Gly Glu

Ser Arg
85

Lya Leu
100

Arg Asp

Arg Gly

Val Phe

Ala Lan
165

Ser Trp
18d

Val 1eu

Pro Ser

Lys Pro

Asp Lys

245

Gly Pro
260

Ser

Ile

70

Val

Tyr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Ser

Trp

55

Asn

Thr

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Sear

Ser

215

Asn

Hims

Val

Thr

40

Ile

Hi=

Ile

Val

Pro

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Cys

Arg

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Val
90

val

Ser

Tyx
75

Thr Ala Ala

105

Gly Asn Tyr

Thr

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
265

val

Ser

Lys

170

Leu

Val

Pxo
250

Phe

Ser

Ser
155

Tyr

Gln

Rsp
235

Pro

Pro

Tyx

Pro

60

val

Thr

Asp

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Gly Gly Sex

45

Glu

Thr

Ser

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyx

Axrg

Pro

Lys

Lys

Tyr

Lys

Ala
110

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
270

Gly

Asn

Asn

95

Val

Phe

Thr

Sear

Glu

175

His

Serx

Cys

Glu

Pro

255

Lys

PCT/US2004/033587

Fhe

L.au

Pro

80
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ANTICUERPOS COMPLETAMENTE HUMANOS CONTRA 4-1BB HUMANO (CD137)

Campo de la Invencién

La invencién se refiere a anticuerpos completamente
humanos y méis especificamente a anticuerpos completamente
humancs para el 4-1BB humano (CD137)

Antecedentes de la Invencidn

Un amplio cuerpo de evidencia ha demostrado san
equivocarge que existe clerto grado de respueata inmunitaria
contra el céncer en humanos y animales En pacientes con
cidncer los componentes celulares del sistema inmunitario
pueden reconocer antigenos expresados por células de tumor
tal como 1la diferenciacién de antigenos oncofetales o
productos de genes mutados (3 Rosenberg Nature 411 380-4
{(2000)) Daiversos estudios clinicos han demostrado que los
lanfocitos que infiltran al tumor tienen una importancia
favorable de prognosis (E Halapi Med Oncol 15(4) 203-11
(1898) J Resser et al Curr Opin Oncol 10 226 (1998)
D Elder Acta Oncol 38 535 (1999) L Zhang et al N E
J Med 348(3) 203-13 (2003)) Adicionalmente los
tratamientos clinicos con inmunomoduladores tal como
citocinas o productos bacterianos vacunas de cancer o
inmunoterapia adoptiva han conducido a wuna regresibn de
tumores en diversos pacientes (S Rosenberg Cancer J Sci

Amn 6(8) 2 (2000) P Bassi Surg Oncol 11(1-2} 77-83

REF: 171359



10

15

20

25

(2022) S Antonia et al Current Opinion in Immunol
16 130-6(2004)) A pesar de estas respuestas la inmunidad
contra el <cédncer frecuentemente falla para eliminar
efectivamente las células de tumor Las causas para esta
falla se pueden agrupar en tres categorias principales (i)
reconocimiento deteriorado a tumor por las células
inmunitarias ya sea por expresifn variable de antigencs tumorales o
expresitn reducida del camplejo de histocompatibilidad praincipal clase
I (MEiC) (11) microanbiente tumoral imunmosupresor camo resultado de
secrecién de citocinas inlibidoras por células tumorales (por
ejemplo TGF-beta) y (iii) pobre inmunogenicidad tumoral
debido a carencia de expresidn de moléculas co-estimuladoras
en células tumorales que da por resultado la incapacidad de
las células tumorales para estimular efectivamente células T
Los avances recientes en nuestro entendimiento de los
requerimientos para el reconocimiento de antigenos tumorales
y la funcién inmunitaria del efector 1indican Qque una
estrategia exitosa potencial para mejorar una respuesta
inmunitaria anti-tumor es suministrar la co-estimulacién a
través de una molécula auxiliar Las células T especificas de
antigeno de tumor requieren co-estimulacién para ainiciar y
mantener funciones efectoras De esta manera las terapias
que seleccionan como objetivo moléculas co estimuladoras se
pueden aplicar para modular y mejorar 1la respuesta

inmunitaria a tumores
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El modelo actual para la activacién de células T
postula que las células T simples requieren de dos seilales
para una activacién completa (1) una seflal suministrada a
través del enlace de antigenos procesados presentados al
receptor de <célulae T por un complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de moléculas de clase I y (11) una
sefial adicional suministrada por la interaccién de moléculas
co-estimuladoras en la superficie de las células T y sus
ligandos en 1las células que presentan antigenos El
reconocimiento de un antigenc por una célula T nueva es
insuficiente en 81 mismo para disparar la activacién en
c€lulas T Sin una seflal co-estimuladora se pueden eliminar
las céflulas T por muerte o por induccién de energia La
seflalizacibn a través de la molécula co-estimuladora D28
parece ser la clave para el inicio de las respuestas de
células T 8Sin embargo la sefializacidn de CD137 (4 1BB) ha
demostrado ser primordial para el mantenimiento y expansién
de la respuesta inmunitaria a antigencs asi como para la
generacién de células T de memoria

El CD137 (4-1BB) es un miembro del receptor de
necrosis del tumor (TNF-R) en la familia de genes gque
incluye proteinas involucradas en la regulacién de la
proliferacién celular diferenciacién y muerte celular
programada El CD137 es una glicoproteina de membrana de tipo

I de 30 kbDa expresada como un homodimero de 55kDa El

69
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receptor se describidé inicialmente en ratones (B Kwon et
al PNA S USA 86 1963-7 (1989)) y después se identificéd
en humanos (M Alderson et al Bur J Immunol 24 2219-27
(1994) 2 2hou et al Immunol Lett 45 67 (1995)) (Ver
también solicitudes PCT publicadas WO95/07984 y WO96/29348

y patente de los Bstados Unidos No 6 569 997 incorporada en
la presente como referencia (Ver SEQ ID NO 2)) La forma
humana y murina de (D137 es 60% i1déntica a nivel de
aminodcidos Las secuencias conservadas se presentan en el
dominic citoplidsmico asi como en las otras 5 regiones de la
molécula lo que indica que estos residuos pudieran ser
importantes para el funcionamiento de la molécula CD137 (Z

Zhou et al Immunol Lett 45 67 (1995)) La expresidn de
CD137 ha demostrado ser predominantemente en células de
linaje linfoide tales como células T activadas células de
exterminio natural activadas (NK) células NKT células T
reguladoras de CD4CD25 y también en timocitos activados y
linfocitos intraepiteliales Ademis CD137 también ha
demostrado que se expresa en células de origen mieloide como
las células dendriticas monocitos neutrofilos Y
eosinbfilos Aunque la expresibn de CD137 se restringe
principalmente a células inmunes/inflamatorias han existido
informes que describen Bu expresifn en células endoteliales
asociadas con un nGmero pequefioc de tejidos a partir de sitios

inflamatorios y tumores

70



10

15

20

25

Las actividades funcionales de CD137 en las células
T se han caracterizado ampliamente La sgefializaclién a través
de CD137 en presencia de dosis subSptimas de anti-CD3 pe ha
demostrado que induce proliferacién de cé€lulas T y 1la
sintesis de citocinas (principalmente IFN-y) y para inhibir
la muerte celular actaivada Estos efectos se han observado
con célulap T humanas y murinas (W Shuford et al J Exp
Med 186(1) 47-55 (1997) D Vinay et al Semin Immunol
10(6) 481-9 (1998) D Laderach et al Int Immunol
14 (10) 1155-67 (2002)) Tanto en humanos como en ratones la
co-estimulacién mejora las funciones del efector tal como la
preoduccién de IFN-y y la citoxicidad al aumentar los niimeroa
de células T CD8+ del efector y especifica del antigeno En
ausencia de la eefializaciébn anti-CD3 la estimulacién a
través de CD137 no altera la funcién de células T lo que
indica que CD137 es una molécula co estimuladora

Los eventos fisiol6gicos observados que siguen a la
estimulacidn de CD137 en las células T estén mediados por
las peiiales de NF xB y PI3K/ERK1/2 con funciocnes fisiolbSgicas
separadas Las seflales NF-xB disparan la expresién de Bcl-,
una molécula anti-apoptética dando por resultado de esta
manera una supervaivencia aumentada mientras que las seflales
PI3K y ERK1/2 son especificamente responsables del avance del
ciclo de cé&lulas mediade por (D137 (H Lee et al J

Immunol 169(9) 4882-8 (2002)) Rl efecto de la actaivacién
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de CD137 en la inhibici6n de la muerte celular inducida por
la activaci6én se muestra 1n vaitro por Hurtado et al (7

Hurtado et al J Immunol 158(6) 2600-9 (1997)) Yy en un
sistema in vivo en el cual los anticuerpos monoclonales anti-
CD137 (mabs) se muestra que producen una supervivencia de
larga duracién de las células T CD8+ activadas por el
superantigeno al prevenir la eliminaciébn clénica (C

Takahashi et al J Immunol 162 5037 (1998))

Posteriormente dos informes demostraron bajo diferentes
condiciones experimentales que la sefial (D137 regula la
expansién clonal y la supervivencia de la cé&lula CD8+ (D

Cooper et al EBur J Immunol 32(2) 521-9 (2002) M Maus
et al Nat Biotechnol 20 143 (2002)) La apoptosis
rzeducida obsgervada después de 1la co- estimulacién se
correlaciona con niveles crecientes de Bcl-,, en las células
CD8+T mientras que la expresiémn de Bcl-2 permanece sin
cambiro El favorecimiento de la expresibn de los genes anti-
apoptosis Be¢l-, y bfl-1 via 4-1BB se muestra que estad
mediada por la activacién NF-xB ya que PDTC un blogqueador
especifico de NF-xB inhibe la sobre-regulacién mediada por 4-
1BB de Bcl-5, (H Lee et al J Immunol 169(9) 4882-8
(2002)) Por otro lado la expansidn clénica de las cé&lulas T
activadas parece estar mediada por una expresidn aumentada de
la ciclinas D2 D3 Yy E y la reduccitn de la expresién de la

proteina p27" Este efecto se presenta en una forma
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dependiente e 1independiente del IL-2 (H Lee et al J
Immunol 169(9)4882-8 (2002))

En conjunto la estimulacién CD137 resulta en una
expansi6n aumentada supervivencia y funciones del efector de
células CD8+T recientemente cebadas que actan en parte
directamente en estas células Ambas cé€lulas T CD4+ y CD8+ a@e
ha demostrado que responden a la estimulacidn CD137 sin
embargo parece que la mejora de la funcidén de la célula T es
mayor que la célula CD8+ (W Shuford et al J Exp Med
186(1) 47-55 (1997) I Gramaglia et al Eur J Immunol
30(2) 392-402 (2000) C Takahashi et al J Immunol 162
5037 (1999)) Con base en el rol critico de la eatimulacién
CD137 en la funcién y la supervivencia de las células CD8+T
la manipulacién del sistema CD137/ CD137L proporciona un
método plausible para el tratamiento de tumores y patSgenos
virales

Recientemente la expresibn constitutiva de CD137
en células dendriticas reclentemente aisladas (DC por sus
siglas en inglés) se demuestra en ratones (R Wilcox et al
J Immunol 169(8)4230-6(2002) T Futagawa et al Int
Immunol 14 (3) 275-86 (2002)) y en humanos (S Pauly et al
J Leukoc Biol 72(1) 35-42(2002)) Estos informes muestran
que la estimulacién de CD137 sobre DC resulta en la secrecién
de IL-6 y IL-12 y mis 1mportantemente mejora la capacidad

DC para estimular las respuestas de cé€lulas T a los
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aloantigenos Ademés Pan et al demostr6 que la
sefializaciédn CD137 en DC resulta en el favorecimiento de la
expresidn de la clase I MHC y moléculas co-estimuladoras y
produce una capacidad mejorada de DC para infiltrar tumores
(P Pan et al J Immunol 172(8) 4779-89 (2004)) Por lo
tanto 1la co-estimulacién DC137 sobre DC parece ser una
trayectoria novedosa para la proliferacién maduracién vy
migracién de DC

Las células exterminadoras naturales activadas (NK
por sus siglas en inglés) expresan CD137 que sigue a la
estimulacién con citocinas (I Melero et al Cell Immunol
190(2) 167-72 (1998) R Wilcox et al J Immunol  169(8)
4230-6 (2002)) Diversos informes demostraron que las células
NK parecen ser criticas para la modulacién de la respuesta
inmunitaria antitumor inducida por anticuerpos agonistas
CD137 (I Melero et al Cell Immunol 190(2) 167-72
(1998) R Miller et al J Immunol 169(4) 1792-800
(2002) R Wilcox et al J  Immunol 169(8) 4230-6
(2002)) La eliminacién de 1las células NK reduce
significativamente la actividad antitumor de anti-CD137 mabs
El ligamiente de (D137 en las células NK induce 1la
proliferacién y secrecién de IFN-y pero no afecta su
actividad citolitica Notablemente las células NK
estimuladas por CD137 in vitro presenta una actividad

inmmunoreguladora o “*de ayuda” para las células T citoliticas

#
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D8+ 1lo que resulta en la expansidn de células T activadas
Por lo tanto la seflalizacién CD137 en las cé&lulas NK puede
modular la inmunidad innata a los tumores

Un efecto parad6jico se ha descublerto para 1la
estimulacién de CD137 en que los anticuerpos agonistas CD137
pueden inducir la eupresién de las respuestas humorales a los
antigenos de células T en modelos de praimates y de ratones
(H Hong et al J Immunother 23(6) 613-21 (2000} R
Mittler et al J Exp Med 190(10) 1535-40(1999))
Notablemente los anticuerpos antagbnicos de CD137 se
mostraron que producen mejora significativa de los sintomas
ascociados con enfermedades inmunitarias dependientes de
anticuerpos tal como lupus eritematoso sistémico vy
encefalomielitis autoinmunitaria experimental (J Foell et
al NY Acad Sci 987 230 5(2003) Y Sun et al Nat
Med 8(12) 1405 13(2002)) Recientemente Seo et al
demostrS que en un modelo en ratén de artritis reumatoide
el tratamiento con anticuerpo antagénico anti-CD137 previno
el desarrollo de la enfermedad y notablemente bloquetd el
progreso de la enfermedad (5 K Seo et al Nat Med
10 1099-94(2004)) El1 mecanismo respcnsable de este efecto no
se ha definido bien pero en este mnodelo de artritis
reumatoide se mostré que el tratamiento con un anticuerpo
antagénicoe anti-CD137 dio por resultado la expansién de

células T CD11C-CD8+ que producen IFN-y IFN-y estimuld a su
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vez células dendriticas para producir indolamina-2 3-
dioxigenasa (IDO) gque ejercen actividades inmunosupresoras
También se ha postulado que la sefializacién CD137 en células
T CD4+ activadas con antigeno resulta en la induccién de la
secrecidén IFN-y lo cual activa los macrG6fagos Los macrSfagos
activados pueden a su vez producir sefiales de muerte para las
células B La seflalizacibn continua a través de las células
CD137 en las células T CD4+ puede posteriormente inducir la
muerte celular inducaida por activacidbn (AICD) de estas
células T activadas con (D4+ Por lo tanto al eliminar las
células B y las células T activadas con antigenos se observa
una respuesta reducida de anticuerpos y consecuentemente se
ocbperva una reduccidn dramdtica de las enfermedades
inflamatorias mediadas por Th2 (B Kwon et al J Immunol
168(11) 5483-90 (2002)) Estos estudios sugieren un papel
para el uso de los anticuerpos agonistas CD137 para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias © autoinmunes sin
inducir una supresién general del sistema inmune

El ligando natural para CD137 el ligando CD137
(CP137L) wun miembro de la glicoproteina de 234kDa de la
superfamilia TNF se detecta praincipalmente en las células
activadas que presentan antigenos (APC por sus siglas en
inglés) tales como células B macréfagos células
dendriticas y también en linfomas de murina de células B

células T activadas y lineas de carcinoma humano de origen
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epitelial (R Goodwin et al Eur J Immunol 23(10) 2631-
41 (19%3) Z Zhou et al Immunol Lett 45 67 (1995) H
Salih et al J Immunol 165(5) 2903-10(2002)) El1 CD137L
humano comparte un 36% de homologia con la contraparte murina
(M Alderson et al Eur J Immunol 24 2219-27 (1994))
Ademés de puministrar seflales a las cé&lulas que
expresan CD137 el enlace de CD137 a CD137L inicia una sefial
bidireccional que resulta en efectos funcionales en las células
que expresan (D137L Iangostein et al demostrd que el enlace de la
proteina de fusifn (D137-Ig a (D1I7L en lose monocitos activados indujo
la produccifn de IL-6 IL-8 y INF-0 sobrerrequld €l ICAM e inhibid
I1-10 lo que resulta en una adherencia aumentada (J Langstein et al
J Imumel 160(5) 2488-94 (1998)) Ademfis la proliferacién de
monocitos se demostrS junto con una relacifn superior de apoptosis (J
Langstein et al J Leukoc Biol 65(6) 829-33(1999)) Estas
chservacicnes pe confirmarcon por los estudios de Ju et al (S Ju et
al Hibrid Hybradomcs 22(5) 333-8(2003)) que mostraran que um
anticuerpo funcicnal anti- MI37L 1ndujo una elevada relacifn de
proliferacifn de monocitos de sangre periférica El bloqueo de ligando
resultd en una inhibicidn de la activacién de las células T
Ademis pe encontr® CD137L soluble en el suero de pacientes
con artritis reumatoide y malignidades hematolégicas (H
Salin et al Immunol 167(7) 4059-66(2001)) Asi la
interaccién de CD137 con CD137L tiene influencia y produce

efectos funcionales en la célula T y en APC

7
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En tro aspecto importante de la funcién de cé&lulas
T se ha demostrado que los anticuerpos agonistas anti-CD137
rescataron las respuestas de células T para antigenos de
proteina en ratones envejecidos Se ha documentado bien que
Bucede una declinacitn relacionada con la edad en las
respuestas Iinmunitarias para antigeno un proceso conocido
como inmunosenectud (R Miller Science 273 70-4 (1996) R
Miller Vaccine 18 1654-60{(2000) F Hankim et al Curr
Opinion Immunol 16 151-156 (2004)) Este fenSmeno parece
deberse a alteraciones en el equilibrio entre el grado de la
expansién celular y 1la supervivencia o muerte celular
Bansal-Pakala et al probaron la hipétesis de que la co-
estimulacién secundaria a través de CD137 se puede utilizar
para mejorar la respueasta de células T en situaciones en
donde las cé€lulaes T no reciben estimulacién suficiente
debido a Bu expresién reducida de CD3 o CD28 o una calidad
reducida de sefiales Sus estudios mostraron que los ratones
envejecidos tenian una respuesta de retoma deficiente in
vitro en comparacién con los ratones j&6venes (P Bansal-
Pakala et al J Immunol 169(9) 5005-9 (2002)) Sain
embargo cuando los ratones envejecidos se trataron con anti-
CD137 mabs la repuestas proliferativas y de citocina de las
c€lulas T fueron idénticas a las respuestas observadas en
ratones jSvenes Aungue no se obtuvo el mecanismo especifico

respongable para este efecto se especuld que la mejora de la
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expresién de las moléculas anti-apoptbéticas como Bel-, y la
promocién de la secrecaidn IL-2 in vivo pueden jugar un papel
en el rescate de las respuestas de células T defectuosas
Estos estudios demostraron el potencial para anticuerpos
anti-CD137 agonistas para rescatar respuestas débiles de
células T en individucs 1inmunocomprometidos de mayor edad y
tiene profundas 1implicaciones para el uso de anticuerpos
ant1-CD137 en pacientes con céncer

Se suglere un funcibén para la terapla dirigida a
CD137 en el tratamiento de cincer por medio de estudios de
eficacia in vivo en ratones utilizando los anticuerpos
monoclonales CD137 antimurino de agonista En un documento
por Melero et al el anticuerpo CD137 de antiratén agonista
produce curas en el mastocitoma P81S y un modelo de tumor
inmunogénico bajo Aglo4 (I 2 Melero et al Nat Med
3(6) 682-5 (1997)) El efecto antitumor requiere células CD4+
Y CD8+ y células NK ya que la supresidn selectiva in vivo de
cada subpoblacién resulta en la reduccién o pérdida completa
del efecto antitumor También se demostr® que una induccién
misma de una respuesta inmunitaria fue necesaria para la
terapia anti-CD137 para que fuera efectiva varios
investigadores han utilizado los anticuerpos anti-CD137 para
demostrar la viabilidad de este método para la terapia de
cincer (J Kim et al Cancer Res 61(5) 2031-7(2001) O

Martinet et al Gene Ther 9{12) 786~92 (2002) R Miller
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et al J Immunol 169(4) 1792-800(2002) R Wilcox et al
Cancer Res 62(15) 4413-8 (2002))

En apoyo de los datos de eficacia antitumor con
anticuerpos agonistas CD137 las sgefiales suministradas por
CD137L han demostrado producir una actividad CTL y respuestas
antitumor (M DeBenedette et al J Immunol 163 (9) 4833-41
(1999) B Guinn et al J Immunol 162(8) 5003-10 (1999))
Diversos reportes demostraron que la transferencia de genes
de ligando CD137 en carcinomas Murinos resulta en un rechaz
de tumores lo gue demuestra el requerimiento de la co-
estimulacidn al generar una respuesta inmunitaria eficiente
(8 Mogi et al Immunology 101(4) 541-7 (2000) I Melero
et al Cell Immunol  190(2) 167-72 (1998) B Guinn et al
J Immunol 162(8) 5003-10 (1999)) Salih et al reportan la
expresién de CD137L en carcinomas humanos y lineas celulares
de carcinoma humancs (H Salih et al J Immunol
165(5) 2503-10 (2002)) y demuestran que las células tumorales
que expresan el ligando pudieran suministrar una sefial c -
estimuladora a lag células T lo cual resulta en la liberacién
de IFN-y y IL-2 y que este efecto se correlaciona con los
niveles de CD137L en tumores No se sBabe 8l1 la expresidn de
CD137L en tumores humanos puede hacer a estos tumores mis
susceptibles a los anticuerpos agonistas CD137

Los ratones (CD137-/- han acentuado la importancia

de un sistema CD137/ CD137L en respuesta para células T para

g0
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virus y tumores (M DeBenedette et al J  Immunol
163(9) 4833-41 (1991) J Tan et al J Immunol
164 (5) 2320-5 {2000) B Kwon et al J Immunol

168(11) 5483-50 (2002)) Los estudios gque usan ratones
deficientes en CD137- y CD137L- han demostrado la importancia
de la co-estimulacién CD137 en enfermedad de injerto contra
hospedador Y las respuestas de cé&lulas T citolliticas
antivirales Los ratones deficientes en CD137 tuvieron una
proliferaciébn mejorada de células T pero una reduccién en la
produccién de citocina y en la actividad de cé&lulas T
citotdSxicas (B Kwon et al J Immunol 168(11) 5483-90
(2002) D Vinay et al Immunol Cell Biol 81(3) 176-84
(2003)) Mip recientemente pse demostré que los ratones
agénicos (CD137-/-) tuvieron una frecuencla superior de
metéistasis de tumor (4 veces) en cowparacién con los ratones
de control Estos datos sugleren que el restablecimiento de
la seilalizacién de CD137 por el uso de anticuerpos agonistas
anti-CD137 es un método factible para aumentar las respuestas
inmunitarias celulares a patSgenos virales y céncer

Ademfs de los datos en los modelos de ratén in vivo
que soportan la implicacién de 1la sefializacibm CD137 en
respuestas inmunitarias antitumor los estudios efectuados en
muestras de tumor humano primario han confirmado el papel de
CD137 en la generacién de células T efectoras En pacientes

con un sarcoma de Ewing Zhang H et al mostraron que las
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células T efectoras intratumorales presentaron el genotipo
CD34/CD8+/CD28-/CD137+ Inesperadamente la coexistencia de
un crecimiento de tumor progresivo y la inmunidad antitumor
{(células T efectoras) se observaron Los estudios de
estimulacién ex vivo con células de pacientes demostraron que
la proliferacién de células T inducida por tumores y la
activacién requirieron de la coestimulacién con CD137L La
estimulacién de PBL con anti-CD3/CD137L pero no con anti-
CD3/ant1-CD28 indujo efectores 1liticos de tumor Estos
estudios suministraron evidencia adicional de que la co-
estimulaciSn mediada con CD137 puede resultar en la expansibn
de CTL reactivos de tumor (H 2Zhang et al Cancer Biol

Ther 2(5) 579-86(2003)) Ademds la expresién de CD137 se
demostré en linfocitos infiltadores de tumor en carcinomas
hepatocelulares (HCC) (Y Wan et al World J Gastroenterol

10(2) 195-9 (2004)) La expresidn CD137 se detectd en 19 de
cada 19 HCC por RTI-PCR y en 13/19 por tincién de
inmunofluorescencia De manera inversa el CD137 no se detectd
en las células mononucleares periféricas de los mismos
pacientes Los anilisis efectuados en tejidos del higado del
donador saludable fracasaron al demostrar la expresién de
CD137 Estos estudios no pretendian correlacionar 1la
enfermedad clinica con la expresién de CD137 Ael los
estudios efectuados en el sarcoma de Ewing y carcinoma

hepatocelular revelaron la presencia de TIL que expresa CD137
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con un avance concomitante de la enfermedad En los sarcomas
de Ewing se demostrd que CD137+TILs pudieron exterminar
células tumorales ex vivo lo que sugiere que la trayectoria
CD137 estuvo antacta en estos pacientes y que tal vez los
factores de supresifn en el microambiente del tumor
inhibieron su funcién Asi se pueden postular que la
administracién sistémica de los anticuerpos agonistas CD137
puede suministrar la sefial necesarla para la expansibén de
estas células T efectoras

Ademds de su papel en el desarrollo de la inmunidad
para el céincer se ha informado un papel para el CDl137 en
enfermedades autoinmunes y VIH (B Kwon et al Exp Mol
Med 35(1) 8-16 (2003) H Salih et al J Immunol
167(7) 4059-66(2001) E Kwon et al PNAS USA 96 15074-79
(1999) J Poell et al N Y Acad Sci 987 230-5(2003) Y
Sun et al Nat Med 8(12) 1405-13 (2002) S K Seoc et al
Nat Med 10 1099-94 (2004))

Congsecuentemente con base en log roles de 4 1BB en
la modulaciSn de la respuesta inmunitaria seria deseable
producir anticuerpos antihumanos 4-1BB con actividades
agonistas gue se puedan usar para el tratamiento o prevencién
de enfermedades humanas tales como el cédncer

Breve Descripcidn de la Invencién

La presente invencién proporciona anticuerpos

completamente humanos que se enlazan al 4-1BB (H4-1BB) humano
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Y que permiten el enlace de H4-1BB al ligando 4-1BB humano
(H4-1BBL) Asi la invencién se dirige a anticuerpos que se
enlazan a H4-1BB y que no bloquean el enlace de H4-1BB a H4-
1BBL con lo cual se permite en enlace de un anticuerpo de la
invencitn y H4-1BBL a H4-1BB La 1invencifn también
proporciona anticuerpos con actividades antagfnicas ya que la
unadn de los anticuerpos a H4-1BB da por resultado una mejora
y una estimulacién de respuestas inmunitarias mediadas por
H4-1BB Estos anticuerpoe s8se pueden usar como 1nmuno-
mejoradores de una respuesta inmunitaria anti-tumor o anti-
viral o© como inmuno-moduladores de enfermedades auto-
inmunitarias mediadas por células T Los anticuerpos se
pueden usar también como herramientas de diagnostico para la
deteccién de H4-1BE en sangre © tejido de pacientes con
cincer o enfermedades auto-inmunitarias u otras

En un aspecto la invencifn proporciona un
anticuerpo monoclonal © una porcién de enlace a antigeno del
mismo que se enlaza especificamente a H4-1BB que comprende
una regidén variable de cadena ligera y una regifn variable de
cadena pesada en donde la regién variable de cadena ligera
comprende un CDR1 {regibn determinante de la
complementariedad 1) un CDR2 (regién determinante de 1la
complementariedad 2) y un CDR3 (regiém determinante de la
complementariedad 3) como se detalla en la figura 4 y la

regién variable de cadena pesada comprende un CDR1 (regidn

8y
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determinante de la complementariedad 1) un CDR2 (regidn
determinante de la complementariedad 2) y un CDR3 (regibn
determinante de la complementariedad 3) como se detalla en la
figura 3 o la figura 7 EL anticuerpo monoclonal (mab) puede
ser por ejemplo un anticuerpo IgG4 o anticuerpo IgGl

En otro aspecto la 1invencién proporciona un
anticuerpo monoclonal o porcién de enlace a antigeno del
mismo en donde la cadena ligera comprende una regién variable
como se detalla en la figura 4 Yy la cadena pepada comprende una
regifn variable como se detalla en la fagura 3 o fagura 7

En otro aspecto 1la invencifn proporcicna um anticuerpo
monoclonal que comprende una cadena ligera y una cadema pepada en
tade la cadena ligera comprende resicducs de amnodcidos 21-236 de SEQ
ID NO 6 y la cadena pesada comprende residuos de aminodcidos 20-467
de SEQ ID NO 3 En otro aspecto la invencién proporciona un
anticuerpo monoclonal que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada en donde la cadena ligera comprende residuos
de aminodcidos 21-236 de SEQ ID NO 6 y la cadena pesada
comprende residuos de aminodcidos 20-470 de SEQ ID NO 9

Los anticuerpos de la invencién tienen aplicaciones
terapéuticas como inmuno-moduladores de enfermedades tal como
céncer enfermedades auto-inmunitarias enfermedades
inflamatorias y enfermedades infecciosas

La invencifén proporciona ademis métodos para tratar

cidncer en un sujeto gque comprende administrar una cantidad
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terapéuticamente efectiva de un anticuerpo de la invencién a
l Bujeto En un aspecto este método comprende ademés
adminiptrar una vacuna una vacuna de ADN una vacuna de
células tumorales modificada con GM-CSF o una vacuna de
célulap dendriticas cargas de antigeno El cincer puede ser por
ejemplo céancer de préstata melanoma © céncer epitelial

En otro aspecto la invencifin proporciana un método para
mejorar la respussta 1nmmitaria que comprende admmstrar un
anticuerpo de la i1nvencién y una vacuna de SIV gag En otro aspecto
la invenciSn proporciona un método para mejorar la respuesta
irmmitaria que comprende administrar un anticuerpo de 1la
invencién y una vacuna de PSA En otro aspecto 1la invencién
proporciona un método para mejorar la respuesta inmunitaria a
una vacuna de SIV gag que comprende administrar un
anticuerpo de la invencién En otro aspecto la invencién
proporciona un método para mejorar la respuesta i1nmunitaria a
una vacuna de PSA que comprende administrar un anticuerpo de
la invencibn

La invencién también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de la invencién o
una porcién de enlace a antigeno del mismo y un portador
farmacéuticamente aceptable La composicién farmacéutica se
puede administrar scla o en combinacién con un agente p r
ejemplo un agente para tratar el cdncer tal como un agente

quimioterapéutico © una vacuna u otro agente inmuno-
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modulador

La invencién también proporciona polinuclebtidos
alslados que comprenden una secuencia de nuclebtidos
seleccionada de (a) nucle6tidos que codifican para la
pecuencia de aminocdcidoe de los residuos 20-467 de
aminodcidos de SEQ ID NO 3 (b) nuclebtidos que codifican
para la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO 3 (c)
nucledtidos que codifican para la secuencia de aminodcidos
de los residuos 21-236 de aminodcidos de SEQ ID NO 6 (d)
nucledStidos que codifican para la secuencia de aminodcidos
de SEQ ID NO 6 (e) nucleStidos que codifican para 1la
secuencia de aminodcidos de los residuos 20-470 de
aminodcidos de SEQ ID NO 9 (f) nuclebtidos que codifican
para la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO 9 vy (g)
nuclebétidos que codifican para un fragmento de la secuencia
de aminodcidos de (a) a (f) tal como una regidén variable
una regifn constante o una o mids CDR Los polinucleé6tidos
aislados de la invencitn comprenden ademids secuencia de
nuclebtidos que codifican para al menos una CDR de la Figura
3 al menos una CPR de la Figura 4 o al menos una CDR de la
Figura 7 La invencifn proporciona ademds polinuclebtidos
aislados que comprenden la secuencia de nuclebStidos de SEQ
IDNO1 SEQ ID NO 4 SEQ ID NO 7

La invenciSn también proporciona polipéptidos

aislados que comprenden una 8ecuencia de aminofcidos
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seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO 3 SEQ ID
NO 6 y SEQ ID NO 9 En otro aspecteo la invencidn proporciona
polipéptidos que comprende la secuencia de aminodcidos de los
repiduos 20-467 de aminoécidos de SEQ ID NO 3 polipéptidos
aislados que comprenden la secuencia de aminodcidos de los
repiduos 21-236 de aminodcidos de SEQ ID NO 6 y polipéptidos
aiplados que comprenden la secuencia de aminofcidos de los
residuos 20-470 de aminodcidos de SEQ ID NO 9 En otro
aspecto 1la invencién proporciona polipéptideos aislados que
comprenden la secuencia de aminodcidos de al menos una CDR de
la Figura 3 Figura 4 o Figura 7 o al menos la regién
variable o constante de la Figura 3 PFigura 4 o Figura 7

La invencién incluye ademds una inmunoglcbulina que
tiene wuna especificidad de enlace para H4-1BB 1la
inmunoglobulina comprende una regifn de enlace de antigeno
En un aspecto la inmunoglobulina es una Fab o F{ab ), de un
anticuerpo de la invencidn

La invencifén también 1ncluye una linea celular que
produce un anticuerpo o porcién de enlace a antigenc del
mismo de la invencién vectores de expresidén recombinante que
incluyen los nucleStidos de la invencién y métodos para
elaborar los anticuerpos de la invencién al cultivar una
linea celular productora del anticuerxrpo

Breve Descripcién de lag Figquras

La PFigura 1 muestra un mapa de pldsmido pD17-
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20H4 9 h4a

La Figura 2 muestra un mapa de plasmido pDlépuerta-
20H4 9 LC

Las Figuras 3A-3H muestran la secuencia de
nuclebtidos del plismido pD17-20H4 9 h4a incluyendo la hebra
de codificacifn (SEQ ID NO 1) hebra complementaria (SEQ ID
NO 2) vy secuencia de aminodcido (el péptido lider son
residuos de aminodcidos 1-19 de SEQ ID NO 3 cadena pesada
en residuos de aminodcidos 20-467 de SEQ ID NO 3)
codirficados por la hebra de codificacibn

Las Figuras 4A-4F muestran 1la secuencia de
nucleStidos del plasmido pDlépuerta-20H4 9 LC que incluye la
hebra de codificaciébn (SEQ ID NO 4) hebra complementar:ia
(SEQ ID NO 5} y secuencia de aminofcido (el péptido lider
son los residuos de aminodcidos 1-20 de SEQ ID NO 6 1la
cadena ligera son los reslduos de aminoicidos 21-236 de SEQ
ID NO 6) codificados por la hebra de codificacién

La Figura 5 muestra esquemiticamente un constructo
de una secuencia parcial de cadena pesada 20H4 9

La Figura 6 muestra esquemiticamente un constructo
de una secuencia parcial de cadena ligera 20H4 9

Las Figuras 7A-7D muestran las secuencias de
nucleétidos y de aminodcidos de la construccién de cadena
pesada 20H4 9-IgGl que incluye la hebra de codificacién (SEQ

ID NO 7) hebra complementaria (SEQ ID NO 8) y secuencia de
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aminodcidos (péptido lider es residucs de aminodcidos 1-19 de
SEQ ID NO 19 cadena pesada es residuos de aminodcido 20-470
de SEQ ID NO 9) que codifica por la hebra de codificacibn

Las Figuras 8A-8B 1lustran los resultados obtenidos
de la unién de mab 20H4 9-IgGl a CD137L humano por ELISA
(Figura B8A) y el efecto de mab 20H4 9-IgGl sobre interaccién
de CD137-CD137L (Figura B8B)

Las Figuras 9A-9B i1lustran los resultados obtenidos
del enlace de mab 20H4 9-IgGl con ionomicina PMA estimulada
de humano © células de mono cinomolgus El CEM humano (FIG
10A) o PBMC de mono (FIG 10B) se incubaron con 20H4 9-IgGl
con proteinas de fusién CD137L humanas

Las figuras 10A-10B 1lustran 1los resultad s
obtenidos por la induccién de IFN-y en estudios co-
estimuladores con anticuerpos anti-CD137 que spe expresan com
un incremento de pliegue en pg/ml sobre los controles Debido
a la respuesta variable de respaldo entre los donadores pe
normalizaron los datos con relacién a los tratamiento de
controles (=1) El1 nivel de linea base IFN-y de la mediana
para la células T humanas (FIG 10A) o PBMC de mono (FIG 10B)
que se estimula con anti-CD3 solamente fue de 592 pg/ml y 505
pg/ml respectivamente

La Figura 1l proporciona graficas de resonancia de
plasmén de enlace de mab 20H4 9-IgG4 y mab 20H4 9IgGl al

CD137 humano
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La Figqura 12 1lustra la concentracibdn dependiente
de unidén de 20H4 9-IgG4 a ionomicina PMA estimulada a células
CEM de humano pero no se une para desestimular células CEM

Las figuras 13A-13B 1lustran la induccién de IFN y
en estudios co-eptimuladores con anticuerpos anti-CD137 Los
resultados se expresan como un incrementoc en veces en pg/ml
sobre los controles Debido a 1la respuesta variable de
reaspaldo entre los donadores se normalizan los datos cn
relacién a los tratamientos de control (=1) El nivel de
linea base IFN-y de la wmediana para las células T humanas
(FIG 13A) o PBMC o de mono (FIG 13B) que se estimula con el
ant1-CD3 sgolamente fue de 592 pg/ml y 505 pg/ml
regpectivamente

Las figuras 14A-14B 1lustran los resultados

btenidos para la mejora dependiente de la dosis de 1la
sintesis de IFN-y por mab 20H4 9-IgG4 (FIG 14A) vy el efecto
del reticulado del anticuerpo por la adicién de un anticuerpo
IgG antihumano de reticulado (7pg/ml) (FIG 14B)

La Figura 15 1lustra el efecto de mab 20H4 9-IgG4
en la pBupervavencia de células T y el avance del cicl
celular Las células T humanas se co-estimularon con anti-CD3
(1 ug/ml): mab 20H4 9-IgG4 a las concentraciones enlistadas
Sels dfas después del inicio de los ensayos se recolectaron
las células y se tifieron con Anexina-V y yoduro de propidio

para determinar el nimerco de células vivas (Anexina V/PI

9
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negativa) o la ciclina D2 conjugada con PE para detectar las
células que forman ciclos Los resultados representan la
media (SD) de 4 1lotes de mab 20H4 9 IgG4 probados en
paralelo

Las Figuras 16A-16D muestran en monos cinomologus
la respuesta de IFN- especifica a antigeno como se mide por
ELISPOT después del tratamiento con una vacuna de ADN 3
anticuerpos anti 4-IBB humano Los animales se trataron ¢ n
una vacuna de 8SIV gag (dia ¢ 28 56 Figura 16A) vacuna de
SIV gag (dia 0 28 56) y mab 20H4 9-IgG4 (dfa 12 15 y 19
Figqura 16B) 0 una vacuna de SIV gag (dia 0 28 56) vy
hu3geE3 G4 (dfa 12 15 y 19 Figura 16C) Un grupo de los
animales se dejd sin tratar {(Figura 16D) A varios moment s
después del tratamiento se recolecté sangre y las PBMC se
separaron y evaluaron para su capacidad para segregar IFN-
en la presencia de estimulacifn para antigeno

Descripcidn Detallada de la Invenclén

La invencién se refiere a la preparacibn Yy
caracterizacién de anticuerpos y fragmentos de unin a
antigeno de los mismos (incluyendo proteinas de fusién que
comprenden un fragmento de unién antigeno en un anticuerpo de
la ainvencitn) para el uso en el tratamiento de un
enfermedad tal como  cancer enfermedad ainfecciosa
enfermedad inflamatoria enfermedad inmunitaria El céncer

puede ser por ejemplo céncer de prfstata melanoma o céncer

g
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epitelial

Los anticuerpos son capaces de la union a H4-1BB vy
pueden presentar alta afinidad para H4-1BB y mejoran de forma
efectiva las respuestas de células T En un aspecto el
anticuerpo induce produccién de IFN-y en ensayos CcoO-
estimuladores pero no afecta la unién de H4-1BB a su
correspondiente ligando H4-1BBL Yy no fija el complemento

Los anticuerpos de la invencifn se pueden producir
por métodos bilen conocidos en la técnica En un aspecto los
anticuerpos se pueden producir por expresién en células
transfectadas tal como células eucaribticas inmortalizadas
tal como células de mieloma o hibridoma

Los anticuerpos de la invencién se pueden usar
polos © junto con otros agentes terapfuticos tales como
radioterapia (incluyendo radiacién) terapia hormonal
agentes citoté&xicos vacunas Y otros agentes
inmunomoduladores tales como citocinas y modificadores de la
respuesta biol6gica Estos compuestos son particularmente
Gtiles en el tratamiento del cdncer y otros trastorncs
inmunes proliferativos

En un aspecto la invencifn proporciona el
anticuerpo monoclonal (mab)20H4 9-IgG4 Las figuras 1 y 2
proporcionan mapas de plésmido de pR17-20H4 Shda y
pDl6épuerta-20H4 9 LC respectivamente que sge pueden usar

para producir mab 20H4 9-IgG4 FIG 3 (FIGS 3A-3H) que
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proporciona la secuencia de nucledtidos del pldsmido pD17-
20H4 9 h4a incluyendo la hebra de codaficaciébn (SEQ ID NO
1) hebra complementaria (SEQ ID NO 2) Y s8ecuencia de
aminodcidos (péptido lider son los residuos de aminodcidos 1-
19 de SEQ ID NO 3 cadena pesada son los residuos de
aminodcidos 20-467 de SEQ ID NO 3) codificados por la hebra
de codificacién FIG 4 (FIGS 4A-4F) muestra la secuencia de
nucleétido del pldsmido pDlépuerta-20H4 9L C que 1incluye la
hebra de codificacién (SEQ ID NO 4} hebra complementaria
(SEQ ID NO 5) y secuencia de aminodcidos (péptidc lider son
los residuos de aminodcidos 1-20 de SEQ ID NO 6 cadena
ligera son los residuos de aminodcidos 21-236 de SEQ ID NO
6) codificados por hebra de codificacibn

En otro aspecto la invenciSn proporciona el
anticuerpo monoclonal (mab) 20H4 9-IgGl La Figura 5 muestra
esquemidticamente una construccién de secuencia de cadena
pesada de mab 20H4 9 IgGl La Fagura 6 muestra
esquemidticamente una construccién de secuencia ligera de mab
20H4 9 tanto para mab 20H4 9-IgG4 y 20H4 9-IgGl La Figura
7 proporciona la secuencia de nuclebStides (hebra de
codificaciébn (SEQ ID NO 7) y hebra complementaria (SEQ 1ID
NO 8)) de la construccibén de secuencia de cadena pesada de la
Fagura 5 y la secuencia de aminodcidos (el péptido guia es
los residuos 1-19 de aminodcidos de SEQ ID NO 8 la cadena

pesada es los residuos 20-470 de aminodcidos de SEQ ID NO 9)
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codificada por la hebra de codificacién La cadena ligera de
mab 20 H4 9-IgG1L es la misma como la cadena ligera de mab
20H4 9-IgG4

La invenciSén también abarca anticuerpos y porciones
de enlace de antigenos de los mismos con substitucicnes
conservadoras de aminodcidos a partir de la secuencia de
aminoicidos de la cadena ligera y pesada detalladas en SEQ
IDNO 3 6 Yy 9 que no tiene substancialmente un efecto en el
enlace de H4-1BB Las substituciones conservadoras incluyen
tipicamente la substitucién de un aminodcido por otro con
caracteristicas similares por ejemplo substituciones dentro
de los siguientes grupos valina glicina glicina alanina
valina i1soleucina leucina dcldo aspirtico dcido
glutimico asparagina glutamina serina treonina 1lisina
arginina y fenilalanina tairosina

Los polinucleStidos que codifican para los
polipéptidos de la invencién comprenden tipicamente ademéis
una secuencia de control de expresidn ligada operativamente a
la secuencia de codificacién de polipéptido que incluyen
regiones promotoras heterSlogas o asociadas naturalmente
Preferiblemente las secuencias de control de la expresién
perdn sistemas promotores eucaribticos en vectores que pueden
tranaformar o tranefectar células hospedadoras eucaribticas
pero también s#e pueden usar secuencias de control para

hospedadores procaribticos Una vez que se ha incorporado el
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vector en el hospedador adecuado el hospedador se mantiene
bajo condiciones adecuadas para una expresién de alto nivel
de la pgecuencia de nuclebtidos y como sea deseado 1la
recoleccién y purificacién de la cadena ligera variable
cadena pesada dimeros de cadena ligera/pesada © anticuerp
intacto fragmentos de enlace u otra forma de inmunoglobulina
gue pueda seguir (Ver S Beychok Cells of Immunoglobulin
Synthesis Academic Press N Y (1979)) También se pueden
producir anticuerpos de cadena sencilla o minicuerp s
(anticuerpos de cadena sencilla fusionados a uno o mis
dominios CH) al unir la secuencia de dacido nucleico que se
codifica en las regiones VL y VH aqui descritas con ADN que
codifica una ligadura de péptidos
Los hospedadores procarifticos tales como E coli y
tros microbios tales como levadura se pueden usar para
expresar un anticuerpo de 1la invencién Ademis de los
microorganismos tambi&n se pueden usar cultivos de cé&lulas
de tejido de mamiferos para expresar y preducir los
anticuerpos de la invencién Se pueden preferir células
eucaridticas debido a un nGmero de lineas celulares
hospedadoras adecuadas que pueden secretar inmunoglubulinas
intactas y que se han desarrollado e incluyen por ejemplo
las lineas celulares CHO (de ovaric de h&mster chino COS
(linea de célula de fibroblastos del mono verde africano)

célulap Hel.a lineas de cé&lulas de mieloma e hibridoma Los
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vect res de expresiSn para estas células de expresién tal
como un promotor © enriquecedor y sitios de la informacién
de procesamiento necesarios tales como sBitios de enlace a
ribosomas sitios del empalme ARN sgitios de poliadenilaciébn
y sBecuencias de terminador transcripcional todas conocidas en
la técnaca

Los vectores gque contienen los segmentos de ADN de
interés (por ejemplo las secuencias codificadoras de cadena
ligera y/o pesada y las secuenclias de control de expresiédn)
se pueden transferir en la célula hospedadora por métodos
bien conocidos que varian dependiendo del tipo de hospedador
celular Por ejemplo la transfeccién con cloruro de calcio
pe utiliza cominmente para células procaribticas mientras
gque el tratamiento con fosfato de calcic 1lipofeccifn o la
electroporacién se pueden usar para otros hospedadores
celulares (Ver por ejemplo T Maniatis et al Molecular
Cloning A Laboratory Mamual Cold Spraing Harbor Press (1982))

Una vez que se expresan 1los anticuerpos Bsus
dimeros cadenas ligera y pesada individuales u otras formas
de inmunoglobulina se pueden purificar de acuerdo con los
procedimientos estindar en el arte tal como precipitacién de
sulfato de amonio columnas de afinidad cromatografia en
columna electroforesis de gel Y similares Las
inmuncglobulinas substancialmente puras de al menoe 90 a 95 %

de homogeneidad se prefieren y 98 % hasta 99 % o més
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hom geneidad son las mds preferidas

Los anticuerpos de la invenclSn son ftiles para
modular células T y respuestas i1nmunitarias mediadas por
células Los estados tipicos de enfermedad adecuados para el
tratamientco incluyen un cdncer enfermedades infeccicosas
enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes tales
como esclerosis mGltiple artritis reumatoide lupus
eritematoso sistémico y miastenia gravis

La invenciém también proporciona composiciones
farmacéuticae que comprenden al menos un anticuerpo o porcién
de enlace al antigenc del mismo de la invencidn y un portador
farmacéuticamente aceptable La composiciédn farmacéutica se
puede esterilizar por técnicas convencionales de
esterilizacién bien conocidas Las composiciones también
pueden contener gustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables como se requiera para aproximarse a las
condiciones fisiolSgicas adecuadas tales como agentes
amortiguadores y agentes de ajuste de pH agentes de mej ra
de establilidad tal como mannitol y tween 80 agentes de
ajuste de toxicidad y similares por ejemplo acetato de
sodio cloruro de sodio cloruro de potasio cloruro de
calcio lactato de sodio o albGmina humana

Los anticuerpos y composiciones farmac&uticas de la
invencifn son particularmente (Gtiles para la administracién

parenteral incluyendo administracién subcuténea
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intramuscular e intravencsa Las comp siciones
farmacéuticas para la administracabn parenteral pueden
comprender una s8solucién del anticuerpo disuelto en un
portador aceptable de manera preferente un portador acuoso
Se pueden wusar una variedad de portadores acuosos baen
conocidos en la técnica por ejemplo agua agua amortiguada
soluciébn salina glicina y similares Estas soluciones son
estériles y en general estdn libres de materia en particulas
Es especialmente ventajoso formular composiciones
parenterales en la forma de dosis unitaria para facilidad de
administracidn y uniformidad de dosis

La compesici6tn farmacéutica puede comprender
ademis un agente adicicnal para tratamiento de una
enfermedad En un aspecto la compoeicidédn farmacéutica
incluye un agente para el tratamiento de un céncer una
enfermedad infecciosa enfermedad inflamatoria o enfermedad
autoinmunitaria El anticuerpo de la invencién se puede
también co-administrar ¢ administrar de manera separada con
un agente adicional para el tratamiento de una enfermedad

Loe anticuerpos de la invencién se pueden usar con
otros agentes para mejorar la respuesta inmunitaria a
células cancerosas en un paciente En un aspecto el
anticuerpo se usa en combinacién con un agente inmunogénico
tal como células cancerocsas antigenos tumorales purificados

(rncluyendo proteinas recombinantes péptidos y moléculas de

11
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carbohidrato) o células transfectadas con genes que
codifican para citocinas inmunoestimuladoras y antigenos de
superficie celular En otro aspecto el anticuerpo se usa en
combinacitn con una vacuna tal como por ejemplo una vacuna de
célula de tumor vacuna de ADN o vacuna de célula de tumor
modificada con gen tal como vacuna de célula de tumor
modificada con GM-CSF una vacuna de péptido o una vacuna de
células dendriticas cargada de antigeno

Se han contemplado muchas estrategilas
experimentales para la vacunacién contra tumores En una de
estas estrategias Be prepara una vacuna usando células
tumorales aut6logas o alogénicas Estas vacunas celulares se
han mostrado que son mis efectivas cuando las células
tumorales se transducen para expresar GM-CSF El GM-CSF se
ha mostrado que es un potente activador de la presentacién de
antigeno para vacunacidn de tumor (Dranoff et al PNAS
90 3539-43 (1993) E Jafeeet al J Clin Quool 19 145-56 (2001)
R Salvuiaetal J Clin Oncol 21 624-30 (2003))

El estudio de la expresiSn génica y los patrones de
expresién génica a gran escala en varios tumores han
conducido a 1la definicién de 1los 1llamadosa antigenos
egpecificos de tumor (S Rosenberg Immunity 10 281-7
(1999)) En muchos casos estos antigenos especificos de
tumor gaon antigenos de diferenciacién expresados en los

tumores y en la célula de la cual surgen los tumores por
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ejemplo 1los antigenos de melanocitos gp 100 lop antigenos
de MAGE Trp-2 Muchos de estos antigencos se pueden mostrar
que son los objetivos de células T especificas de tumor
encontradas en el hospedador Log anticuerpos de 1la
invenci6n se pueden usar en unién con una coleccién de
proteinas recombinantes y/o péptidos expresados en un tumor a
fin de amplificar y dirigir la respuesta inmunitaria a estos
antigenos hacia una respuesta de Thi Estas proteinas se ven
normalmente por el sistema inmunitario como auto-antigenos y
por lo tanto son toleradas

En un aspecto de la invencién el anticuerpo se
combina con un agente inmunomodulador que comprende un
antigeno de SIV (como un modelo de vacuna de ADN de HIV) o un
antigeno especifico de préstata (PSA) o una vacuna de ADN
que comprende una secuencia de nuclebtidos que codifica para
el antigeno de SIV gag o antigeno especifico de préstata
(PSA) Las vacunas de PSA se describen en por ejemplo M
Pavlenko et al Br J Céncer 91(4) 688-94 (2004) J
Wolchok et al Semin Oncol 30(5) 659-66 (2003) J Kim et
al Clin Cancer Res 7 (3 Suppl ) 8828-8898 (2001) Las=s
vacunas de SIV gag se describen en por ejemplo B Malkital
et al J Gen Virol 85 (Pt 8) 2407 19 (2004) N Letvan
et al J Vairol 78 {14) 7490-7 (2004) S Mossman et al
AIDS Res Hum Retroviruses 20 (4) 425-34 (2004) F

Bertley et al J Immunol 172 (6) 3745-57 (2004) L
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Patterpon et al J Vvirol 78 (5) 2212-21 (2004) E
O Neill et al AIDS Res Hum Retroviruses 19 (10) 883-90
(2003) Z Bu et al Virology 309 (2) 272-81 (2003)

El antigeno de tumor también puede incluir por
ejemplo la proteina telomerasa que pse requiere para la
sintesis de telomerasas de cromosomas y qUE Se expresa en mis
de 85% de los canceres humanos y s68lo en un nGmero limitado
de tejidos somiticos (N Kim et al Science 266 2011-2013
(1594)) El antigeno de tumor también puede ser ®“neo-
antigenos”* exprepados en células de c&ncer debido a
mutaciones som&ticas que alteran la secuencia de la proteina

crean proteinas de fusifn entre dos secuencias no
relacionadas o idiotipo de tumores de células B Otras
vacunas de tumor pueden incluir las proteinas de los virus
implicadoe en los canceres humanos tal como el Vairus de
Papiloma Humano (HPV) Vairus de Hepatitais (HBV y HCV) vy
Virus de Sarcoma de Herpes de Kaposi (KHSV) Otra forma de
antigeno especifico de tumor que se puede usar con un
anticuerpo de la invencién es proteinas de choque té&rmino
purificadas (HSP) aisladas del tejido tumoral mismo Estas
proteinas de chogue térmico contienen fragmentos de proteinas
de las células tumorales y estas HSP son altamente eficientes
en la distribucién a las células que presentan el antigeno
para producir inmunidad tumoral (R Suot et al Science 269

1585-1588 (1995) Y Tamura et al Science 278 117-120

[oe
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(1997))

Los anticuerpos de la invencidSn también se pueden
usar para mejorar la respuesta inmunitaria a vacunas a
agentes virales tal como HIV o HCV Los anticuerpos de la
invencién también se pueden usar para mejorar la respuesta
innunitaria a otros agentes inmuncmoduladores Y para
producir una respuesta ymmitaria de memoria Los ejemplos de estos
agentes son citocinas tal como GM-CSF IL-2 IL-~15 II~12 ligando
F13 ligando (D40 adyuvantes tal como CpG-oligodesccinucleStido (ADN
bacteriano) o anticuerpos a OX-40 o CTLA-4

Las composiclones farmacéuticas de la invencibén se
pueden administrar para tratamientos profildcticos y/o
terapéuticos En aplicacién terapéutica la composicibn
farmacéutica se administra a un paciente que ya sufre de una
enfermedad en una cantidad suficlente para curar o al menos
detener parcialmente © tratar la enfermedad Una cantidad
adecuada para 1lograr esto se define como una “dosis
terapéuticamente efectiva” Laa cantidades efectivas para
este uso dependerin de la severidad del estado de la
enfermedad y del paciente (incluyendo por ejemplo el estado
general del sistema inmunitario propio del paciente} y Bse
puede determinar por un experto en la técnica En
aplicaciones profildcticas la composicidén farmacéutica se
administra a un paciente que no esti en el estado de

enfermedad  para mejorar la resistencia del paciente al
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estadoc de enfermedad Esta cantidad se define que es una
*dosis profilédcticamente efectiva” En este uso las
cantidades precisas dependen del estado de salud del paciente
{incluyendo por ejemplo el estado general del sistema
inmunitario propio del paciente) y se puede determinar por un
experto en la técnica En un aspecto el uso profilactico es
para la prevencitSn de la recurrencia del tumor

Ejemplos
Ejemplo 1 Generacidén de Anticuerpos

Materiales y Métodos

Los anticuerpos monoclonales completamente humanos
para el receptor humano (D137 (4-1BB) se generaron en el
ratén HuMAb® (Medarex 1Inc Princeton New Jersey) Se
inmunizaron los ratones HuMAb cinco veces
intraperitonealmente (i p) y subcuténeamente (s c) con 25 ug
del dominio extracelular del CD 137 humano en RIBI adyuvante
(Ribi Immunochemical) Previo a la fusibn se reforzaron 1 s
ratones intravenosamente (1 v ) con la misma cantidad de
antigeno Las cé&lulas del bazo de los ratones inmunizados con
concentraciones adecuadas de anticuerpos para huCD137 se
fusionaron a las células de mieloma de ratbn siguiendo 1 s
procedimientos estdndar

El CD3 mab antihumano (clon HIT3a) equipos ELISA
para IFNy humanco y de mono equipos de perlas citométricas

(CBA) vy todos los anticuerpos conjugados para la citometria
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de flujo B8e adquirieron de BD Pharmingen (San Diego
California) El TIgG, humano y el IgG, de humano se
adquirieron de Saigma-Aldrich (St Louis Missourl) Las
células CEM (ATCC-CRL 2265) se adquirieron de ATCC Los
medios de cultivo (RPMI) y el suero de bovino fetal (FBS) se
adquirieron de Mediatech Inc (Herndon Virginia) Las
Alsevers de Sangre Roja de Ovejas se adquirieron de Colorado
Suerum Co (Denver Colorado)

Separacidén por exclusién de hibridomas Deteccidn
del enlace de huCD137 por ELISA Para identificar hibridomas
que pecretan anticuerpos (D137 antihumanos se recubrieron
placas ELISA (Nunc MaxiSorp) con proteina de fusién de IgG,,
de raténm CD137 humanas a 1lpg/ml en PBS durante la noche a
4°C Luego se lavaron 3 veces las placas con PBS con 0 01%
Tween-80 (PBS-T) y se bloquearon posteriormente con PBS-T mis
albGmina de suerc de bovino al 1% (BSA) durante 20 minutos a
temperatura ambiente Se agregaron cincuenta microlitros de
sobrenadantes diluidos 1 3 en PBS-T a las placas y B8e
incubaron 1-2 horas a temperatura ambiente Posteriormente
se lavaron las placas como antes y se detectd el enlace de
los anticuerpos por wuna incubacién c¢on anticuerpo IgG
antihumano F(ab ), de cabra conjugado con fosfatasa alcalina
{Jackson Laboratorios West Grove Pennsylvania) Se
desarrcllaron las placas con pNPP y se leyeron a 405 nm

Ensayo de Dbloqueo Veintiséis hibridomas que

lo§
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secretan anticuerpos que reconocen huCD137 por ELISA Bse
evaluaron por su capacidad para permitir las interacciones
CD137-CD137L Estos andlisis se efectuaron inicialmente en un
formato ELISA Se recubrieron las placas con CD137-mulgG,, a
0 2 pg/ml 100/pl/pozo Diluciones en serie del 20H4 9-IgGl
mab o anticuerpos de control diluidos en PBS-T y albiimina
de suero de bovino al 1% se agregaron a la placa Se agregd
la proteina de fusién CD137L-CD8 a los pozos a una
concentracién de 0 2 ug/ml Se detect6é el enlace de 1 s
anticuerpos con un anticuerpo anti-CD8 biocotinilado (0 2
pg/ml Ancell) Despufs de varias lavadas la fosfatasa alcalina con
estreptavidina (1 2000) y pNPP para la deteccién de anticuerpos
enlazados gse agregaron Yy se leyeron las placas a 405 om

Para confirmar que los anticuerpos seleccionados no
alteran el enlace CD137-CD137L 8se caracterizaron ademés
anticuerpos purificados caracterizados por andlisis BIAcore
Todos los experimentos se efectuaron en un instrumento
BIAcore 3000 (BIAcore Inc Plscataway New Jersaey) Se
inmovilizé el CD137 humano covalentemente a alta densidad en
una superficie de dextrano metilada con carboxi de una
microplaqueta sensora BIAcore (BIAcore Inc Piscataway New
Jersey) Se efectuaron inyecciones a 2ug/mL en solucibn
amortiguadora de acetatc 10 mM pH 5 0 Los é&steres activos
Bin ocupar se bloquearon posteriormente por inyeccién de un

exceso de etanolamina Se hizo 1la regeneracién de 1la
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superficie con glicina 10mM pH 2 0

Se diluyeron muestras purificadas de anticuerp e
anti1-CD137 hasta concentraciones de hasta 200 y 1000 nM
usando solucidn salina amortiguada HEPES pH 7 4
complementada con NaCl 0 15 M y tensiocactive de P20 al 0 005%
(HBS-EP) Las proteinas de fusi6n humanas CD137L-CD8
(huCD137L) se utilizaron como una fuente del ligando CD137
Se efectuaron experimentos en los cuales se inyectd huCD137L
previo a los anticuerpos anti-CD137 O viceversa Se
efectuaron inyecciones a una relacién de flujo de S5uL/min Se
retiraron los anticuerpos y el 1ligando enlazado por
regeneracién con solucién amortiguadora de glicerina 10 mM
PH 2 0

Purificacién de células humanas T Las células T o
PBMCs se obtuvieron de donadores humanos saludables Se
recolectd la sangre en EDTA gse suspendid en una solucidn
amortiguadora de elutitulacién (RPMI que contiene EDTA 2 5
mM 10pg/ml polimixina B) Bse superpusieron con un medio de
separacién de Linfocito (LSM Mediatech 1Inc Herndon
Virginia) y se centrifuga a 1800 rpm por 25 minutos Las
interfaces celulares se recolectan y se centrifugan a 1500
rpm por 10 minutos Posteriormente se vuelven a suspender
los peletizados celulares en una solucibn amortiguadora de
elutitulacisn y se lavan con células de gl&ébulos rojos de

oveja (SRBC 1 10 dilucibn) Yy se incuban sobre hielo durante

(07
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una hora Lueg las cé&lulas se ponen en subcapas con LSM y
e centrifugan a 2500 rpm por 25 minutos Se retiran
las interfaces y s8e lisan 1los SRBC con solucién
amortiguadora de 1lisis SRBC Se lavaron y se volvieron a
suppender las células aisladas en T en 10% FBS/RPMI

Andlisip Citométrico de flujo El1l enlace de los
anticuerpos CD137 antihumano a los CD137 expresados en
c€lulas se determind por citométria de flujo Una linea
celular de leucemia de células T humanas (CEM) o células
monociticas de sangre periférica de monos cinomolgus (PBMC)
se usaron para estos estudios Estas cé€lulas no expresan
CD137 constitutivamente pero se puede inducir el receptor
por estimulacifnm con miristato de forbol (PMA 10 ng/ml) e
ionomicina (1pM) durante 18 horas Luego se lavaron las
células y se incubaron con diversas concentraciones de los
anticuerpos en solucién amortiguadora de tincién (solucién
Balina amortiguada de fomsfato PBS mips FCS 1% y azida de
sodio 0 01%) El enlace de los anticuerpos a las células
estimuladas y no estimuladas se detectS por IgG antihumano de
cabra conjugado por fluoresceina (FITC) o ficoeritraina
{(Jackson Immunoresearch West Grove Pennsylvania) Se
fijaron las muestras en 1% de formalina se mantuvieron a
4C Yy se tomdé una lectura por citometria de flujo

Ensayos Funcionales Las cé&lulas T primarias

humanas © PBMC de mono obtenidas de donadores saludables se
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estimularon c¢on un anticuerpo anti-CD3 inmovilizado para
suministrar la primer sefial para la activacién de células T
Yy 8e co-estimularon con anticuerpos CD137 antihumano de
humano Como un control no especifico el anticuerpo anti-
carcinoma humanizado (BR96) se usd a la misma concentracidn
de anticuerpos Se recubrieron las placas con anticuerpo
anti-CD3 (0 S-1 ug/ml) a 4°C durante la noche Al dia
siquiente Be colocaron células T o PBMC a concentraciones de
1-1 5 x 10°/ pozo Se midié la sintesis de IFN-y después de
72 horas de cultivo a 37C ya sea por una confiquracién de
perlas citométricas (CBA) o por ELISA

Ensayos de Citocina

ELISA Después de la estimulacidn de células T a
diversos tiempos se centrifugaron las placas y ge retiraron
los medios Los niveles de citocina se detectaron por un
ELISA de acuerdo con las i1nstrucciones del fabricante (BD
Pharmingen San Diego Califormia) En resumen las muestras
de prueba y estindares se agregaron a placas de 96 pozos
recubiertas con anti-citocina Después de la incubacién por 2
horas a temperatura ambiente se lavaron las placas 3 veces
en PBMS-T y luego se 1incubaron primero con un anticuerpo
detector de trabajo seguido por adicién del substrato Se
leyS§ la absorbancia de 405 nm Yy 8e calcularon las
concentraciones en base con la curva estdndar

Configuracién de Perlas Citométricas Otro métod

109
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usado para determinar la produccién de citocina in vitr fue
la citometrfa de flujo usando una configuracién de perlas
citométrica (CBA) desarrollada por BD Pharmingen Se midieron
los niveles de IFN-y IL-2 IL-5 1IL-4 IL-10 Yy TNF- en
sobrenadantes de cultivo siguiendo las instrucciones del
fabricante BSe analizaron los resultados por citometria de
flujo con un software de an&lisis CBA

Regultados

Los anticuerpos que secretan hibridomas que
muestran enlaces al CD137 humano se expandieron y subclonaron
adicionalmente Se purificaron los anticuerpos secretad s y
se probaron por su capacidad de enlazarse a huCbhl3?7 y
permitir la interaccién de CD137-CD137L Del panel de
anticuerpos CD137 anti-humanos evaluados se selecciond el
mab 20H4 9-IgGl con una evaluacién adicional con base en su
perfil de enlace y propledades de no blogqueo El anticuerpo
20H4 9-IgGl es IgGl kappa como se determina por ELISA usando
IgGl Anti-humano de fosfatasa alcalina y reactivos kappa y
lambda (Southern Biotech Birmingham Alabam) La figura B8
(FIG 8A enlace a humano CD137 por ELISA FIG 9B- efecto de
mab 20H4 9-IgG1 s8obre la interaccién de CD137-CD137L)
proporciona la caracterizacién inicial de mab 20H4 9-IgGl
Ias diluciones en pserie de mab 204 9-IgGl 2666 (un
anticuerpo de bloqueo) o toxoide de tétanos (TT control

negativo) se evaluaron por su capacidad de alterar el enlace
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de CD137 a CD137L Mab 20H4 $-IgGl a concentraciones de hasta
10 pg/ml no bloguea el enlace de CD137L en tanto que mab
26G6 inhibe la unién a concentracién > 0 37 pug/ml

Mab 20H4 9 IgGl también se probS por su reactividad
a CD137 expresado en células T humanas (CEM) y en células
monociticas de sangre periférica de mono cinomolgus (PBMC)
egtimuladas por PMA e ionomicina Los estudios previos
determinaron que el CD137 se sobreregula en las células T
después de la activacitn con PMA e ionomicina Las moléculas
de control consistieron de wun anticuerpo IgG humano
arrelevante (control negativo) de 1la proteina de £fuaién
CD137L-CD8 (control positivo BD Pharmingen San Diego
California) Los resultadoe de estos estudios indican que el
mab 20H4 9-IgGl se enlaza a los CEM y PBMCs humanos activados
del monc cinomolgus con un enlace minimo a células no
estimuladas Se detectaron porcentajes similares de células
positivas en mab 20H4 9-IgG1 o CD137L La figura 9
proporciona los resultados obtenidos del enlace de mab 20
H4 9 Ig@l a las células del mono cinomolgus o© humanas
estimuladas con ionomicina-PMA El1 CEM (FIG SA) de humano
PBMC (FIG 9B} de mono B8e incubaron con 20H4 9-IgGl
proteina de fusién (D137 humana Se agregaron los anticuerpos
secundarios y se leyeron las muestras por citometria de
flujo

A continuacién se determiné si el mab 20H4 9-IgGl

i
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puede inducir una mejora de IFN-yY en ensayos c -estimuladores
en presencia de una estimulacidén anti-CD3 el efect
funcional deseado para un anticuerpo antagonista (D137 Mab
20H4 9-IgGl se evalud por su actividad co-eastimuladora en
estudios funcionales en linfocitos humanos y de mono Con
base en los datos iniciales una concentracién de 20 ug/ml de
anticuerpo anti-CD137 (anticuerpo en exceso) se usd en es 8
estudios Los niveles de anticuerpoe anti-CD3 entre 0 2-1
pg/ml se probaron lo cual resultS en 10-20% de linfocit s
positivos CD-137 Loes niveles de IFN-y en scbrenadantes se
midieron después de 72 horas en cultivo Como se muestra en
la figura 10 mab 20H4 9 IgGl mostrd una sintesis de IFN-yv en
ensayos co-estimuladores de humano y de mono hasta niveles
significativamente superiores que los controles Los
resultados de los estudios efectuados con células T aislados
de 8 donadores humanos saludables wmostrdé que en seis de
ellos mab 20H4 9-IgGl mejord las sintesis de IFN-y en 2 2-
4 3 veces en comparacién con los controles Uno de los otros
dos donadores mosetr$ un incremento de 1 6 veces El nivel de
mejora fue superior a aquellos observados con hu39E3 G4 un
anticuerpo anti-CD137 humanizado suministrado en la solicitud
PCT publicada WO04/010947 (que B8e 1incorpora aqui como
referencia) lo cual muestra el aumento de IFN-y en 5 de cada
8 donadores y a niveles inferiores de mab 20H4 9-IgGl

(incremento de 1 5 a 2 veces) (FIG 10A) En estudios c -

e
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estimuladores con monoa mab 20H4 9-IgGl también demostrd una
actividad funcional mejorada lo que resulta en un aumento
importante de IFN y scobre los controles (FIG 10B) Como en
loe estudios de humanos l]a mejora de TIFN-y fue
consistentemente superior que con hu39E3 G4
Se cbservé también induccién de la sintesis de TNF-

arriba de los niveles de control en cultivoa de humanos
aunque en niveles mucho menores de IFN-y Los niveles de TNF-

inducidos por el anticuerpo anti-CD3 solamente (linea base)
fueron alrededor de 20-50 vecee menores que los nivelea de
linea base para IFN-y Mab 20H4 9-IgGl indujo un increment
de ~2 a 4 7 veces en 3 de 8 donadores Nuevamente hu39E3 G4
(probado en paralelo) indujo un incremento de alrededor de 2
veces en los mismos donadores perc a niveles inferiores
Otras citocinas probadas IL-2 IL-5 IL-10 y IL-4 no
cambiaron significativamente con ningln tratamiento

En conjunto estos estudios demostraron que mab

20H4 9-IgGl1 presentd una actividad funcional deseada en
humanos y en monos al inducir cualquier tipo de respuesta
Thl Significativamente ya que la actividad anti-tumor in vivo se
asocia con la capacidad de los anticuerpos anti-(D137 para inducir la
sintesis de IFN-y estos resultados apoyaron la selecciin de mab
20H4 9-IgGl para un intercambio de isctipos

Ejemplo 2 Caracterizacién In Vitro de mab 20H4 9-IgG4

Con base en su cinética de enlace 1la incapacidad
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de bloguear la interaccién CD137-CD137L y los efectos
funcionales en las células T humanas se seleccioné mab
20H4 9-IgGl para canbiar a una forma de IgG4 lLa forma IgG4 de mab
20H4 9-IgGlL es 20-H4 9-IgG4 (detallada en las Figuras 3 y 4)

La sequnda fase de estos estudios involucrd 1la
comparacién de las propledades in vitro de mab 20H4 9-IgG4 y
mab 20H4 9-IgGl1 En esta seccién las propiedades cinéticas
de enlace y los efectos funcionales de ambos anticuerpos en
linfocitos humanos y de mono se desacriben

Cinética de Enlace

Las propiedades cinéticas de los anticuerpos anti-
humanos CD137 se evaluaron por resonancia de plasmén de una
superficie usando un instrumento BIAcore 3000 El antigeno
IgG, de murino CD137 humano se inmovilizé covalentemente a
una baja densidad en 1la superficie de 1la microplaqueta
sensora CM5 B8Se inyectaron mab 20H4 5-IgG4 y mab 20H4 9 IgGl
a concentraciones de entre 25 y 200 nM La figura 11 detalla
inyecciones a 100 nM de mab 20H4 9-IgGl y mab 20H4 9-IgG4
Los datos calculados usando un software BIA evaluacién
(modelo bivalente andlisis de ajuste de curvas globales)
result6 en los parémetros cinéticos que fueron similares a
ambos anticuerpos (ver tabla 1) Las constantes de
disoclacién K, para mab 20H4 9-IgGl y mab 20H4 9-IgG4 se
determinaron come 11 2 y 16 § nM respectivamente Baj

condiciones experimentales similares mab 20H4 9-IgG4 no pe

my
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unié a murina 4-IBB
Tabla 1
Comparacién de la cinética de enlace de mab 20H4 9-IgG4 y mab

20H4 9-IgqQl

Anticusrp (X, X Kaz xd2 Rmax K\l Kol

o (1/Ms) (1/8) (1/rRus) |(1/8) (rRO) (nM)
[20 h4 § |3 43E+04 |3 B5E+0 |2 30E 05 |1 51E 03 |263 ® 91E+07 {11 22
IgG1 4

[20 hd 9 |3 92E+04 |6 51E |0 0755 |0 105 409 6 O03E+07 [16 61

Andlisis citométricos de fluijo

El mab 20H4 9-IgG4 biotinilado a concentracl nes
gque varfan de 0 32 ng/ml a 5 ug/ml se probd para la unién a
células CEM + PMA-yonomicina El mab se unibé a células
20H4 9-IgG4 a células CEM estimuladas con PMA-yonomicina de
una manera dependiente de la dosais Se logr6 saturacitn a 0 2
pg/ml Por otra parte como se muestra para su molécula de origen el
mab 20H4 9-IgGl1 el mab 20H4 9-IgG4 no se unid a c€lulas CEM que no se
estamularon con PMA-yonomicina (Fiqura 12) Ia umén dependiente de
la caxentracién de mab 20H4 9-IgG4 sBe demostrd en células CBM
estimiladas con PMA-yonomicina (Figura 12) Las muestras se
leyeron por citometria de flujo
Ensayos funcionales/celulares

Para confirmar que el proceso del intercambio del
isotipo de mab 20H4 9-IgG1 no alter6 1la actividad del

anticuerpo se efectuvaron estudios in vitro para comparar la
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actividad del mab 20H4 9-IgG4 con el mab 20H4 95-IgGl
precursor en PBMC de mono y células T humanas Los efectos
funcionales de mab 20H4 9-IgG4 en las cé&lulas T humanas y de
mono o PBMC se determinaron y compararon con su molécula
precursora mab 20H4 9-IgGl Las células T humanas primarias
© PBMC de mono obtenidas de donadores saludables Be
estimularon con el anticuerpo anti-¢D3 (0 5 ug/ml-1 pg/ml)
+/- anticuerpos (D137 anti-humanos Se midié la sintesis de
IFN-y después de 72 horas de cultivo a 37C por una
configuracién de perlas citométricas (CBA) para muestras
humanas o por ELISA para muestras de mono §Se probaron
anticuerpos en ensayos co-estimuladores en presencia de
concentraciones sub-6ptimas de anticuerpo anti-CD3 (1lug/ml) o
Concavalina A (lpg/ml) (solamente donadores M5170 y 81) B8e
expresaron los resultados como un incremento en veces en
pg/ml con los controles Debido a la respuestz de respaldo
variable entre los donadores se normalizaron los datos con relacifm a
log tratamientos de oontrol (=1) 1a figura 13A proporciona los
resultados hmanos de células T y la FIG 13B proporciona los
regultados de mono PBMC Como se muestra en las FIGS 13A-13B

mab 20H4 9-IgG4 demostrd las propiedades co-estimuladoras que
producen niveles superiores de IFN-y en células humanas y de
mono en comparacién con los controles El nivel de
enriquecimiento de la sintesis de IFN-y fue comparable con su

molécula precursora en muestras de mono y de humano

16
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P steriormente el efecto de reticulado de
anticuerpo sobre el efecto funcional de mab 20H4 9-IgG4 se
evalud Se ha demostrado que el reticulado de anticuerpos
puede resultar en la potenclacién de su capacidad de
geflalizacién Asi se efectud un estudio para determinar la
actividad funcional de diversos lotes de mab 20H4 9-IgG4 % un
dénticuerpo IgG anti-humano Como se muestra en FIG 14A una
mejora importante de la sintesis de IFN-y se observé para
todos los lotes probados en ausencia de anticuerpos de
reticulado con un asentamiento a concentraciones de 400
ng/ml El aumento de la sintesis de IFN-y por mab 20H4 9 IgG4 se
mejord ademfis por la adicifn de un anticuerpo de reticulado anti-
hamano IgG cowo se muestra en la FIG 14B Iotes diferentes de mab
20H4 9-IgG4 tuvieron actividades celulares comparables

Asi el reticulado de mab 20H4 95-IgG4 resultd en una mejora
de la capacidad del anticuerpo en inducir la sintesis de IFN-y El
reticulade de anticuerpo in vivo puede suceder por los receptores
celulares para la porcifn Fo de irmunoglabulina o por la dimerizacién
de anticuerpo Mab 20H4 9-IgG4 es del 1lsotipo IgG4 el
cual cuando se compara con otros 1sotipos IgG tiene una baja
afinidad para los receptores Fc Sin embargo el Igt4é se puede
enlazar a FoRT ((D64) expresado sahre monocitos y neutréfilos

Se utllizaron otxos dos planteamientos para
caracterizar ademis a mab 20H4 9-IgG4 (1) efecto en 1la

supervivencia de las células T y (ii) efecto en la expresidn

[
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de la ciclina D2 Para determinar si el mab 20H4 9-IgG4 puede
obtener una sefializacién a través de CDl37 en las células T
humanas y suministrar sefilales co-estimuladoras a la células T
qua conducen a la supervivencla y expansién celular 1las
células T humanas estimuladas con anticuerpos anti-CD3 +/-
mab 20H4 9-IgG4 a concentraciones que se saben gque inducen la
sintesis de IFN-y se tifieron con anexina V y yoduro de
propidio para determinar el nGmero de células vivas (Anexina
V/yoduro de propidio negativo) y con ciclina D2 para
determinar su efecto en el avance celular La figura 15
muestra los resultados promedio de 4 lotes diferentes de mab
20H4 9-ITgG4 en la expresién de la ciclina D2 y la
supervivencia de c¢é€lulas T Las concentraciones de mab
20H4 9-IgG4 de 0 4-10ug/ml resultaron en un incremento en el
namero de células vivas por aproximadamente 1 8-2 veces Y
produjeron un incremento importante en el ntmero de células
T que expresan la ciclina D2 (2 5-3 veces)

Ejemplo 3 Evaluacién in vivo de anticuerpos 4-1BB en un

modelo farmacodinimico en monos cinomolqus

Este ejemplo ilustra la capacidad de mag 20H4 9-
IgG4 y mab hu39E3 G4 para mejorar la respuesta inmunitaria
especifica a antigeno producida por vacuna de ADN

Materlales y Métodos

Grupos de animales experimentales monos cinomolgus

(hembras y machos (2 5 a 5 0 kg) see compraron de Charles

Iy
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River BRF (Houston Texas) para este estudio y ae alojaron en
pares Cada grupo experimental consiste de 4 macho y 2
hembras que se aleatorizaron en grupos por peso corporal
Los grupos experimentales fueron como sigue

Grupo 1- Vacuna de SIV y ADN de PSA (2 mg cada
una) dfa 0 28 56 1m m&s control con solucién salina
iv endias 12 15 y 19

Grupo 2- vacuna de SIV gag y AN de PSA (2 my cada una)
da 0 28 56 1m mMEembm39E 3G4 1v endias 12 15y 19

Grupo 3- vacuna de SIV y AN de PSA (2 mg cada una) dia 0
28 56 im mis mab 20H4 9-IgC4 1 v en dfas 12 15 y 19

Grupo 4 grupo de control sin tratar

las irmmmizaciones y tratamentos con anticuerpos ILas
vacunas de ADN de PSA y SIV gag se cbtuvieron de David B Welner
Deparment of Pathology and Laboratory of Medicine Umvesity f
Pemmsylvania (Ver Kim et al Oncogene 20 4497-4506 (2001)
Muthumani et al Vaccine 21 629-637 (2003))

Los monos se inmunizaron por ruta intramuscular con
construcciones de ADN tanto de PSA como de SIV gag (2
mg/construccién/inmunizacién) simult&neamente seguido por
dos refuerzos 4 semanas después (dias 0 28 y 56) Doce dias
después de la inmunizacién iniclal se inicild el tratamient
con mab 20H4 9-IgG4 © mab hu3SE3 G4 Los anticuerpos se
administraron i1 v a 50 mg/kg en los dias 12 15 y 19

después de la primera inmunizacién Este programa ge eligié
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al mab hu3lSE3 G4

Patologia Clinica

De principio a fin del transcurso del estudio ee
llevaron a cabo exdmenes fisicos en todos los monos por 1 s
veterinarios que los atienden Se recolectaron muestras
sanguineas para hepatologia y quimica sérica antes de las
vacunaciones y en los dias 12 42 70 97 134 y 168 después
de las inmunizaciones

Ensayos inmunolégicos

Para determinar el efecto en 1las respuestas
inmunitarias inducidas por estos regimenes terapéuticos se
us® un ensayo de punto inmunitario enlazado a enzima
(ELISPOT) para la deteccién de la produccién de IFN- por
linfocitos estimulados especificos del antigeno Se
recolectaron muestras sanguineas para andlisis de ELISPOT
antes de las vacunaciones y en los dias 12 42 70 97 134 y
168 después de las inmunizaciones Los péptidos sintéticos
corresponden a las secuencias completas del antigeno de SIV y
PSA se usaron para la estimulacién ex vivo de PBMC

Resultados

Las células que segregan IFN- especificas de
antigenos en respuesta en los péptidos de PSA o SIV ge
cuantificaron por ELISPOT ILa Figura 16 (Figuras 16A-16D)

ilustran 1los resultados obtenidos para Grupos 1-4
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respectivamente El nivel de respuesta a PSA fue muy bajo en
todos los grupos Indicando que la vacuna por si misma no
induce una respuesta inmunitaria medible y consistente en
comparacifén a animales no vacunados Por otra parte la
vacunacién con SIV gag sola dio por resultado un nGmer

significativo de células que segregan IFN- especificas de
antigeno que aumentaron durante el tiempo (Figura 16A) Los
animales no tratados (no vacunados)} mostraron 100-1 000
puntos/10* PBMC de principio a fin del transcurso del estudio
(Figura 16D) Estos resultados establecieron la respuesta de
umbral a la vacuna los animales gque presentaron < 1 000
puntos/10° PBMC se consideraron como gue no respondieron En
el grupo de animales que recibleron la vacuna 5 de los 6
monos mostraron una respuesta incrementada durante el tiempo

con un nfimero medico de puntos después de la tercera
inmunizacién (dfa 70) e 1 727 puntos/10° PBMC (SD = 242

rango = 1 403-1 968 puntos/10° PBMC) Un mono se coneiderd
como que no respondié (620 puntos/millén de PBMC) Puesto
que en estos estudios no se hizo la tipificacién de MHC es
probable que la carencia de respuesta de células T a la
vacuna por algqunos mwmonos pueda ser debida a la mala
correspondencia con MHC De forma notable en el dia 70 4
de los 6 animales tratados con SIV gag*plus mab 20H4 9-IgG4
presentaron un nGmero significativamente mayor de puntos de

IFN- (Figura 16C) en comparacitn a los animales de control

)
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(Figura 16D) y a los macacos que se inmunizaron ¢ n vacuna de
ADN sola (Figura 16A) El nGmero medio de puntos después de
la tercera inmunizacién para el grupo tratado con mab 20H4 9-
IgG4 fue 3 465 puntos/10° PBMC (SD = 1 236 intervalo =
2 070-4 780 puntos/10° PBMC) Dos monos en ese grupo no
respondieron a la vacuna (< 800 puntos/millén de PBMC)
Después de la tercera inmunizacién (dfia 70) el tratamient
con vacuna de mab hu3l9E3 G4 plus ADN dio por resultado 6 de
los 6 animales considerados como respondedores con un namero
medio de puntos/10° PBMC de 2 348 (8D = 588 1intervalo =
1 738-3 283) (Figura 16B} Para este grupo el intervalo del
nimero de puntos fue menor en comparacién a aquellos macacos
tratados con mab 20H4 9-IgG4

El tratamlento tanto con mab 20H4 9-IgG4 y mab
hu9E3 G4 fue bien tolerado y no dio por resultado ningGn
cambio significativo en los signos clinicos quimica clinica
o pardmetros hematolSgicos con relaci$n a los monos de
control

Estos datos muestran que el tratamiento con mab
20H4 9-IgG4 en combinacidn con una vacuna de ADN produjo una
mejora in vivo de la magnitud de 1a respuesta celular
especifica al antigeno de prueba con relacién a los controles
o el tratamiento con mab hu39E3 G4 como se mide por células
que segregan IFN especlficas del antigeno Puesto que 86l

un nivel de dosis de los anticuerpos y un régimen de

122
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dosificacién se usaron en estos estudios preliminares es
improbable que se indujeran respuestas méiximas Yy se requiere
trabajo adicional para optimizar 1las condiciones 8in
embargo de forma clara ain con este protocolo no
optimizado s8e logr6é una mejora de la respuesta celular a
antigenos de prueba con mab 20H4 9-IgG4 sugiriendo que 1la
modulacién de la funcién de (D137 puede ser un planteamiento
atractivo para aumentar la efectividad de las vacunas de ADN

Aungque se ha descrito la invenciétn en algiGn detalle
de manera de ilustracin y ejemplo para propSsitos de
claridad y entendimiento serd evidente gque se pueden
practicar ciertos cambios y modificaciones dentro del alcance
de la reivindicaciones anexas

Se hace constar que con relacién a esta fecha el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
pridctica la presente invencién es el que resulta claro a

partir de la presente descripcién de la invencidn
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RETVINDICACIONES

Habiéndose descritc la invencién como antecede se
reclama como propledad lo contenido en las sigulentes

reivindicaciones

1 Anticuerpo monoclonal o porcién de enlace a
antigeno del mismo que se enlaza especificamente a 4-1BB que
comprende una regiém variable de cadena ligera y una
regidn variable de cadena pesada caracterizado porque

la regi6n variable de cadena ligera comprende un
CDR1 un CDR2 y un CDR3 como se detalla en la figqura 4 vy

la regién variable de cadena pesada comprende un
CDR1 un CDR2 y un CDR3 como se detalla en la figura
3

2 Anticuerpo monoclonal o© porcifn de enlace a
antigeno del mismo de conformidad con la reivindicacién 1
caracterizado porque

la cadena ligera comprende una regién variable como
gse detalla en la figura 4 vy

la cadena pesada comprende una regifn variable como
se detalla en la figura 3

3 Anticuerpo monocleonal que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada  caracterizado porque la cadena

ligera comprende los residuos de aminodcidos 21-236 de SEQ ID
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NO 6§ Y la cadena pesada comprende los residuos de
aminodcidos 20-467 de SEQ ID NO 3

4 Composicién farmacéutica caracterizada porque
comprende

el anticuerpo monoclonal o porcién de enlace a
antigeno del mismo de conformidad con la reivindicacién 1 vy

un portador farmacéuticamente aceptable

-] Composicifn farmacéutica caracterizada porgue
comprende

el anticuerpo monoclonal de conformidad con 1la
reivindicaciétn 3 vy

un portador farmacéuticamente aceptable

6 Método para el tratamiento del céncer de un
sujeto caracterizado porque comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo monoclonal
© porcién de enlace a antigeno del mismo de conformidad c n
la reivaindicacién 1 al sujeto

7 Polinucledtido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de nuclebdtidos que codifica para la
secuencia de aminoficidos de los residuos de aminodcidos 20-
467 de SEQ ID NO 3

8 Polinuclebtido de conformidad con 1la
reivindicacién 7 caracterizado porque comprende la secuencia
de nucleStidos de SEQ ID NO 1

9 Polinuclebdtido aislado caracterizado porgue
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comprende una secuencia de nuclestidos que c© difica para la
secuencia de aminoficidos de los residuos de aminoficidos 21-
236 de SEQ ID NO 6

10 Polinucleétido de conformidad con la
relvindicacitn 9 caracterizado porque comprende la secuencia

de nucleédtidos de SEQ ID NO 4

1%
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RESUMEN DE LA INVENCION

Anticuerpos completamente humanos y porciones de
enlace de antigenos de los mismos que se enlazan al 4-1BB
humano y que permiten el enlace del 4-1BB humano al ligando
4-1BB humano En un aspecto el anticuerpo es el anticuerpo
IgG4 También se suministra un método para el tratamiento del
cdncer en un sujeto que comprende administrar una cantidad

terapéuticamente efectiva del anticuerpo al sujeto

/N
127
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ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacge
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc
gtacggtggy
tggettateg
acacctgtgg
actacagcag
tgtectatggt

ggggctggag

aatagteatc
aacttacggt
taatgacgta
actatttacg
cccctattga
tatgggactt
tgeggttttg
gtetccacce
caasatgtcg
aggtctatat
asattaatac
ttecttectee
tggggcgeag
gggtccttca

tggattgggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800



aaatcaatca
cagtagacac
cggctgtata
tctggggeceg
tcceoctgye
tcaaggacta
gegtgeacac
tgacegtgece
ccagcaacac
gcocoageace
acactctcat
aagaccccga
caaagccgcg
tgcaccagga
cgtcoceteceat
acaccctgec
tcaaaggett
acaactacaa
ggctaaccgt
atgaggctct
ctagagggec
gtgecttcta
gaaggtgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
accagctggg
ggtgtggotgy
ttegetttct

agcatgcatc

tggtggatac
gtccaagaac
ttactgtgeg
tggcaccctg
gocctgetoe
¢ctteccegaa
ctteccgget
ctccagcage
caaggtggac
tgagttcetg
gatctcecegg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatcccag
ctacceccage
gaccacgect
ggacaagagc
gcacaaccac
ctattctata
gttgccagee
ctecccactgt
attctattet
goaggeatgo
gctctagogy

ttacgegeag
tececttectt

gtcacctaca
cagttctcee
agggactatg
gtcactgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
gggggaccat
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagea
ggcaaggagt
atctccanag
gaggagatga
gacatcgecg
cecgtgetgg
aggtggcagy
tacacacaga
gtgtcaccta
atctgttgtt
cctttcctaa
999999tggy
tggggatgeg
gtatceccac
cgtgaccget
tectegecacg

atcegtcect
tgaagctgag
gtecoggggaa
cctcagctag
ccgagageac
tgtegtggaa
cctcaggact
agacctacac
agtccaaata
cagtcttect
tcoacgtgegt
tggatggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgq
aggggaatgt
agagcctcte
aatgctagag
tgceccteee
taaaatgagg
gtggggcagg
gtgggctcta
gegecctgta
acacttgcca

ttcgecocggge

tcaattagtc agcaaccata gtccegecco

cgagagtcga
ctctgtgace
ttatgactgyg
caccaagggc
agcegecctyg
cteaggegece
ctactcecte
ctgeaacgta
tggtccacct
gttcceoccea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctcocaac
gcccocgagag
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctcettectte
cttetcatge
cetgtetetg
ctegetgate
ccegtgeette
aaattgcate
acagcaaggg
tggcttctga
gcggegeatt
gcgecctage
ctctcasaaa

taactecgee

gtecaccatat
gccgcggaca
tacttegate
ccatecgtet
ggctgeetgg
ctgaccageg
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgececeacett
aaacccaagg
gtgageongg
aatgccaaga
ctcaccgtce
aaaggcctcco
ccacaggtgt
acctgectgg
cagceggaga
ctctacagea
tcegtgatge
ggtaaatgat
agecctegact
cttgaccctg
gecattgtctyg
ggaggattgg
ggcggaaaga
aagegeggeg
gcccgetect
agggaaaaaa

cateccegece

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1s80
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2



ctaactcege
gcagaggoeg
ggaggoctag
tgacggcast
ccattgaact
cectggecte
gtggaaggta
aagaatcgac
ccacgaggag
ccggaattgy
gaagccatga
gaaagtgaca
ccaggegtee
gagaagaaag
atttttataa
tetgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgete
ctactectee
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt

ctccagegeg

ccagtteege
aggeegecte
gottttgcaa
cctagcgtga
gcatcgtege
cgctcaggaa
aacagaatct
etttanagga
cteattttet
caagtaaagt
atcaaccagg
cgtttttcece
tetctgaggt
actaacagga
gaccatggga
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaazaagang
gagtcatgot
asaagctgea
gocataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatge
gcaatagcecat
tgtecaaact

gggatcteat

ccattctceg
ggcctctgag
asagcttgga
aggctgytag
cgtgtcccaa
cgagttcaag
ggtgattatg
cagaattaat
tgccanaagt
agacatggtt
ccaccttaga
agaaattgat
cecaggaggas
agatgcttte
cttttgetgg
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
dgakaggtayg
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttget
aattgttgtt
cacaaatttc

catcaatgta

getggagtte

cceccatgget
ctattccaga
cageteagyg
gattttatee
aatatgggga
tacttccaaa
ggtaggaaaa
atagttetca
ttggatgatg
tggatagtcg
ctctttgtga
ttggggaaat
aaaggcatea
aagttetetg
ctttagatct
ctacagagat
tactgattet
agtggtggaa
atgatgagge
aagdaccccad
atagaactct
agaaaattat
acatectgtt
asaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaansace
gttaacttgt
acaaatanag
tcttatcatg

ttegoocace

3

gactaatttt
agtagtgagyg
ctgegatttc
cegetgeecat
ttggcaagaa
gaatgaccac
cctggttecte
gtagageact
ccttaagact
gaggcagttc
caaggatcat
atmaacttct
agtatmagtt
cteceetect
ctttgtgaag
ttaaagetct
aattgtttgt
tgecetttaat
tactgetgac
dgactttecot
tgcttgettt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttage
gactagagat
tecccacacct
ttattgcagce
cattttttte
totggatcgg

ccaacttgtt

tittatttat
aggettttit
gogecaaact
catggttcga
cggagaccta
aacctcttca
cattcectgag
caaagaacca
tattgaacaa
tgtttaccag
gcaggaattt
cccagdatac
tgeagtctac
aaagctatge
gaasccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
totcaacatt
tcagaattge
getatittaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
ccccctganc
ttataatggt
actgecattct
ctggatgatc

tattgcagct

2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
d20
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

130



tataatggtt
ctgcattcta
tegaccteta
tatcegetca
gectaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggce
cggcgagegg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agcteccteg
cteccttegy
taggtegtte
gccttatccg
geagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag

acaaataang
gtigtggttt
gctagagett
caattccaca
tgagctaact
cgtgecaget
gotetteege
tatcagetca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgegetctee
gaagegtgge
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggectaacta

ttaccttegg

getggtagog gtggtttttt

casgaagatc
taagggattt
asatgaagtt
tgcttaatca
tgactccecg
gcaatgatac
geccggaaggg
asttgttgee

gecattgeta

ctttgatett
tggtocatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tegtgtagat
cgcgagacca
ccgagoegcayg
gogaagctag
caggcategt

caatagcatc
gtccaaactc
ggecgtaatca
caancatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttoctegete
ctcaaaggey
agcaaaaggc
taggctecge
cccgacagga
tgttecgacc
gctttctcaa
gggetgtgtg
tettgagtce
gattageaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgeaag
ttetacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageyg
aactacgata
acgcteaccyg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge

ggttcccaac gatcaaggeg agttacatga

acaaatttca
atcaatgtat
tggtcatagc
gccggaagca
gogttgogot
atcggecaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcanaagy
cececcltgacyg
ctatanagat
ctgeegetta
tgctcacget
cacgsaaceccc
aacceggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta

tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggaggget
gcteceagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tegtegtttg

tcocceatgt

caaataaagc
cttateatgt
tgtttectgt
tasagtgtan
cactgceccge
gegeggggag
tgegeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggcna
cgcgcagasa
agtggascga
cctagatcct
cttggtctga
ttcgtteate
taccatctgyg
tateagcaat
ccgectoeat
atagtttgeg
gtatggcttc

tgtgcaaasaa

attttttteca
ctgtataceg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttecagteg
aggeggtttg
cgttcggetg
atcaggggat
taaasaggce
aaatcgacgc
tecceetgga
gteegeottt
cagtteggtg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagtte
ctgé&ctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
asactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgee
ccececagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagetce

agcggttage

4500
4560

4680
4740
4800
4860
4920
4900
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
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tocctteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggogtcaa
ggaaascgtt
atgtascceca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgageg
acattteceoce
aggocgcgecqy
tttgagatgg
gotctgatge
agtagtgege
agaatctget
<210> 2

<211>
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 2
gctacatgee

ttaatgececce
tttaccggge
acaagggtat
catttgacgg
geagttactg
aggestgaacc
cgtcatgtag
gtasctgeag

attgttgagg

7057

ctcogategt
tgecataatte
caaccaagtc
tacgggatea
cttcguggeg
ctegtgecacc
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgce
gcttcgaata
agtttggege
cgcatagtta
gagcaasatt
tagggttagg

Artificial

cggtctatat
agtaatcaag
ggaccgactg
cattgcggtt
gtgaaccgte
ccatttaccyg
gtcatgtaga
ttaccogeac
ttaccctcaa

cggggtaact

tgtcagaagt
tettactgte
attctgagas
taccgegeea
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgec
cotttttcaa
tgastgtatt
acctgacgtc
gocagagtaa
cgatctceog
agccagtatc
taagctacaa
egttttgege

secuencia artificial

gcgcaactgt
tatcgggtat
gegggttget
atccotgasaa
atgtagttca
ggcggaccgt
tgcataatca
ctatcgecaa
acaaaaccgt

gegtttacee

aagttggceg
atgccatceg
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcageatctt
gcanamaagg
tattattgaa
tagasaaata
gacggatcgg
coctttttttt
atcecctatg
tgetcecctge
casggcaagy
tgetteg

aactaataac
atacctcaag
g9g9ggcgggt
ggtaactgca
catagtatac
aatacgyggtc
gtagcgataa
actgagtgce
ggttttagtt

geccatcegea

5

cagtgttate
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttanaagt
cgetgtigag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatcea
aacanatagg
gagatctget
teattttatt
gtcgactcte
ttgtgtgttg
cttgaccgac

tgatcaataa
gcgecaatgta
aactgcagtt
gttacccacc
ggttcatgog
atgtactgga
tggtaccact
cctaaaggtt
gcoctganag

datgccaccc

actcatggtt
ttctgtgact
ttgetettge
gctcatcatt
atceagtteyg
cagcgtttct
gacacggaaa
gggttattgt
ggttecgege
aggtgacctg
ttattttatt
agtacaatot
gagytcgetg
aattgcatga

ttatcattag
ttgaatgcca
attactgcat
tgataaatge
ggggataact
ataccectgan
acgccaaaac
cagaggtggy
gttttacagc

tccagatata

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500
6960
7020
7057

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
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ttcgtctega
ctgagtgata
aggaccaccg
ctgacaactt
caccaatgat
tttagttagt
gtcatctgtg
gcegacatat
agacceegge
agggggaccy
agttcctgat
cgcacgtgtyg
actggcacqgg
ggtcgttgtyg
cgggtegtgg
tgtgagagta
ttctggggct
gtttcggege
dcgtggtect
gcaggaggta
tgtgggacgg
agtttccgma
tgttgatgtt
ccgattggea

gagaccgatt
toccctetggy
tegagggtcet
cggaagccte
gacctcgacc
accacctatg
caggttettg
aatgacacgc
accgtgggac
cgggacgagg
geaggggctt
gaagggcoga
gaggtegteg
gttecacctg
actcaaggac
ctagaggygcc
ccaggtcaag
ccteetegte
gaccgacttg
gctettttgg
gggtagggte
gatggggtcy
<tggtgcgga
cctgtteteg

bactccgaga cgtgttgatg

gatctccegg
cacggargat
cttccacggt

tcatccacag

gataagatat
caacggtcgg
gagugtgaca
taagataaga

gatctcttgg
ttcgaaccat
acccaggaca
tgggacaggg
tatgeggtca
cagtggatgt
gtcaagaggg
tccctgatac
cagtgacaga
tectegtgga
ggccactgee
caggatgtca
aacccgtget
ttctetcaac
ccccetggta
tggggactce
ttgaccatge
aagttgtegt
cegttectea
tagaggtttc
ctectetact
ctgtagcgge
Jugcacgace
tcecaccgtee
atgtgtgtet
cacagtggat
tagacaacaa
ggaaaggatt

cccececacee

gtgacgmatg
ggeggtactt
gggtccacgt
agtggacgcyg
ggggtctctt
taggcaggga
acttegacte
caggccectt
ggagtcgate
ggctctegtg
acagcacctt
ggagtectga
tctggatgtg
tcaggtttat
gtcagasgga
agtgcacgca
acctaccgca
gcatggcaca
tgttcacgtt
ggtttccegt
gyttottggt
acctcaccct
tgaggctgee
toccecttaca
tctceggagag
ttacgatcte
acggggaggg
attttactce

caccecegtce

accgaatagce
tgtggacacc
tgatgtegte
acagatacca
ccccgaccte
getcteaget
gagacactgg
aatactgacc
gtggttcacg
tcggegggac
gagtcegegy
gatgagggag
gacgttgeat
accaggtgga
caaggggggt
ccaccacctg
cctcocacgta
ccagtcgeag
ccagaggttg
cggggctcte
ccagtcggac
ctcgttacce
gaggaagaag
guagagtacg
ggacagagac
gagcgactag
ggcacggaag
tttaacgtag

tgtcgttcee

tttaattatg
aagaaggagg
accecgegte
cccaggaagt
acctaacccc
cagtggtata
eggegectgt
atgaagctag
ggtaggcaga
ccgacggace
gactggtego
tegtegecace
ctagtgtteg
acgggtggaa
tttgggttece
cacteggtee
ttacggttet
gagtggeagg
tttcoegyagg
ggtgtccaca
tggacggace
gtcggectet
gagatgtcgt
aggcactacyg
ccatttacta
tcggagctga
gaactgggac
cgtaacagac

cctectaace

660

720

780

e40

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



cttotgttat
tggtcgacce
ccacaccacc
aagcgaanga
tegtacgtag
gattgaggcyg
cgtctcegge
cctccggatc
actgecgtta
ggtaacttga
gggaccggag
caccttceat
ttcttagctg
ggtgctecte
ggccttaacc
ctteggtact
ctttcactgt
ggtccgoagg
ctettcttte
taaasatatt
agacaccaca
attttasasa
asggttggat
acaaaecgug
getgaggagg
attcaaaasa
gatgtttect
aatattcate
tatctcacag

cattteccca

egteegtacy
cgagatcecce
aatgegegte
agggaaggaa
agttaatcag
ggtcaaggcg
tecggeggag
cgaaaacgtt
ggatcgcact
cgtagcagcg
gcgagtectt
ttgtcttaga
gaaatttcct
gagtaaaaga
gttcatttca
tagttggtec
gcaaasaggg
agagactcca
tgattgtcct
ctggtabcet
ctgtattaac
ttcacatatt
accttgacta
tettotttac
ttttttctte
ctcagtacqga
ttttcgacgt
cgtattgtca
acgataatta

attattcctt

accectacge
cataggggty
gcactggcga
agagcggtge
tegttggtat
ggtaagaggce
ccggagactc
tttcgaacct
tccgaccate
gcacagggtt
gocteaagtte
ccactaatac
gtcttaatta
acggtttica
tectgtaccaa
gogtggaatct
tetttaacta
ggtecctectt
tctacgaaag
gesaacgace
ctgtttgatg
acacaatttg
cttaceccteg
ggtagatcac
tetttecate
cacaaatcat
gacgatatgt
atattagtat
ttgatacgag

ataaactaca

caccecgagat
cgegggacat
tgtgaacggt
aagcggeceg
cagggcgggy
ggggtaccga
gataaggtct
gtogagtcee
ctanantagg
ttatacccct
atganggttt
ccatcctttt
tatcaagagt
aacctactac
acctatcage
gagaaacact
aaccccttta
tttecgtagt
ttcaagagac
gaaatctaga
gatgtctcta
atgactaaga
teaccacctt
tactactceg
ttctggggtt
tatcttgaga
tecttttaata
tgtatgacaa
tttttaacac

tatcacggaa

7

accgaagact
cgccgcgtaa
cgegggatcg
gagagttttt
attgaggcegyg
ctgattasaa
tecatcactoc
gacgctasag
ggcgecggta
aaccgttett
cttactggtg
ggaccaagag
catctctiga
ggaattctga
ctcegtcaag
gttcctagta
tatttgaaga
tcatattcaa
gaggggagga
gaaacacttc
aatttcgaga
ttaacasaca
acggaaatta
atgacgactg
cctgaaagga
acgaacgasa
cotttttata
aaaagaatga
atggaaatcg

ctgatctcta

cegectttet
ttcgegeege
cgggcgagga
tecetttttt
gtagggeggy
sanataaata
tccgaaaaaa
cgeggtttga
gtaccaaget
gectectggat
ttggagaagt
gtaaggactc
gtttettggt
ataactitgtt
acaaatggtc
cgtccttaaa
gggtcttatg
acttcagatg
tttcgatacyg
cttggaatga
ttccatttat
catasaatct
cteottttgg
agagtigtea
agtcttaacg
cgataaatgt
agacattgga
ggtgtgtceg
aaaaattaaa

gtattagtog

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2980
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3sad
3900
3960
4020
41080

41140

&,

/349



gtatggtgta
gactttgtat
atgtttattt
tcaacaccaa
gaggtcegege
atattaccas
gacgtaagat
agetggagat
ataggcgagt
cggattactc
ectttggaca
geataacccg
gecgetegee
ttgcgtectt
cgcaacgacc
agtecagtet
tcgagggage
gagggaagcc
dtccaqraag
cggaatagge
cgtegteggt
aacttcacca
gacttcggte
cgaccatcge
gttcttetag
attccctaas
tttacttcaa
acgaattagt

actgaggggc

aacatctcca aaatgaacga
tttacttacg ttaacascaa
cgttatcgta gtgtttasag
acaggttiga gtagttacat
ccctagagta cgacctcaag
tgtttatttc gttatcgtag
caacaccesa caggtttgag
cgatctcgaa ccgeattagt
gttaaggtgt gttgtatget
actcgattga gtgtaasttaa
gcacggtega cgtaattact
cgagaaggcg aaggagcgag
atagtegagt gagtttecge

tcttgtacac
gcaaaaaggt
ccaccgettt
acgcgagagg
cttegeaceg
cgaggttcga
cattgatagc
gaccattgte
ccggattgat
aatggaagcc
caccaamaaa
gaaactagaa
accagtacte
aatttagtta
cacteegtgg

agcacatcta

tegtttteeg
atccgaggeg
gaggctgtect
acaaggctgg
cgaangagtt
dccgacacac
sgaactcagg
ctaatcgtct
gccgatgtga
tttttctcaa
acaaacgttc
aagatgcecec
taatagtttt
gatttcatat
atagagtcge
ttgatgeotat

aattttttgg agggtatgga
caattgaaca aataacgtcg
tgtttatttc gtasaaaaag
agaatagtac agacctagce
aagcgggtgg ggttgaacaa
tgtttasagt gtttattticg
tagttacata gaatagtaca
accagtatcg acssaggaca
cggcecttegt atttcacatt
cgeaacgege gtgacgggeg
tagecggtty cgoegeccete
tgactgageg acgcgageca
cattatgecea ataggtgtet
gtegttttee ggtecttgoc
gygggactge tcgtagtgtt
gatatticta tggtccgcaa
gacggcgaat ggcctatgga
acgagtgcga catccataga
gtgettggoy ggcaagtegg

ttgggcocatt
cgctecatac
tettectgte
ccatcgagaa
gtcgtctaat
agactgcgag
tectagaagt
atactcattt
tagacagata
gecetecoga

ctgtgctgaa
atcegecacy
ataaaccata
ctaggecegtt
gegegtettt
tcaccttget
ggatctagga
gaaccagact
aagcaagtag

atggtagacc

gggggacttg
aatattacca
tgacgtaaga
gacctactag
ataacgtcga
tasaasaagt
gacatatgge
cactttaaca
teggacceea
aaaggteagce
tecgecasac
gcasgccgac
tagtcocecta
atttttccgg
tttagctgeg
agggggacct
caggcggaaa
gtcaagccac
dotggogacy
tagcggtgac
atgtctcaag
gacgcgagac
tgtttggtgg
ttttcctaga
tttgagtgea
aaatttaatt
gtcaatggtt
gtatcaacgg
ggggtcacga

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
3580
5640
5700
5760
5820
5880



cgttactatg
cggecttece
ttaacsacgyg
cggtaacgat
ccaagggttg
aggaagccag
taccgtegtg
ccactcatga
ggccgeagtt
ccttttgcaa
tacattgggt
cccactegtt
acaacttatg
gagtactcge
tgtasagggg
tecgegegge
aaactctacc
cgagactacg
tcatcacgeg
tettagadga
<210>» 3

<211> 467
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 3

gegetetggy
ggctcgegte
ccettogate
gtccgtagea
ctagtteege
gaggctagca
acgtattaag
gttggttcag
atgocetatt
gaagccecge
gagcacgtgg
tttgteettc
agtatgagaa
ctatgtataa
cttttcacgy
cgaagcttat
tcaaaccgeg
gegtatcaat
ctegtttiaa

atcceaatce

Artificial

tgegagtgge
ttcaccagge
tcattcatea
ccacagtgeg
tcaatgtact
acagtcttca
agaatgacag
taagactctt
atggcgeggt
ttttgagagt
gttgactaga
cgttttacgg
ggaaaaagtt
acttacataa
tggactgcag
cggtctecatt
gctagaggge
tcggteatag
attcgatgtt

gcasaacgoy

secuencia artificial

cgaggtctae
cgttgaaata
agcggtcaat
agcagcasac
agggggtaca
ttcanccgge
tacggtagge
atcacatacg
gtategtett
tcctagaaty
agtcgtagaa
cgttttttece
ataataactt
atetttttat
ctgcctagec
ggaassaaaa
taggggatac
acgagggacy
gttecgttec
acgaagc

atagtcgtta
ggcggaggta
tatcaaacgce
cataccgaag
acacgtttet
gtcacaatay
attctacgea
eggetggote
gaasttttca
gcgacaacte
aatgaaagtg
cttattcceg
cgtanatagt
ttgtttatee
ctctagacga
attaaaataa
cagctgagag
aacacacaac

gaactggctg

tttggtoggt
ggtcagataa
gttgcaacaa
taagtcgagyg
tocgccaateg
tgagtaccaa
aagacactga
amcgagaacy
cgagtagtan
taggtcaage
gtcgeaaaga
ctgtgecttt
cccaataaca
ccaaggogeqy
tceactggac
aataaaataa
tcatgttaga
ctccagegac

ttaaggtact

Met Lys His Leu Trp Phe FPhe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Txp

1

5

10

30

15

Val leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly ILeu Leu Lys
25

20

5840
6000
6060
6120
6100
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6560
7020
7057



Pro

Ser

Glu

Ber

Phe

Tyr

Gly
145

Ser

val

val

Val

225

Lya

Gly

Ser

Gly

Yrp

Leu

Ser

Cys

Trp

130

Pro

210

Tyx

Pro

Glu Thr
35

Tyr Tyr

Ile Gly

Glu Ser

100

115

Gly Arg

Ser Val

Val Ser
80

Ala Val

195

Val Pxo

His Lys

Gly Pro

S8er Val
260

Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr
£0

Trp 8er Trp
55

Glu Ile Asn
70

Arg Val Thr
a5

Leu Ser Ser

Asp Tyr Gly

Gly Thr Leu

Pha Pro Leu
150

leau Gly Cys
165

Trp Asn Ser

Leu Gln Serx

Ser Ser Ser
215

Pxo Ser Asn
230

Pro Cys Pro
245

Phe Leu Phe

Ile

His

Ila

Val

120

Val

Gly

Serx

200

Leu

Thr

Pro

Pro

Arg Gln Ber
Gly Gly Tyr
75

Ser val Asp
90

Thr Ala Ala
105

Gly Asn Tyr
Thr Val Ser

Pro Cys Ser
155

Val Lya Asp
170

Ala Lsu Thr
185

Gly Leu Tyr
Gly Thr Lys

Lys Val Asp
235

Cys Pro Ala
250

Pro Lys Pro
265

10

Pro

Val

Thr

Asp

Asp

140

Arg

Iyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Lya

Gly

45

Glu

Thr

Ser

Thr

Trp

125

Ala

Phe

Gly

205

Iyr

Axrg

Glu

Asp

Gly

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Tyr

Ser

Pro

val

190

Ser

Thr

Val

Phe

Thx
270

Gly

Asn

Asn

Val

Phe

Thr

Glu

175

His

Ser

Glu

Len

Pro
80

Gln

Tyx

Asp

Lys

Glu

160

Pro

val

Sex
240

Gly

Leu Met

/37



Ila Ser Arg Thr Pro

Hia
305

Arg

Tyr

Leu
3as

Trp

val

Asp

Lau
465

275

Pro Glu Val

Asn Ala Lya Thr

val

Glu

Lys

370

Glu

Val Ser val
325

Tyr Lys Cys
340

Thr Ile Ser
355

Le=u Pro Pro

Cyes Leu Val

Ser Asn Gly
405

Leu Agp Ser Asp

Lys

Glu
450

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

420

Ser Arg Irp
435

Ala Leu His

Lya

4
6435

ADN
Axtificial

Glu

Gln

Lys

310

Ly»s

Lys

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

315

Gly

Pro

Ser

Glu

His
455

280

Asn

Arg

Yal

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Gly
440

Cya

Trp

Glu

Leu

Aan
345

Gly

Glu

Tyr

Aan

Phe

Asn

val

Tyr

Glu

Bias

330

Lya

Gln

Met

Pro

Aan

410

Ieu

Val

Val Val Rap
285

Val Aep Gly
300

Gln Phe Asn
31s

Gln Asp Trp

Gly Leu Pro

Pro Arg Glu
3aes

Thr Lys Ran
380

Ser Asp Ile
395

Tyr Lya Thr

Tyz Ser Arg

Fhe Ser Cys
445

Tyr Thr Gln Lys Ser Lsu

11

Val Ser

Val Glu

Ser Thr

Leu Asn
335

Ser Ber
350

Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro

415

Isu Thr
430

Sar Val

Bar Leu

Gln

Val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Glu

Pro

val

Meat

Ser



<223> secuencia artificial

<400>
gacggatcgg

agtaaccttt
tececegatceoe
gtatctgctce
tacascaagg
tgegetgett
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtatita
geccectatt
cttatgggac
gatgeggttt
aagtcteccac
tccaamatgt
ggaggtctat
cgaaattaat
gcaggctgut
agataccacc
ggaaagegcc
ccaacagaaa
tggcatccca
cagcctagag
ggecgetecact
tgtetteatc
cctgoctgaat
ccaatcgggt

cctcagecage

gagatctget
ttttttaatt
ctatggtcga
cctgettgtg
caaggettga
cgogatgtac
tcaattacgg
gtasatggecc
tatgttceca
cggtaaactyg
gacgtcaatg
tttectactt
tggcagtaca
cccattgacyg
cgtaacasct
ataagcagag

acgactcact

agcecgggty
ttattttatt
ctcteagtac
tgttggaggt
ccgacaattig
gaggccagata
ggtcattagt
cgectggetg
tagtaacgcc
eccackttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcantgggey
teaatgggag
ccgeececatt
ctctetgget

atagggagac

accatggaag ccceagetca

ggagaaattg
accctetect
cctgygccagg
gccaggttca
cctgaagatt
ttegycggag
tteccgecat
aacttctate
aactcccagy

accctgacge

tgttgacaca
gcagggccag
ctcecaggct
gtggcagtgy
ttgeagttta
ggaccaaggt
ctgatgagca
ccagagagge
agagtgtcac

tgagcaaagc

acctgaggcyg
ttatttttga
aatctgctet
cgotgagtag
catgaagaat
tacgegtiga
teatagccca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gccegeectgy
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
aactagagaa
ccaagcttat
gettetette
gtctecagee
tcagagtgtt
ccteatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
ggagatcaaa
gttgeaatct
caaagtacag
agagcaggac

agactacgag

12

cgoeggette
gatggagttt
gatgeegeat
tgcgogagea
ctgettaggyg
cattgattat
tatatggagt
gacccocegee
tteccattgac
gtgtatcata
cattatgece
gtcategeta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
cccactgett
caacaagttt
ctcctgetac
accectgtett
agcagctact
gatgcateca
gacttcactc
cagcgtagca
cgtacggtgg
ggaactgcet
tggaaggtgg
agcaaggaca

gaatagceag
ggcgecgate
agttaagcca
aaatttaagc
ttaggegttt
tgactagtta
teoegegttac
cattgacgte
gteaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttce
aacgggactt
gtgtacggtg
actggcttat
gtacaaaaaa
tetggetede
tgtctcecagg
tagoctggta
acagggecac
tocaccatcag
actggectce
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgceet
gcacctacag

tctacgcctyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

16680



cgaagtcacc
ttagacccag
ctasatgcta
gtttgecect
taataaaatg
gyggtgggge
gcggtggget
cacgegeect
gctacacttg
acgttcgeeg
atagtcccge
ccgeccecatg
gagctattec
ggggggacag
ctggtaggat
gtcccaaaat
gttcaagtac
gattatgggt
aattaatata
cdanagtttg
catggtttgg
cctecagacte
aattgatttg
ggaggaaaasa
tgctttcaag
ttgetggett
gacaaactac
tgtgttaaac
geatgggage

cecatctagtg

catcagggce
ctttcttgta
gagctegetg
ceceogtgee
aggaaattge
aggacagcaa
ctatggcttc
gtagcggege
ccagegecet
ggcctctcaa
ccctaactee
gectgacteat
agaagtagtg
ctecagggetg
tttatcceceg
atggggattyg
ttccanagan
aggaaaacct
gttcteagta
gatgatgcct
atagtcggag
tttgtgacaa
gggasatata
ggcatcaagt
ttetetgete
tagatctgat
ctacagagat
tactgattet
agtggtggaa
atgatgagge

tgagctogee
cagagtggtt
atcagcctcy
ttecttgace
atcgeattgt
gggggaggat
tgaggcggaa
attaagegeyg
agcgeceget
aaaagggzaa
geccateceqg
tttttttatt
aggaggcttt
cgatttegeg
ctgeeatcat
gcaagaacgq
tgaccacaac
ggttctooat
gagaactcaa
taagacttat
gcagttetgt
ggatcatgca
aacttctcec
ataagtttga
cectcctana
ctttgtgasg
ttaaagctct
aattgtttgt
tgectttaat

tactgetgac

cgtcacaaag
gatctagagy
actgtgeett
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tggganagaca
agaaccagct
gegggtgtog
cctttegett
aahagcatgc
cccctaacte
tatgcagagg
tttggaggee
ccaaacttga
ggttegacea
agacctacee
ctetteagty
tectgagaag
agaaccaccea
tgaacaaceg
ttaccaggaa
ggaatttgaa
agaataccca
agtctacgag
getatgeatt
gaaccttact
aaggtaasata
gtattttaga
gaggaaaace

tctcaacatt

13

agcttcaaca
gecetattet
ctagttgcea
ccactcccac
gtcattetat
atagcaggca
gaggctctag
tggttacgeg
tettecette
atctcaatta
cgeccagtte
cogaggecge
taggetttty
cggeaatcet
ttgaactgea
tggcctecge
gaaggtaaac
aatcgacctt
cqaggagete
gaattggcaa
gccatgaatc
agtgacacgt
ggegtectet
aagaaagact
tttataagac
tetgtggtgt
tmnansattitt
ttccaaccta
tgttttgete

ctactcetce

ggggagagtg
atagtgtcac
gecatetgtt
tgtcctttee
tetgaggagt
tgctggggat
ggggtatcce
cagcgtgace
ctttctcgee
gtcagcaace
cgeccattot
cteggectet
canagagctt
agcgtgaagg
tcgtegeegt
tcaggaacga
agaatctggt
taaaggacag
attttcttage
gtaasgtaga
aaccaggeca
ttttcceaga
ctgaggtcca
aacaggaaga
catgggactt
gacataattg
sagtgtataa
tggaactgat
agaagamatg

anaaaagaag

1740
1600
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480



agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgete
tatttgatgt
aggttttact
atgecaattgt
gcatcacaaa
aactcatcaa
tcatgotgga
aaagcaatag
gtttgtecaa
gcttggegta
cacacmacat
aactcacatt
agctgeatta

ccgettcete

aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtyg
atagtgcctt
tgctttaaaa
tgttgttaac
tttcacaaat
tgtatcttat
gttettegoe
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagecgga
aattgegttg
atgaatcgge

gctecactgac

ctcactchas ggcggtaata

tgtgagcaaa
tccataggeot
gasacccgac
ctocctgttce
tggegettte
agctgggetg
atcgtcttga
acaggattag
actacqggcta

ttcggeaaaa

aggccagcaa
ccgecceeet
aggactatas
gaccctgeeg
tcatagctea
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaagg

gagttggtag

ggactttect
tgettggttt
ggaaaaatat
ttttettact
tacctttage
gactagagat
aacctcceac
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtctgga
cacccoaact
ttcacaaata
gtatcttatc
tagetgttto
agcatasaagt
cgeteactge
Caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccececegtto
gtaagacacg
tatgtaggcy
aacagtattt

ctcttgatee

tcagaattge
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacagge
tttttaattt
cgatcataat
acctececcect
cagcttataa
tttcactgca
tcggetggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgaas
gtaaagcctg
ccgettteca
ggagaggcgg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccee
acctgtcege
atctcagttc
agcccgaceyg
acttatcgee
gtgectacaga
ggtatctgeqg

ggcaaacaaa

14

taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgte
gtasaggggt
cageccatace
gaacctgaas
tggttacaan
ttctagttgt
gatcctccayg
sgettataat
ttcactgcat
accgtcgace
ttgttateeg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
getgeggega
ggataacged
ggocgegttg
acgctcaagt
tggeagctce
ctttctecot
ggtgtaggtc
ctgecgoctta
actggcagca
gttcttgaag
ctctgctgaa

ccaccgetgg

gagtcatget
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
acatttgtag
cataaaatga
taaagcaata
ggtttgtcca
cgeggggate
ggttacaaat
tetagttgtg
tctegctaga
cteacaatte
tgagtgagct
ctgtegtgec
gggcgetott
geggtateag
ggasagaeca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaagcg
gttcgetcea
tecggtaact
gccactggta
tggtggccta
gccagttace

tagcggtoagt

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
41200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4580
5040
5100
5160

5220

&l



ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctase
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
goctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattctctta
aagtcattet
gataataccg
gggcgmaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctctteoottt
atatttgast
gtgccacctyg
<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

gcaagcagea
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatge
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctee
gtcctgcanc
gtagttegec
cacgctegte
catgatcece
gaagtaagtt
ctgtecatges
gagastagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcasa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgte

6435

AN
Artificial

gattacgcge agaaaaaaag gatctcaaga

cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgy
tctatttegt
gggettacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtg
atcocgtaaga
tatgcggcga
cagsacttta
cttaccgotg
atcttttact
asagggaata
ttgaagcatt

aaataaAcaa

<223> pecusncia artificial

<400> 5

ascgaaaact
atcctttiaan
tctgacagtt
tcatccatag
tctggececa
gcaataaacc
tccatceagt
ttgcegeaacg
gcettomttca
aaazaageyy
ttatcactca
tgettitetg
cogagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcegacac
tatcagggtt

Ataggggttc

ctgectagec ctetagacga tegggeccac tggactcege

tcattggaaa asaaaattaa aatasaataa aatassaaact

agggctaggy gataccagct gagagtcatg ttagacgaga

catagacgag ggacgaacac acaacctcca gegactcatc

15

cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgcectgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgecat
gctceggtte
ttageteeott
tggttatggc
tgactggtga
cttgeccgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtetcat

cgegeacatt

gcggecgaag
ctacctcaaa
ctacggcgta

acgcgetegt

agatcctttyg
gattttggte
aagttttaaa
satcagtgag
cccegtegtg
gataccgega
sagggccgag
ttgecgggas
tgectacagge
ccaacgatca
eggtcetceg
agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgttectteg
acccactcgt
agcaaasaca
satactcata
gagcggatac

tecceccganaa

cttateggte
ccgeggctag
tcaattoggt

tttasatteg

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6435

60
120
leo

240



atgttgttec
acgcgacgaa
aattatcatt
tattgaatgce
ttattactge
cctcatasat
cgggggataa
gaataccetyg
ctacgccaaa
ttcagaggtyg
aggttttaca
cctecagata
getttaatta
cgtcegacea
tctatggtgg
cctttctegg
ggttgtettt
accgtagggt
gtceggatcte
ccgegagtga
acagaagtag
ggacgactta
ggttagccca
ggagtegteg
gcttcagtgg
satctgggtc
gatttacgat
casacgggga

attattttac

gttccgaact
gcgetacatg
agttaatgco
catttaccgg
atacaagygt
gcecatttgac
ctgcagttac
aaaggatgaa
accgtcatgt
gggtaactge
geattgttga
tattegtetce
tgetgagtga
tggtacctte
cctctttaac
tgggagagga
ggaccggtce
cggtccaagt
gghcttctaa
aagcegecte
aagggcggta
ttgaagatag
ttgagggtce
tgggactgeg
gtagtcoegg
gasagaacat
ctcgagegac
gggggcacygg
tcctttancy

ggctgttaac
cceggtetat
ccagtaatca
gcggaccgac
atcattgcegg
gggtgaaccg
tgecatttac
cegtcatgta
agttacccge
agttaceccte
ggeggggtaa
gagagaccga
tatccctetg
ggggtcgagt
acaactgtgt
cgtcecggte
gagggtccga
caccgtcace
aadgtcaaat
cctggticca
gactactegt
ggtctetecy
tctcacagtyg

actcgtticg

gtacttctta
atgcgcaact
agtategggt
tggegggttg
ttatcecetga
tcatgtagtt
cgggcggace
gatgcataat
acctatecgee
aaacaasacc
ctgegtttac
ttgatctett
ggttcgaata
cjaagagaag
cagaggtcgy
agtctcacaa
ggagtagata
cagaccctgt
datgacadtc
cctctaghtt
caactttaga
gtttecatgte
tctegtecetyg

tetgatgete

actbgagegy geagtgttte

gtttcaccaa
tagteggage
aanggaactgg

tagcgtaaca

ctagatctec
tgacacggaa
gaccttccac

gactcatcca

16

gacgaatcce
gtaactaata
atatacctca
ctgggggegy
aaggtaactg
cacatagtat
gtaatacggy
cagtagcgat
aaactgagtg
gtggttttag
cegecateeqg
gggtgacgaa
gttgttcaaa
gaggacgatg
tgggacagaa
tcgtcgatga
ctacgtaggt
ctgaagtgag
gtegeatcgt
goatgecace
ccttgacgga
accttccace
tegttectgt
tttgtgtttc
tcgaagttgt
cgggataaga
gatcaacggt
ggtgagggtg
cagteaagata

aatccgecaaa
actgatcaat
aggcgcaatg
gtaactgcag
cagttaccca
acggttcatg
tcatgtactyg
aatggtacca
cccctaaagg
ttgccetgaa
cacatgccac
tgaccgaata
catgtttttt
agaccqagqg
acagaggtce
atcggaceat
tgtcceggty
agtggtagte
tgaccggagy
gacgtggtag
gacascacac
tattgeggga
cgtggatgte
agatgcggac
ccoectcteac
tatcacagtg
cggtagacaa
acaggasagg

agacccceea

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
Soo
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1%20
1980

43



ccocacecoy
cgccaccoga
gtgegegyya
cgatgtgaac
tgcaagcgge
tatcagggeg
ggcggggtac
ctcegataagyg
eccccectgte
gaccatccta
cagggtttta
caagttcatg
ctaataccca
ttaattatat
gttttcaaac
gtaccaaace
ggagtctgag
ttaactaaac
cecteettttt
acgaaagttc
aacgaccgan
ctgtttgatg
acacaatttg
cttacceteg
ggtagatcac
tetttccate
cacaaatcat
gacgatatgt
atattagtat

ttgatacgag

teetgtegtt
gataccgaag
catcgecgeyg
ggtcgeggga
ccggagagtt
goggattgagg
cgactgatta
tctteatcac
gagtcccgac
aaataggygc
tacccctaac
aaggtttctt
tecttitgga
caagagtcat
ctactacgga
tatcagceccte
asacactgtt
ccctttatat
ccgtagttca
aagagacgag
atctagacta
gatgtectcta
atgactaaga
teaccacctt
tactactceg
ttctggggtt
tatcttgaga
tcttttaata
tgtatgacaa

tttttaacac

ccccctecta
actcegectt
taattcgege
tcgegggega
ttttccettt
cgggtagggc
anasaaaatas
tccteegaaa
gctamagcge
gacggtagta
cgttcttgee
actggtgttg
ccangaggta
ctecttgagtt
attctgaata
cgtcaagaca
cctagtacgt
ttgaagaggg
tattcasact
gogaggattt
gaaacacttec
aatttcgaga
ttaacaanca
acgganatta
atgacgactg
cctgeaagga
acgaacgaaa
ccttitiata
aasaagaatga

atggaaatcg

acccttetgt
tcttggtcga
cgcccacace
ggaaagcgaa
ttttegtacy
ggggattgag
atacgtctec
asacctccgg
ggtttgaact
ccaagctggt
tctgyatoggg
gagaagtcac
aggactctte
tettggtggt
acttgttgge
aatggtcett
ccttaaactt
tcttatgggt
tcagatgete
cgatacgtaa
cttggaatga
ttceatttat
catasantct
ctccttttgg
agagttgtaa
agtcttaacg
cgataaatgt
agacattgga
ggtgtgtcey

Aaasattaasa

17

tatcgtcegt
ccccgagate
accaatgege
agaagggaag
tagagttaat
gogggtcaag
ggctccggeg
atccgaasac
gecgttagyga
aacttgacgt
accggaggeg
cttccattig
ttagctggaa
gctectegag
cttaaccgtt
cggtacttag
tcactgtgea
ccgcaggaga
ttetttctya
aaatattctg
agacaccaca
attttasasa
aaggttggat
acaaasacgag
gatgaggagg
attcdsaaaa
ggtgtttect
aatattcatc
tatctcacag

catttcccea

acgaccecta
Coccataggg
gtogeactgg
gaaagagcgg
cagtcgttgy
gegggtaaga
gagcogqaga
gtttttegaa
tcgecacttec
agcagoggcea
agtecttget
tcttagacca
atttcetgtce
taaaageacg
cattteatct
ttggtceggt
aaaagggtct
gactccaggt
ttgtecettet
gtacectgaa
ctgtattaac
ttcacatatt
accttgacta
tottctttac
ttttttctte
ctcagtacga
ttttegacgte
cgtattgtca
acgataatta

attattecectt

2040
2100
2160
2220
22080
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3160
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3500
3660
3720
3780

quq



ataaactaca
tccanaatga
tecgttasca
cgtagtgttt
ttgagtagtt
agtacgacct
tttcgttate
caaacaggtt
cgaaccgcat
gtgtgttgta
ttgagtgtaa
tcgacgtaat
ggcguaggay
gagtgagttt
acactegttt
aggtatcega
ctttgggetg

gaggacaagg

tatcacggaa
acgaaatttt
acaacaattg
aaagtgttta
acatagaata
caagaagogy
gtagtgttta
tgagtagtta
tagtaccagt
tgecteggect
ttasegcaac
tacttageecg
cgagtgactg
ccgeccattat
teeggtegtt
ggcgggggga
tectgatatt

ctgggacgge

accgcgeaag’ agtatcgagt

tegaccegac
tagcagaact
tgtcctaate
tgatgeegat
aagcettttt
aaasaacaaa
tagaaaagat
tactctaata
agttagattt

cgtggataga

acacgtgett
caggttgggc
gtetegetee
gtgatecttce
cteaaccatc
cgttegtegt
gccccagact
gtttttecta
catatatact

gtegctagac

ctgatctcta
tigyagggty
aascsaataac
tttcgtaaaa
gtacagacct
gtggggttga
asgtgtttat
catagaatag
atcgacaaag
tegtatttca
gcgagtgacy
gttgegegee
agcgacgoega
gccaataggt
ttecggtect
ctgetegtag
tectatggtce
gaatggccta
gegacatceca
999999caag
cattctgtge
atacatecge
ttgtcataaa
gegaactagg
ctaatgcgeg
gcgagtcace
gaagtggate
catttgaacc

agatasagca

gctagtatta
tggeggggga
gtcgaatatt
aaagtgacgt
agccgaccta
acasataacqg
ttegtaasaa
tacagacata
gacacacttt
catttoggac
ggcgaaaggt
cctectecegee
gecageaage
gtcttagtec
tggoattttt
tgtttttage
goaaaqgggy
tggacaggeq
tagagtcaag
tcggyctgge
tgaatagcgy
cacgatgtet
ccatagacgc
cogtttgttt
tektttttte
ttgcttttga
taggaaaatt
agactgtcaa

agtaggtate

18

gteggtatygg
cttggacttt
accaatgttt
aagatcaaca
ctaggaggtc
tcgaatatta
aagtgacgta
tggeagetygg
aacaataggc
cccacggatt
cagecetttyg
aaacgcataa
cgacgecget
cctattgegt
ccggogcaac
tgegagttca
accttcgagg
gaaagaggga
ccacatccag
gacgeggaat
tgaccgtegt
caagaactte
gagacgactt
ggtggcgace
ctagagttet
gtgcaattce
taatttttac
tggttacgaa

aacggactga

tgtaaacatc
gtattbtact
atttegttat
ccaaacaggt
gcgeeccctag
ccaatgttta
agatcaacac
agatcgatct
gagtgttaag
actcactcga
gacagcacgg
ccegegagaa
cgecatagte
coctttettgt
gaccgcaaaa
gtctceaccg
gagcacgcga
agccettcge
cpagcgaggt
aggecatiga
cggtgaccat
accaccggat
cggtcaatgg
ategccacca
tectaggaaac
ctaaaaccag
ttcaasattt
ttagtcacte

ggggcagcac

3840
3500
3960
4020
4080
4140
41200
4260
4320
4380
{440
4500
41560
4620
4680
4740
41800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



atctattgat
ctgggtgcga
goegtcttcac
cgatctcatt
tagcaccaca
tcogeteoaat
tagcascagt
ttangagaat
ttcagtaaga
ctattatggce
coegettttyg
cgtgggttga
ccttcegttt
gagaaggaaa
tataaactta
cacggtggac
<210> 6

<211> 236
<212> PRT
<213>

<220>

gctatgecct
gtggecgagy
caggacgttg
catcaagcgg
gtgcgugcag
gtactaggygo
cttcattcaa
gacagtacgg
ctcttatcac
geggtgtate
agagttccta
ctagaagtcy
tacggegttt
aagttataat
cataaatctt

tgcag

Artificial

cccgaatggt
tctaaatagt
aaataggcgg
tcaattatca
cagsaccatac
gtachacacg
ccggegteac
taggeattct
atacgcegeot
gtcttgaaat
gaatggcgac
tagaaaatga
tttceecttat
aactitcgtaa
tttattegte

<223> pecuencia artificial

<400> 6

agaccgggyt cacgacgtta
cgttatttgg tcggteggee
aggtaggtca gataattaasc
aacgcegttge aacaacggta
cgaagtaagt cgaggccaag
ttttttegee aatcgaggaa
aatagtgagt accaataccg
acgaaaagac actgaccact
ggctcaacga gaacgggccy
tttcacgagt agtaaccttt
aactctaggt caagctacat
aagtggtcge aaagacccac
toocgetgtg cctttacaac
atagtcccas taacagagta
tatccccaag gegegtgtaa

ctatggcget
ttceceggete
aacggcectt
acgatgtccg
ggttgctagt
gccaggagge
tcgtgacgta
catgagttyg
cagttatgcce
tgcaagaagce
tgggtgagoa
togttittgt
ttatgagtat
ctegectaty

aggggetttt

Mat Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1

5

10

15

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

20

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35

50

45

19

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
55 60

5580
5640
5700
5760
5020
5880
5940
€000
6060
6120
€180
6240
6300
6360
6420
6435

i
196



Arg Leu Leu Ile Tyr Asp Alm Ser
65 70

Arg FPhe

Ser Leu

Asn Trp

Lys Arg
130

Glu Gln
145

Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys
210

Ser Pro
225

<210> 7
<211> 1
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400> 7

atgaaascacc tgtggttctt cetectectg gtggomgetc ccagatgggt cctgteccag
gtgcaactac agcagtgagg cgcaggactg ttgaagectt cggagaccct gtcectcace

tgegetgtet atggtgggte cttcagtggot tactactgga getggatacg ccagtcceca

Ber

Glu

Pro

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

val

413

ADN
Artificial

Gly Ser Gly
85

Pro Glu Asp
100

Pro Ala Leu

val Ala Ala

Lys Ser Gly
150

Arg Glu Ala
165

Asn Ser Gln
180

Ser Isu Ser

Lys Val Tyr

Thr Lys Ser
230

Ser Gly

Phe Ala

120

Pro Ser
135

Lys Val

Glu Ser

Ser Thr
200

Ala Cys
215

Phe Asn

secuencia artificial

Asn Axg Ala
75

Thx Asp FPhe
90

Val Tyx Tyr
105

Gly Gly Gly
val Phe Ile

Ser Val val
185

Gln Trp Lys
170

Val Thr Glu
185
Irau Thr Lau

Glu val Thr

Arg Gly Glu
235

20

Thr

Thr

Cys

Thr

Phe

140

Cya

Val

Gln

Ber

His

Cys

Gly Ile Pro

Iey Thr Ile
95

Gln Gln Arg
110

Lys Val Glu
125

Pro Pro Ser

Leun Leu Asn

Asp Ran Ala
175

Asp Ser Lys
150

Lys Ala Rap
205

Gln Gly Leu

80

Ser

Ser

Ile

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser

120
1g0

718
I(/ 3 I



gagangggge
tcectocgaga
ctgagctctg
gggaattatg
gcetecacea
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgea
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gecegtggagt
ctggactceg
cagcagggga
cafdhgagct
<210> 8

<211>

<212>
<213>

<220>

tggagtggat
gtcgagteac
tgaccgecge
actggtactt
agggcccatc
ccetgggetg
gcgccetgac
ccctecageag
acgtgeatca
acaaaactca
tectettcee
gegtggtggt
gegtggaggt
gtgtggteag
gcaaggtcte
ggcagcocecy
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtettete

tetecectgte

1413

Artificisl

tgyggaaatc
catatcagta
ggecacggct
cgatctetgg
ggtcttecce
cctggtcasg
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcceage
cacatgccea
ccoaaaacce
ggacgtgagce
gcataatgce
egtecteace
caacaaagcc
agaaccacag
cetgacctge
tgggcageeg
cttectetac
atgetecegtyg
ccegggtiaa

<223> secuencia artificisl

<400> 8

tactttgtqgg acaccaagas ggaggaggac

cacgttgaty tegtecacece gegtectgac

acgcgacaga taccacccag gaagtcacca

ctetteccog acctcaccta accoctitag

aatcatggtg
gacacgtcea
gtatattact
ggccgtggea
ctggcaccct
gactacttce
cacaccttec
gtgceetcea
saceccaagg
ccgtgeccag
saggacacce
cacgasgace
aagacaaage
gtcetgeace
cteeeageee
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacsact
agcaagctca
atgcatgagyg
tga

caccgtegag
aactteggaa
atgatgacect

ttagtaccac

21

gatacgtcac
agaaccagtt
gtgcgaggga
ccctggteac
cctccaagag
ccgsacegyt
cggctgtect
gcagettgyg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactgget
ccatcgagan
tgccoccate
gecttetatce
acesageccac
cegtggacaa

ctctgdacan

ggtctaccca
gecotctggga
cgacctatge
ctatgcagtyg

ctacaatccg
ctccotgaayg
ctatggtccg
tgtctectea
cacctetggg
gacggtgteg
acagtcctca
cacccagace
agttgageccee
cctgggggga
ccggaceect
gttcaactgyg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctce
cogggatgag
cagcgacatc
gecteeccgty
gagcaggtgy

ccactacecy

ggacagggtc
cagggagtgy
ggtcaggggt
gatgttagge

240
3oo
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
900
960
1020
1050
1140
1200
1260
1320
1360
1413

60
120
le0
240

145



agggagetet
gactcgagac
cccttaatac
cggaggtggt
cegtgtegec
accttgagtc
cctgagatga
atgtagacgt
tttagaacac
gycagtcage
ctcocagtgta
atgeacctge
tcgtgeatgg
ctcatgtteca
ttteggtite
gactggttct
cggcacctea
gacctgagge
gtegtecect
gtottctegy

<210> 9

<211> 470
<212> PRT
<213>

<220>

cagctcagtg gtatagtcat
actggeggeg cctgtgeega
tgaccatgaa gctagagace
tcccgggtag ccagaaggqg
gggecccgac ggaccagttc
cgegggactg gtegccgeac
gggagtogte geaccactgg
tgeacttagt gttcgggteg
tgttttgagt gtgtacgggt

aggagaseggyg
cgcaccacca
cgecaccteeca
cacaccagte
cgttccagag
cegtegggge

gggttttggg
cctgeacteg
cgtattacgg
gcaggagtgg
gttgtttcgg
tcttggtgte

tggtccagte ggactggacyg
coctetegtt acccgtegge
tgccgaggaa gaaggagatg
tgcqglagag tachyaggcac
agagggacag gggcccattk

Artificial

<223> secuencia artificial

<400> 9

Met Lys His Leu

1

Val Leu Ser Gln Val Gln leu Gln G
2

20

Trp Phe Phe Leu Ieu
5

ctgtgeaggt tcttggtcaa gagggacttc

catataatga cacqgctcect gataccagge

ccggecaccegt
gaccgtggga
ctgatgaagy
gtgtggaagy
cacgggaggt
ttgtggttee
ggcacgggtc
ttcectgtggg
gtgcttctog
ttetgttteg
caggacgtgg
gagggtceggg
cacatgtggg
gaccagtttec
ctecttgttga
tegttcgagt
tacgtactce

act

10

gggaccagtg
ggaggttctco
ggcttggcea
gecegacagga
cgtegascee
acctgttcte

gtggacttga

acagaggagt
gtggagacce
ctgccacage
tgtcaggagt
gtgggtctgg
tcaactcggg

ggacceccect

agtactagag ggcctgogga
gactccagtt caagttgacc
gegeecctect cgteatgttg
tcctgaccga cttacegtte
ggtagetctt ttggtagagyg
acgggggtag ggccctactce
cgaagatagg gtcgetgtag
tgttctggtyg cggagggcac
ggcacctgtt ctegtecace
gagacgtgtt ggtgatgige

Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

15

ln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys
5 30

22

300
aso
420
480
540
600
660
720
780
)
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1360
1413

/‘{? I



Pro Ser

Ser Gly
50

Glu Trp

Sar Leu

130

Gly Pro
145

Gly Thr

vaX Thr

Phe Pro

Val Thr

210

Val Asn
225

Lys Ser

Leu Leu

Glu

35

Tyr

Ile

Glu

Aln
115

Gly

Val

Ala

185

Val

His

Cys

Gly

Tyr Trp

Gly Glu

Ser Axg

Lys Leu
100

Arg Amp

Arg Gly

Val Phe

Ala Lau
165

Ser Trp
180

Val Leu

Pro Ser

Lya Pro

Asp Lys
245

Gly Pro
260

Ser Leu
Ser Trp

Ile Asn

70

Val Thr

Ser Ser

Tyr Gly

135

Pro ILeun

150

Gly Cys

Asn Ser

Gln Serxr

Ser Ser
215

230

Thr His

Ser Val

Thr Cya Ala Val Tyr

Ile Arxg Gln Ser Pro

His Gly Gly Tyr Val

Ila Sex

Val Thr
105

Pro Gly
120

Val Thr

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala
185

Ser Gly

200

Lsu Gly

Thr Lys

Thx Cys

Phe Leu
265

15

val Asp
S0

Ala Ala

Thr

Asp

Aan Tyr Asp

Val Ser

Ser SJer
155

Lys Aap
170

Leu Thx

Leu Tyr

Thr Gln

Val Asp
235

Pro Pro
250

Pha Pro

Ser

140

Lys

Tyx

Serx

Ser

220

Lys

Cys

Pxo

Gly Gly
45

Glu Lys
Thr Tyx
Ser Lys

Thr Ala
110

Trp Tyx
125

Ala Ber

Ser Thr

Gly vVal
190

Leu Ser
205

Tyr Ile
Arg val

Pro Ala

Lys Pro
270

Ser Pha

Gly Leu

Asn Prop
80

Asn Gln
85

Val Tyr

Phe Asp

Thr Lys

Ser Gly
150

Glu Pro
175

His Thr

Sex Val

Cys Aan

Glu Pro
240

Prxo Glu
255

Lys Asp

151
|S0



Val

val

305

Ser

Ala

Pro

385

Ser

Sex
465

Ser
290

Glu

Thr

Pro

Gln
T

Val

val

Pro

val
450

Len

Met

275

Him

Val

Tyr

Gly

Ile

ass

Sex

Glu

val

435

MNet

Ser

Ile Ser Arg Thr

Glu Aep

Arg Val
3258

Lys Glu
340

Glu Lys

Tyr Thx

Isu Thr

Trp Glu

405

Val Leu
420

Asp Lys

His Glu

Pro Gly

Pro

Ala
310

Val

Tyr

Thr

Cys
390

Ser

Asp

Ser

Als

Lys
470

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Arg

455

Pro Glu
280

val Lys

Thr Lya

Val Leu

Cys Lys
345

Ser Lys
360

Pro Ser

val Lys

Gly Gln

425

Trp Gln
440

Hia Asn

Val

Fhe

Pro

3ac

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

His

Thr Cya
Asa Irp

300

Arg Glu

315

Val Leu

HSer Asn

Lys Gly

Asp Glu
k1.1

395

Glu Asn

Gly Asn

460

Val
285

Iyx

Glu

His

Gln

365

Pro

Asn

val
445

Gln

Val Val Asp

Val Asp Gly

Gln Tyr Asn
320

Gln Asp Trp
335

350

Pro Arg Glu

Thr Lys Asn

Sexr Asp Ile
400

Tyr Lys Thr
415

Tyr Ser Lye
430

Fhe Ser Cys

Lys Sar Leu

Is)




FIG 2
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

601

651

701

CGATGTACGG
GCTRCATGCC
AATAGTAATC
TTATCATTAG
CGCGITACAT

229

GCCAGATATA CGCGTTGACA TTGATTATTG ACTAGTTATT
CGGTCTATAT GCGCAACTGT AACTAATAAC TGATCAATAA
ARTTACGGGG TCATTAGTTC ATAGCCCATA TATGGAGTTC
TTAATGCCCC AGTAATCAAG TATCGGGTAT ATACCTCAAG

AACTTACGGT

ABATGGCCCG CCTGGCTGAC CGCCCAACGA

GCGCAATGTA TTGAATGCCA TTTACCGGGC GGACCGACTG
TAATGACGTA TGITCCCATA GTAACGCCAA

CCCCCGCCCA
GGGGGCGGGT
TAGGGACTTT
ATCCCTGAAA
CACTTGGCAG
GTGRACCGTC
CGTCAATGAC
GCAGTTACTG
TATGGGACTT
ATACCCTGRA
ACCATGGTGA
TGGTACCACT
TGRACTCACGG
ACTGAGTGCC
TGTITIGGCA
ACARMACCGT
GCCCCATTGA
CGGGGTAACT
AAGCAGAGCT
TTCGICTCGA

AAATTAATAC
TTTAATTATG

TTGACGTCAA
AACTGCAGTT
CCATTGACGT
GGTAACTGCA
TACATCAAGT
ATGTAGTTCR
GGTAAATGGC
CCATTTACCG
TCCTACTTGG
AGGATGAACC
TGCGGTTTITG
ACGCCAAARC
GGATTTCCAA
CCTAAAGGTT
CCARRATCAA
GGTTTTAGIT
CGCAARTGGG
GCGTTTACCC
CICTGGCTAR
GRGACCGATT

ATTACTGCAT
CAATGGGTGG
GTTACCCACC
GTATCATATG
CATAGTATAC
CCGCCTGGCA
GGCGGACCGT
CAGTACATCT
GTCATGTAGA
GCAGTACATC
CGTCATGTAG
GTCTCCACCC
CAGAGGTGGG
CGGGACTTTC
GCCCTGRARG
CGGTAGGCGT
GCCATCCGCA
CTAGAGARCC
GATCTCTTGG

ACAAGGGTAT
ACTATTTACG
TGATARATGC
CCAAGTACGC
GGTTCATGCG
TTATGCCCAG
AATACGGGTC
ACGTATTAGT
TGCATAATCA
AATGGGCGTG
TTACCCGCAC
CATTGACGIC
GTARCTGCAG
CAAAATGTCG
GTTTTACAGC
CTACGGIGGG
CATGCCACCC
CACTGCTTAC
GTGACGAATG

GCGGGTTGCT

CATTGCGGTT
GTAARACTGCC
CATTTGACGG
CCCCTATTGA
GGGGATAACT
TACATGACCT
ATGTACTGGA
CATCGCTATT
GTAGCGATAA
GATAGCGGTT
CTATCGCCAA
AATGGGAGTT
TTACCCTCAA
TAACARCTCC
ATTGTTGAGG
AGGTCTATAT
TCCAGATATA
TGGCTTATCG
ACCGAATAGC

GACTCACTAT AGGGAGACCC MAGCTTGGTA CCGCCATGAA
CTGAGTGATA TCCCTCTGGG TTCGAACCAT GGCGGTACTT
péptido guia Ig natural

H L W
ACACCTGTGG
TGTGGACACC

F FLL L VA A PR WV L S
TTCTICCTCC TCCTGGTGGC AGCTCCCAGA TGGGTCCTGT
KAGAAGGAGG AGGACCACCG TCGAGGGTCT ACCCAGGACA

[S3

natural Ig leader sequence

regién va isble 20H4-9 HC

Q Vv L QQ WG AG L L K P S E
751 CCCAGGTGCA ACTACAGCAG TGGGGECGCAG GACTGTTGAA GCCTTCGGAG
GGGTCCACGT TGATGTCGTC ACCCCGCCGTC CTGACAACTT CGGAAGCCTC

CDR 1

regién variable 20H4-9 HC

T L 8L T CA VY GGG 6 8 F § 6 Y Y
801 ACCCIGTCCC TCACCTGCGC TGTCTATGGT GGGTCCTITCA GIGGTTACTA

TGGGACAGGG AGTGGACGCG ACAGATACCA CCCAGGAAGT CACCAATGAT

CDR 1 CDR 2

regién variable 20H4-39 HC

W 8 W I RQS PEXK GLE W TIGE
851 CTGGAGCTGG ATACGCCAGT CCCCAGAGAA GGGGCTGGAG TGGATTGGGG
GACCTCGACC TATGCGGTCA GGGGTCTCTT CCCCGACCTC ACCTAACCCC

FIG 3A



901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

kIrl

CDR 2

regién variable 20H4-9 HC

I ¥ B 6 6 ¥ VvV T Y N P S L E S5 R
AAATCAATCA TGGTGGATAC GTCACCTACA ATCCGTCCCT CGAGACTCGA
TTTAGTTAGT ACCACCTATG CAGTGGATGT TAGGCAGGGA GCTCTCAGCT

regién variable 20H4-9 HC

v T IS VDT S KN QF 5L KL 8
GTCACCATAT CAGTAGACAC GTCCAAGAAC CAGTTCTCCC TGAARGCTIGAG

CAGTGGTATA GTCATCTGTG CAGGTTCITG GTCAAGAGGG ACTTCGACTC
CDR 3

regién wariable 20H{-9 HC

S vT A ADT AV Y Y CA RDYG
CTCTGTGACC GCCGCGGACA CGGCTGTATA TTACTGTGCG AGGGACTATG
GAGACACTGG CGGCGCCTGT GCCGACATAT AATGACACGC TCCCIGATAC

CDR 3

regién variable 20H4-9 HC

P G N Y DW Y FDIL WGUR G T L
GTCCGGGGAAR TTATGACTGG TACTTCGATC TCTGGGGCCG TGGCACCCTG
CAGGCCCCTT ARTACTGACC ATGAAGCTAG AGACCCCGGC ACCGTGGGAC

domimio CH1 XgG4

regién variable 20H4-9 HC

vV TVS SAS TKG P SV F PL A
GTCACTGTCT CCTCAGCTAG CACCAAGGGC CCATCCGTCT TCCCCCTGGC
CAGTGACAGA GGAGTCGATC GTGGTTCCCG GGTAGGCAGA AGGGGGACCG

dominio CH1 IgG4

P C S RS T™S68 E ST AAL 6 CUL V
GCCCTGCTCC AGGAGCACCT CCGAGAGCAC AGCCGCCCTG GGCTGCCTGG
CGGGACGAGG TCCTCGTGGA GGCICTCGTG TCGGCGGGAC CCGACGGACC

dominio CH1 IgG4

K DY FPE PV TV 8 WN 8 G A
TCAAGGACTA CTTCCCCGAR CCGGTGACGG TGTCGTGGAA CTCAGGCGCC
AGTTCCTGAT GAAGGGGCTT GGCCACTGCC ACAGCACCTT GAGTCCGCGG

deminio THB1 IgG4

L T 8 G VvV HT F PA V1L 08 8 G L
CTGACCAGCG GCGTGCACAC CTTCCCGGCT GICCTACAGT CCTCAGGACT
GACTGGTCGC CGCACGTGTG GAAGGEGCCGA CAGGATGTCA GGAGTCCTGA

daminie CH1 IgG4

¥ 8L &§ 8 Vvv T VP 8 8 8 L G TK
CTACTCCCTC AGCAGCGTGG TGACCGTGCC CTCCAGCAGC TTGGGCACGA
GATGAGGGAG TCGTCGCACC ACTGGCACGG GAGGTCGTCG AACCCGTGCT

FIG 3B
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1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

429

dominio CH1 IgG4

T YT € NV DHKUZP S NT K VD
AGACCTACAC CTGCAACGTA GATCACAAGC CCAGCARCAC CAAGGTGGAC
TCTGEATGTG GACGTTGCAT CTAGTGTTCG GGTCGTTGTG GITCCACCTG

regién constante IgG4

IgG4 CH1 domain

XK R VE 8 KY GPP CPPC P AP
AAGAGAGTTG AGTCCARATA TGGTCCACCT TGCCCACCTT GCCLAGCACC
TTCTCTCAAC TCAGGTTTAT ACCAGGTGGA ACGGGTGGAA CGGGTCGTGG

dominio CH2 IgG4

EFL GG P S VvV FL F PP K P KD
TGAGTTCCTG GGGGGACCAT CAGTCTTCCT GTTCCCCCCA AARCCCAAGG
ACTCAAGGAC CCCCCIGGTA GTCAGAAGGA CARGGGGGGT TTTGGGTTCC

dominie CH2 IgG4

T L M I S R T PEVYVY T CV V VD
ACACICTCAT GATCTCCCGG ACCCCTGAGG TCACGIGCGT GGTGGIGGAC
TGTGAGAGTA CTAGAGGGCC TGGGGACTCC AGTGCACGCA CCACCACCTG

deminic CH2 IgGé

vV 8 Q E DPE V QF NWY Y DGV
GTGAGCCAGG AAGACCCCGA GGTCCAGTTC AACTGGTACG TGGATGGCGT
CACTCGGTCC TTCITGGGGCT CCAGGTCAAG TTGACCATGC ACCTACCGCA

dominio CH2 IgG4

E V H N A KT KPR EEQ F NGB T
GGAGGTGCAT ARTGCCAAGA CAAAGCCGCG GGAGGAGCAG TTCAACAGCA
CCTCCACGTA TTACGGTTCT GTTTCGGCGC CCTCCTCGTC AAGTTGTCGT

depunio CH2 IgG4d

Y RV VvV &8V L T VL HQD W UL N
CGTACCGTGT GGTCAGCGTC CTCACCGTCC TGCACCAGGA CTGGCTGAAC
GCATGGCACA CCAGTCGCAG GAGTGGCAGG ACGTGGETCCT GACCGACTTG

dominjio CTH2 IgG4

G K EY KCK VSN KGUL P 8 8 I
GGCAAGGAGT ACAAGTGCAA GGTCTCCARC AARGGCCTCC CGTCCTCCAT
CCGTTCCTCA TGTTCACGTT CCAGAGGTTG TTTCCGGAGG GCAGGAGGTA

dominio CH3 IgGé

dominic CH2 IgG4

E XT I 8KA XKGQ PRE PQV Y
CGAGAAAACC ATCTCCAAAG CCARAGGGCA GCCCCGAGAG CCACAGGTGT
GCTCTTTTGG TAGAGGTTTC GGTTTCCCGT CGGGGCTCTC GGTGTCCACA

dominio CH3 IgG4

T L P P S5 Q EEMT KNOQ V 8 L
ACACCCIGCC CCCATCCCAG GAGGAGATGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTG
TGTGGGACGG GGGTAGGGTC CTCCICTACT GGTTCTTIGGT CCAGYCGGAC

FIG 3C
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1851

1901

1551

2001

2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751

2801

529

dominio UH3 IgG4

T ¢C L VvV K& F Y PS8 DI AV ENWE
ACCTGCCTGG TCAAAGGCTT CTACCCCAGC GACATCGCCG TGGAGTGGGA
TGGACGGACC AGTTTCCGAA GATGGGGTCG CTGTAGCGEGC ACCTCACCCT

dominie CH3 IgG4

S NG Q P EN N Y XK TTUP PV L D

GAGCAATGGGE CAGCCGGAGA ACAACTACAR GACCACGCCT CCCGTGCTGG
CTCGTTACCC GTCGGCCTCT TGTTGATGTIT CTGGTGCGGA GGGCACGACC
domimio CH3 IgG4

S DG 8 F F L Y SR L T VY DK 8
ACTCCGACGG CTCCTTCTTC CTCTACAGCA GGCTAACCGT GGACAAGAGC
TGAGGCTGCC GAGGARGAAGC GAGATGTCGT CCGATTGGCA CCTGTTCTCG

dominio CH3 IgG4

R WQE G NV F S8 C 8 VHME EAL
AGGTGGCAGG AGGGGAATGT CTTCTCATGC TCCGTGATGC ATGAGGCTCT
TCCACCGTCC TCCCCITACA GAAGAGTACG AGGCACTACG TACTCCGAGA

dominio TH3 1gG4

B N H
GCACAACCAC
CGTGTTGETG
CTAGAGGGCC
GATCTICCCGG
AGCCTCGACT
TCGGAGCTGA
CCGTGCCTTC
GGCACGGAASG
TARAATGAGG
ATTTTACTCC
GGGGEETGGEG
CCCCCCACCC
GCAGGCATGC
CGTCCGTACG
ACCAGCTGGG
TGGTCGACCC
ARGCGCGGCG
TTCECECCEC
GCGCCCTAGC
CGCGGGATCE
TTCGCCGGGC
ARGCEGCCCE
AGCAACCATA
TCGTTGCTAT
CCAGTTCCGC
GGTCAAGGCE
GCAGAGGCCG
CETCTCCGGC
AGGCTTTTTT
TCCGAAAAAR
CTGCGATTTC
GACGCTAAAG

Y T QXK 8L 8§ L 8 L
TACACACAGA AGAGCCTCTC CCTGTCICIG
ATGTIGTGTICT TCTCGGAGAG GGACAGAGAC
CTATTCIATA GTGTCACCTA AATGCTAGAG
GATARGATAT CACAGTGGAT TTACGATCTC
GTGCCTTCTA GTTGCCAGCC ATCTGTTGTT
CACGGAAGAT CAACGGTCGG TAGACRACAA
CTTGACCCTG GAAGGTGCCA CTCCCACTGT
GAACTGGGAC CITCCRCGGT GAGGGTGACA
ARATTGCATC GCAITGTCTG AGTAGGTGTC
TTTARCGTAG CGTARCAGAC TCATCCACAG
GTGGGGCAGG AAGCAAGGG GGAGGATTGG
CACCCCGTCC TGTCGTTCCC CCTCCTAACE
TGGGGATGCG GTGGGCTCTA TGGCTTCTGA
ACCCCTACGC CACCCGAGAT ACCSARGACT
GCTCTAGGGG GTATCCCCAC GCGCCCTGTA
CGAGATCCCC CATAGGGGTG CGCGGGACAT
GGTGTGGTGG TTACGCGCAG CGTGACCGCT
CCACACCACC AATGCGCGTC GCACTGGCGA
GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT TCCCTTCCTT
CGGGOGAGGA AAGCGARAGA AGGGAAGGAA
CTCTCAARAR AGGGRARARA AGCATGCATC
GAGAGTTTTIT TCCCTITTTTT TCGTACGTAG
GTCCCGCCCC TAACTCCGCC CATCCCGCCC
CAGGGCGGGG ATTGAGGCGG GTAGGGCGGG
CCATTCTCCG COCCATGGCT GACTAATTTT
GGTAAGAGGC GGGGTACCGA CTGATTAAAA
AGGCCGCCTC GGCCTCTGAG CTATTCCAGA
TCCGGCGGAG CCGGAGACTC GATAAGGTCT
GGAGGCCTAG GCTTTIGCAA AARAGCTTGGA
CCTCCGGATC CGAARACGTT TTTCGAACCT
GCGCCAAACT TGACGGCAAT CCTAGCGTGA
CGCGGTTTGA ACTGCCGITA GGATCGCACT

FIG 3D

G K
GGTAAATGAT
CCATTTACTA
CTCGCTGATC
GAGCGACTAG
TGCCCCTICCC
ACGGGGAGGG
CCTTTCCTAR
GGARAGGRTT
ATTCTATTCT
TAARGATAAGA
GAAGACRAATA
CITCTGITAT
GGCGGAAAGR
CCGCCTTTICT
GCGGCGCATT
CGCCGCGTAA
ACACTTGCCA
TGTGAACGET
TCTCGCCALCG
AGAGCCETGC
TCAATTAGTC
AGTTAATCAG
CTARCTCCGC
GATTGAGGCG
TTTTATTTAT
ARAATARATA
AGTAGTGAGG
TCATCACTCC
CAGCTCAGGG
GTCGAGTCCC
AGGCTGGTAG
TCCGACCATC

15¢



2851
2501
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3501
3851
4001
4051
4101
4151
4201

GATTTTATCC
CTARAATAGG
CGTGTCCCAA
GCACAGGGTT
CGCTCRGGAA
GCGAGTCCTT
GTGGRAGGTA
CACCTTCCAT
CATTCCTGAG
GTAAGGACTC
GTAGAGRACT
CATCTCTTGA
TTIGGATGATG
ARCCTACTAC
AGACATGGTT
TCTGTACCAA
ATCAACCAGG
TAGTIGGTCC
GAARAGTGACA
CTTTCACTGT
CCCAGAATAC
GGGTCTTATG
AGTATAAGTT
TCATATTCAA
ARGTTICTCTG
TTCARGAGAC
CITTTGCTGG
GARARCGACC
GACATAATTG
CTGTATTAAC
TARAATTTTT
ATITTARAAR
GTATTTTAGA
CATARARTCT
TGCCTTTAAT
ACGGAAATTA
ATGATGAGGC

CCGCTGCCAT
GGCGACGGTA
AATATGGGGA
TTATACCCCT
CGAGTTCAAG
GCTCAAGTTC
AACAGAATCT
TTGTCITAGA
AARGRATCGRC
TTCTTAGCTG
CAAAGARCCR
GTTTCTTGGT
CCTTAAGACT
GGAATTCTGA
TGGATRAGTCG
ACCTATCAGC
CCACCITAGA
GGTGGAATCT
CGITTITTCCC
GCARARAGGG
CCAGGCGTCC
GGTCCGCAGG
TGAAGTCTAC
ACTTCAGATG
CICCCCICCT
GAGGGGAGGA
CTTTAGATCT
GRAATCTAGA
GACRAACTAC
CTGTITTGATG
ARGTGTATAA
TTCACATATT
TTCCARCCTA
ARGGTTGGAT
GAGGRAARCC
CICCITTTGG
TACTGCTGAC

[ 7

CATGGTTCGA CCATTGAACT GCATCGTCGC
GTACCARGCT GGTAACTTGA CGIAGCAGCG
TTGGCAAGAR CGGAGACCTA CCCTGGCCTC
AACCGTTCTIT GCCTCTGGAT GGGACCGGAG
TACTTCCAAAR GAATGACCAC AARCCTCTTCA
ATGAAGGTTT CTTACTGGTG TTGGAGAAGT
GGTGATTATG GGTAGGAAAA CCTGGTTCTC
CCACTAATAC CCAICCTTIT GGACCAAGAG
CTTTARAGGAR CAGAARTTAAT ATAGTTCTCA
GAAATITCCT GTCTTAATTA TATCAAGAGT
CCACGAGGAG CTCATTTTCT TGCCAAAAGT
GGTGCTCCTC GAGTAAAAGA ACGGTTTTCA
TATTGAACAA CCGGAATTGG CAAGTARAAGT
ATAACTTGTIT GGCCTTAACC GTTCATTTCA
GRARGCAGTTC TGTTTACCAG GAAGCCATGA
CTCCGTCAAG ACAAATGGTC CTITCGGTACT
CICTTTGTGA CAAGGATCAT GCAGGARTTT
GAGRAACACT GTTCCTAGTA CGTCCTTARA
AGAAATTIGAT TTGGGGAAAT ATAAMACTTCT
TCTITAACTA AACCCCTTTA TATTTGAAGA
TCTCTGAGGT CCAGGAGGAA AAAGGCATCA
AGAGACTCCA GGTCCTCCTT TTTCCGTAGT

TACTACTCCG ATGRCGACTG
AGAAAGGTAG AAGACCCCAA
TCTTTCCATC TTCTGGGGTT

GAGAAGAAAG ACTAACAGGA
CTCTTCTTTC TGATTGTCCT
AAAGCTATGC ATTTTTATAA
TTPCGATACG TAAAAATATT
CTTTGTGAAG GAACCTTACT
GAAARCACTTC CTTGGARTGA
CTACAGAGAT TTAAAGCTCT
GATGICTCTA AATTTCGAGA
TGTGTTAARAC TACTGATTCT
ACACAATTTG ATGACTAAGA
TGGAACTGAT GAATGGGAGC
ACCITGACTA CTTACCCTCG

AGATGCTTTC
TCTACGAAAG
GACCATGGGA
CTGGTACCCT
TCTGTGGTGET
AGACRCCACA
ARGGTAAMATA
TTCCATTIAT
ARTTGTTTGT
TTAACARARCA
AGTGGTGGAA
TCACCRACCTT

TGTTTTGCTC AGAAGARATGE CCATCTAGTG

ACARRACGAG TCTTCTTTAC
TCTCARCATT CTACTCCTCC
AGAGTTGTAR GATGAGGAGG
GGACTTTCCT TCAGAATTGC
CCTGAAAGGA AGTCTTARCG

GAGTCATGCT GTGTTTAGTA ATAGAACTCT
CTCAGTACGA CACARATCAT TATCTTGAGA

TGCTTGCTTT
ACGAACGRAR

CCACARAGGA AAARAGCTGCA CTGCTATACA AGAAARTTAT

GGTGTTICCT TTITTCGACGT GACGATATGT
TCTGTAACCT TTATAAGTAG GCATAACAGT
AGACATTGGA AARTATTCATC CGTATTGTCA
TTTICTTACT CCACACAGGC ATAGAGTIGTC
ARRAGAATGA GGTGTGTCCG TATCTCACAG
ARARATTGTG TACCTTTAGC TTTTTAATIT
TTTTTAACAC ATGGAAATCG AAAARTTAAA
TATTTGATGT ATAGTGCCIT GACTAGAGAT
ATAAACTACA TATCACGGAA CTGATCTCTA
TTGTAGAGGT TTTACITGCT TTAAMARRCC
AACATCTCCA ARATGAACGA AARTTTTTTGG
CTGAAACATA ABATGAATGC AATTGTTGTT

TCTTTTAATA
TATAARTCATA
ATATTAGTAT
TGCTATTAMAT
ACGATARTTA
GTAAAGGGGT
CATTTCCCCA
CATAATCAGT
GTATTAGTCG
TCCCACACCT
AGGGTGTGGA
GITAACTTGT

FIG 3E

GGTRGATCAC
ARARRAGAAG
TTTTTTCTTC
TAAGTTTTTT
ATTCAAARRRA
GCTATTTACA
CGATAAATGT
GGAMARATAT
CCITTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACAA
AACTATGCTC
TTGATACGAG
TARTAAGGAR
ATTATTCCTT
CATACCACAT
GTATGGTGTA
CCCCCTGAARC
GGGGGACTTG
TTATTGCAGC

(59



4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501

5551

GACTTTGTAT TTTACTTACG
TTATAATGGT TACAAATARR
AATATTACCA ATGTTTATTT
CATTITTITTTC ACTGCATTCT
GIAARRAAAG TGARCGTAAGA
TCTTATCATG TCTGGATCGG
AGRATAGTAC AGACCTAGCC
GCTGGAGTTC TTCGCCCACC
CGACCTCAAG ARGCGGGCTGG
ACAAATARAG CAATAGCATC
TGTTTATITC GTTATCGTAG
CTGCATTCTA GTIGIGGTIT
GACGTAAGAT CAACACCARA
CTGTATACCG TCGACCTCIA
GACATATGGC AGCIGGAGAT
TGTTTCCTGT GTGARATTGT
ACAMAGGACA CACTTTAACA
GCCGGARGCA TAAAGTGTAR
CGGCCTTCGT ATTICACATT
CACATTAATT GCGTTGCGCT
GTGTAATTAR CGCRACGCGA
CGTGCCAGCT GCATTAATGA
GCACGGTCGA CGTAATTACT
CGTATTGGGC GCTCTTCCGC
GCATAACCCG CGAGRAGGCGE
CGTTCGGCTG CGGCGAGCGGE
GCAAGCCGAC GCCGCTCGCC
TATCCACAGA ATCAGGGGAT
ATAGGTGTCT TAGTCCCCIA
CAGCAAMAAGG CCAGGARCCG
GTCGTTTTCC GGICCTTGGC
TAGGCTCCGC CCCCCTGACG
ATCCGAGGCG GGGGGACTGC
GGTGGCGAAA CCCGACAGGA
CCACCGCTTT GGGCTGTCCT
AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC
TCGAGGGAGC ACGCGAGAGG
GICCGCCTYT CTCCCTTCEGE
CAGGCGGARA GAGGGAAGCC
GTAGGTATCT CAGITCGGTG
CATCCATAGA GTCAAGCCAC
CAGGAACCCC CCGTTCAGCC
GTGCTTGGGG GGCAAGTCGG
TCTTGAGTCC AACCCGGTAA
AGAACTCAGG TTGGGCCATT
CTGGTAACAG GATTAGCAGA
GACCATTGTC CTAATCGTCT
TTGARGTGGT GGCCTAACTA
AACTTCACCA CCGGATTGAT
CTGCGCTCTG CTGAAGCCAG
GACGCGAGAC GACTTCGGTC
GATCCGGCAA ACARAACCACC
CTAGGCCGTT TGTTTGGIGG
CAGCAGATTA CGCGCAGAAR
GTCGTCTAAT GCGCGTCTTT

7129

TTAACARCAAR CAATTGAACA AATAACGTCG
GCAATAGCAT CACARATTTC ACAAATAAAG
CGTTATCGTA GTGTTTAAAG TGTTTATTTC
AGTTGTGGTT TGTCCABACT CATCAATGTA
TCARCACCAR ACAGGTTTGA GTAGTTACAT
CTGGATGATC CTCCAGCGCG GGGATCTCAT
GACCTACTAG GAGGTCGCGSC CCCTAGAGTA
CCAACTTGTIT TATTGCAGCT TATARTGGTT
GGTTGAACAR ATARCGTCGA ATATTACCAAR
ACAARTITCA CAAATAARGC ATTTTTITCA
TGTTTARAGT GYTTATTTCG TAAAARAAGT
GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATCATGT
CAGGTTTGAG TAGTTACATA GAATAGTACA
GCTAGAGCTT GGCGTRATCA TGGTCATAGC
CGATCTCGAR CCGCATTAGT ACCAGTATCG
TATCCGCTCA CAATTCCACA CARCATACGA
ATAGGCGAGT GTTAAGGTGT GITGTATGCT
AGCCTGGGGT GCCTAATGAG TGAGCTAACT
TCGGACCCCA CGGATTACTC ACTCGATTGA
CACTGCCCGC TTTCCAGTCG GGARACCTGT
GTGACGGGCG AAAGGTCAGC CCITTGGACA
ATCGGCCARC GCGCGGGGAG AGGCGGTTTG
TAGCCGGTTG CGCGCCCCTC TCCGCCAARC
TTOCTCGCTC ACTGACTCGC TGCGCTCGGT
AAGGAGOGAG TGACTGAGCG ACGCGAGCCA
TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGGT
ATAGTCGAGT GAGTTTICCGC CATTATGCCA
AACGCAGGAR AGAACATGTG AGCRAAAGGC
TTGCGTCCTIT TCTTGTACAC TCGTTTICCG
TAAAARGGCC GCGTTGCIGG CGITTTITCCA
AITITTCCGG CGCAACGACC GCAAARAGGT
AGCATCACAR AAATCGACGC TCAAGTCAGA
TCGTAGTGTT TTTAGCTGCG AGTTCAGICT
CTATAAAGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA
GATATTTCTA TGGTCCGCAA AGGGGGACCT
TGTITCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT
ACAAGGCTGG GACGGCGAAT GGCCTATGGA
GARGCGTIGEC GCITICTCAR TGCTCACGCT
CTTCGCACCG CGAAAGAGTT ACGAGTGCGA
TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG
ATCCAGCARG CGAGGTTCGA CCCGACACAC
CGACCGCTGC GCCTTATCCG GTAACTATCG
GCIGGCGACG CGGAATAGGC CATTGATAGC
GACACGACTT ATCGCCACTG GCAGCAGCCA
CTGTGCTGAA TAGCGGTGAC CGTCGTCGGT
GCGAGGTATG TAGGCGGIGC TACAGAGTTC
CGCTCCATAC ATCCGCCACG ATGTCTCAAG
CGGCTACACT AGAAGGACAG TATTTGGTAT
GCCGATGTGA TCTTCCTGTC ATAAARCCATA
TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCIT
AATGGAAGCC TTTTTCTCAA CCATCGAGAA
GCTGGTAGCG GTGGTTTITT TGTTTGCAAG
CGACCATCGC CACCAARARA ACARACGTTC
ARAAGGATCT CAAGAAGATC CITTGATCTT
TTTTCCTAGA GTTCTTCTAG GAAACTAGAA

FIG 3F
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5601
5651
5701
5752
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6452
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951

TTCTACGGGG TCTGACGCTC
AAGATGCCCC AGACTGCGAG

ACCRGTACTC TAATAGTTTIT
ARATGAAGTT TTARATCAAT
TTTACTITCAA AATTIAGTTA
CAGTTACCAA TGCITAATCA
GTCAATGGTIT ACGARTTAGT
TTCGTTCATC CATAGTTGCC
AAGCAAGTAG GTATCAACGG
CGGGALGGCT TACCATCTGG
GCCCTCCCGA ATGGTAGACC
ACGCTCACCG GCTCCAGATT
TGCGAGTEGC CGAGGTCTAA
CCGAGCGCAG AAGTGETCCT
GGCTCGCGTC TTCACCAGGA
AATTGTTGCC GGGAAGCTAG
TTARCAACGE CCCTTCGATC
CAARCGTTGTT GCCATTGCTA

GTTGCAACAA
GTATGGCTTC
CATACCGAAG
TCCCCCATGT
AGGGGGTACA
TGTCAGAAGT
ACAGTCTTCA
TGCATARTTC
ACGTARTTARG
GGTGAGTACT
CCACTCATGA
TTGCTCTTGC
AACGAGAACG
CTTTAARAGT
GARATTTTCA
AGGATCTTAC
TCCTAGRATG
CAACTGATCT
GITGACTAGA
ARRCAGGAAG
TTTGTCCITC
TGTTGAATAC
ACRACTTATG
GGGTTATTGT
CCCAATRACA
AACRRAATAGG
TTGTTTATCC
GACGGATCGG
CIGCCTIAGCC
GCCAGAGTAR
CGGTCTCATT
AGTTTGGCGC
TCAARCCGCG
GCTCIGATGC
CGAGACTACG

CGGTARCGAT
ATTCRAGCTICC
TARGTCGRGG
TGTGCAARAA
ACACGTTTTT
AAGTTGGCCG
TTCAACCGGC
TCTTACTGTC
AGAATGRCRG
CARCCRAGTC
GITGGTTCAG
CCGGCGTCAR
GGCCGCAGTT
GCTCATCATT
CGAGTAGTAA
CGCTGITGAG
GCGACAACTC
TCAGCATCTT
AGTCGTAGRA
GCAAMAATGCC
CGITTTACGG
TCATACTCTT
AGTATGAGAA
CTCATGAGCS
GAGTACICGC
GGTTCCGCGC
CCRAGGCOGCG
GAGATCTGCT
CICTAGACGA
CCTTTTITITT

AGTGGAACGA AAACTCACGT TRAAGGGATTT
TCACCITGCT TTTGAGTGCA ATTCCCTAAA
TGGTCATGAG ATTATCARAA AGGATCTITCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA
TCCTAGARGT GGATCTAGGA AARATTTAATT
CIAAAGTATA TATGAGTAAR CTTGGICTGA
GATITCATAT ATACTCRTIT GARCCAGACT

GTGAGGCACC
CACTCCGTGG
TGACTCCCCG
ACTGAGGGGC
CCCCAGTGCT
GGGGTCACGA
TATCAGCAAT
ATAGTCGTTA
GCARCTTTAT
CGTTGAAATA
AGTAAGTAGT
TCATTCATCA
CAGGCATCCT
GICCGTAGCA
GGTTCCCARC
CCARGGGTTG
AGCGGTTAGC
TCGCCRATCG
CAGTGITATC
GTCACRATAG
ATGCCATCCG
TACGGTAGGC
ATTCTGAGAA
TAARGRCTCIT
TACGGEATAR
ATGCCCTATT
GGAARACGTT
CCTTTTGCRA
ATCCAGTTCG
TAGGTCAAGC
TTACITTCAC
AATGARAGTG
GCAAARRMAGG
CGTTTTTICC
CCTTTTTCAA
GGAARAARGTT
GARTACATAIT
CTATGTATAA
ACATTTCCGC
TGTAARGGGG
AGGTGACCTG
TCCACTGGAC
TAATTTTATT

GGAAAARAAR ATTARAATAA
CGATCTCCCG ATCCCCTATG
GCTAGAGGGC TAGGGGATAC
CGCATAGTTA AGCCAGTATC
GCGTATCMAT TCGGTCATAG

TATCTCAGCG
ATAGAGTCGC
TCGTGTAGAT
AGCACATCTA
GCAATGATAC
CGTTACTATG
ARACCAGCCA
TPTGGTCGGT
CCGCCTCCAT
GGCGGAGGTA
TCGCCAGTTA
AGCGGTCAAT
GGTGTCACGC
CCACAGTGCG
GATCAAGGCG
CTAGTTCCGC
TCCTTCEGTC
AGGAAGCCAG
ACTCATGGTT
TGAGTACCAA
TAAGATGCTT
ATTCTACGAA
TAGTGTATGC
ATCACATACG
TACCGCGCCA
ATGGCGCGGT
CTTCGGGGCG
GAAGCCCCGC
ATGTAACCCA
TACATTGGGT
CAGCGTTTCT
GTCGCAAAGA
GARTAAGGGC
CTTATTCCCG
TATTATTGAA
ATAATAACTT
TGAATGTATT
ACTTACATAA
GARRAGTGCC
CTTTTCACGG
AGGCGCGCCE
TCOGCGCGGT
TTATTTTATT
AATARARTAR
GTCGACTCTC
CAGCTGAGAG
TGCTCCCTGC
ACGAGGGACG

GAGGTCGCTG AGTAGTGCGC GAGCRAARATT TAAGCTACAA

FIG 3G

ATCTGICTAT
TAGRCAGATA
ARCTACGATA
TTGATGCTAT
CGCGAGACCC
GCGCTCTGEE
GCCGGARGGG
CGGCCITCCC
CCAGTCTATT
GGTCAGATAR
ATAGTTTGCG
TATCARACGC
TCGTCGTTIG
AGCAGCARAC
AGTTACATGA
TCAATGTACT
CTCCGATCGT
GAGGCTAGCA
ATGGCRGCAC
TACCGTCGTG
TTCTGTGACT
ARGRCACTGRA
GGCGACCGAG
CCGCTGGCTC
CATAGCAGAA
GTATCGTCTT
ARARCTCTCA
TTTTGAGAGT
CTCGTGCACC
GAGCACGTGG
GGGTGAGCAR
CCCACTCGTT
GACACGGARA
CTGTGCCITT
GCATTTATCA
CGTAAATAGT
TAGRRRAARTA
ATCTTTTTAT
ACCTGACGTC
TGGACTGCAG
GCTTCGAATA
CGAARGCTTAT
TTTGAGATGG
ARRCTCTACC
AGTACAATCT
TCATGTTAGA
ITGTGTGTTG
ARCRCACARAC
CARGGCARGG

(59



lco

9/29

CTCCAGCGAC TCATCACGCG CTCGTTTTAA ATTCGATGTT GTTCCGTTCC
7001 CTTGACCGAC AATTGCATGA AGAATCTGCT TAGGGITAGG CGTTTTGCGC

GAACTGGCTG TTAACGTACT TCITAGACGA ATCCCAATCC GCARAACGCG
7051 TGCITCG

ACGAAGC

FIG 3H



51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

951

1001

1051

10/29

GACGGATCGG GAGATCTGCT AGCCOGGGTG ACCTGAGGCG

CTGCCTAGCC
GAATAGCCAG
CTTATCGGTC
GATGGAGTTT

CTCTAGACGA
AGTAACCTTT
TCATTGGARA
GGCGCCGATC

TCGGGCCCAC TGGACICCGC
TTTITTAATT TTATTTTATT
ARRAAATTAA ARTAAAATAR
TCCCGATCCC CTATGGTCGA

CTACCTCAAA CCGCGGCTAG AGGGCTAGGG GATACCAGCT

AATCIGCTCT

GATGCCGCAT

AGTTARGCCA GTATCTGCIC

TTAGRCGAGA CTACGGCGTA TCAATTCGGT CATAGACGAG

TGTTGGAGGT
ACARRCCTCCA
CAAGGCTTGA
GTTCCGARCT
TGCGCTGCTT
ACGCGACGAA
TGACTAGTTA
ACTGATCART
TATATGGAGT
ATATACCTCA

GCCRTTTGAC
GCCCCCTATT
CGGGGGATAR
AGTACATGAC
TCATGTACTG
GTCATCGCTA
CAGTAGCGAT
TGGATAGCGG
ACCTATCGCC
TCAATGGGAG
AGTTACCCTC
CGTARCARCT
GCATTGTTGA
GGAGGTCTAT
CCTCCAGRTA
ACTGGCTTAT
TGACCGAATA

CARCAAGTTT
GTTGTICARR

CGCTGAGTAG
GCGACTCATC
CCGACAATTG
GGCTGITAAC
CGCGATGTAC
GCGCTACATG
TTAATAGTRA
ARTTATCRIT
TCCGCGTTAC
AGGCGCAATG
GACCCCCGLCC
CTGGGEGCGG
ARTAGGGACT
TTATCCCTGA
CCCACTTGGC
GGGTGAACCG
GACGTCARATG
CIGCAGTTAC
CTTATGGGAC
GAATACCCTG
TTACCATGGT
ARTGGTACCA
TTTGACTCAC
AAACTGRGTG
TTTGTITTTGG
ARACAMRACC
CCGCCCCATT
GGCGGGGTAR
ATARGCAGAG
TATTCGTCTC

TGCGCGAGCA ARATTTAAGC
ACGCGCTCGT TTTARATTCG
CATGRAGAAT CTGCTTAGGG
GTACTTCTTA GACGARATCCC
GGGCCAGATA TACGCGTTGA
CCCGGTCTAT ATGCGCAACT
TCAATTACGG GGTCATTAGT
AGTTAATGCC CCAGTAATCA
ATARCTTACG GTARATGGCC
TATTGARTGC CATTTACCGG
CATTGACGTC ARTAATGACG
GTARCTGCAG TTATTACTGC
TTCCATTGAC GTCAATGGGT
ARGGTAACTG CAGTITACCCAR
AGTACATCAR GTGTATCATA
TCATGTAGTT CRCATAGTAT
ACGGTARATG GCCCGCCTGG
TGCCATTTAC CGGGCGGACC
TTPCCTRACTT GGCAGTACAT
ARRGGATGAR CCGTCATGTA
GATGOGGTTT TGGCAGTACA
CTACGCCAAR ACCGTCATGT
GGGGATTTCC ARGTICTCCAC
CCCCTARAGG TTCAGAGGTG
CACCARAATC ARCGGGACTT
GTGGITITAG TTGCCCTGAA
GACGCAAATG GGCGGTAGGC
CTGCGTTTAC CCGCCATCCG
CICTCTGGCT AACTAGAGAA
GAGAGACCGA TTGATCTCTT

CGARATTAAT ACGACTCACT ATAGGGAGAC

GCTITAATTA

GTACAAARAR
CATGTTTTTT

TGCTGAGTGA TATCCCTCTG

CGCCGGCTTC
GCGGCCGAAG
TTATTTTTGA
AATAARARCT
CTCTCAGTAC
GAGAGTCATG
CCTGCTTGTG
GGACGRACAC
TACRACARGG
ATGTTGTTCC
TTAGGCGTTT
ARTCCGCAAR
CATTGATTAT
GTARCTAATA
TCATAGCCCA
AGTATCGGGY
CGCCTGGLTG
GCGGACCGAC
TATGTTCCCA
ATACAAGGGT
GGAGTATTTA
CCTCATAART
TGCCAAGTAC
ACGGTTCATG
CATTATGCCC
GTRATRACGGG
CTACGTATTA
GATGCATART
TCAATGGGCG
AGTTACCCEC
CCCATTGACG
GGGTAARCTGC
TCCARRATGT
AGGTTTTACA
GTGTACGGTG
CACATGCCAC
CCCACTGCTT
GGGTGACGAA
CCAAGCTTAT
GGTTCGARTA

guia Tg natural

M E A

GCAGGCTGGT ACCATGGARG
CGTCCGACCA TGGTACCTTC

péptido guia Ig natural

P A Q
CCCCAGCTCA
GGGGTCGAGT

L L F
GCTTCTCTTC
CGARGAGAAG

L L . L

Wl P DTT

G E I V

CTICCTGCTAC TCTGGCTCCC AGATACCACC GGAGAAATTG
GAGGACGATG AGACCGAGGG TCTATGGTGGE CCTCTTTARC

FIG 4A
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1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

11729

regién variable 20H4-9 IC

L T Q 8 PA TLOSUL 85 PG ERRA
TGITGACACA GICTCCAGCC ACCCTIGTCIT TGICICCAGG GGAAAGAGCC
ACAACTGTGT CAGAGGTCGG TGCGGACAGAA ACAGAGGTCC CCTTTCTCGG

regién variable 20H4-9 ILC
CDR 1

T L $ ¢C R A 8 Q 8V 8 8 YL A WY
ACCCTCTCCT GCAGGGCCAG TCAGAGTGTT AGCAGCTACT TAGCCTGGTA
TGGGAGAGGA CGTCCCGGTC AGTCTCACAA TCGTCGATGA ATCGGACCAT

regién variable 20R4-9 IC

CDR 2
i v 0 B s e o
QK PG QA PRIL L I Y DASGSBN
CCAACAGAAR CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT GATGCATCCA
GGTTGTICTITT GGACCGGTCC GAGGGTCOGA GGAGTAGATA CTACGTAGGT
regién variable 20H4-9 IC

CDR 2

R AT G I P ARFS8 G 8 G B8 G T
ACAGGGCCAC TGGCATCCCA GCCAGGTTCA GITGGCAGTGG GTCTGGGACA
TGTCCCGGTGE ACCGTAGGGT CGGTCCAAGT CACCGTCACC CAGACCCIGT

regién variable 20H{-9 LC

D FTTL TI1 S8 8 LE P EDT F AV Y
GACTTCACTC TCACCATCAG CAGCCTAGAG CCTGAAGATT TTGCAGTITA
CTGAAGTGAG AGTGGTAGTC GTCGGATCTC GGACTTCTAR AACGTCAAAT

CDR 3

regiénm variable 20H4-9 IC

Fp—y

CN o

¥ C Q @ R S N W PP A LT F GG C
TTACTGTCAG CAGCGTAGCA ACTGGCCTCC GGCGCTCACT TTCGGCGGAG
ARTGACAGTC GTCGCATCGT TGACCGGAGG CCGCGAGTGR ARGCCGCCTC

C-kappa

regién varieble 20H4-9 LC

T KV EI XK RTVA AP S V F I
GGACCAAGGT GGRAGATCAAA CGTACGGTGG CTGCACCATC TGTCTTCATC
CCTGGTTCCA CCTCTAGTIT GCATGCCACC GACGTGGTAG ACAGAAGTAG

C-kappa

F PPBS8 DEQ L KBS GTAZS VvV C
TTCCCGCCAT CTGATGAGCA GTTGAAATCT GGAACTGCCT CTGTTGTGTG
ARGGGCGGTA GACTACTCGT CAACTTTAGA CCTTGACGGA GACAACACAC

C-kappa

L L N ¥ FYP REA KV Q WKUVD
CCTGCTGAAT ARCTTCTATC CCAGAGAGGC CAAAGTACAG TGGAAGGTGG
GGACGACTTA TTGRAAGATAG GSTCTCTCCG GTTTCATGTC ACCTTCCACC

FIG 4B



1551

1601

1651

1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551

12729

C-kappa

N AL Q 8 G N § Q E 8 v T BE QD
ATAACGCCCT CCAATCGGGT AACTCCCAGG AGAGTGTCAC AGAGCAGGAC
TATTGCGGGA GGTTAGCCCA TTGAGGGTCC TCTCACAGTG TCTCGTICCTG

C-kappa

8 K D = T Y S L 8 8 T L T L S K A
AGCAAGGACA GCACCTACRS CCTCAGCAGC ACCCTGACGC TGASCAAAGC
TCGTTCCTGT CGTGGATGIC GGAGTCGTCG TGGGACTIGCE ACTCGITTCG

C-kappa

b YE KB XV YAC EVT BQG L
AGACTACGAG AARCACAAAG TCTACGCCTG CGAAGTCACC CATCAGGGCC
TCTGATGCTC TTTGTGTTTC AGATGCGGAC GCTTCAGTGG GTAGTCCCGG

C-kappa

58 8 P VT K 8 F NR G E C
TGAGCICGCC CGTCACAAAG AGCTTCAACA GGGGAGAGTG TTAGACCCAG
ACTCGAGCGG GCAGIGTTTIC TCGAAGTTGT CCCCTCTCAC ARICTGGGTC
CTTTCITGTA CAARGIGGTT GATCTAGAGG GCCCTAITCT ATARGTGTCAC

GAAAGAACAT
CTARATGCTA
GATTTACGAT
GCCATCTGTT
CGGTAGACAR
CCACTCCCAC
GGTGAGGGTG
CTGAGTAGGT
GACTCATCCA
GGGGGAGGAT
CCCCCTCCTA
CTATGGCTTC
GATACCGAAG
CACGCGCCCT
GTGCECBGGA
CAGCGTGACC
GTCGCACTGG
TCTTCCCTTC
AGAAGGGAAG
ARRAGCATGC
TTTTCGTACG
GCCCATCCCG
CGGGTAGGGC
GCTGACTAAT
CGACTGATTA
GAGCTATTCC
CTCGATAAGG
CAAAAAGCTT
GTTTTTCGAA
CGGCAATCCT

GTTTCACCAA CTAGATCTCC CGGGATAAGA
GAGCTCGCTG ATCAGCCTCG ACIGTGCCTT
CTCGAGCGAC TAGTCGGAGC TGACACGGAR
GTTTGCCCCT CCCCCGTGCC TTCCITGACC
CRAACGGGGA GGGGGCACGG AAGGARGTGG
TGTCCTTTCC TAATARAARTG AGGAAATTGC
ACAGGAARGG ATTATTTTAC TCCITTAACG
GICRITCTAT TCTGGGGGGT GGGGTGGGGC
CAGTAARGATA AGACCCCCCA CCCCACCCCG
TGEGGAAGACA ATAGCAGGCA TGCTGGGGAT
ACCCTTCTGT TATCGTCCGT ACGACCCCTA
TGAGGCGGAR AGAACCAGCT GGGGCTCTAG
ACTCCGCCTT TCTTGGTCGA CCCCGAGATC
GTAGCGECEC ATTAACCGCG GCGGGATGTGG
CATCGCCGCG TAATTCGCGC CGCCGACACC
GCTACACTTG CCAGCGCCCT AGCGCCCGCT
CGATGTGAAC GGTCGCGGGA TCGCGGGCGA
CTTTCTCGCC ACGTTCGCCG GGCCTCTICAA
GAARGAGCGG TGCAAGCGGC CCGGAGAGTT
ATCTCRATTA GTCAGCARACC ATRGTCCCGC
TAGAGTTAAT CAGTCGTTGG TATCAGGGCG
CCCCTAACTC CGCCCAGTTC CGCCCATTCT
GGGGATTGAG GCGGGTCAAG GCGGGTAAGR
TTTTTTTATT TATGCAGAGG CCGAGGCCGC
ARAARAATAR ATACGTCTCC GGCTCCGGCG
AGRAGTAGTG AGGAGGCTIT TTTGGAGGCC
TCTTCATCAC TCCTCCGARA AAACCTCCGG
GEGGGBACAG CTCAGGGCTG CEATTTCGCG
CCCCCCTGTC GAGTCCCGAC GCTAAAGCGC
AGCGTGAAGG CTGGTAGGAT TTTATCCCCG

TATCACAGTG
CTAGTTGCCA
GATCRACGGT
CTGGAAGGTG
GACCTTCCAC
ATCGCATTGT
TAGCGTRACR
AGGACAGCRA
TCCTGTCGTT
GCGGTGGGCT
CGCCACCCGA
GGGGTATCCC
CCCCATAGGG
TGGTTACGCG
ACCAATGCGC
CCTTTCGCIT
GGARAGCGAA
AAAAGGGARA
TTTTCCCITT
CCCTAACTCC
GGGATTGRGG
CCGCCCCATG
GECGGGGTALC
CTCGGCCICT
GAGCCGGAGA
TAGGCTTTTG
ATCCGARAAC
CCAARCTTGA
GGTTTGAACT
CTGCCATCAT

GCCGTTAGGA TCGCACTTCC GACCATCCTA ARATAGGGGC GRACGGTAGTA
GGTTCGACCRA TTGAACTGCA TCGTCGCCGT GTCCCABAAT ATGGGGATTG
CCAAGCTGGT AACTTGACGT AGCAGCGGCA CAGGGTTITTA TACCCCTAAC
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2601
2651
2701
2751
2801
2851
2501
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3501

GCAAGAACGG
CGTTCTTGCC
TTCCAAAGAA
ARGGTTTCTT
GATTATGGGT
CTAATACCCA
TRAAGGRCAG
ATTTCCTGTC
CGAGGAGCTC
GCTCCTCGAG
TGRACARCCG
ACTTGTTGEC
GCAGTTCTGT
CGTCARGACA
TTTGTGACAR
ARACACTGTT
ARTTGATTTG
TTAACTAAAC
CTGAGGTCCA
GACTCCAGGT
AAGAARGACT
TTCTTICTGA
GGTATGCATT
CGATACGTAA
CTTTGTGAAG
GAAACACTTC
CTACAGAGAT
GATGTCTCTA
TGTGTTARAC
ACACARTTTG
TGGARCTGAT
ACCTIGACTA
TGTTTITGCTC
ACAABACGAG
TCTCAACATT
AGAGTTGTAA
GGACTTTCCT
CCTGAAAGGA
ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
CTGCTATACA
GACGATATGT
GCATAACAGT
CGTATTGTCA
ATAGAGTGTC
TATCTCACAG
TTTTTAATTT
AARRATTARA
GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
TGCTTTAAAA
ACGARATTTT
ATGCAATTGT
TACGTTAACA

13729

AGRCCTACCC TGGCCTCCGC TCAGGAACGA GTTCAAGTAC
TCTGGATGESE ACCGGAGGCG AGTCCTTGCT CAAGTICATG
TGACCACAAC CICTTCAGTG GAAGGTARAC AGRATCTGGT
ACTGGIGTTG GAGRAGTCAC CTTCCATTTG TCTTAGACCA
AGGARARCCT GGTTCTCCAT TCCTGRGAAG AATCGACCTT
TCCTITTGEA CCARGAGGTA AGGACTCTTC TTAGCTGGAA
AATTAATATA GTTCTCAGTA GAGAACTCAA AGAACCACCA
TTAATTATAT CARGAGTCAT CICTTGAGTT TCTTGGTGGT
ATTTICTTGC CAAAAGYTTG GATGATGCCT TAAGARCTTAT
TARRAGAACG GTTITCAAAC CTACTACGGA ATTCTGAATA
GAATTGGCAA GTARRGTAGA CATGGTITTGG ATAGTCGGAG
CITAACCGYTT CATITCATCT GTACCAAACC TATCAGCCTC
TTACCAGGAR GCCATGAATC AACCAGGCCRA CCTCAGACTC
ARTGGTCCTT CGGTACTTAG TTGGTCCGGY GGAGTCTGAG
GGATCATGCA GGAATTTGAA AGTGACACGT TTTTCCCAGA
CCTAGTACGT CCTTAAACTT TCACTGTGCA ARRAGGGTCT
GGGAAATATA AACTTCTCCC AGAATACCCA GGCGTCCTCT
CCCTTTATAT TTGAAGAGGG TCITATGGGT CCGCAGGAGA
GGAGGAAAMA GGCATCAAGT ATRBAGTTTGA AGTCTACGAG
CCICCTTTTT CCGTIAGTTCA TATTCARAACY TCAGATGCTC
AACAGGAAGA TGCTTTCAAG TTCTCTGCTC CCCTCCTAAA
TTCTCCTICT ACGAAAGTTC AAGAGACGAG GGGAGGATTT
TITATAAGAC CATGGGACTT TTGCTGGCTT TAGATCIGAT
ARATATTCTG GTACCCTGAA ARCGACCGAR ATCTAGACTA
GAACCTTACT TCTGTGGTGT GACATAATTG GACAARCTAC
CTTGGAATSA AGACACCACA CTGTATTAAC CTGTTTIGATG
TTAARGCTCT AAGGTAARTA TARAATTTITT AAGTGTATAA
AATTTCGAGA TTCCATITAT ATTTTAAAAA TTCACATATT
TACTGATICT AATTGTTIGT GTATTTTAGA TTCCAACCTA
ATGACTAAGR TTAACAAACA CATAARAATCT AAGGTTGGAT
GARTGGGAGC AGTGGTGGAA TGCCTTTAAT GAGGAAAACC
CTTACCCTCG TCACCACCTT ACGGAAATTA CTCCTTTTGG
AGARGAAATG CCATCTAGTG ATGATGAGGC TACTGCTGAC
TCTTICTTTAC GGTAGATCAC TACTACTCCG ATGACGACTG
CTACTCCTCC AAAARAGAAG AGAAAGGTAG AAGACCCCAA
GATGAGGAGG TTTTTTCTITC TCITTICCATC TTCTGGGGTT
TCAGAATTGC TAAGTITTTTT GAGTCATGCT GTGTITAGTA
AGTCITAACG ATTCAAAAAA CTCAGTACGA CACAAATCAT
TGCTTGCTIT GCTATTTACA CCACAMAGGA ARARGCTGCA
ACGAACGARAA CGATARATGT GGTGTTTCCT TTITTCGACGT
AGRAAATTAT GGARAAATAT TCTGTAACCT TTATAAGTAG
TCITITAATA CCTTTTTATA AGACATTGGA AATATTCATC
TATAATCATA ACATACTGTT TTTTCTTACT CCACACAGGC
ATATTAGTAT TGTATGACAR ARAAGAATGA GGTGTGTCCG
TGCTATTAAT AARCTATGCTC ARAMRATIGTG TACCTTTAGC
ACGATAATTA TIGATACGAG TTTTTAACAC ATGGAAATCG
GTAAAGGGGT TAATAAGGAA TATTTGATGT ATAGTGCCTT
CATTTCCCCA ATTATTCCTT ATAAACTACA TATCACGGRA
CGATCATAAT CAGCCATACC ACATTTIGTAG AGGTTTTACT
GCTAGTATTA GTCGGTATGG TGTAAACATC TCCARAATGA
ARCCTCCCAC ACCTCCCCCT GAACCTGAAR CATAARATGR
TTGGAGGGTG TGGAGGGGGA CTITGGACTITT GTATTTTACT
TGITGTTAAC TTGTTTATTG CAGCITATAA TGGTTACAAA
ACAACARTTG AACARATAAC GTCGRATATT ACCAATGTTT
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3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4551
5001
5051
5101
5151
5201

5251

TARAGCAATA
ATTTCOSTTAT
TTCTAGTTGET
ARGATCRACA

GTAGTGTTTA
GTTTGTCCAA
CAARCAGGTT
TCTAGCTAGA
AGATCGATCT
TTGTTATCCG
ARCARTAGGC
GTAARGCCTG
CATTTCGGAC
CGCTCACTGC
GCGAGTGACG
ATGRATCGGC
TACTTAGCCG
CCGCTTICCTC
GGCGARGGEAG
GCGGTATCAG
CGCCATAGTC
GGATAARCGCA
CCTATTGCGT
ACCGTARRAR
TGGCATTTTT
GACGAGCATC
CTGCTCGTAG
AGGACTATAR
TCCTGATATT
CTCCTGTTCC
GAGGACRAGG
TCGGGAAGCG
AGCCCTTCGC
GGTGTAGGTC
CCACATCCAG
AGCCCGACCG
TCGGGCTGEGEC
GTAARGACACG
CATTCTGTGC

ICTTTTTITC

GCATCACARA
CGTAGTGTTT
GGTTTGTCCA
CCARACAGGT
GATCCTCCAG
CTAGGAGGTC
TGTTTATTCC
ACAAATAACG
TTCACAAATA
AAGTGTTTAT
ACTCATCAAT
TGAGTAGTTA
GCTTGECGTA
CGAACCGCAT
CTCACAATTC
GAGTGTTAAG
GGGTECCTAA
CCCACGGATT
CCGCTTTCCA
GGCGARAGGT
CAACGCGCGG
GTTGCGCGCC
GCTCACTGAC
CGAGTGACTG
CTCACTCARA
GAGTGAGTTT
GGAAAGAACA
CCTTTCTTGT
GGCCGLETTGE
CCGGCGCAAC
ACAARRATCG
TCTTTTTAGC
AGATACCAGG
TCTATGGTCC
GACCCTGCCG
CTGGGACGGC
TGGCGCTTTC
ACCGCGARAG
GTTCGCTCCA
CARGCGAGGT
CTGCGCCTTA
GACGCGGAAT
ACTTATCGCC
TGAATAGCGG
TATGTAGGCS
ATACATCOGC
CACThAGARGG
GTGATCTTCC
TTCGGAAARA
ARGCCTTTTT
TAGCGGTCET
ATCGCCACCA
GATCTCARGA
CTAGAGTTCT

14/29

TTTCACAAAT ARAGCATTTT TTTCACTGCA
AAAGTGTTTA TTTCGTAAAA AAAGTGACGT
ARCTCATCAA TGTATCTTAT CATGTCTGGA
TTGAGTRGTT ACATAGAATA GTACAGACCT
CGCGGEGATC TCATGCTGGA GTTCTTCGCC
GCGCCCCTAG AGTACGACCT CAMGAAGCGG
AGCTTATAAT GGTTACARAT AAAGCAATAG
TCGAATATTA CCAATGTTTA TTTCGTTATC
AAGCATTTTT TTCACYGCAT TCTAGTTGTG
TTCGTAAAAA AAGTGACGTA AGATCAACAC
GTATCTTATC ATGTCTGTAT ACCGTCGACC
CATAGAATAG TACAGACATA TGGCAGCTGG
ATCATGGTCA TAGCTGTTTC CTGTGTGAAA
TAGTACCAGT ATCGACAAAG GACACACTTT
CACACAACAT ACGAGCCGGA AGCATARAGT
GTGTGTTGTA TGCTCGGCCT TCGTATTTCA
TGAGTGAGCT AACTCACATT AATTGCGTTS
ACTCACTCGA TTGAGTGTAA TTAACGCAAC
GTCGGGARAC CTGTCGTGCC AGCTGCATTA
CAGCCCTTTG GACAGCACGG TCGACGTAAT
GGAGAGGCGG TTTGCGTATT GGGCGCTCTT
CCTCTCCGCC AAACGCATAR CCCGCGAGRA
TCCGCTGCGCT CGGTCGTTCE GCTGCGGCGA
AGCGACGCGA GCGAGCARGC CGACGCCGCT
GGCGGTAATA CGGTTATCCR CAGAATCAGG
CCGCCATTAT GCCAATAGGT GTCTTAGTCC
TGTGAGCAAA AGGCCAGCAR ARGGCCAGGA
ACACTCGTTT TCCGGTCGTT TTCCGGTCCT
CTGGCGTTTT TCCATAGGCT CCGCCCCCCT
GACCGCAAAR AGGTATCCGA GGCGGGGGGA
ACGCTCARGT CAGAGGTGGC GARACCCGAC
TGCGAGTTCA GTCTCCACCG CTTTGGGCTG
CGTTTCCCCC TGGAAGCTCC CTCGTGCGCT
GCAAAGGGGG ACCTTCGAGG GAGCACGCGA
CTTACCGGAT AGCTGTCCGC CTTTCTCCCT
GAATGGCCTA TGGACAGGCG GAAAGAGGGA
TCATAGCTCA CGCTGTAGGT ATCTCAGTTC
AGTATCGAGT GCGACATCCA TAGAGTCAAG
AGCTGGGCTG TGTGCACGAA CCCCCCGTTC
TCGACCCGAC ACACGTGCTT GGGGGGCAAG
TCCGCETAACT ATCGTCTTGA GTCCARCCCS
AGGCCATTGA TAGCAGAACT CAGGTTGGGC
ACTGGCAGCA GCCACTGGTA ACAGGATTAG
TGACCGTCGT CGGTGACCAT TGTCCTAATC
GTGCTACAGA GTTCTTGAAG TGGTGGCCTA
CACGATGTCT CAAGAACTTC ACCACCGGAT
AACAGTATTT GGTATCTGCG CTCTGCTGAA
TTGTCATAAR CCATAGACGC GAGACGACTT
GAGTTGGTAG CTCTTGATCC GGCAAACARA
CTCAACCATC GAGAACTAGG CCGTTTGTTT
TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC
ARAAAACAAA CGTTCGTCGT CTAATGCGCS
AGATCCTTTG ATCTTTTCTA CGGGGTCTGA
TCTAGGARAC TAGAARAGAT GCCCCAGACT
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5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
59801
5851
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401

CGCTCAGTGG
GCGAGTCACC
CARMAAGGAT
GITTTTCCTA
TCAATCTARA
AGTTAGATTT
ARTCAGTGAG
TTAGTCACTC

ACGATGTCCG
GCTCCGGTTC
CGAGGCCAAG
ARAAMAGCGG
TTTTTICGCC
GGCCGCAGTG
CCGGCGTCALC
CIGTCATIGCC
GACAGTACGG
ARGTCATTCT
TTCAGTAAGR
GTCAATACGG
CAGTTATGCC
TCATTGGAAA
AGTAACCTTT
TTGAGATCCA
AACTCTAGGT
ATCTTTTACT
TAGAARATGA
ATGCCGCAAR
TACGGCGITT
CTCTTCCTTT
GAGAAGGARA
GAGCGGATAC
CTCGCCTATG
CGCGCACATT
GCGCGTGTAA

183729

AACGAAAACT CACGTTAAGG GATTTTGGTC
TTGCTTTTGA GIGCAATTCC CTAAARCCAG
CITCACCTAG ATCCTTITAA ATTAMARATG
GAAGTGGATC TAGGAAAATT TAATTTTTAC
GTATATATGA GTAAACTTGG TCTGACAGTT
CATATATACT CATTTGAACC AGACTGTCAA
GCACCTATCT CAGCGATCTSE TCTATTTCGT
OGTGGATAGA GICGCTAGAC AGATAARGCA
CCCCGTICGTG TAGATAACTA CGATACGGGA
GGGGCAGCAC ATCTATTGAT GCTATGCCCT
GTGCTGCAAT GATACCGCGA GACCCACGCT
CACGACGTTA CTATGGCGCT CTGGGTGCGA
GCAATARACC AGCCAGCCGG AAGEGCCGAG
CGTTATTTGGE TCGGTCGGCC TTCCCGGCTC
TTTATCCGCC TCCATCCAGT CTATTAATTG
PAATRAGGCGG AGGTAGGTCA GATAATTARC
GTAGTTCGCC AGTTAATAGT TTGCGCAACG
CATCAAGCGGE TCAATTATCA AACGCGTITGC
ATCGIGGTGT CACGCTCGTC GTTTGGTATG
TAGCACCACA GITGCGAGCAG CAAACCATAC
CCAACGATCA AGGCGAGTTA CATGATCCCC
GETTGCTAGT TCCGCTCAAT GTACTAGGGG
TTAGCTCCTT CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA
AATCGAGGAA GCCAGGAGGC TAGCRACAGT
TTATCACTCA TGGTTATGGC AGCACTGCAT
ARTAGTGAGT ACCAATACCG TCGTGACGTA
ATCCGTAAGA TGCITITCTG TGACTGETGA

TAGGCATTCT
GRAGAATAGTG
CTCTTATCRC
GRTAATACCG
CTATTATGGC
ACGTTCTTCG
TGCAAGARGC
GTTCGRIGTA
CAAGCTACAT
TTCACCAGCS
ARGTGGTCGC
ARAGGGAATA
TTTCCCTTAT
TTCARTATTA
AAGTTATAAT
ATATTTGAAT
TATARACTTA
TCCCCGARRA
AGGGGCTTIT

ACGARAAGAC ACTGACCACT
TATGCGGCGA CCGAGTTGCT

ATACGCCGCT
CGCCACATAG
GCGGTGTATC
GGGCGARAAC
CCCGCTTTIG
ACCCRCTCGT
TGGGTGAGCA
TTTCIGGGTG
AAAGRCCCAC
AGGGCGACAC
TCCCGCTGIG
TTGAAGCATT

GGCTCAARCGA
CAGAACTTTA
GICTTGAAAT
TCTCAAGGAT
AGAGTTCCTA
GCACCCRACT
CGIGGGITGA
AGCAAAARRCA
TCGTTTTTGT
GGARATGTTG
CCTTTACARC
TATCAGGGTT

ARCTTCGTAA ATAGTCCCAA

GTATTTAGAR
CATARATCTT
GTGCCACCTG
CACGGTGGAC

AAATAARCAR
TTTATTTGTT
ACGTC
TGCAG

FIG 4F

ATGAGATTAT
TACTCTAATA
ARGTTTTAAA
TTCAAAATTT
ACCAATGCTT
TGGTTACGAA
TCATCCATAG
AGTAGGTATC
GGGCTTACCA
CCCGARTGGT
CACCGGCTCC
GTGGCCGAGG
CGCAGAAGTG
GCGTCTTCAC
TTGCCGGGAA
AACGGCCCTT
TTGTTGCCAT
AACAACGGTA
GCTTCATTCA
CGAAGTAAGT
CATGTTGTGC
GTACAACACG
GAAGTAAGTT
CTTCATTCAR
AATTCTCTTA
TTAAGAGAAT
GTACTCAACC
CATGAGTTGG
CTTGCCCGRC
GARCGGGCCG
AAAGTGCTCA
TTTCACGAGT
CTTACCGCTG
GAATGGCGAC
GATCTTCAGC
CTAGAAGTCG
GGAAGGCARA
CCTTCCGTTT
AATACTCATA
TTATGAGTAT
ATTGTCTCAT
TAACAGAGTA
ATAGGGGTTC
TRATCCCCAAG
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regdn vanable 20H4.9 LC CDR 3 Rogién
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péptido guia Ig natural

M K H L WP¥ F L LL V ABABZP RWY
ATGAARCACC TGIGGTTCTT CCICCTCCTG GTGGCAGCTC CCAGATGGGT
TACTTTGTGG ACARCCARGAA GGAGGAGGAC CACCGTCGAG GGTCTACCCA

regién variable 20H4 9 HC
L 8 Q VvV QL Q Q@ W& A GL L KP B
CCTGTCCCAG GTGCAACTAC AGCAGTGGGG CGCAGGACTG TTGAAGCCTT
GGACAGGGTC CACGTTGATG TCGTCACCCC GCGTECTGAC AACTTCGGAA
CDR

regisn variable 20H4 9 HC

& oy

ETL 8 1LT CAVYY &6 GS8& F B G
CGGAGACCCT GTCCCTCACC TGCGCTGICT ATGGTGGGTC CTTCAGTGGT
GCCTCTGGGA CAGGGAGIGG ACGCGACAGA TACCACCCAG GARGTCACCA

CDR 1

regién variable 20H4 9 HC

Y Y W8S WIUZR Q8 P E KGUIL E WTI
TACTACTGGR GCTGGATACG CCAGTCCCCA GAGAAGGGGC TGGAGTGGAT
ATGATGACCT CGACCTATGC GGTCAGGGET CTCTITCCOCCG ACCTCACCTA

CDR 2

regién variable 20H4 9 HC

G E I N H GGG YVT Y NP S L E 8
TGGGGAAATC AATCATGGTG GATACGTCAC CTACAATCCG TCCCTCGAGA
ACCCCTTTAG TTAGTACCAC CTATGCAGTG GATGTTAGGC AGGGAGCTCT
CDR 2

regidn variables 2004 9 BC
R VT I SV DTS K NQVF 8 L K
GTCGAGTCAC CATATCAGTA GACACGTCCA AGAACCAGTT CTCCCTGRAG
CAGCTCAGTG GTATAGTCAT CTGTGCAGGT TCTTGGTCAA GAGGGACTTC

CDR 3

regién variable 20H4 9 HC

L s 8 vV T AA DT A VvV ¥ Y C A RD
CTGAGCTCTG TGACCGCCGC GGACACGGCT GTATATTACT GTGCGAGGGA
GACTCGAGAC ACTGGCGGCG CCTGTGCCGA CATATAATGA CACGCICCCT

CDR 3

regién variable 20H4 9 HC
Y G P G N YD WY PF DLW G RGT
CTATGGTCCG GGGAATTATG ACTGGTACIT CGATCTCTGG GGCCGTGGCA
GATACCAGGC CCCTTAATAC TGACCATGRA GCTAGAGACC CCGGCACCGT

FIG 7A
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dominio CH1 IgGl

regién variable 20H4 5 HC

L v T Vv 8 8 A ST K G P S Vv F P
CCCTGGTCAC TGTCTCCTCA GCCTCCACCA AGGGCCCATC GGTCTTCCCC
GGGACCAGTG ACAGAGGAGT CGGAGGTGGT TCCCGGGTAG CCAGRAGGGG

dominie CHl IgG1l

L AP B B K S8 T S8G 66 TAA A L G C
CTGGCACCCYT CCTCCAAGAG CACCTCTGGG GGCACAGCGG CCCTGGGCTG
GACCGTGGGA GGAGGYITCTC GTGGAGACCC CCGIGTCGCC GEGACCCGAL

doamnio CB1 IgGl

L v K D Y F P E PV T V E W NS G
CCIGGTCAAG GACTACTTCC CCGARCCGGT GACGGTGTCG TGGAACTCAG
GGACCAGTTC CTGATGAAGG GGCTTGGCCA CTGCCACAGC ACCTTGAGTC

derunio CH1 IgGl
A L T 8 6 VYV H TV FUP AV L Q0 8 B
GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG CACACCTTCC CGGCTGTCCT ACAGTCCTCA
CGCGGGACTG GTCGCCGCAC GTGTGGAAGG GCCGACAGGA TGTCAGGAGT
dominio CH1 IgGl

¢ L ¥ &8 L 8 8 VvVvVT Vv P S 8 8L G
GGACTCTACT CCCTCAGCAG CGTGGTGACC GTGCCCTCCA GCAGCTTGGG
CCTGAGATGA GGGAGTCGTC GCACCACTGG CRACGGGAGGT CGTCGARCCC

damimie CH1 IgGl

T @ T ¥ I CN VvV NB KPS NTIKYV
CACCCAGACC TACATCTGCA ACGTGAATCA CAAGCCCAGC ARCACCAMGG
GTGGGTCTGG ATGTAGACGT TGCACTTAGT GITCGGGTCG TTETGGTTCC

IgGl CHl domain

regidn constante IgGl

D K R VEP KSCD KT H TOCUP
TGGACAARGAG AGTTGAGCCC AAATCTTGTG ACAAAACTCA CACATGCCCA
ACCTGTICTC TCAACTCGGG TTTAGAACAC TGTTITGAGT GTGTACGGGT
daminio CH2 IgGl

reglén conatante IgGl

P CPA PEL L GG P 8 V F L F P
CCGTGCCCAG CACCTGAACT CCTGGGGGGA CCETCAGTCT TCCTCITCCC
GGCACGGGTC GTGGACITGA GGACCCCCCT GGCAGTCAGA AGGAGAAGGG

doaminio CH2 IgGl

P X P K DTUIL M I 8 RTUP EVTC
CCCARARRCCC AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT
GGGTTITGGG TTCCTIGIGGG AGTACTAGAG GGCCTIGGGGA CTCCAGTGTA

FIG 7B
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dominio CH2 IgGl

vVVvVy DV S HEDUP EV XK FNW
GCGTGGTGGT GGACGTGAGC CACGAAGACC CTGAGGTCAA GTTCARCTGG
CGCACCACCA CCTGCACTCG GIGCTTCTGG GACTCCAGIT CARGTTGACC

daminio CH2 IgGl

Y v D6 VvV EV HNWA KTIKUP REE
TACGTGGACG GCGTGGAGGT GCATRATGCC AAGACAAAGC CGCGGGAGGA
ATGCACCTGC CGCACCTCCA CGTATTACGG TTCTGTTICG GCGCCCTCCT

dominio CH2 IgGl

¥ N BT YR VYV S VLT V L B Q
GCAGTACAAC AGCACGTACC GTGTGGTCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC
CETCATGTTG TCGTGCATGG CACACCAGTC GCAGGAGTGG CAGGACGTGG

dominio CH2 IgGl

D WL NGXK EYXC KV S NKKABA
AGGACTGGCT GAATGGCAAG GAGTACAAGT GCARGGTCTC CAACAAAGCC
TCCTGACCGA CTTACCGTTC CTCATGTTCA CGTTCCAGAG GTTGTTTCGG

daminio CH3 IgGl

dominno CH2 IgGl
L P A P I E X T I 8 K A XK G Q P R
CTCCCAGCCC CCATCGAGAA ARCCATCTCC AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG
GAGGGTCGGG GGTAGCTCTT TTGGIAGAGG TTTCGGTTTIC CCGTCGGGGC
dominio CH3 IgGl

E P Q VY T L P P S R D E L TKN
AGAACCACAG GTGTACACCC TGCCCCCATC CCGGGATGAG CTGACCAAGA
TCTIGCTGTC CACATGTGCGG ACGGGECTAG GGCCCTACTC GACTGGTTCT
dominio CH3 IgGl

) ey -~

- Canl |

Q VvVsS LTC LVKG FYP 8§ DI
ACCAGGTCAG CCTGACCTGC CTGGTCARAG GCTTCTATCC CAGCGACATC
TGGTCCAGTC GGACTGGACG GACCAGTTYC CGAAGATAGG GTCGCTGTAG

dominio CH3 IgGl

e e e s s s g Sy S S e

AV EW E 3 R &6 QP E NN Y K T T
GOCGTGGAGT GGGAGAGCAA TGGGCAGCCG GAGAACAACT ACAAGACCAC
CGGCACCTCA CCCTCTCGIT ACCCGTCOGGC CTCTTGTTGA TGTTCTGGTG

doaminia CH3 IgGl

PPV L DSDP 68 F FL Y S KILT
GOCTCCCGTG CIGGACTCCG ACGGCTCCTT CTTCCTCTAC AGCAAGCTCA
CGGAGGGCAC GACCTGAGGC TGCCGAGGAA GAAGGAGATG TCGTTCGAGT

dominio CH3 IgGl
VDK 83 R¥W Q QG N VF 8 C 8 V
CCGTGGACRR GAGCAGGTGG CAGCAGGGGA ACGTCTTCTC ATGCTCCGTG
GGCACCTGTT CTCGTCCACC GTCGTCCCCT TGCAGAAGAG TACGAGGCAC

FIG 7C
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dominio CH3 IgGl

M H EA L EN E YT Q K8 L S5 L 8
ATGCATGAGG CTCTGCACAR CCACTACACG CAGARGAGCC TCTCCCTGTC
TACGTACTCC GAGACGTGTT GGTGATGTGC GTCTTCTCGG AGAGGGACAG
dominio CH3 IgGl

P 6 K
CCCGGGTAAA TGA
GGGCCCATTT ACT

FIG 7D
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ENTER DIEHL LINDA VAN MIERLO GEERTJE
) 16 Octubre 2003 (2003-10-16)
repumen

Y EO 03/084999 A (LEIDEN UNIVERSITY MEDICAL 1-10

a LO0O D T ET AL "Anilisis of 4-1BBL and 1-10
laminin binding to murine 4-1BB a member of
the tumor necrosis factor receptor
superfamily and comparison with human 4-
1BB "
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 7 MAR
1997
ol 272 no 10

Marzo 1997 (1997-03-07) piginas 6448-
456 XP002316855
IN 0021-9258

sumen
dgina 6452 columna mano-izquierda parrafo
F - columna mano-derecha péirrafo 1

A YE ZHENGMAO ET AL “Gene therapy for cancer 1-10
using single-chain Fv fragments specific
for 4-1BB *

NATURE MEDICINE Abril 2002

Vol 8 no 4 Abril 2002 (2002-04) péaginas
343-348 XP00231696

ISSN 1078-8956

resumen

‘ Fﬁiiﬁomdhm—m ]
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No de solicitud mntemacional m
re———- s e PCT/US2004/033587
[+ €n
o o Bm publicacién Mlem!l:)(l) de la familia de Fecha de publicacién

WO 9816249 A 23-04-1998 AU 738981 B2 04-10-2001
AU 4747097 A 11-05-1998

BR 9712278 A 31-08-1999

CA 2268340 Al 23-04-1998

CN 1232402 A 20-10-1999

EP 0948353 Al 13-10-1999

HU 9904697 A2 28-08-2000

JP 2001502325 T 20-02-2001

KR 2000049045 A 25-07-2000

NO 991676 A 09-04-1999

NZ 334691 A 22-12-2000

PL 332699 Al 27-09-1999

RU 2192281 C2 10-11-2002

WO 9816249 Al 23-04-1998

Us 6210669 Bl 03-04-2001

WO 9629348 A 26-09-1996 AU 5369996 A 08-10~-1996
. us 6303121 Bl 16-10~-2001
WO 9629348 Al 26—09-1996

Us 6569997 Bl 27-05-2003

US 2004091476 Al 13-05-2004

WO 2004055513 A 01-07-2004 WO 2004055513 A2 01-07-2004
WO 2004010947 A 05-02-2004 WO 2004010947 A2 05-02-2004
US 2004105855 Al 03-06-2004

W0 03084999 A 16-10-2003 US 2003118588 Al 26-06-2003
AU 2003225431 Al 20-10-2003

CA 2480162 Al 16-10-2003

EP 1490407 Al 29-12-2004

‘ WO 03084999 Al 16-10-2003

Forma PCT/ISA/210 (Anexo de Familin de Patentes)(Julio de 1992)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No de solicitud intemacional
S _ __|pcT/US2004/033587 |
zmIWmmmwMMuManﬂmwlwmm
Eﬁmmnllmhnﬂummm-mﬂmmhﬂodﬂwbﬂmﬂmNﬂ-
sigulontes rezones.

1 Emludunuﬂu
dahido a que se relacionan con tamas que no requiaren sef buscados por esta Autorkiad a saber

Aun cuando la relvindicacidn 8 esti dirigide a un método de tratamiento de cusrpos humanca/animal a bisqueda ha
sido Bevada a cabo y en base & los slegatos efectuados del compussto/compasicion

2 [} rRemincicacionas Nos
debido a que »a relacionan con paries de la solicikud intlsmacional que no cumplsn con loa requarimientos prescritos &
tal axtangién que ninguna bisqueds Intemacional significativa se pusds Hevar a cabo, especificaments

3 [[] Remindicaciones Nos.
debido a que san relvindicaciones dependientes y no estin redaciadas de acusrdo con las sagundas y tercaras
oracianes de la Regla 6.4(s)

Blogue || Obsarvacionss an donds se carece de unidad de la Ivenclén (Continuacin dal tem 2 de ls primem hoje)
La Autorided de Biaqueda Intamacional encontrd mdliipiss invenciones en esta soliciiud intemacional como sigue
Ver pagina adicional

h S |:|nqum-mamummmnmwum-mammmn
meivindicacionss que se pudiaron investigar

2 Dwmmummuumwmummm-uqumwmm-
Auiorkiad no invile al pago de ringuna cuoia adicionsl

3 Duumnu_u-mummnmmmmmmwhmn
reporis de biaqueda Imamacions! cubre solamente squelias relvindicacionss pars ies cusies se pagaron
cuotss, sapeciicamants las reivindicecionss Noa

Dwmmamdmmhmmpwhmcmm osie reporis de
bisqueda intarmacionsl estl restringido a la invencién primer; mencionads en iss mivindicacionss esth cublarty por iss reivindicaciones
Nas.

[

Observacidn en protesta Dumummmmpuhmahumm

D Ninguna proissia scompaiié ol pago de lae cucies de bisqueda adicional.

ama 10 du In primena hoje{1) ) (Jullo 1
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From the INTERNATIONAL BU%

DEC 20 2004

tod Ttomy

e Dato
Attorney _

HRbke

ETATS-UNIS D'AME

Du
IMPORTANT NOTIFICATION

Briastol-Myers, Squlbb, Company

12 October 2004 (12 10 2004)
Pronty dale (day/imonth/year)

10 October 2003 (10 10 2003)

PO Box 4000
Princeton NJ 0854

GOUAN Paul, D

To:

Internahonal Ghng dale (dawimonthiwar)

peviously mmued nobficstion concermng submismon or tmnsmitial of
the dato of recerpt by the International Buresu of the pronty document(s)

Unlem otherwise méhcated by the letters “NR i the nght-hand column or by
the pnonty dooummnt conoemned was subwuited or transmitted to the International

PATENT COOPERATION TREA1

BRISTOL-MYERE SQUIBB COMPANYD et al

_PCT
NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

(PCT Admumstrative Instructions, Section 411)

International appheaten No.
PCT/US04/033587

Inkemnshonsl pubheaton dale (dawinonthjear)

10080 PCT

Appheants or sgenta file reference

_§7.Decamber 2004 (07 12 2004)

Duto of muilmg (dayimonth/yedr)

p—

i) _um__mﬂ

RN
allly iy
Il Qlcth

iy umn
Hiiell WM ikl

22 November 2004 (22 11 2004)

Craker Alexander

us
us

Faczmule No. +41 22 338 87 20
Telophone No. +41 22 338 §348

Authorood ofGoor

60/510 109

1211 Geneva 20 Swatzerand

08 October 2004 (D8 10 2004)
The International Buresu of WIPQ
34 chemin des Colombetiza

Faommile No. +41 22 740 14 33

Form PCT/IB/304 (January 2004)

10 Octobar 2003 (10 10 2003)




PCT/US2004/03358145)
PATENT COOPERATION TREA1Y J80Co-we-PCT

From the INTEHNATIOI]ﬁL BUREAU
QPC..I.- — Ta

NOTIFICATION RELATING TO PRIORITY CLAIM BMS PATENT

(PCT Rules 26bls 1 and 26bis 2 and GOLIAN Paul D
Administrative Instructions Sections 402(c) and 409) Bristol Myers Squibb Corrpdy 11 2005 |
P O Box 4000
Princeton NJ
e, AR o
Dats of malling (day/month/year) a
S02.Mazch 2005 (0 03 2006) Attornev
Applicant's or agent’s file reference
IMPORTANT NOTIFICATION
10080 PCT
o BT
Intsrnstional application No. Internstional filing date {day/month/year)
PCT/US2004/033587 12 October 2004 (12 10 2004)
Applicant

BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY et al

The applicant is haraby notified of the following in respesct of the priority clalm(s) made In the international application

1 [X] Comestion of priarity dlaim. in accordancs with the applicant's notios received on 28 December 2004 (28 12 2004)
the following priority olaim has been correctad acocording to paragraph 178 of the PCT Reocelving Guidelines where
apphoation, to read as follows

US 08 October 2004 (08 10 2004) 10/961 567

sven though the Indrcation of the number of the earller application Is missing.

aven though the following indication in the priority olaim ls not the same as the corresponding indlcation appearing
in the priority document:

2 Addition of clamm | rd ith th lcant’s notics Ived
(] Acatson of poriy clasm. In scoordancs with the appiloant's nabes recsived on

evan thaugh the indication of the number of the eariler application s missing.

even thaugh the following indioation in the priority claim ks not the same as the corresponding indicstion appesring
In the priority dooument

3 D As a resuft of the comrestion and/or addition of (s) pnonty clsim(s) undar tems 1 and/or 2 the (sariest) priority duts Is

4.[_] Priority claim ennsidersd not to have besn made.
The applicant falled to respond to the Invitation under Ruls 28bls.2(s} (Form PCT/IB/318) withl n the presoribed tims limit.
The applicant’s notios was received after the expiration of the prescribad time limit under Rule 28bis.1(a).
The applicant’s notios falled to cormect the priority olaim so as to comply with the requirements of Rule 4.10

The applicant may before the tachnloal preparstions for intemnational publication have been completed and subject to the
payment of a fee request the Intemnational Bursau to publish togethsr with the International applioation information
conceming the priority claim. Ses Rule 28bw.2(c) and the PCT Applicant's Quide Volume I, Annex B2({IB)

6 [[] Where multiple pricrities have been claimed the above ltemis} relata(s) to the following priority olaim(s)

8 A oopy of this notifloation has been sent to the recelving Offlos and

to the intemationai Searching Authority (where the intermational search report and the written opinion of the International
Searching Authorrty have not yet been lssued)

(3 the designsted Offiaes (in accordance with Rule 3bis)

The Intsmetional Bursau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes
1211 Gonova 20, Switzesiand Beatriz LARGO (Fax 338-87 20)
Facsimile No. (41 22) 338.87 20 Telaphone No (41-22) 338 9672

Form PCTABV318 (January 2004) 006621082
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PATENT COOPERATION TREATY ﬁ. .4

From the RECEIVING OFFICE
- _PCT _ /93
PAUL D GOLIAN
BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY NOTIFICATION RELATING TO PRIORITY CLAIM
P O BOX 4000
PRINCETON NEW JERSEY 08543-4000 (PCT Rules 265is | and 26éns.2 and
Admnstrative [nstructions, Sections 302 and 314)
Dyte of muling
Apphcant s or agent s file reference
10080 PCT IMPORTANT NOTIFICATION
Internahonal appl cation No. Inlernational filmg date
PCTAUS2004/033587 (e e 12 Oct 2004
Applicant

BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY

The spplicant 18 hereby notified of the followng m respect of the prionty claum(s) made in the intemational application
| Correctio of priority clalm In accondance with the nobice recerved 2004
o mmm.m:hm?IILnMMmdm' @ 28 Dec
2nd priority ciaim s US 10/881 567 filad 08 Oct 2004

[0 even though the ndication of the mumber of the earlier application 15 mussing.

[] eventhough the following indication  the priocity claim w not the same as the corresponding indication appeanng in the
poionty document.

2 [] Addition of priority clalm. In accordance with the applicant 5 notice receved on
the following pnonty clamm has been added

[J even though the indreation of the number of the earher applcaton 15 munng.
D even though the following adication in the prionty claum 5 not the sume as the correspondmy indication appeanng 1o the
pronty documnent

L] D As n result of the correction s dio addition of (a) pnonty clum(s) under terma | and/or 2 1he (earilest) priority date .

4 [] Thepnonty cla m (see also liem 3 below {f applicable) s consldered 5ot to have been made because
[ theupplicant fiuled ta respond o the mvitation under Rule 26bir 2(s) (Form PCT/RO/110) within the prescribed time Innst,
[C] teappheant s notee was recerved after the expiration of the prescnibed tine limit under R le 265ir 1( ).
[] theapplicant s nouce fusled to correct the pracnty claim so as t comply with the requirements of Rule 4 10.

The apphcant may before the techmcal preparations for nternational publication have been completed and sulyest to the
payment of a fee, request the Imemnstional Bureau 0 publish, together with the imernatronal apphcation, mformation
concerning the pnonty cimm. See Rule 26bir 2(c) and the PCT Applicant Guide Volume | Annex BA(IB).

5 [} Incase where multiple prioritics have been clmmed, the sbove rtem(s) relate to the following prioety claim(s)

6 A copy ofthis noification has been sent to the [nternational Buresy and

PO Box 1450, Alexandra, VA 22313 1450

Facaum ic No. 703 305-3210 Telephone No, 703 3ﬂm P ATENT

1o the International Searching Authority 2
-
Name and malimg address of the recel! Offi Authorered of fi
o T oo s womtete  RECEIVED

Form PCT/ROV11 1 (July 1998 repnnt January 2004)
MAR 14 2005

Docketed Item

M

EAW

Due Date

Attnrney
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From the INTERNATIONAL BUREAU 'JF&M-M([

PATENT COOPERATION TREA

APR 04 2005

BMS PATENT IA
eted Item

_FCT

NOTIFICATION CONCERNING

OF PRIORITY DOCUMENT

(PCT Admimistrative Instructions, Section 411)

SUBMISSION OR TRANSMITTAL

UE

22 November 2004 (22.11.2004)
11 March 2005 (11 03 2005)

Due Date
Giffo Schmiit Beate

Attorney
IMPORTANT NOTIFICATION

D
12 Oclober 2004 (12 10.2004)
Pronty date (dayimonth/year)
10 October 2003 (10 10.2003)

ETATS-UNISB DAMER

us
ua

Fecamils No. +41 22 338 87 20
Telephons No, 41 22 338 9241

Authorzed offioor

Intornstenal filing date (day/imwonthimar)

10061 587

60/510 103

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANYT) ot ol

PCTAUS04/033587
Internstonal pubhestion date (dawmonthiear)

10 October 2003 (10 10.2003)
08 October 2004 (08 10.2004)

Facmmile No. +41 22 740 14 35

Form PCT/IB304 (Jmmary 2004)




Docket No 10060 PCT
PATENT COOPERATION TREATY

International Apphcation No PCT/US2004/033587
International Filing Date 12 October 2004

Prionty Date 10 October 2003

Applicant Brnistol Myers Squibb Company et al

For FULLY HUMAN ANTIBODIES TO HUMAN 4 1BB
International Bureau of WIPO

34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20 Switzerland
Facsimile (41 22) 740 1435 or
Facsimile (41 22) 91006 10

92 BIS CHANGE

SIR

Please amend the records 1n the above international application to reflect the
addrtion of the following applicant/inventor Edward L Halk Enclosed 1s a Power of
Attorney duly executed by Edward L Halk

Please note that the 30 month prionity date 1s Apnl 10 2006 Accordingly we
would appreciate 1t if the change was recorded before that date Please 1ssue form
PCT/IB/306 and forward 1t to us as soon as possible

Respectfully submitted

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

P —

19s

Paul D Golian
Attorney Agent for Applicants
Reg No 42591
P O Box 4000
Pninceton New Jersey 08543-4000
Telephone (609) 252 4091

Dated 02 December 2005

¢¢ PCT Operations
Via facsimile — 571 273 3201
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PCT

POWER OF ATTORNEY
(for an international applicaton filed under the Patens Cooperation Treaty)
(PCT Rule 90 4)

The undersigned appl cant(s) (Names should be indicated as they appear in the reguest)

HALK Edward L

1004 Edmonds Court
Sunnyvale CA 84087

LUNITED STATES OF AMERICA

hereby sppownis (appoint) the followmng person m D agant E comrmon represemative
Names and address

(Family nams foliowed by givan name, for a legal encity, fill official devignation. The addrexs must incliude pastal cade and names of country)

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
Route 208 and Province Line Road
Princeton New Jerssy 08543

Unlted Statas of America

to represent the undervigned before E all the eompetent International Authonties
[[] the itemanional Searching Authornty onty

D the Internatianal Prelimmary Exsmnnmg Authorty only

n connechon with the internamonal appheatron wanufied below
Titls of the lnvention FUlly Human Antibodies Against Human 4-1BB

Applica ts agent's file reference 10080
International pplieatio number ( already avallable) PCT/US2004/033587

filed with the followmg Office _United States a8 recerving Office
and to make or recerve paymenta on behalf of the undermgned.

Sipnature of the apphicant(s) fohay thary ary several spplicwts, aach of tham it sigs, maxi © sach rignatars, indicess the nome of the gursan siguing and
the capacity in which the paryen ignz, if tuch capuzily i zat obviour om readiag the requesi or shit power)

Edwand L. Halk

m l8/20/25™

Form PCT/Modael of power of sttorney (for a given mternational apphicahon) (July 1992)
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12/2/2005 2 28 PM PAGE 17001

o-reply fax to 6082524F"9 COMPANY

A%
197

Fax Server

Auto-Reply Facsimile Transmission

TO Fax Sender at 6092524526

Fax Information
Date Recelved
Total Pages

12/2/2005 2 25 11 PM [Eastem Standard Time]
2 (Including cover page)

ADVISORY This Is an automatically generated retum receipt confirmation of the facsimile transmission recelved by
the Office. Please check lo make sure that the nurnber of pages listed as received in Total Pages above matches
what was intended to be sent. Applicants are advised o retain this receipt in the uniikely event that proof of this
facsimile transmission is necessary Applicants are aiso advised io use the certificate of facsimile transmission
procedures set forth in 37 CFR 1 8(a) and (b) 37 CFR 1 6(f) Trademark Appiicants also see the Trademark

Manual of Examining Procedure (TMEP) section 306 ot soq.

Received
Cover
Page

=======

JMC Z NEE 1 3LW  BE AUNT OEM iC 551

Dockss No. 10060 FCT
PATENT COOPERATION TREATY

Tntermciions] Applicssion N, PCT/US2004R133587
Indernatioem] Duty
Plling 12 Ouacber 200¢

For FULLY HUAN ANTIBODIES TO HUMAN 4188

lomcntions] Boscen of WIPOQ
M chaxis dex Colaxnberiey
1311 Ganevs. 20, Bwiteariand
Famizalic: (41-22) 140 1435 o
Fresimilex (41-23) 910 06 10

A CRANGE
R
Planss s it rescnds in the sbxres itermations] appdicadon o refies:
kbtion of s followiag Béveni L. Bk Beslowod o Fowesof

Attouey duly exscend by Gdwand [, Falk.
Ty nhhmm&hﬂg 10, 2006, Aceniiagly, we

‘wonkd sppreviste i it dlongs roscudad bafiore Ploam
m-d“ilw-:-—-ﬂ = fawn focm

Respecifully solwnlived,
BRISTOL-MYERS XRITBR COMPANY

lr_é‘#é':"‘

ﬁ C

mm:n foarts

Reg. No. 42,59] Asel
PO Box 4000
Princstion, New Jomay 013434000

Deked, 02 Decormber 200 Thlsphoa (d09) 292- 40

ooz FCT Operstions
Via fhosuclle 571272201
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COMMUNIICATION RESULT REPORT ( DEC 2 20. 2 25PM )

x | 3 ]
FAX HEADER 1  BMS PATENT DEPT
FAX HEADER 2
TED/STORED DOEC 2 2005 2 23PM
i oFSiof 2990 ADDRESS mEswT _PAGE_
3992 MEMORY TX USPTO oK 2/2
i T PN - B o m  co o

Doclost No 10060 PCT
PATENT COOPERATION TREATY
International Application No PCT/US2004/033587

International Filing Date 12 October 2004

Priority Date 10 October 2003

Applicant Brnstol Myers Squibb Company et al

For FULLY HUMAN ANTIBODIES TO HUMAN 4-18BB
International Burean of WIPO

34 chemin des Colombettes
1211 Genava 20 Switzeriand
Facsimile (41 22) 740 1435 or
Facsimile {41 22) 91006 10

22 D18 CHIANCE

plmmmmmmmmwmmmm
addiion of the following cantinventor Edward L. Halk. Enoclossd is & Power of

Attorasy duly executed by Edward L, Halic.

Plcase note that the 30-month pnonty date is April 10 2006 Accordingly wo
would sppreciate it 1f the change was recorded before that date Please 1ssue form
PCT/IB/306 and forward it to us as soon as possible.

Raspectfully sgbmitted,
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

By o .

Paul D Golian

Attormey Agent for Applicanty
Reg. No 42, 591

PO Box 4000

Princeton, New Jarney 08543-4000
Telephone (609) 252 4091

Dated 02 Decamber 2005

oo PCT Operations
Via facsumile — 571 273 3201



P 1
*x = x COMMUnNICATION RESULT REPORT ( DEC 2 20y 2 24PM ) ® K

FAX HEADER 1 BM8 PATENT DEPT
FAX HEADER 2

T DEC 2 22PM
;?tES%;EED/S ORED OPT[O?ZI 2005 ADDRESS ___________EEEI_JE_T_________ EEE_

3991 MEMORY TX 41 22 338 89 20 OK 272

Doocket No 10060 PCT
PATENT COOPERATION TREATY

International Applicattonn No PCT/US2004/033587

International Flling Date 12 October 2004

Priority Date 10 October 2003

Applicant Bristol Myers Squibb Company et al

For FULLY HUMAN ANTIBODIES TO HUMAN 4-1BB

Internatonal Bureau of WIPQ
34 chemin des Colombettea
1211 Geneva 20 Switzorland
Faogsimnile (41-22) 740 143S o
Facsimile (41-22) 910 06 10

S22 RIS CHANGE

SIR.

Flease amond the records in the above internaticnal spplication to reflect the
sddition of the following applicant/inventor Edward L. Hallc. Enclosed is a Power of
Attorney duly executed by Edward I, Halk.,

Flesso note that the 30-month priority date is April 10 2006 Accordingly we
would eppreciats it if the changs was recorded before that date. Please jasus form

PCT/IB/306 and fororard it to us as soon s possible

Respectfully submitred,
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

Bv#"
Paul D Golian

Attomey Agent for Applicants
Reg No 42,591

P O Box 4000

Frmoeton, New Jersey 08543-4000
Telephans (609) 252. 4091

Datad. 02 Docember 2005

co PCT Opearstions
Via facsimlile — 571-273 3201



Docket No 10060 PCT
PATENT COOPERATION TREATY

International Applicaton No  PCT/US2004/033587
International Filing Date 12 October 2004

Priority Date 10 October 2003

Applicant Bnistol Myers Squibb Company et al

For FULLY HUMAN ANTIBODIES TO HUMAN 4 1BB
International Bureau of WIPO

34 chermn des Colombettes
1211 Geneva 20 Switzerland
Facsimile (41 22) 740 1435 or
Facsimile (41 22) 91006 10

92 BIS CHANGE
SIR
Please amend the records in the above intemational application to correct the name of
the applicant from Bristol Myers Squibb Company ? to Bnstol Myers Squibb Company
The international application published with a ? after the applicant s name which needs to be
removed
Please note that the 30-month prionty date 1s Apnil 10 2006 Accordingly we would

appreciate it if the change was recorded before that date Please 1ssue form PCTAB/306 and
forward 1t to us as soon as possible

Respectfully submatted,
BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY

By /

Paul D Golian
Attorney Agent for Applicants
Reg No 42 591
P O Box 4000
Pnnceton New Jersey 08543-4000
Telephone (609) 252 4091

Dated 02 December 2005

cc PCT Operations
Via facsimile — 571 273 3201
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SPTO 12/2/72005 2 23 PM PAQGE 1/001 Fax Server
o-reply fax to 6092524 3 COMPANY
Auto-Reply Facsimile Transmission
TO Fax Sender at 60925245208
Fax Information
Date Recelved 12/2/2005 2 22:30 PM [Easten Standard Time]

Total Pages 1 (Including cover page)

ADVISORY This Is an aufomatically generated retumn receipt confirmation of the facsimile transmissfon received by
the Office Filease check to make sure that the number of pages listed as received In Total Pages above maliches
what was Intended to be sent Appiicants are advised fo retain this receipt in the uniikely event that proof of this
facsimije transmission Is necessary Applicants are also advised to use the certificate of facsimile transemission

procedures set forth in 37 CFR 1 8(a) and (b) 37 CFR 1 6(f) Trademark Appiicants aiso see the Trademark
Manual of Examining Procedure (TMEP) section 306 ot seq

Recened JME 23 N0 DE AT JEF i 56 7
Cover
Page Doskat No. 10060 PCT
=======> PATENT COOPRRATION TREATY
Imomational Application Ne.  PCTASI004033987
Internatiows] Filing Dwte: 12 Oetobar 2004
Proxity Dusc 10 Octsbee 2003
Applicac: Buistol-Myscy Squikh Compmy wal
Par FULLY BUMAN ANTIBODINS TO HIMAN 4-1BB
Intemnaticors] Buyamn of WIFO
4, chamin des Colnbarag

1211 Genave 20, Bwiteasinnd
Pacnbglles (41-22) M0 103 or
Tacyhalle: (41-22) M1006 10

- m:dbmﬂhbmu-'ﬂnllnrl-nhmhnnf
spplicent Baisal-Mysw Scuibb Conyany 7 to Bristol-Myary Squibh Compeny
Tiw ixtweations) spplicadion published with 7 sfter the spplieent  mamno, which weedy to be

Plssws note that the 30-mansh priceity dace 1y Apall 19, 2006, Ascondingly we would

sppevesss it if the change wes rooowde baftrs that dxin. Plosss bous Sorm PCT/IB/306 sl
forwand & 1o us 28 soum & pexslhin.

o= PCT Opexations
Viafhesiplle 3712733201

MOET EAD 7 0N -0 Pl asiens el T SVRIEPTOSFRIES DERTIDY) COCHSEMGN DORAIEN Pe-mBil
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t = = COMMUNICATION RESULT REPORT { DEC 2 20, 2 22PM ) = x =

FAX HEADER 1 BMS PATENT DEPT
FAX HEADER 2

TRANSMITTED/STORED DEC 2 2005 2 21PM

FILE MODE OPTION ADDRESS RESULT PAGE

3909 MEMORY TX USPTO OK 1/1
" oi—;? "8 Aoaw e - ") B8 Yac m co T o

Doclost No 10060 PCT
FATENT COOPERATION TREATY
International Application Noe PCT/US2004/033587

International Filing Date 12 October 2004

Prictity Dute. 10 Octobar 2003

Applicant Bristol Mywrs Squibb Company ot al

Far- FULLY HUMAN ANTIBODIES TO HUMAN 4-1BB

International Bureau of WIPO
34 cbhemnin des Colombettes
1211 Geneva 20 Switzerland
Facmmile (41 22) 740 1435 or
Facaimile (41-22) 910 06 10

32 BI3 CHANGE
SIR

Pleasa amend the records in tha above international application to correct the name of
the applicant from Bristol-Myers Squibb Company 7 to Brismal-Myess Squibb Company
l.n'm-nnﬂonﬂ application publishad with & ? after the applicant 3 name which needa to be

Ploase note that the 30-month priority date is April 10 2006 Aococordingly we would
appreciats it if the change was rocorded before that dete Please iasus form PCT/IB/306 and
forward it 10 ua a8 soon as possatble

Respectiully submnitted,
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

By
Paul D Golian
Attorney Agent for Applioants
Reog No 42,591
P O Box 4000
Princeton, New Jarsey 08543-4000
Telephons (609) 232~ 4091

Dated 02 Deocember 2005

co PCT Operutions
Vin facsimile — 571-273 3201



g r = COMMUNICATION RESULT REFORT ( DEC 2 20¢ 2 21PM) = x =

FAX HEADER 1 BMS PATENT DEPT
FAX HEADER 2

TRANSMITTED/STORED DEC 2 2005 2 20PM

EEEE_I_HEEE_ OPTION ADDRESS RESULT PAQE

3988 MEMORY TX 41 22 338 89 20 oK 1/1
B oi-;f -3 Eogw £ A S o Yac m co T O

Dodkst No 10060 PCT
PATENT COOPERATION TREATY
International Applicetion Wo PCT/US2004/033587

International Filing Dxte 12 October 2004

Priority Dats 10 October 2003

Applicant Bristol-Myers Squibb Company ot al

For FULLY HUMAN ANTIHODIES TO HUMAN 4-1BB

Iotemnational Buresu of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20 Switzeriand
Facrimile (41-22) 740 1435 or
Facsimile (41-22) 921006 10

22 RIS CHANCGE
BIR.

Pleass amend the tecords in the above international epplication 1o comect tha name of
the spplicant from Bristol Myera Equibb Company T to Bristol-Myess Squibb Company
The international application published wath & 7 after the applicant s nams, ‘which needs to be
ramoved.

Plemse nots that the 30-month priority date is April 10 2006 Ascordingly we would

appreciate it 1f the change was recarded befors that date Pleass lasuo form PCT/1B/306 and
forward it to us as soon as posalble

Respoctfully submitted,
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

By
Paul D Guolian
Attommoy Agent for Applicants
Reg. No 42 391
P O Box 4000
Princeton, Neow Jarsey 08543-4000
Talaphone (609) 252- 4091

Datad 02 Deocambor 2005

co PCT
Via facsimile — 371 273-3201



Docket No 10060- PCT
New Int 1 Application No based on USSN 60/510,193 Filed. 10 October 2003 et al

Documents enclosed Application, General Power of Attorney copy of Certification,
PCT Easy Request, Diskette with Request and Abstract, Figures
and Sequence histing diskette

Express mail maihng label number __EV 30 54 8 4 873 US

Date of Depost 12 October, 200y

I hereby certify that this paper or fee 1s being deposited with the United States
Postal Service Express Mail Post Office to Addressee service under 37 CFR 1 10
on the date indicated above and 18 addressed to the Assistant Commssioner for
Patents, Box PCT Washington, D C 20231

Mang Castaldo
(Typed or printed name of person matling paper or fee)

ERES

(Slgnnntr: of person mailing paper or fee)
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PCT
INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

Intemational Application No TO BE ASSIGNED
Intemational Filing Date HEREWITH

Applicant’s Flie Reference 10060 PCT

Applicant Bristol-Myers Squibb Company

Tite FULLY HUMAN ANTIBODIES AGAINST HUMAN 4-1BB

October 11 2004
Mall Stop PCT
Commisslonar for Patents
P O Box 1450
Alexandria VA 22313-1450
STATEMENT TO AC NUC DE AND INO ACID SE E

COMPL WITH W1 TANDARD ST2
Sr

Applicants hereby provide a Computer Readable Form of the Sequence Listng as
well as the Paper Copy thereof The undersigned states that the Paper Copy and the
Computer Readable Form submitted are the same

Applicants hereby state that the sequence listing does not go beyond the disclosure
in the International application as filed

Respectfully Submiited

=
Paul D Golan
Bristol Myers Squibb Company

Princeton New Jersey USA
(609) 252-4091




10080 PCT
PCT REQUEST
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Originaé (for SUBMIBSION )

0 For recalving Offica use only
o1 Inisrmational Applcation No.

o2 |Inlu'rlllorl Fiing Date

03  [Nama of receiving Ofice and "PCT
intermetionsl Applcation™

04  [Form PCT/RO/I101 PCT Raquest
04-1 |Prepared Using

PCT SAFE [EASY mode]
Version 3 50 (Build 0002 162)

Offica (USPTO) (RO/UB)

o7 or agant’s fiis reference 10060 PCT

! Tile of Invention Fully human antibodies againat human
4 1BB

n

11 person ls. applicant only

-2 for all designated Btates except US

I [Nome BRIBTOL MYERS SQUIBB COMPANY

5 Addresx Route 206 and Province Line Road

-8 Staiw of nationslity
Iy State of residence
-8 Telophone No.

- |Facsimls No.

Princeton New Jermsey 08543 4000
ited Btates of America

B
a
609 252 4000
609 252 4526

-1 [Applicant and/or inventor
11 [This person Ix

n1-2 |(Applicant for
I-1-4 [Name {LAST First)
li-1-3 |Address.

li-1-8 |Stuin of nationalily
17 |Stwte of esldance

applicant and inventor
US only
JURE KUNKEL Maria

31 Silvers Lanes
Plainsboro NJ 08536
United States of Amarica

s

United Btates Patent and Trademark



10080 PCT

28

PCT REQUEST

Original (for BUBMISBION )
2 [Applicant andier vvenior
HH2-5  [This parscn ls applicant and inventor
M-2-2 |Applcant for U8 only
iIk24  |Name (LAST Fist) HEFTA Lasura J
I-2-5 [Address. 18 Park Ave

Pennington NJ 08534
United Btates of America

-2 [Stmis of nationaiity us

27 |Stais of reskdence oS8

T3  [Applicant andlor inventor

131  [Thia parson i applicant and inventor
N-3-2  |Applicant for US only

h34 [Name (LAST Fusl) SANTORO Marc

=35 |Addees 149 North Main S8t

Yardley PA 15067
United States of Amarica

38 [Sixis of nutionslty OB

37 |Stets of reaidence o8

W4 |Applicant and/or inventor

H4-1  |This person bs. applicant and inventor
-2  |Appicant for US only

lI4-4 |Name (LAST Firsf) |GAWGULY Subinay

-4-5 |Address. 7 Thornbury Lane

swtown PA 18940
United BStates of America

li-48 [Stxw of nationadty IN
5-4-7 Phhdnﬂﬂna los
™A oF cammon representstive” or

nddrass fo cormespondancs

parson identified beiow s haraby/ agent
haa been appointad to ect on behelf of {
the sppliceni{s) before tha competant
Intamational Authoriiss ax:
IV11 |[Neme (LAST Fis) GOLIAN Paul D
V12 {Addmes Bristol Myers Bquibb Company

F O Box 4000
Princeton New Jersey 08543 4000
Dnited Btates of America

V-1-3  [Telephone No. 609 252 4091
V-1-4 |Facaimiia No. 609 252 4526
v 18 regisiration No. 42 5%1

™va "{Adettional sgent{s) |additicnal agent(s) with sams address as



100680 PCT
PCT REQUEST

V-2-1 [Nama(s) BABAJKO Buxanne) BAXAM Deanna (45 266);

ELFIELD Jing(45 914);

BOGIE Terence {44 544);

BUCHBOLZ Briana (39 123),

AMICO Stephen (46 652);

VIS Btephen (26 693);

Laurelee (44 096)),

DUNCAN Sammy (46 675); GIBBONS Maureen
8 (44 121); KILCOYME John(33 100),

BIN Christopher (34 363);

REEN Elliott(32 705))

LAMERDIN John (44 858))

LANGE Keith(44 201); O BRIEN Maureen

P Ph D(42 043)) PRIST Kenneth(45 006),
PROVOOST Jonathan{44 291),;

RODNEY Burtom({22 076))

SEER Audrey(39 024); VANATTEN Mary

K (39 408) ) WINSLOW Anastasia(40 B75);
GIEBRI Aldo (31l 697),

F¥ Samuel (25 969) )

EPPERBON Jamas (52 867))

JINA Bhah (4l 174),

RYAN Richard(30 491); VOLLES Warren

K (33 810); MINGO Pamela A (48 256))
|oU Benzxy H (55 227); GREENBLATT Gary
D (47 605); PATEL Rena Ph D (41 412),;
PARLETT Nickki L (44 996) ) WANG Joaeph
lC (44 391)y WILLE Louls J (32 954)),
CHIN Jennifer T Ph D J D (47 487);
KRIEGER Stuart E (28 731)

Vi1 [Filngdute 10 October 2003 (10 10 2003)

V12 INumber 60/510 193
V13 [County 'ug




10080 PCT

applcation{s) ideniified above aa
Ram{s)

4/8
PCT REQUEST
Original (for SUBMIBBION )

WVi2  [Priority cisim of earfier nationsl

upplication
Vi2-1  [Fiing dote 08 October 2004 (08 10 2004)
Vi-2-2 |Number
vi-2-3 U8
Vi3 Priority documant request

retaiving Office s requasted 1o
mmmmmlmm“ 1 vra
Buraau a cartified copy of the sarller

V-1

|mnl Searching Authorfty

BEuropsan Patent Office (EPO) (IBA/EP)

—

Vil

viik-2

Vi3

viil-4

Vi3

Number of deciarstions

Duclaration sa to the idemity of the

==

Deciaretion as to the spplicant's
antitemant, ae at the imermetional filing
date, to apply for snd be grantsd a
patent

Declarstion a8 \o the applicant’s
sntitismant, as wt the Intemational fling
dats, to cialm the priority of the easfler
applcation

Declarstion of Inventorship (only for tha
purposes of the designafion of the
Unfind Staies of America)

Declarstion as to non-prejudicial
disclosures or excepfiona to lack of
novelty
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PCT REQUEST
Original {for SUBMESSION )

VE:2-1 |[Declarstion Entilament to apply for

and be pravisd » patant

n-um:::-mun g in relaticn to this international

© apply for e b pantnde | [2PPLlication

patant (Rules 4 17(1) and 51bia. 1(a)(m),

in n case whem tha deciarstion under

Rule 4.17(v) I not sppropriste”

Name (LAST First) [BRISTOL MYERS BQUIBRE COMPANY is entitled
to apply for and be granted a pateant by
virtua of the following:

Vit-2-1¢ an assignment from JURE KUNKEL Maria to

v BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY dated 16
April 2004 (16 04 2004)

Vilk2-10 an assigonment from HEFTA Laura J to

v BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY dated 03
April 2004 (03 04 2004)

Vill-2-:19 an assignmant from SANTORO Marc to

v BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY dated 05
April 2004 (05 04 2004)

ViIk2-10} an assignment from GANGULY Subinay to

" BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY dated 17
April 2004 (17 04 2004)

Viil-2-1([This declarstion la mede for the all designations except the designmation

n rﬂmd‘

of the United States of America




10060 PCT
PCT REQUEST

a8
Original (for SUBMISSION )

in relaticn to thisp international
japplication

of the aarfier application (Rules
17() and 51bis. (e )H)
Narne' BRISTOL NYERS BQUIBB COMPANY

is entitled to claim priority of earlier
application No 60/510 193 by virtue of
the following

r,m-s-m an assignment from JURE-KUNKEL Maria to
BRISTOL NYERS SQUIBE COMPAMNY dated 16
April 2004 (16 04 2004)

!,““‘“' an assigoment from HEPTA Laura J to
BRIBTOL MYERS BQUIBB COMPANY dated 03
April 2004 (03 04 2004)

r"“""“ an aspignment from BANTORO Marc to
BRISTOL NYERS BQUIBB COMPANY dated 05
April 2004 (D5 04 2004)

:”'“‘"‘“ an assignment from GANGULY Subinay to
BRISTOL MYERE BQUIBB COMPANY datad 17
April 2004 (17 04 2004)

Vili-3-1( [ This dectarstion s made for the

2 ph all designations

21}
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10080 PCT
m
PCT REQUEST
Origined {for SUBMIBSION )

™ [Checkiist rumber of shewts slactronic fia(s) sttached
-1 Raquest (including declarsiion shests) 8 7
Dé-2 ;ﬂlﬂﬂﬂhﬂmlﬂuﬂ 31
-3 Iﬂll'l- 2
-4 Abstract 1 7/
X5 [Drwings a9
-7a lwnmdm 71
X8z |Sequence isting part of description 24
X-7 TOTAL 95

Accompanying ltems paper documant(s) sitsched slacironic fMa{s) stinched
x-8 Fuuhumm 7

1l Diskette

{0 appicable the copy for tha purposss
of intemsfional search under Rule
13ter
IX-17 |PCT-BAFE physical madia 7
IX-18 |other
IX-18  [Figure of the drawinga which sheuld [1
_ mp.l'ﬂ_hm
D20 ’Enmmumurmm English
spplication _
Xx-1 Signature of appiicant, agent or
sommon represaniative
X114  \Name (LAST First) |GOLIAN, Paul D
X-12  |[Name of signatory /.%,_
X413 _{Capachy Z
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aB
PCT REQUEST
Original {for SUBMISSION )
FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY
101 [Duts of actuai receipt of the

purported Intemational spplication

10-2 Drawings
10-2-1 |Recaived
10-2-2 |Not recsived
163 date of actual recalipt dus
ister but timely recsived papars or
rrwings compileting the purported
wuﬁn__
104 Dats of timely recelpt of the required
m--_zmw-nm
108 international Ssarching Authority IBA/EP
108 of ssarch copy delwyed
nill saarch fou Is paid

FOR INTERNATIONAL BUREAL USE ONLY

"1

Rﬂdmﬂdhwﬂmw
Internationad Buresu
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PCT(ANNEX FEE CALCULATION SHEET)
Original (for SUBMISSION )
(This sheet Is not pert of and does not count aa a shest of the infemational application)

mn

0 Fer recaiving Offica usa only
0-1 Intamational Applicalion No.
02 Deta stwmyp of the receiving Offics

o4 Form PCT/ROMO1 {Annex)

PCT Fes Calculation Sheet
041 |Preparad Using PCT SAFE [EABY moda]
Version 3 50 (Build 0002 163)
T3 __[Appiicants o agent's flls refersnce |10060 PCT
2 Applicant BRYIBTOL MYERS SQUIBB COMPANY
12 [Calculstion of prescribsd foss | faeamounVmufiper | Total amoun®s (USD) |
1241 {Tranemityl foe T > 300)
1221 {Search fee 3 > 1000
12-2-2 [Intamationsl ssarch fo be carried out by [BRP
123 [inlemationsl fling e
(st 30 sheets) AN 1134
124 Ramalning sheets 65
128 | Addiional smount ®i12
128 [ Totsl sdditionsl amount -] 780
127 "2 [ 1914
12-12 [ EASY Fiing reducion R 81
1213 Enlhmmai) 1 ™y 1833
12-14 [Fae for priority document
Number of priorty documents 2
1215 | Fee por documert ™20
1218 [Tolal priotily docament fee’ P r 40
127 AL FEES PAYABLE (T+8++P) = 3173
1219 [Mode of peymant authorisation to charge deposit account
1220 |Duposit account instructions
recaiving OfMce United States Patent and Trademark

jo£fica (UBPTO) (RO/UB)
12-20-1 |m charga the tolel fets "4

4

4

19 3880
11 o«:tobe:ﬁzoo‘l (11 10 2004)
1223 |Neme and signature 1001‘..1“ Paul D

S —




JFully human antibodies and amt 1 binding portions thereof that bind to  man 4-18B and that allow binding oi#
human 4-1BB to a human 4-1BB Igand In one aspect the antibody is an IgG4 antibody Also provided 1s a

method for treating a disease in a subject comprising administering a therapeutically effective amount of the ZIS
antibody to sald subject
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Original (for BUBMIBEION )

Grean?

The title of the invention shbould
preferably be entered in capital
letters Please verify

Yellow!

{Frierty Priority 1: The twelve-month time
limit for claiming priority would
appear to have expired Plesase verify

msssages Yallow

Priority Priority 2: Application No is missing

13-2-8 afion messages Greaen?

Declarstions Manually inputted data Please verify
the contents of the information
provided

messages Green?

Manually inputted data Pleass verify
the contents of the information
provided

13-2-7 |Valkistion messages

Yellow!

(Contants The power of attorney or a copy of the
general powsr of attorney will need to
be furnished unless all applicants
8ign the request form

13-2-3 [Velldstion mesanges Graen?

Foss Please confirm that fee achedule

utilized is the latest available
1329 [Valkistion mesenges Grean?

Please ensure that you have a valid
deposit account with the receiving
Office selacted

2l
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PCT PETITORIO

1/8

Originel (para BUBMIBSION)

0 Para uso de la Oficina
recaptora solaments
01 No de Solicitud Internacional
02 |Fecha da presentacidn
intemacional
0-3 Nombre de la oficina
recepiora y Soficitud
Intemnacional de PCT"
04 Forma PCT/ROMDM
Petitorio PCT
0-4-1 | Preparado empieando PCT BAFE [EASY mode]
Versién 3 50 (Build 0002 162)
0-5 |Peticién
E) Susciiio sollcta que la
presente Solicitud
Intemacional sea procesada
sag(m ol Tratado do
Cooperacidén an Patentes
08 |Oficina Receptora Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidoa
{especificada por sl {usPTO) (RO/UB)
Solichtante)
07 Referencia de archivo del 10060 PCT
soliclants o agents
l TITULO DE LA INVENCION | Anticuarpos completaments Bumanos contra el 4 1BB
hasano
1] SOLICITANTE
"1 Esta persona es sohcitante solamente
-2 Solicitante para todos los palsas designados, excepto los US
4 Nombre BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
-5 Direccién Route 208 and Province Line Road
Pnnceton New Jersey 085434000
Estados Unidoa de América
-8 Nacianalidad us
nr Pals de Residencia us
-8 No Teléfono 608-252-4000
I3 | No de Fax 600-252-4528
Hl 1 |Solicharma y/o Inventor
li-1 1 | Esta persona es Soliatants e inventor
lil-1 2 | Solicitante para Solamente los US
il 14 | Nombre (APELLIDO Nombre) | JURE-JUNKEL, Marla
il 1-5 | Direccién 31 Siivers Lane
Plainsboro NJ 08538
Ridgefield CT 08877-0388
Estados Unidos de Américe
1t 1-8 | Naconalidad V) 4
11 1 7 | Pals de Resldencia us

2l
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PCT PETITORIO

2/8

Original (pars BUBRMISOION)

-2
n-2-1
-2-2
n-2-4
-2-5

-2-6
27
-3

"-3-1
n-3-2
n-3-4
-3-5

-3-8
ili-3-7
-4

n-4-1
n-4-2
n-4-4
li-4-5

n-4-8
l-4-7
v1

2

v 1-3
vi4

Solicitants y/o Inventor

Esta paraona es Solicitante e Inventor
Salicitante para Saolaments ios US
Nombre (APELLIDO Nombre)[ HEFTA Lsura J
Direccsdn 18 Park Ave
Pennington NJ 08534
Estados Unidos de América
Nacionalidad us
Pals de Residencla us
Sollcliante y/o Inventor
Esta parsona es Solicitante e inventor
Solicitants para Solamente los US
Nombre (APELLIDO Nombre)| SANTORO Marc
Direcaén 149 North Main St
Yardlay PA 19087
Estados Unidos de Améirica
Nacionalidad us
Pals de Residencia us
Solicitants y/o Inventor
Esta persona es Solicitante @ Inventor
Solicitante para Solamente los US
Nombre (APELLIDO Nombre)| GANGULY Sublnay
Direccion 7 Thombwy Lane
Newiown PA 18040
Estados Unidos de América
Naclonalidad IN
Pails de Residencls us
Agente o Representante
comin o direccién para Agente
comespondencia
La persona idarificada
posterorments es/ha sido
ciiada para aciuar en nombre
del {los) solicitanta{s) ante las
Autoridades irtemacionales
competantes como
Nombre (APELLIDO Nombrs)| GOLIAN Paul D
Dwreccién Bristol-Myars Squibb Company
P O Box 4000
Princeton New Jersey 085434000
Estados Unidos de América
No Teléfono 608-252-4061
No de Fex 600-252-4520

No_de regmtro del agente

42 561
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PCT PETITORIO
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Original (para BUBMISSION)

IV 2 Agente(s) adicional (es) Agente(s) adicional {es) con alguna direcoidn
comoc 8l primer agents mancionado
IV 2 1 |Nombre(s) BABAJKD Buzanne BAXAM Deanna (45 266)
BELPFIELD Jing{45 914)
BOGIE Tereance(44 544)
BUCHHOLZ Briana(39 123)
D AMICO Btaphen(46 652)
DAVIS Stephan(2é 693)
DUNCAN Laurelea (44 096)
DUNCAN Bamry (46 675); GIBBONS Maureen
8 {44 121) KILCOYNE John{33 100)
KLEIN Christopher(34 363)
KORSEN Elliott (32 705)
LAMERDIN John{44 858)
LANGE Keith{44 201) O BRIEN Maureen P
Ph D{42 043) PEIST Kenneth{45 006)
PROVOOSBT Jonathan({44 293)
RODNERY Burton{22 076)
SHER Audrey (39 024) VARATTEN Mary K {39 408)
WINSLOW Anaatasle (40 §751
ALGIERI Aldo{3l1 657)
DUBOFF Samuel (25 969)
EPPERSON James (52 867)
MAKUJINA Bhah{4l 174)
RYAN Richard{30 491)
VOLLES Warren X (33 810);
MINGO Pamela A (48 256)
GU Henry H (55 227)
GREENBLATT Gary D (47 609)
PATEL Rena Ph D (41 4112)
PARLETT Nickki L (44 998)
WARG Joseph C (44 2591)
WILLIE Louls J (32 954)
CHIN Jenmnifer T Ph D J D (47 487)
KRIEGER Stuart B (28 731)
v Dasignacién de Estados
vi La publicaciln de esta
peticiéa conatituys de
acuerdo s la Regla 4 9(a)
la desigoacién da todos los
Estados Contratantes
limitados por la PCT en la
fecha de publicacifn
intsxnacional para 1las
concesifo da cada tipo de
protecoién disponible y
donds ses splicable par als
concaplln tanto dea la
patente regiocmal como
nacional
Vil Relvindicacifn de prioridad
da la solicitud regional
previa
VI 1 1 |Fecha de publicaciém 10 da Octubre de 2003 (10 10 2003}
VI 1 2 |Nimero 60/510 193
VI 13 |Pais U8

2|9
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Original (para BUNMISHION)

d

Redvindicacifn ds pricoridad
ds la solioitud regiomal
previa

Fecha de publicacién 8 de Octubre de 2004 (08 10 2004)

Rimero

WIN|=

Pais o))

A[S[S)s

Paticifn dsl documsntoe de
prioridad

8e le solicita a la Oficima|VvI 1 VI 2
recaptora preparar y enviar
a la Oficina Internacional
una copla certificada de
la(s) solicitud(es)
pravia(a) identificada
anteriormente como los

_ | punto{s)

vin Declaracionss Nimero de declaraciones

VIl
Invarior
vin-2

Daclaracién del devecho del 1
sofickante como en Ia facha de

presantacién intemacional
paru solicitar y que s& ls

| otorgue una petents

Vill-3 Decilaracin dal derecho dal 1
soliciianis como en la fechs de

presentacién intamacionsl
para reciamar in priorided de la
solicihud anierior

Viil4 Declaracién de calided de
mentor (adio pacs 1os
propdalins de Is designacién de
los EUA)

Vi3 | Declaracidn de descripciones
no pefjudiciales ¢ sxcepcionss
8 Ia falla de novedad
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PCT PETITORIO
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Original (parm SUNMISEION)

Vik-2-1 | Declarscién Derecho para
:‘:"-"I"""m En relacién a la solieitud intermacional
Decigracién dal derecho del
solickaris como en la fecha da
presentacidn intsmacional, para
soficitar y que a8 Is otorgue una
patents (Regias 4 17(M) y
51bls.1(eXT)} en caso da qua
la deciaracidn bejo s Regia
4 17(v) no ssa aproplada
Nombre (APELLIDO Nombre) | RRISTOL MYERS SQUIRB COMPANY tiene el derecho de
aplicar y otorgar una patente en virtud de lo
siguiente
Vill-2-1(w) una cesidn de JURE KONKEL Maria para BRISTOL NYERB
BQJABB COMPANY el 16 de Abril de 2004 (16 04 2004)
VIL-2-1(v) una ceslén de HEFTA Laura J para BRISTOL MYERS
SQUIBB COMPANY el 3 de Abril de 2004 (03 04 2004)
VIIR2-1{¥) una cesién de SANTORO Marc para BRISTOL MYERS
SQUIBB COMPANY el 5 de Abril de 2004 (05 04 2004)
ViIk2-1(0v} Una cesisn de GANGULY Subinay para BRISTOL MYERS
SQUIBB COMPANY el 17 de Abril de 2004 (17 04 2004)
VIik2-1() | Esta declaracidn es hecha para [ Todas las designaciones excepto la designacién de
1os propdaitos de los Estados Unidos de América




10060 PCT

PCT PETITORIO

6/8

Original (pars SUBMISSICN)

"Vil31 | Declaracién Derecho para
reclamar la prioridad
Declaracidn del darechc del En relacién a esta solicitud internaciomal
solicitante como en la fecha de
presentacién intemacional pam
reclamar la prioridad de
sofichud anterior eapecificeds
abajo donde ol solicitante no
os ol solicitants qua presento ia
solicitud antarior o en donde of
nombre dal soficliants ha
cambiado desde la
presentacién de la soliciud
antsrior {Ragias 4 17(I) y
51bis 1(a)1lD)
Nombre
BRISTOL MYERS SQUIBBE COMPANY tiens el derecho de
reclamar prioridad de la solicitud més temprana No
60/510 193 en vairtud de lo siguiente
VIR-3-10v) una cesién de JURE XUNKEL Maria para BRISTOL MYERS
- BQUIBB COMPANY el 16 de Abril de 2004 (16 04 2004)
VIE-3-1(v) una cesién de HEFTA Laura J para BRISTOL MYERS
— SQUIBB COMPANY el 3 de Abril de 2004 (03 04 2004)
vik3-1(v) una cesién de SANTORO Marc para BRIBTOL MYERS
_ 8QUIBB COMPANY el 5 de Abril de 2004 (05 04 2004)
Vi3-10v) Una cesién de GANGULY Subinay para BRISTOL MYERS
BQUIBB COMPANY el 17 de Abril de 3004 {17 04 2004)
Vil-3-1x) | Esta declaracién es hecha pam | Todas las designaciones




10060 ¥CT

PCT PETITORIO

7/8

Original (para BUBMISSION)

i

LISTA DE VERIFICACION

NGmero de hojas

archivo(s) electrénico(s)
ADSXOS

Pstliorio (incluysndo hojss de
declamcién)

=

Descripcidn (sxciuysndo
del Entado de

51

Raivindicaciones

Rasumen

Dbios

Ndmero subtotal de hojes

Parte del Iintado de sacuendca
 de In descripcidn

TOTAL

IX-16(A)

Articulos adiclonsies

docoumento( ) anexo{ ) an papel

archive{ ) 1 trémico(E) ansxos

hoja de ciicuio de tarffes

Listado de sacuancia en forma
 laibie on computadora pame

1 Disquete

Figura de los dibujos que debe
scompafiar al resumen

idioma de presentaciin de kn
soliciud Intemacional

firma dal solicitants, agents o
representants comiin

Nombre (APELLIDO Nambre)
Nombve del signatario

Cargo

{rdbrica)

GOLIAN Pad D
(rdbrica)
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Original (para SUSMISSICN)
PARA USO DE LA OFICINA RECEPTORA SOLAMENTE

A Fecha del recibo real de Ia
solicitud Internacional

6T Dbuies

10-2-1 | Recibiios
1022 | No mchidos

gl

Fecha cormegida del
vencimianto del recibo real
a los documentos o dibujos
retibldos posterionments
pero a tismpo que
complamentan ks sollcitud
Internaclonal

104 Fecha del reciboa
de las comecclonas
I':ﬂlll‘lhhlo.lll‘ﬂcllo
1

105 Autoridad de Bisgueda I8A/EP
Intamacional sspecificada

por la solicitants
108 Tranamisién de copla de

bisqueds retardatis hasta
que [a cucta de bisqueds

Sea pagads

PARA USO DE LA OFICINA INTERNACIONAL SOLAMENTE

1 [Fechadeimclbode
copia de registro por la
Oficina intyrnacional
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES 228

De la OFICINA INTERNACIONAL

PCT Pam
NOTIFICACION DEL REGISTRO
DE UN CAMBIO SOLIAN Paul D

Bristol-Myers Squibb Compeny
P O Box 4000

Princeton N.J 08543-4000
Estados Unidos de América

(PCT Regla 82bis 1 o instrucciones
Adminstrativas Seccién 422)

[Fecha de envio por cormeo (dia/mes/afia)

12 de Diciembre de 2005 (12 12 2005)
FReI‘urem:hdeurd'lm del solicitants o mandatario

NOTIFICACION IMPORTANTE

10060 PCT
icitud Intemacional No rmdapmonhdbn intemacional (dia/mea/afic)
PCT/UB2004 /033587 12 de Octubre de 2004 {12 10 2004)

1 Laa sigulenies indicacionas aparecen an el registro concemniente
[C] ol solicitante ] el inventor [[] el mandatario [ el representantis comun

ombre y direccion de Nacionalided lsimd.fuuem.
. eléfono No
Facsimlle No
ele-impresora No
2 LaOfidna Inhnndomlpurlapruanhlemﬂicunluoldlnmnquauhlmhndod sigulente camblo referente a
[[]ta persona [] el nombre [ 1e direccion [] La nacionalidad [] ta residencra
INombre y direccdn Eatedo do Naclonalidad 0 de Residencia
1004 Edmonds Court
Sunnyvale CA 94087 eléfono No
Estados Unidos de América Facsimle No
ale-Impresora

3 Obeervacianes adiclonalies al son necesarias

La persona identificadas en el Cuadro 2 dabe ser agrsgado al registro como solicitante

para los Estados Unidos de Amdrica solamante e inventor para todos los Estados
designados

Se ha enviado una copla de |a presente notificacién a

[X] ia Oficina Receptora [X] Las Oficinas Designadas concernientes
[] te Autoridad de Bosqueda Intemacional [[] Las Oficinas Elegidas concemientss
E] la Autoridad del Examen preliminar Internacional D Otros
Empleado autorirado
Oficina Internacional de la WIPO
M, chemin des Colombettes Tessadel PAMPLIEGA (Fax 338 87 20)
1211 Geneva 20 Suilxa
Fax No (41-22) 338 B87.20 el No (41 22) 338 9678
Formato PCTAB/30B (marzo 1894)

008880170
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APOSTILLE
(ONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY
MAURA O KNOBL

ACTING IN THE CAPACITY OF
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF
MAURA O KNOBL NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON NEW JERSEY

THE 13TH DAY OF JANUARY 2006

BY John E M¢cCormac CPA NEW JERSEY TREASURER
NO A248886

SEAL/STAMP 10 SIGNATURE
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RE ND DE FRX @5 ENE 2086 B4 19PM F1
Brigard « Castro
BOGOTA COLOMBIA
) PODER P WEROF ;?I‘rORNEY
Yo (nosotros) I (We) BRISTOL-MYERS SQUIBE COMPANY
domiclllado(s) en domicled in Priuceton New Jersey USA /

Nombro(amos) a. JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo CARLOS H PALACIO EASTMAN yio MARTIN E
TORRES CARDOZO de Bogod Colombia, apoderados
verdaderos y legaies con poder especial amplio y suficients,
pare recebar de las oficinas y sutoridades colombianas
administratives judiciaies y de polficis sn cuaicquier instanciae
0 recurso ia abtencldn de peteniss de Invencidn regiatros
de marcas disefics Industisies, modeice de uliided
depdelios de nombree comerciales lemas comerciales y
ensefias reglstros de derechos de eutor y contrefus sobre
los mismos oblentidn de certificedos de obtentor de
variedades vegelsies asl como sus  prirroges
renovacionés enotaciones de trespaso, camblos de nombre
yo domiciio eieborar wamilar y registrer contratoe de
licencia y Icancies de cualssquiera ciases Imervenir como
domendeante 0 como demandado en cusiquier instancla y
recurso snte cusiquier yuez, corporacidn, funcionsrio pablico
O autoridad en acciones judicldles administrativas y de
poiicia tales como oposiciones al registro de marces
acciones de caducided canceleciin y nulidad acclones
relvindicatorias acciones derivades de la obtencion o
explotacién de licencies acciones de competencia desleal,
demandss penales accones de Indemnizackén de
perjuicios reciamos y observaciones a solictudes de
patsntes disefice mdustimies modsios de ulfidad en of
sjerciclo de modides cauleleres y en otnms sociones o
medidas simBisres

A este efacto lofs) faculto{amos) pars elevar eclichudes
formular deacripciones, snmiendes protestas
dacleraciones  oposiciones cancelsciones muilidades
mpelaciones y reciamcs pagar impuestos cuolgs y
gravimenes prescritos por la ley renuncier o desiatr @
dwachos concedidos o an curso de concesion recibir toda
clase de documenion y velorms dande o descarge
fespectivo y an general, para dar ante diches autoridedes
todos ios pasos neceserios el efecto Indicado y tomer todas
les medidas que creyeren conducentea al resguardo de mis
(%W)mmmd“fawlmlm
noeces

Empmmpmmhhmunﬂﬂwomm
m (nuestro) nombre lo actuado as/ como s faculted de
desietr transiglr comprometar y ia de sustiulido en fodo 0
on purte y revocar sustituciones Asimismo nombro{amos)
a JUAN PABLO CADENA SARMIENTO Yo CARLOS H
PALACIO EASTMAN y/'o MARTIN E. TORRES CARDOZO
domicliado(s) en ia Camera 7 No 16-88 Piag 9 mis
(nuestros) epodaradot en Colombla con facultedes para

Otorgado y firmado en _

hoy de de 200_
Firme

Nombre

Cargo

Hersby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENT

and/or CARLOS H PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
E. TORRES CARDOZO of Bogotd Colombla my {our)
lrueundlawl‘ulaﬂnmoy;wllhlpodﬂ emple and sufficlant
power 10 obtaln from the Colomblan administrative judlolal
and police offices uthoritlas In any inatance privileges
of paterte of registration of trademarks Industrial
designs and utity models regltretion of commercial
names, slogans end emblems registration of copyright and
contracts related therelo, certficates of oblalners of
vegetables varieties, as well a9 extensions renewalp end
retordal of assignments and changes of name and domicle
releted to tre sbove' o prapare prosscute end register
lloensas of ary kind to act as plaintiff or defendant in any
instance or recourse and befors any judge corporation
pubio offical or authority In judiclal admhnistutive and
pollos actions such as  oppositions to the reglstration of
tradermnarks caducity canosliation end nuliRy actions claim
actions derived from the obtaining or exploitation of
licenses action of unfair compefition criminal proceedings
@otions for payment of damages claims or cbservations on
patent eppiications models industrial designs end utiity
models In ihe axercies of preventive measures and ih other
aclions or simiiar proceedings.

To that effect they hsreby empowsrsd to fle applications
formuiate descriptions amendments protests declsrelions
oppositions canceliations mufiities appesis and claims o
pay tmms quotas and assessments prescribed by law
renounce or walve the rights granted or In the process of
granting to receive all kinds of documents and valuabies
giving the respective release of recelpt and in genersl to
tais before sakl suthoriies the necessary steps to such
sffect, and any measures thet they may deem pertnent to
the sefeguerd of my (our) Interesi(s) with all the other
nsosssary legal powsrs

Thbpowulmiudumhu.ltybmmyoreommduln.
setiis and compromise on my (our) behalr and to substitute
thia power In whole or In part and i revoke substitutions At
the eame time 1 (We) hereby appoints JUAN PABL

CADENA SARMIENTO andior CARLO8 H PALACIO
EASTMAN and/or MARTIN E. TORRES CARDOZO
domiched in Carrera 7 No 1658 Plso § my (our)
attorney(s) In fact, with powers to receive notifications and
1o designais judiclal and extrajudicsal alfomeys

Grantad and signed In
this




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hay de

* de
personaimente comparacid ante mi

& quien conozco y de quien me consta que firmd e enterior
;I:rx)monlo debrdements juramentado decierd y dfo que &
a) o8

de

Sociedad logaiments constiuida pera

conferir ests poder
¢l seflo estampado por ¢ al pie de tal poder en nombre y
representacidn de le expresada compaile, es o sello oficial

El suscrito Notario hace conster que tuvo u la Visln Iny
prusbas de i sxisiancis de Ia sociedad

Eetado de
con fecha

¥y que quisn conflere el presants poder es sU representanis

Notario Fablico {esflo)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de comparecid({eron) ame m{

8 quien (es) conozoo y ma consta qus es{son) is(s)
persona(a} firmente(s) del documento gque precede y
quien(es) deciara(n) que oforgen el mismo para los fines y
propdaitos que eh & se expresan

Notarlo Pabllco (seSo)

LEGALIZACION POR APOSTILLA E8 REQUERIDA.

@5 ENE 2086 84 21PHM P3
e

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Onths 11 dayof January of 2006 p’.{mq
appesared beforeme SUZANNE E  BABAJKO Y
fo me known and known to me to be the person who
signed the foregaing Instrument who being by me duly
swom did depoee and say that he (she) Is the

SENIOR PATENT COUNSEL

of BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

Nolary Public aitegts that he has seen the
docurnents thet prove the existence of the company

Sinto of
under date of

and that he (she) who grants the presant power of sttomey
is ko Repregentative

Public Notary (Seel)

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

On this IIM md@utryadoo(p
persohally appeared before me

Suzanne & Babayko
who is(ere) known to me end who | atiest executed the
foregoing document end he (they) declered he (they)
grant{s) the dooument for the uses and purpoees therein

sxpressed
0 M
tary Public
MAURA O KNOBL
NOTARY PUBLIC OF NEW  RSEY

Gl
22y



TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY domicilada en Prninceton New
n

Jersey Estados Unidos de América

APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)

1 PAIS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2 ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR
MAURA O KNOBL

3 ACTUANDO EN CAPACIDAD DE
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY

4 LLEVA EL SELLO/TIMBRE DE
MAURA O KNOBL NOTARIO

CERTIFICADO

5 EN TRENTON NEW JERSEY

6 EL 13 DE ENERO DE 2008

7 POR John E McCommac CPA TESORERO DE NEW JERSEY

8 NO A248886

8 SELLO/TIMBRE 10 FIRMA

(Firma)

229
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Industra y} Cpmercie

su'PERINTr-;N' ENCI

>

-t
- =

‘
l
%

Delegatura de Propfedad Industrial
Division de Nyevas Creaciones

2
REQUISITOS NECESARIOS PARA!PRE§ENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAM

&) ,

1 usUARIO RADIGADOR
PATENTE DENVENCION L/)/MODELO BE UTILIDAD ( )

a—

) ()
) O

Indicacion de que se sollcitala concesiéh-de una p
Datos da Identificaclén dai splictiants o de laporsons qus
'

presenta la solictud l
Descnpcién de la Invenclén /
Dibufos de sar estos partin

Comprobante do Page de Ilztlsu establecid

4
COMPLETA  { ) INCOMPLETAY ) ) ()
1 s
DISERO INDUSTRIAL (1)
5
o

-~

g —

<Indicacién de ques sa sollclh' ) reglstro da Disefio In
Datos do Idon#ificaclén dol solicltants o do [a parsuna que 8§
b

presonta la sollcitud. { () ()

Ropresontacion gréfica y fotogréfica del Disefio.Industrial o“‘muoslrl

dol Material qua incorpora sl diseilo n () { )}

Comprobanta de Pago da Ias‘lsas establocidas. [-.. ¥ { ) ()

L

COMPLETA () INCOMPLETA { ) i () () —
1 el

ESQUEMA DE TRAZADO ) { v

Ind!caclén db quoe se selicita af registro de Disefio Indstrial () (]}

Dates do identificacién dol soficitante o.Ja la parsona que g

prosenta k sollcitud b : {) ()

Ropresentacion grifica del Esguoma Trazado - () ()

-Comprobante de Pago de las tasas establociths r
i)

r

COMPLETA () WCO

Firma Responsable

Focha

i




| PETITORIO 23|

~" |AS 100749
ﬂ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Rad 06-034841 -00000-0000 W101m
lndmtrh*(!umrcin n.%ﬂzﬁn PATENTEMI  Eve 378 FASENACIONAL}
SUPERINTE NCIA Acl 411 PRESENTACGION Follos. 230 P
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE S
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL Q- O3 - 16
N DE' —
[X] Patents do invencion [] Patenta de Modelo de Utidad
" W caior  / ] Caphuio
) Nombre BRISTOL~ MYERS sou:aacoupmﬁ
Dweccién P O Box4000 Route 206 and Province IDENTIFICACION
SOLICITANTE  |Line Road Princeion NJ 085434000 Estados Undos
1) de América cc [ NT [
Naclonalidad o Domucilio Estados Unidos
Luger de Consttucién Estados Unidos CE 0 om[]
Telélono: Faxc
Cual______
E-mal Nomeo
3 Nombre. JUAN PABLO CADENA SARMIENTO IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Dirsccion Cra 7 No 16-56 Piso 9 cc X wnT [
O APODERADO CE O oo [ W
Teldfono 380-2200 Fax. 380-2700
E-mall Cual
NGmero_80 410,337 TP 57492
4 mmmmmumemmmm Erjward L. Halk
INVENTOR (ES) | Direcciin. 31 Sivers Lane Plamsboro, NJ 08538 US, 18 Park Avenue Pennington NJ 08534 US,
72 149 North Mein St. Yardiey PA 19067 US 7 Thombury Lane, Newiown PA 18040 US, 1004
/ Edmonds Court, Sunnyvale CA 94087 Estados Unidos de América (Respectivaments)
Nacionalidad o Domicilio. Estados Unidos de América (Respectivaments

5 PCT {B6) P
oicitud Interacional No  _ PCT/US2004/033587 * Fecha ___12 10-

Publicacidn Intemaconel No. WO 2005035584 A1~ Fecha _21-04-2005
 Tho (54 _ANTIGUER MANOS CONTRA EL 4188 AU

}, 7 Claslicacion intemaclonal (51) _CoImr10/28 ,16/30, AU 39[390, coavinioa  fauPas(Qo
i 18 Priordad (33) Pals de (32) Fecha (31) Némero de Solichud

17 = Instrucclones pera el dilgenclarmento del presente formulano ver reverso de esta pégina

B R

202008 (01 11 15)

3 »h
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REIVINDICACIONES

Habléndose descrito la invencién como antecede ge
reclama como propiedad lo contenido en las siguientes

relvindicaciones

1 Anticuerpo monoclonal o porcién de enlace a
antigeno del mismo que se enlaza especificamente a 4-1BB que
comprende una regién variable de cadena ligera y una
regién variable de cadena pesada caracterizado porque

la regién variable de cadena ligera comprende un
COR1 un CDR2 y un CDR3 como se detalla en la figura 4 y

la regibn varlable de cadena pesada comprende un
COR1 un CDR2, y un CDR3 como se detalla en la figura
3

2 Anticuerpo monoclonal o© porcién de enlace a
intigeno del mismo de conformidad con la reivindicacién 1
aracterizado porque

la cadena ligera comprende una regldn variable como
¢ detalla en la figura 4 vy

la cadena pesada comprende una regién variable como

| detalla en la figura 3

3 Anticuerpo monoclonal que comprende una cadena

jera y una cadena pesada caracterizado porque la cadena

lera comprende los residuos de aminodcidos 21-236 de SEQ ID




REPUBLICA DE COLOMBIA 233
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogoti
2020
Doctor {a)

CADEMA SARMIENTO JUAN PABLO
Apodarado{a) y/o Representante de
BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY

REFERENCIA Radicacién No 06 34941
Solicitud internacional U82004033587
Fecha inicio fase nacional 10/05/2006

Trimite 11

Evento 378
Actuaclién =N 43

Oficio Mo tﬂa q 1

Como xepultado del examen de forma realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisisn de la Comunidad Andina articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém Materia de Patentes (PCT) regla S1 bis del Reglamento y Clrcular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio se le commnica que

1 La solicitud no contieme la copia del documento en que consta la cesiSn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante (Art 26 k)
Declialén 486

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decigifn 486 se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio complete los requisitos anteriormente emunciados
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento la solicitud se
considerarf abandonada y perderi su prelaciém

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispueato en el numeral 5 2 1literal
e) del capitulo quinto del ffitulo primerc de la Circular Unica No 10 de 2001

ALIX CARMENEA 8 DE 'VERGEL
Jefe de la divisiSn de Nuevas Creaciones

El anteripr requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de

oo 04460 28,



