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Sammendrag

Fullstendig humane antistoffer og
antigenbindende deler derav som binder til
human 4-1BB og som tillater binding av
human 4-IBB til en human 4-IBB-ligand. I ett
aspekt er antistoffet et [gG4-antistoff. Det
tilveiebringes ogséd en fremgangsmate for
behandling av en sykdom hos et subjekt
omfattende & administrere en terapeutisk
effektiv mengde av antistoffet til nevnte
subjekt.
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Oppfinnelsen omrade
Foreliggende oppfinnelse angar fullstendig humane antistoffer og, neermere

bestemt, fullstendig humane antistoffer mot human 4-1BB (CD137).

BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

Et omfattende bevismateriale har utvetydig vist at det eksisterer en viss grad av
immunrespons mot kreft hos mennesker og dyr. Hos kreftpasienter kan cellulere
komponenter av immunsystemet gjenkjenne antigener uttrykt ved tumorceller, slik som
differensiering av onkofetale antigener eller muterte genprodukter (S. Rosenberg, Nature,
411:380-4 (2001); P. van der Bruggen et al., Immunological Rev., 188:51-64 (2002)).
Flere kliniske undersekelser har vist at tumorinfiltrerende lymfocytter har fordelaktig
prognostisk betydning (E. Halapi, Med. Oncol., 15(4):203-11 (1998); Y. Naito et al,,
Cancer Res., 58(16):3491-4 (1998); L. Zhang et al., N.E. J. Med., 348(3):203-13 (2003)).
Videre har behandling med immunmodulatorer, slik som cytokiner eller bakterielle
produkter, kreftvaksiner eller adoptiv immunterapi fort til tumorregresjon hos flere
pasienter (S. Rosenberg, Cancer J. Sci. Am. 6(S):2 (2000); P. Bassi, Surg. Oncol., 11(1-
2):77-83 (2002); S. Antonia et al., Current Opinion in Immunol., 16:130-6 (2004)). Til

tross for disse responsene mislykkes immunitet mot kreft ofte i 4 effektivt fjerne

tumorceller. Arsakene til denne svikten kan grupperes inn i tre hovedkategorier: (i) svekket

tumorgjenkjennelse ved immunceller, enten ved variabel ekspresjon av tumorantigener
eller redusert ekspresjon av klasse I major histocompatibility komplekset (MHC); (i1)
immunosuppressivt tumor mikromilje, som et resultat av sekresjon av hemmende
cytokiner ved tumorceller (f.eks. TGF-B); og (iii) darlig tumorimmunogenisitet pa grunn
av mangel pé ekspresjon av kostimulerende molekyler ved tumorceller, hvilket ferer til
manglende evne for tumorcellene til & effektivt stimulere T-celler. Forbedring av var
forstaelse av kravene for gjenkjennelse av tumorantigen og immun effektorfunksjon
indikerer at en potensiell strategi for 4 forbedre en anti-tumor immunrespons er a gi
kostimulering gjennom et hjelpemolekyl. Tumorantigen spesifikke T-celler krever
kostimulering for a initiere og opprettholde effektorfunksjoner. Felgelig kan behandlinger
som malretter kostimulerende molekyler anvendes for & modulere og forsterke

immunresponsen til tumorer.

338685
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Den ridende modellen for T-celleaktivering postulerer at naive T-celler krever to
signaler for full aktivering: (i) et signal gitt gjennom binding av prosesserte antigener
presentert for T-cellereseptoren av major histocompatibility kompleks (MHC) klasse I-
molekyler; og (ii) et ytterligere signal gitt ved interaksjon av kostimulerende molekyler pa
overflaten av T-celler og deres ligander pa antigenpresenterende celler. Gjenkjennelse av et
antigen ved en naiv T-celle er ikke tilstrekkelig i seg selv til 4 utlese T-celleaktivering.
Uten et kostimulerende signal, kan T-celler elimineres ved ded eller ved induksjon av
anergi. Signalering gjennom det kostimulerende molekylet CD28 synes & vere ngkkelen
for initieringen av T-celleresponser. Imidlertid er CD137 (4-1BB)-signalering vist & vere
primordial for opprettholdelse og ekspansjon av immunresponsen til antigener, sa vel som,
for dannelse av memory T-celler.

CD137 (4-1BB) er et medlem av tumornekrose reseptor (TNF-R)-genfamilien, som
omfatter proteiner involvert 1 regulering av celleproliferasjon, differensiering og
programmert celledad. CD137 er et 30 kDa type I membran glykoprotein uttrykt som en
55 kDa homodimer. Reseptoren ble initielt beskrevet hos mus (B. Kwon et al., P.N.A.S.
USA, 86:1963-7 (1989)) og senere identifisert hos mennesker (M. Alderson et al., Eur. J.
Immunol., 24; 2219-27 (1994); Z. Zhou et al., Immunol. Lett., 45:67 (1995)) (Se ogsa
publiserte PCT-sgknader WO95/07984 og W(096/29348 og U.S. Patent nr. 6,569,997, (se
SEKV ID NR:2.)). De humane og murine formene av CD137 er 60% identiske pa
aminosyreniva. Konserverte sekvenser forekommer i det cytoplasmatiske domenet, si vel
som 1 5 andre regioner av molekylet, hvilket indikerer at disse restene kan vare viktige for
funksjon av CD137-molekylet (Z. Zhou et al., Immunol. Lett., 45:67 (1995)). Ekspresjon
av CD137 er vist & vaere overveiende i celler av lymfoid linje slik som aktiverte T-celler,
aktiverte Natural Killer (NK) celler, NKT-celler, CD4CD25 regulatoriske T-celler og ogsa
1 aktiverte tymocytter og intraepiteliale lymfocytter. I tillegg har CD137 ogsa blitt vist &
uttrykkes 1 celler av myeloid opprinnelse slik som dendrittiske celler, monocytter,
ngytrofiler og eosinofiler. Selv om ekspresjon av CD137 hovedsakelig er begrenset til
immun/inflammatoriske celler, finnes det rapporter som beskriver dets ekspresjon 1
endotelceller forbundet med et lite antall vev fra inflammatoriske seter og tumorer.

Funksjonelle aktiviteter av CD137 pa T-celler er utferlig karakterisert. Signalering
gjennom CD137 i nervar av suboptimale doser av anti-CD3 har blitt vist & indusere T-
celleproliferasjon og cytokinsyntese (hovedsakelig IFN-y) og & hemme aktivert celleded.
Disse effektene har blitt observert med badde murine og humane T-celler (W. Shuford et al.,
J. Exp. Med., 186(1):47-55 (1997); D. Vinay et al., Semin. Immunol., 10(6):481-9 (1998);
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D. Laderach et al., Int. Immunol., 14(10):1155-67 (2002)). Hos bade mennesker og mus,
gker kostimulering effektorfunksjoner, slik som produksjon av IFN-y og cytotoksisitet, ved
a foragke antallet av antigenspesifikke og effektor CD8+ T-celler. I fravaer av anti-CD3-
signalering, endrer ikke stimulering gjennom CD137 T-celle funksjon, hvilket indikerer at
CD137 er et kostimulerende molekyl.

De fysiologiske hendelsene observert etter CD137-stimulering pa T-celler medieres
av NF-xB og PI3K/ERK1/2-signaler med atskilte fysiologisk funksjoner. NF-kB-signaler
utleser ekspresjon av Bel-xi, et antiapopotisk molekyl, og resulterer felgelig 1 aket
overlevelse, mens PI3K og ERK1/2-signaler er spesifikt ansvarlige for CD137-mediert
cellecyklusprogresjon (H. Lee et al., J. Immunol., 169(9):4882-8 (2002)). Effekten av
CD137-aktivering pa hemming av aktiveringsindusert celleded ble vist in vitro av Hurtado
et al. (J. Hurtado et al., J. Immunol., 158(6):2600-9 (1997)) og 1 et in vivo-system hvor
anti-CD137 monoklonale antistoffer (mabs) ble vist & frembringe langvarig overlevelse av
superantigen-aktiverte CD8+ T-celler ved & forhindre klonal delesjon (C. Takahashi et al.,
J. Immunol., 162:5037 (1999)). Senere viste to rapporter, under ulike forsgksbetingelser, at
CD137-signalet regulerte bade klonal ekspansjon og overlevelse av CD8+ T-celler (D.
Cooper et al., Eur. J. Immunol., 32(2):521-9 (2002); M. Maus et al., Nat. Biotechnol.,
20:143 (2002)). Redusert apoptose observert etter kostimulering samsvarte med gkede
nivaer av Bc¢l-xw 1 CD8+ T-celler, mens Bcl-2-ekspresjon forble uendret. Oppregulering av
de anti-apoptotiske genene Bcl-x1 og bfl-1 via 4-1BB ble vist 4 veere mediert av NF-xB-
aktivering, siden PDTC, en NF-kB-spesifikk blokker, hemmet 4-1BB-mediert
oppregulering av Bcl-x. (H. Lee et al., J. Immunol., 169(9):4882-8 (2002)). P4 den annen
side synes klonal ekspansjon av aktiverte T-celler & vaere mediert av gket ekspresjon av
cyklinene D2, D3 og E og nedregulering av p275?!-proteinet. Denne effekten forekommer
bade pa en IL-2-avhengig og uavhengig mate (H. Lee et al., J. Immunol., 169(9):4882-8
(2002)).

Alt 1 alt farer CD137-stimulering til forbedret ekspansjon, overlevelse og
effektorfunksjoner av nylig ”primet” CD8+ T-celler, som virker, delvis, direkte pa disse
cellene. Bdde CD4+ og CD8+ T-celler er vist & respondere til CD137-stimulering,
imidlertid synes det som om forbedring av T-celle funksjon er sterre 1 CD8+ celler (W.
Shuford et al., J. Exp. Med., 186(1):47-55 (1997); 1. Gramaglia et al., Eur. J. Immunol.,
30(2):392-402 (2000); C. Takahashi et al., J. Immunol., 162:5037 (1999)). Basert pa den

kritiske rollen av CD137-stimulering i CD8+ T-cellefunksjon og overlevelse, gir
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manipulering av CD137/CD137L-systemet en rimelig tilneermingsmate for behandling av
tumorer og virale patogener.

Nylig ble konstitutiv ekspresjon av CD137 pa nyisolerte dendrittiske celler (DC’er)
vist hos mus (R. Wilcox et al., J. Immunol., 169(8):4230-6 (2002); T. Futagawa et al., Int.
Immunol., 14(3):275-86 (2002)) og mennesker (S. Pauly et al., J. Leukoc. Biol. 72(1):35-
42 (2002)). Disse rapportene viste at stimulering av CD137 pa dendrittiske celler forte til
sekresjon av IL-6 og IL-12 og, viktigere, det forbedret de dendrittiske cellenes evne til &
stimulere T-celleresponser til alloantigener. Videre viste Pan et al. at CD137-signalering 1
dendrittiske celler resulterte 1 oppregulering av MHC Klasse I og kostimulerende
molekyler og produserte en eket evne for dendrittiske celler til 4 infiltrere tumorer (P. Pan
et al., J. Immunol., 172(8):4779-89 (2004)). Derfor synes CD137 kostimulering av
dendrittiske celler & veere en ny overferingsbane (”pathway”) for proliferasjon, modning og
migrering av dendrittiske celler.

Aktivert Natural Killer (NK) celler uttrykker CD137 etter stimulering med
cytokiner (I. Melero et al., Cell Immunol., 190(2):167-72 (1998); R. Wilcox et al,, J.
Immunol., 169(8):4230-6 (2002)). Mange rapporter viste at NK-celler synes & veere kritisk
for moduleringen av antitumor immunresponsen indusert av agonistiske CD137-antistoffer
((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)). Deplesjon
av NK-celler reduserer antitumoraktiviteten til anti-CD137 mabs 1 betydelig grad.

Ligering av CD137 til NK-celler induserer proliferasjon og sekresjon av IFN-y, men
pavirker ikke deres cytolytiske aktivitet. Seerlig, in vitro, fremviste CD137-stimulerte NK-
celler en immunregulerende eller "hjelper”-aktivitet for CD8+ cytolytiske T-celler hvilket
resulterer 1 ekspansjon av aktiverte T-celler. Derfor kan CD137-signalering pa NK-celler
modulere innate immunitet til tumorer.

En paradoksal effekt har blitt beskrevet for CD137-stimulering 1 at agonistiske
CD137-antistoffer kan indusere suppresjon av de humorale responsene til T-celleantigener
1 primat og musemodeller (H. Hong et al., J. Immunother., 23(6):613-21 (2000); R. Mittler
et al., J. Exp. Med., 190(10):1535-40 (1999)). Serlig ble CD137 agonistiske antistoffer
vist 4 frembringe betydelig forbedring av symptomene forbundet med antistoffavhengige
autoimmune sykdommer slik som lupus erythematosus disseminatus og eksperimentell
autoimmun encefalomyelitt (J. Foell et al., N.Y. Acad. Sci., 987:230-5 (2003); Y. Sun et
al., Nat. Med., 8(12):1405-13 (2002)). Nylig viste Seo et al. at, 1 en musemodell av
revmatoid artritt, forhindret behandling med et agonistisk anti-CD137 antistoff utviklingen



10

15

20

25

30

338685

5

av sykdommen og bemerkelsesverdig, blokkerte sykdomsprogresjon (S. K. Seo et al., Nat.
Med. 10;1099-94 (2004)). Mekanismen ansvarlig for denne effekten er ikke veldefinert,
men 1 modellen av revmatoid artritt ble det vist at behandling med et CD137 agonistisk
antistoff resulterte 1 ekspansjon av IFN-y-produserende CD11C-CD8+ T-celler. IFN-y
stimulerte i sin tur dendrittiske celler til & produsere indolamin-2,3-dioksygenase (IDO),
som utgver immunosuppressive aktiviteter. Det har ogsi vert postulert at CD137-
signalering av antigenaktiverte CD4 + T-celler forer til induksjon av IFN-y-sekresjon
hvilket aktiverer makrofager. Aktiverte makrofager kan pa sin side produsere dedssignaler
for B-celler. Kontinuerlig signalering gjennom CD137 pa CD4+ T-celler kan deretter
indusere aktiveringsindusert celleded (AICD) for disse CD4+-aktiverte T-cellene. Derfor,
ved & fjerne antigenaktiverte T-celler og B-celler, observeres en redusert antistoffrespons
og, falgelig observeres en dramatisk reduksjon av Th2-medierte inflammatoriske
sykdommer (B. Kwon et al., J. Immunol., 168(11):5483-90 (2002)). Disse undersgkelsene
angir en funksjon for anvendelse av agonistiske CD137-antistoffer for behandling av
inflammatoriske eller autoimmune sykdommer, uten a indusere en generell suppresjon av
immunsystemet.

Den naturlige liganden for CD137, CD137-ligand (CD137L), et 34kDa
glykoproteinmedlem av TNF-superfamilien, detekteres hovedsakelig pa aktiverte
antigenpresenterende celler (APC), slik som B-celler, makrofager, dendrittiske celler og
ogsa pa murine B-cellelymfomer, aktiverte T-celler og humane karsinomlinjer av epitelial
opprinnelse (R. Goodwin et al., Eur. J. Immunol., 23(10):2631-41 (1993); Z. Zhou et al.,
Immunol. Lett., 45:67 (1995); H. Salih et al., J. Immunol., 165(5):2903-10 (2000)). Human
CD137L har 36% homologi med dens murine motstykke (M. Alderson et al., Eur. J.
Immunol., 24: 2219-27 (1994)).

I tillegg til & overlevere signaler til CD137-uttrykkende celler, initierer binding av
CD137 til CD137L et bidireksjonalt signal som resulterer i funksjonelle effekter pa
CD137L-uttrykkende celler. Langstein et al. viste at binding av CD137-Ig fusjonsprotein
til CD137L pa aktiverte monocytter induserte produksjon av IL-6, IL-8 og TNF-c,
oppregulerte ICAM og inhiberte IL-10, hvilket forer til oket adherens (J. Langstein et al., J.
Immunol., 160(5):2488-94 (1998)). I tillegg ble proliferasjon av monocytter vist sammen
med en heyere rate av apoptose (J. Langstein et al., J. Leukoc. Biol., 65(6):829-33 (1999)).
Disse observasjonene ble bekreftet ved studiene ifelge Ju et al. (S. Ju et al., Hybrid
Hybridomics, 22(5):333-8 (2003)), som viste at et funksjonelt anti-CD137L antistoff

induserte en hey rate av proliferasjon av perifere blodmonocytter. Blokkering av liganden
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resulterte 1 hemming av T-celleaktivering. I tillegg ble oppleselig CD137L funnet 1 serum
hos pasienter med revmatoid artritt og hematologiske maligniteter (H. Salih et al., J.
Immunol., 167(7):4059-66 (2001)). Felgelig, interaksjonen av CD137 med CD137L
pavirker og gir funksjonelle effekter for T-celler og APC.

I et annen viktig aspekt av T-cellefunksjon, har det blitt vist at agonistiske anti-
CD137-antistoffer reddet T-celleresponser til proteinantigener hos eldre mus. Det har blitt
godt dokumentert at det forekommer en aldersrelatert tilbakegang 1 immunresponsen til
antigener, en prosess kjent som immunosenescens (R. Miller, Science, 273:70-4 (1996); R.
Miller, Vaccine, 18:1654-60 (2000); F. Hakim et al., Curr. Opinion Immunol., 16:151-156
(2004)). Dette fenomenet synes a skyldes endringer i likevekt mellom graden av cellular
ekspansjon og celluler overlevelse eller deod. Bansal-Pakala et al. testet hypotesen om at
sekundaer kostimulering gjennom CD137 kan anvendes for 4 forbedre T-celleresponser 1
tilfeller hvor T-celler ikke mottar tilstrekkelig stimulering, pa grunn av enten redusert
ekspresjon av CD3 eller CD28 eller redusert kvalitet av signaler. Deres studier viste at
eldre mus hadde en manglende in vitro "recall respons” sammenlignet med unge mus (P.
Bansal-Pakala et al., J. Immunol., 169(9):5005-9 (2002)). Nar eldre mus ble behandlet med
anti-CD137 mabs, var imidlertid de proliferative og cytokinresponsene av T-celler identisk
med responsene observert hos unge mus. Selv om den spesifikke mekanismen ansvarlig for
denne effekten ikke ble klarlagt, ble det spekulert pa at forgkning av bade ekspresjon av
antiapoptotiske molekyler som Bcl-x1. og fremming av IL-2-sekresjon in vivo kan spille en
rolle med hensyn til & redde ("rescue”) defekte T-celleresponser. Disse undersekelsene
viste potensialet for agonistiske anti-CD137-antistoffer til a redde svake T-celleresponser
hos eldre immunkompromitterte individer og har inngdende implikasjoner for anvendelse
av anti-CD137 antistoffer for kreftpasienter.En rolle for CD137-maélrettet behandling ved
behandling av kreft ble antydet ved in vivo effektivitetsundersegkelser 1 mus som anvendte
agonistiske anti-murine CD137 monoklonale antistoffer. I en avhandling ved Melero et al.,
frembrakte agonistisk anti-mus CD137-antistoff helbredelser av P815 mastocytom tumorer
og 1 den lave immunogene tumormodellen Ag104 (I. Melero et al., Nat. Med., 3(6):682-5
(1997)). Anti-tumoreffekten krevde bdde CD4+ og CD8+ T-celler og NK-celler, siden
selektiv in vivo deplesjon av hver subpopulasjon resulterte 1 reduksjon eller fullstendig tap
av anti-tumoreffekten. Det ble ogsa vist at en minimal induksjon av en immunrespons var
negdvendig for at anti-CD137-behandling skulle vare effektiv. Mange forskere har anvendt
anti-CD137 antistoffer for & demonstrere levedyktigheten av denne metoden for kreftterapi

(J. Kim et al., Cancer Res., 61(5):2031-7 (2001); O. Martinet et al., Gene Ther., 9(12):786-
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92 (2002); R. Miller et al., J. Immunol., 169(4):1792-800 (2002); R. Wilcox et al., Cancer
Res., 62(15):4413-8 (2002)).

Til stette for anti-tumor effektivitetsdataene med agonistiske CD137-antistoffer,
har signaler gitt av CD137L vist a fremkalle CTL-aktivitet og anti-tumorresponser (M.
DeBenedette et al., J. Immunol., 163(9):4833-41 (1999); B. Guinn et al., J. Immunol.,
162(8):5003-10 (1999)). Mange rapporter viste at genoverfering av CD137-ligand inn 1
murine karsinomer resulterte 1 tumor avvisning, hvilket beviser kravet om kostimulering
ved frembringelse av en effektiv immunrespons (S. 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. har angitt ekspresjon av CD137L 1 humane karsinomer
og human karsinomcellelinjer (H. Salih et al., J. Immunol., 165(5):2903-10 (2000)) og
viste at tumorcellene som uttrykker liganden var i stand til 4 levere et kostimulerende
signal til T-celler hvilket forte til frigjering av IFN-y og IL-2 og at denne effekten
samsvarte med nivdene av CD137L ved tumorer. Hvorvidt ekspresjon av CD137L i
humane tumorer kunne gjore disse tumorene mer mottagelige for agonistiske CD137-
antistoffer er ikke kjent.

CD137L -/- mus har understreket betydningen av CD137/CD137L-systemet 1 T-
celleresponser til bade virus og tumorer (M. DeBenedette et al., J. Immunol., 163(9):4833-
41 (1999); J. Tan et al., J. Immunol., 164(5):2320-5 (2000); B. Kwon et al., J. Immunol.,
168(11):5483-90 (2002)). Undersgkelser ved anvendelse av CD137- og CD137L-defisitte
mus har vist betydningen av CD137 kostimulering 1 graft-versus-host sykdom og anti-
virale cytolytiske T-celleresponser. CD137-defisitte mus hadde en forbedret proliferasjon
av T-celler, men en reduksjon 1 cytokinproduksjon og cytotoksisk T-celle aktivitet (B.
Kwon et al., J. Immunol., 168(11):5483-90 (2002); D. Vinay et al., Immunol. Cell Biol.,
81(3):176-84 (2003)). Senere ble det vist at knockout-mus (CD137-/-) hadde en hayere
hyppighet av tumormetastaser (4 ganger) sammenlignet med kontrollmus. Disse dataene
indikerer at gjenopprettelse av CD137-signalering ved anvendelse av agonistiske anti-
CD137-antistoffer er en anvendbar metode for 4 gke cellulere immunresponser til virale
patogener og kreft.

I tillegg til dataene 1 mus in vivo-modeller som stetter involvering av CD137-
signalering 1 antitumor immunresponser, har undersekelser utfert 1 primar human tumor-
prover bekreftet rollen til CD137 med hensyn til frembringelse av effektor T-celler. Hos
pasienter med Ewing sarkom, viste Zhang et al. at intratumorale effektor T-celler fremviste

CD3+/CD8+/CD28-/CD137+ -fenotypen. Uventet ble sameksistens av progressiv
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tumorvekst og anti-tumor-immunitet (effektor T-celler) observert. Ex vivo stimulering-
studier med pasienters celler viste at tumorindusert T-celleproliferasjon og aktivering
krevde kostimulering med CD137L. Stimulering av PBL med anti-CD3/CD137L, men
ikke anti-CD3/anti-CD28, induserte tumor lytiske effektorer. Disse undersekelser ga
ytterligere bevis for at CD137-mediert kostimulering kunne resultere 1 ekspansjon av
tumorreaktive CTL’er (H. Zhang et al., Cancer Biol. Ther., 2(5):579-86 (2003)). Videre ble
ekspresjon av CD137 vist 1 1 tumorinfiltrerende lymfocytter 1 hepatocellulere karsinomer
(HCC) (Y. Wan et al., World J. Gastroenterol, 10(2):195-9 (2004)). CD137-ekspresjon ble
detektert1 19 av 19 HCC ved RT-PCR og 1 13/19 ved immunfluorescensfarging. Omvendt
ble ikke CD137 detektert 1 de perifere mononuklezre cellene fra de samme pasientene.
Analyser utfert 1 levervev fra frisk donor mislyktes i & demonstrere ekspresjon av CD137.
Disse undersgkelser forsgkte ikke & korrelere klinisk sykdom med CD137-ekspresjon.
Undersekelser utfert i Ewing sarkom og hepatocellulart karsinom avslerte falgelig
tilstedeveerelse av TIL som uttrykker CD137, med ledsagende sykdomsprogresjon. I Ewing
sarkom ble det vist at CD137+TIL var i stand til drepe tumorceller ex vivo hvilket indikerer
at CD137-overforingsbanen var intakt hos disse pasientene og at kanskje suppressive
faktorer 1 mikromiljeet 1 tumor hemmet deres funksjon. Felgelig kan det postuleres at
systemisk administrering av agonistiske CD137-antistoffer kan gi signalet nedvendig for
ekspansjon av disse effektor T-cellene.

I tillegg til dens funksjon ved utviklingen av immunitet til kreft, stotter
eksperimentelle data anvendelse av CD137 agonistiske antistoffer for behandling av
autoimmune og virale sykdommer (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., PN.A.S. USA, 96:15074—
79 (1999); J. Foell et al.,, N.Y. Acad. Sci., 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)).

W09816249 beskriver en fremgangsmate for a forsterke lymfocyttisk dreping av
tumorceller 1 en vert som innbefatter administrering til verten av en effektiv dose av en
anti-4-1 BB- (CD137) Ab. For human administreroing er Ab fortrinnsvis og 1 hovedsak en
human Ab (E.F. p 5, 130? 35). Murint mAb 1D8, generert ved immunisering med murin 4-
1 BB, er rapportert & vare unikt ved at det binder til det membran proksimale omradet av
det ekstracellulere doment av 4-1 BB som ikke er involvert 1 4-1 BBL binding (E.F. p 14,
jeg 287 31).

W02004010947 tilveiebringer et humanisert anti-human 4-1 BB antistoff, Le. Hu39E3.G4,
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som ikke hemmer bindingen av humant 4-1 BB til en human 4-1 BB ligand. Ogsa
tilveiebrakt er en metode for behandling av kreft i et individ omfattende administrering av

en terapeutisk effektiv mengde av antistoffet til nevnte individ.

LOO D T et al. (The Journal of Biological Chemistry, 7 mars 1997, 272 (10): 6448-6456)
rapporterer at binding av 4 1 BBL til 4-1 BB.LN kompleks ikke fortrenger laminin (LN).
Dvs. de to ligander bindes til proksimale, men distinkte omrader pa 4-1 BB. 6/8 anti-4-1
BB monoklonale antistoffer blokkere interaksjonen mellom 4-1 BB og 4-1 BBL, mens 7
blokkerer LN binding. Antistoff 1D8 er vist & blokkere LN men ikke murin 4-1 BB binding
og gjenkjenner 4-1 BBL-bindingsmangel trunkert 4-1 BB protein som mangler det N-
terminale LN-homologe domenet (sammendraget; s 6452).

Felgelig, basert pa funksjonene for 4-1BB i & modulere immunrespons, ville det
vaere enskelig & produsere anti-human 4-1BB-antistoffer med agonistiske aktiviteter som
kunne anvendes for behandling eller forebygging av humane sykdommer slik som kreft,

infeksigse sykdommer og autoimmune sykdommer.

KORT OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN:

Omfanget av foreliggende oppfinnelse er definert gjennom kravene.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer fullstendig humane antistoffer som binder
til human 4-1BB (H4-1BB) og som tillater binding av H4-1BB til en human 4-1BB-ligand
(H4-1BBL). Oppfinnelsen angér falgelig antistoffer som binder til H4-1BB og som ikke
blokkerer bindingen av H4-1BB til H4-1BBL, hvilket derved tillater binding av bade et
antistoff ifelge oppfinnelsen og H4-1BBL til H4-1BB. Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa
antistoffer med agonistiske aktiviteter ved at binding av antistoffene til H4-1BB resulterer 1
en forsterking og stimulering av H4-1BB-medierte immunresponser. Disse antistoffene kan
anvendes som immun-enhancere av en anti-tumor eller anti-viral immunrespons eller som
immunmodulatorer av T-cellemedierte autoimmune sykdommer. Antistoffene kan ogsa
anvendes som diagnostisk verktay for deteksjon av H4-1BB 1 blod eller vev fra pasienter
med kreft, autoimmune eller andre sykdommer.

I ett aspekt tilveiebringer oppfinnelsen et monoklonalt antistoff eller
antigenbindende del derav som spesifikt binder til H4-1BB, omfattende en lett kjede
variabel region og en tung kjede variabel region, hvor lett kjede variabel region omfatter en
CDR1 (komplementaritetsbestemmende region 1), en CDR2

(komplementaritetsbestemmende region 2) og en CDR3 (komplementaritetsbestemmende
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region 3) som vist 1 FIG. 4 og tung kjede variabel region omfatter en CDR1
(komplementaritetsbestemmende region 1), en CDR2 (komplementaritetsbestemmende
region 2) og en CDR3 (komplementaritetsbestemmende region 3) som vist 1 FIG. 3 eller
FIG. 7. Det monoklonale antistoffet (mab) kan for eksempel vere et IgG4 antistoff eller
IgG1 antistoff.

I et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen et fullstendig humant monoklonalt

antistoff eller antigen-bindende del derav, hvor den lette kjeden omfatter en variabel region

som vist 1 FIG. 4 og tung kjede omfatter en variabel region som vist i FIG. 3 eller FIG. 7.

I et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen et fullstendig humant monoklonalt
antistoff omfattende en lett kjede og en tung kjede, hvor den lette kjeden omfatter
aminosyrerestene 21-236 ifelge SEKV ID NR:6 og den tunge kjeden omfatter
aminosyrerestene 20-467 ifglge SEKV ID NR:3. I et annet aspekt tilveiebringer
oppfinnelsen et fullstendig humant monoklonalt antistoff omfattende en lett kjede og en
tung kjede, hvor lett kjede omfatter aminosyrerestene 21-236 ifelge SEKV ID NR:6 og
tung kjede omfatter aminosyrerestene 20-470 ifglge SEKV ID NR:9.

Antistoffene ifglge oppfinnelsen har bred terapeutisk anvendelse som
immunmodulatorer av sykdommer slik som kreft, autoimmune sykdommer,
inflammatoriske sykdommer og infeksigse sykdommer.

Oppfinnelsen tilveiebringer videre fullstendig humant monoklonalt antistoff for
behandling av kreft hos et individ omfattende & administrere en terapeutisk effektiv
mengde av et antistoff ifelge oppfinnelsen til subjektet. I ett aspekt omfatter denne
anvendelsen videre administrering av en vaksine. Egnede vaksiner omfatter for eksempel
en tumorcelle vaksine, en DNA-vaksine, en GM-CSF-modifisert tumorcelle vaksine eller
en antigen-ladet dendrittisk cellevaksine. Kreften kan for eksempel vare prostatakreft,
melanom eller epitelial kreft.

Fullstendig humant monoklonalt antistoff kan anvendes for & forbedre
immunresponsen, omfattende 4 administrere et antistoff ifelge oppfinnelsen og en SIV
gag-vaksine. Fullstendig humant monoklonalt antistoff kan anvendes for & forbedre
immunresponsen, omfattende 4 administrere et antistoff ifelge oppfinnelsen og en PSA-
vaksine Fullstendig humant monoklonalt antistoff kan anvendes for & forbedre
immunresponsen til en SIV gag-vaksine, omfattende a8 administrere et antistoff ifelge
oppfinnelsen. Fullstendig humant monoklonalt antistoff kan anvendes for & forbedre
immunresponsen til en PSA-vaksine, omfattende a8 administrere et antistoff ifglge

oppfinnelsen.
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Oppfinnelsen tilveiebringer ogsé farmasgytiske blandinger omfattende et antistoff
ifelge oppfinnelsen eller en antigenbindende del derav og en farmasgytisk akseptabel
bzrer. Den farmaseytiske blandingen kan administreres alene eller 1 kombinasjon med et
middel, f.eks. et middel for behandling av kreft slik som et kjemoterapeutisk middel eller
en vaksine eller annet immunmodulerende middel.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa isolerte polynukleotider omfattende en
nukleotidsekvens valgt fra: (a) nukleotider som koder for aminosyresekvensen av
aminosyrerestene 20-467 ifglge SEKV ID NR:3; (b) nukleotider som koder for
aminosyresekvensen 1 SEKV ID NR:3; (c¢) nukleotider som koder for aminosyresekvensen
av aminosyrerestene 21-236 ifglge SEKV ID NR:6; (d) nukleotider som koder for
aminosyresekvensen 1 SEKV ID NR:6; (e) nukleotider som koder for aminosyresekvensen
av aminosyrerestene 20-470 ifglge SEKV ID NR:9; (f) nukleotider som koder for
aminosyresekvensen 1 SEKV ID NR:9; og (g) nukleotider som koder for et fragment av en
aminosyresekvens av (a) til (f), slik som en variabel region, konstant region eller én eller
flere CDR’er. De isolerte polynukleotidene ifglge oppfinnelsen omfatter videre
nukleotidsekvenser som koder for minst én CDR ifglge FIG. 3, minst én CDR ifelge FIG.
4 eller minst én CDR ifelge FIG. 7. Oppfinnelsen tilveiebringer videre isolerte
polynukleotider som omfatter nukleotidsekvensen ifelge SEKV ID NR:1, SEKV ID NR:4
eller SEKV ID NR:7.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa isolerte polypeptider omfattende en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEKV ID NR:3, SEKV ID NR:6 og
SEKV ID NR:9. I et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen isolerte polypeptider
omfattende aminosyresekvensen av aminosyrerestene 20-467 ifglge SEKV ID NR:3,
isolerte polypeptider omfattende aminosyresekvensen av aminosyrerestene 21-236 ifolge
SEKYV ID NR:6 og isolerte polypeptider omfattende aminosyresekvensen av
aminosyrerestene 20-470 ifglge SEKV ID NR:9. I et annet aspekt tilveiebringer
oppfinnelsen isolerte polypeptider omfattende aminosyresekvensen av minst én CDR
ifelge FIG. 3, FIG. 4 eller FIG. 7 eller 1 det minste den variable eller konstante regionen
ifelge FIG. 3, FIG. 4 eller FIG. 7.

Oppfinnelsen omfatter videre et immunglobulin som har bindingsspesifisitet for
H4-1BB, hvor nevnte immunglobulin omfatter en antigenbindende region. I ett aspekt er
immunglobulinet en Fab eller F(ab’): av et antistoff ifelge oppfinnelsen.

Oppfinnelsen omfatter ogsa en cellelinje som produserer et antistoff eller

antigenbindende del derav ifglge oppfinnelsen, rekombinante ekspresjonsvektorer som
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omfatter nukleotidene ifelge oppfinnelsen og fremgangsmater for fremstilling av

antistoffene ifalge oppfinnelsen ved dyrking av en antistoffproduserende cellelinje.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE:

FIG. 1 viser et plasmidkart av pD17-20H4,9.h4a.

FIG. 2 viser et plasmidkart av pD16 gat-20H4,9.LC.

FIG. 3 (FIG. 3A-3H) viser nukleotidsekvensen av plasmidet pD17-20H4,9.h4a,
omfattende den kodende traden (SEKV ID NR:1), den komplementzre traden (SEKV ID
NR:2) og aminosyresekvensen (lederpeptid er aminosyrerestene 1-19 ifelge SEKV ID
NR:3; tung kjede er aminosyrerestene 20-467 ifplge SEKV ID NR:3) kodet for av den
kodende traden.

FIG. 4 (FIG. 4A-4F) viser nukleotidsekvensen av plasmidet pD16 gate-20H4,9.L.C,
omfattende den kodende traden (SEKV ID NR:4), den komplementare traden (SEKV ID
NR:5) og aminosyresekvensen (lederpeptid er aminosyrerestene 1-20 ifglge SEKV ID
NR:6; lett kjede er aminosyrerestene 21-236 ifelge SEKV ID NR:6) kodet for av den
kodende traden.

FIG. 5 viser en skjematisk skisse av 20H4,9-IgG1 tung kjede sekvens-konstruksjon.

FIG. 6 viser en skjematisk skisse av 20H4,9 lett kjede sekvens-konstruksjonen.

FIG. 7 (FIG. 7A-7D viser nukleotid og aminosyresekvensene av 20H4,9-IgG1 tung
kjede-konstruksjon, omfattende den kodende traden (SEKV ID NR:7), den
komplementzare traden (SEKV ID NR:8) og aminosyresekvensen (lederpeptid er
aminosyrerestene 1-19 ifglge SEKV ID NR:9; tung kjede er aminosyrerestene 20-470
ifelge SEKV ID NR:9) kodet for av den kodende traden.

FIG. 8 (FIG. 8A-8B) illustrerer resultatene oppnadd fra bindingen av mab 20H4,9-
IgGl1 til human CD137 ved ELISA (FIG. 8A) og effekten av mab 20H4,9-IgG1 pa CD137-
CD137L-interaksjon (FIG. 8B).

FIG. 9 (FIG. 9A-9B) illustrerer resultatene oppnadd fra bindingen av mab 20H4,9-
IgG1 til PMA-ionomycinstimulerte humane eller cynomolgus-ape-celler. Human CEM
(FIG. 9A) eller ape PBMC (FIG. 9B) ble inkubert med 20H4,9-IgG1 eller human CD137L
fusjonsprotein.

FIG. 10 (FIG. 10A-10B) illustrerer resultatene oppnadd ved induksjon av IFN-y i
kostimulerende studier med anti-CD137-antistoffer, som er uttrykt som ganger gkning 1
pg/ml over kontroller. P4 grunn av den variable bakgrunnsresponsen blant donorer, ble

data normalisert relativt til kontrollbehandlinger (=1). Median IFN-y baselineniva for
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humane T-celler (FIG. 10A) eller ape PBMC (FIG. 10B) stimulert med anti-CD3 alene var
592 pg/ml og 505 pg/ml henholdsvis.

FIG. 11 tilveiebringer plasmonresonans-plot av binding av mab 20H4,9-IgG4 og
mab 20H4,9-IgG1 til human CD137.

FIG. 12 illustrerer den konsentrasjonsavhengige bindingen av 20H4,9-1gG4 til
PMA ionomycin-stimulerte humane CEM-celler, men ingen binding til ustimulerte CEM-
celler.

FIG. 13 (FIG. 13A-B) illustrerer induksjonen av IFN-y 1 kostimulerende
undersekelser med anti-CD137-antistoffer. Resultatene er uttrykt som ganger gkning i
pg/ml over kontroller. P4 grunn av den variable bakgrunnsresponsen blant donorer, ble
data normalisert relativt til kontrollbehandlinger (=1). Median IFN-y baselineniva for
humane T-celler (FIG. 13A) eller ape PBMC (FIG. 13B) stimulert med anti-CD3 alene var
592 pg/ml og 505 pg/ml henholdsvis.

FIG. 14 (FIG. 14A-14B) illustrerer resultatene oppnddd ved doseavhengig
forbedring av IFN-y-syntese ved mab 20H4,9-IgG4 (FIG. 14A) og effekt av kryssbinding
av antistoff ved tilsetning av kryssbindende anti-humant IgG antistoff (7 ug/ml) (FIG.
14B).

FIG. 15 illustrerer effekten av mab 20H4,9-IgG4 pa T-celle overlevelse og
cellecyklusprogresjon. Humane T-celler ble kostimulert med anti-CD3 (1 ug/ml) £ mab
20H4,9-IgG4 ved konsentrasjonene listet opp. Seks dager etter initiering av forsekene, ble
celler oppsamlet og merket med Annexin-V og propidiumjodid for & bestemme antall
levende celler (Annexin V/PI negativ) eller PE-konjugert cyclin D2 for & detektere cycling
celler. Resultater representerer gjennomsnittet (+SD) av 4 lots av mab 20H4,9-1gG4 testet
parallelt.

FIG. 16 (FIG. 16A-16D) viser i cynomolgus-aper den antigenspesifikke IFN-y-
responsen som malt ved ELISPOT etter behandling med en DNA-vaksine + anti-human 4-
1BB-antistoffer. Dyr ble behandlet med en SIV gag-vaksine (dag 0, 28, 56; FIG. 16A),
SIV gag-vaksine (dag O, 28, 56) og mab 20H4,9-IgG4 (dag 12, 15 og 19; FIG. 16B) eller
SIV gag-vaksine (dag 0, 28, 56) og hu39E3.G4 (dag 12, 15 og 19; FIG 16C). En gruppe
dyr ble latt vaere ubehandlet (FIG. 16D). Ved forskjellige tidspunkter etter behandling, ble
blod oppsamlet og PBMC ble separert og evaluert for deres evne til a utskille IFN-y i

narver av antigenstimulering.
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DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN:

Omfanget av foreliggende oppfinnelse er definert gjennom kravene.

Oppfinnelsen angar fremstilling og karakterisering av antistoffer og
antigenbindende fragmenter derav (omfattende fusjonsproteiner som omfatter et
antigenbindende fragment av et antistoff ifelge oppfinnelsen), for anvendelse ved
behandling av en sykdom, slik som kreft, infeksigs sykdom, inflammatorisk sykdom eller
autoimmun sykdom. Kreften kan for eksempel veere prostatakreft, melanom eller epitelial
kreft.

Antistoffene er i stand til & binde til H4-1BB og kan fremvise hgay affinitet for H4-
1BB og effektivt forsterke T-celleresponser. I ett aspekt induserer antistoffet IFN-y-
produksjon 1 kostimulerende analyser, men pavirker ikke bindingen av H4-1BB til dens
korresponderende ligand, H4-1BBL og binder ikke komplement.

Antistoffene ifelge oppfinnelsen kan produseres ved fremgangsmater velkjente pa
omrédet. I ett aspekt kan antistoffene fremstilles ved ekspresjon i transfekterte celler, slik
som immortaliserte eukaryote celler, slik som myelom eller hybridomceller.

Antistoffene ifelge oppfinnelsen kan anvendes alene eller sammen med andre
terapeutiske midler slik som radioterapi (omfattende straling), hormonbehandling,
cytotoksiske midler, vaksiner og andre immunmodulerende midler, slik som cytokiner og
biologiske responsmodifikatorer. Disse midlene er spesielt anvendelige for behandling av
kreft og immunproliferative lidelser.

I ett aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse det monoklonale antistoffet
(mab) 20H4,9-IgG4. FIG. 1 og 2 tilveiebringer plasmidkart av pD17-20H4,9.hd4a og pD16
gate-20H4,9.LC, henholdsvis, som kan anvendes for & produsere mab 20H4,9-IgG4. FIG. 3
(FIG. 3A-3H) tilveiebringer nukleotidsekvensen av plasmidet pD17-20H4,9.h4a,
omfattende den kodende traden (SEKV ID NR:1), den komplementzre traden (SEKV ID
NR:2) og aminosyresekvensen (lederpeptid er aminosyrerestene 1-19 ifelge SEKV ID
NR:3; tung kjede er aminosyrerestene 20-467 ifelge SEKV ID NR:3) kodet for av den
kodende traden. FIG. 4 (FIG. 4A-4F) viser nukleotidsekvensen av plasmidet pD16gate-
20H4,9.LC, omfattende den kodende traden (SEKV ID NR:4), den komplementere trdden
(SEKV ID NR:5) og aminosyresekvensen (lederpeptid er aminosyrerestene 1-20 ifglge
SEKYV ID NR:6; lett kjede er aminosyrerestene 21-236 ifelge SEKV ID NR:6) kodet for av
den kodende traden.

Oppfinnelsen tilveiebringer det monoklonale antistoffet (mab) 20H4,9-IgG1. FIG.
5 viser skjematisk en tung kjede sekvens-konstruksjon av mab 20H4,9-IgG1. FIG. 6 viser
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skjematisk en lett kjede sekvens-konstruksjon av mab 20H4,9, for bdde mab 20H4,9-IgG4
og 20 H4,9-I1gGl1. FIG. 7 tilveiebringer nukleotidsekvensen (kodende trad (SEKV ID
NR:7) og den komplementzre trdden (SEKV ID NR:8)) av tung kjede sekvens-
konstruksjonen ifelge FIG. 5 og aminosyresekvensen (lederpeptid er aminosyrerestene 1-
19 ifelge SEKV ID NR:9; tung kjede er aminosyrerestene 20-470 ifglge SEKV ID NR:9)
kodet for av den kodende trdden. Den lette kjeden av mab 20H4,9-IgG1 er den samme som
den lette kjeden av mab 20H4,9-1gG4.

Oppfinnelsen omfatter ogsa antistoffer med konservative aminosyresubstitusjoner
av aminosyresekvensene av tung og lett kjede vist i SEKV ID NR: 3, 6 og 9 som
hovedsakelig ikke har noen effekt pa H4-1BB-binding. Konservative substitusjoner
omfatter typisk substitusjon av én aminosyre med en annen med lignende egenskaper,
f.eks. substitusjoner innen de folgende gruppene: valin, glysin; glysin, alanin; valin,
isoleucin, leucin; asparaginsyre, glutaminsyre; asparagin, glutamin; serin, treonin; lysin,
arginin; og fenylalanin, tyrosin.

Polynukleotidene som koder for polypeptidene ifalge oppfinnelsen omfatter typisk
ytterligere en ekspresjonskontrollsekvens operabelt bundet til de polypeptidkodende
sekvensene, omfattende naturlig assosierte eller heterologe promoterregioner. Fortrinnsvis
vil ekpresjonskontrollsekvensene vare eukaryote promotersystemer 1 vektorer som er 1
stand til & transformere eller transfektere eukaryote vertsceller, men kontrollsekvenser for
prokaryote verter kan ogsa anvendes. Nar vektoren forst er innfert i en passende vert,
opprettholdes verten under betingelser egnet for hgyniva-ekspresjon av
nukleotidsekvensene og, som gnsket, kan oppsamling og rensning av lett kjede, tung kjede,
dimerer av lett/tung kjede eller intakt antistoff, bindende fragmenter eller andre
immunglobulinform felge. (se S. Beychok, Cells of Immunoglobulin Synthesis, Academic
Press, N.Y. (1979)). Enkeltkjede antistoffer eller minibodies (enkeltkjede antistoffer
fusjonert til ett eller flere CH-domener) kan ogsa fremstilles ved sammenfoying av
nukleinsyresekvenser som koder for VL og VH-regionene beskrevet heri med DNA som
koder for en polypeptidlinker.

Prokaryote verter, slik som E. coli og andre mikrober, slik som gjer, kan anvendes
for & uttrykke et antistoff ifelge oppfinnelsen. I tillegg til mikroorganismer, kan cellekultur
fra mammalsk vev ogsa anvendes for & uttrykke og produsere antistoffene ifelge
oppfinnelsen. Eukaryote celler kan vere foretrukket, fordi flere egnede vertscellelinjer som
er i stand til & utskille intakte immunglobuliner er utviklet omfattende for eksempel CHO

(kinesisk hamster ovarie)-cellelinjer, COS (fibroblastcellelinje fra African greene monkey)
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cellelinjer, HeLa-celler, myelom-cellelinjer og hybridomer. Ekspresjonsvektorer for disse
cellene kan omfatte ekspresjonskontrollsekvenser, slik som en promoter eller enhancer og
nedvendige prosesseringsinformasjonsseter, slik som ribosombindingsseter, RNA
splicingsseter, polyadenyleringsseter og transkripsjonsterminatorsekvenser, alle velkjente
pé omradet.

Vektorene inneholdende DNA-segmentene av interesse (f.eks. tung og/eller lett
kjede som koder for sekvenser og ekspresjonskontrollsekvenser) kan overferes inn 1
vertscellen ved velkjente metoder, som varierer avhengig av type celluler vert. For
eksempel er kalsiumklorid-transfeksjon vanlig anvendt for prokaryote celler, mens
kalsiumfosfatbehandling, lipofeksjon eller elektroporering kan anvendes for andre
cellulere verter. (se f.eks. T. Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press (1982)).

Nar de forst er uttrykt kan antistoffene, deres dimerer, individuelle lette og tunge
kjeder eller andre immunglobulinformer, renses i henhold til standardprosedyrer pa
omrédet, slik som ammoniumsulfat prespitering, affinitetskolonner, kolonnekromatografi
og gelelektroforese. Hovedsakelig rene immunglobuliner med minst 90 til 95%
homogenitet er gnskelig og 98 til 99% eller mer homogenitet er mer enskelig.

Antistoffene ifelge oppfinnelsen er anvendelige for & modulere T-celle og
antistoffmedierte immunresponser. Typiske sykdomstilstander egnet for behandling
omfatter kreft, infeksigse sykdommer, inflammatoriske sykdommer og autoimmune
sykdommer slik som multippel sklerose, revmatoid artritt, lupus erythematosus
disseminatus og myaesthenia gravis.

Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa farmasgytiske blandinger omfattende minst ett
antistoff ifelge oppfinnelsen og en farmaseytisk akseptabel berer. De farmaseytiske
blandingene kan steriliseres ved konvensjonelle velkjente steriliseringsteknikker. De

farmasegytiske blandingene kan ogsa inneholde farmaseytisk akseptable hjelpestoffer som

ngdvendig for tilneermet fysiologiske betingelser slik som pH-regulerende og buffermidler,

midler som gker stabiliteten slik som mannitol eller tween 80 og toksisitetsregulerende
midler, for eksempel natriumacetat, natriumklorid, kaliumklorid, kalsiumklorid,
natriumlaktat eller humant albumin.

Antistoffene og de farmaseytiske blandingene ifelge oppfinnelsen er spesielt
anvendelige for parenteral administrering, omfattende subkutan, intramuskuler og
intravengs administrering. De farmasgytiske blandingene for parenteral administrering kan

omfatte en lgsning av antistoffet opplest 1 en akseptabel beerer, fortrinnsvis en vandig
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barer. En rekke vandige bzrere kan anvendes, alle velkjente pa omradet, f.eks. vann,
bufret vann, saltopplesning og glysin. Disse lgsningene er sterile og generelt fri for
partikulert materiale. Det er spesielt fordelaktig & formulere parenterale blandinger i
doseringsenhetsform for & lette administrering og ensartethet av dosene.

Den farmaseytiske blandingen kan videre omfatte et ytterligere middel for
behandling av en sykdom. I ett aspekt omfatter den farmaseytiske sammensetningen et
middel for behandling av kreft, en infeksigs sykdom, inflammatorisk sykdom eller
autoimmun sykdom. Antistoffet ifelge oppfinnelsen kan ogsa koadministreres eller
administreres adskilt med et ytterligere middel for behandling av en sykdom.

Antistoffene ifelge oppfinnelsen kan anvendes med andre midler for & forbedre
immunresponsen til kankrese celler hos en pasient. I ett aspekt anvendes antistoffet 1
kombinasjon med et immunogent middel, slik som kankrese celler, rensede tumorantigener
(omfattende rekombinante proteiner, peptider og karbohydratmolekyler) eller celler
transfektert med gener som koder for immunstimulerende cytokiner og
celleoverflateantigener. I et annet aspekt anvendes antistoffet 1 kombinasjon med en
vaksine slik som for eksempel en tumorcelle vaksine, en DNA-vaksine, en genmodifisert
tumorcelle vaksine, slik som GM-CSF-modifisert tumorcelle vaksine, en peptidvaksine
eller en antigen-ladet dendrittisk celle vaksine.

Mange eksperimentelle strategier for vaksinasjon mot tumorer er overveid. I én av
disse strategiene, fremstilles en vaksine ved anvendelse av autologe eller allogene
tumorceller. Disse cellulere vaksinene er vist & vaere mest effektive nar tumorcellene er
transdusert til & uttrykke GM-CSF. GM-CSF har blitt vist 4 vere en potent aktivator av
antigenpresentasjon for tumorvaksinasjon (Dranoff et al., P.N.A.S., 90:3539-43 (1993); E.
Jafee et al., J. Clin. Oncol., 19:145-56 (2001); R. Salgia et al., J. Clin. Oncol., 21:624-30
(2003)).

Studiet av genekspresjon og storskala genekspresjonsmenstre 1 forskjellige tumorer
har fert til definisjonen av sakalt tumorspesifikke antigener (S. Rosenberg, Immunity
10:281-7 (1999)). I mange tilfeller er disse tumorspesifikke antigenene
differensieringsantigener uttrykt i tumorene og 1 cellen fra hvilken tumoren oppsto for
eksempel melanocytt antigener gp 100, MAGE-antigener, Trp-2. Mange av disse
antigenene kan vises 4 veere malene for tumorspesifikke T-celler funnet 1 verten.

Antistoffene ifelge oppfinnelsen kan anvendes 1 konjunksjon med en samling av

rekombinante proteiner og/eller peptider uttrykt i en tumor for & amplifisere og dirigere
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immunresponsen til disse antigenene mot en Th1-respons. Disse proteinene betraktes
vanligvis av immunsystemet som selvantigener og er derfor tolerante i forhold til dem.

I ett aspekt kombineres antistoffet ifelge oppfinnelsen med et immunmodulatorisk
middel omfattende SIV gag-antigenet (som en modell for HIV DNA-vaksine) eller prostata
spesifikt antigen (PSA) eller en DNA-vaksine omfattende en nukleotidsekvens som koder
for SIV gag-antigenet eller prostata spesifikt antigen (PSA). PSA-vaksiner er beskrevet 1,
for eksempel M. Pavlenko et al., Br. J. Cancer, 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.):882s-
889s (2001). SIV gag vaksiner er beskrevet 1, for eksempel B. Makitalo et al., J. Gen.
Virol., 85(Pt 8):2407-19 (2004); N. Letvin et al., J. Virol., 78(14):7490-7 (2004); S.
Mossman et al., AIDS Res. Hum. Retrovirus., 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.
O'Neill et al., AIDS Res. Hum. Retrovirus, 19(10):883-90 (2003); Z. Bu et al., Virology,
309(2):272-81 (2003).

Tumorantigenet kan ogsd omfatte, for eksempel proteinet telomerase, som er
ngdvendig for syntese av telomerer av kromosomer og som uttrykkes ved mer enn 85% av
human kreft og 1 kun et begrenset antall somatiske vev (N. Kim et al., Science, 266, 2011-
2013 (1994)). Tumorantigen kan ogsa vare "neo-antigener" uttrykt i kreftceller pa grunn
av somatiske mutasjoner som endrer proteinsekvensen eller danner fusjonsproteiner
mellom to ubeslektede sekvenser eller idiotype fra B celle-tumorer. Andre tumorvaksiner
kan omfatte proteinene fra virus implisert 1 human kreft slik et humant papillomavirus
(HPV), hepatittvirus (HBV og HCV) og Kaposi's herpes sarkom virus (KHSV). En annen
form av tumorspesifikt antigen som kan anvendes med et antistoff ifelge oppfinnelsen er
rensede varmesjokkproteiner (HSP) isolert fra tumorvevet i seg selv. Disse
varmesjokkproteinene inneholder fragmenter av proteiner fra tumorcellene og disse HSPs
er svert effektive ved levering til antigenpresenterende celler for & frembringe
tumorimmunitet (R. Suot et al., Science 269: 1585-1588 (1995); Y. Tamura et al., Science
278: 117-120 (1997)).

Antistoffene ifelge oppfinnelsen kan ogsa anvendes for & forbedre immunresponsen
til vaksiner til virale antigener, slik som HIV eller HCV. Antistoffene ifelge oppfinnelsen
kan ogsa anvendes for a forbedre immunresponsen til andre immunmodulerende midler og
a indusere en hukommelse immunrespons. Eksempler pa disse midlene er cytokiner slik
som GM-CSF, IL-2, IL-15, IL-12, FI3-ligand, CD40-ligand, adjuvans slik som CpG-
oligodeoksynukleotid (bakterielt DNA) eller antistoffer mot OX-40 eller CTLA-4.
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De farmaseytiske blandingene ifelge oppfinnelsen kan administreres for
profylaktiske og/eller terapeutiske behandlinger. Ved terapeutisk anvendelse administreres
den farmaseytiske blandingen til en pasient som allerede lider av en sykdom, 1 en mengde
tilstrekkelig til & kurere eller 1 det minste delvis stanse eller behandle sykdommen. En
mengde tilstrekkelig til 4 oppna dette defineres som en “terapeutisk effektiv dose.”
Mengder effektive for denne anvendelsen vil avhenge av alvorlighetsgraden av
sykdomstilstanden og pasienten (omfattende for eksempel den generelle tilstanden til
pasientens eget immunsystem) og kan bestemmes av fagfolk pa omradet. Ved
profylaktiske anvendelser administreres den farmasgytiske blandingen til en pasient som
ikke allerede i sykdomstilstanden, for & forbedre pasientens resistens mot
sykdomstilstanden. En slik mengde er definert som en “profylaktisk effektiv dose”. Ved
denne anvendelsen avhenger de negyaktige mengdene av pasientens helsetilstand
(omfattende for eksempel den generelle tilstanden til pasientens eget immunsystem) og kan
bestemmes av fagfolk pa omradet. I ett aspekt er den profylaktiske anvendelsen

forebygging av tilbakekomst av tumor.

Eksempler:
Eksempel 1: Fremstilling av antistoffer
Materialer og metoder

Fullstendig humane monoklonale antistoffer mot den humane CD137 (4-1BB)-
reseptoren ble fremstilt i HuMAb-Mouse® (Medarex, Inc., Princeton, New Jersey).
HuMADb-mus ble immunisert fem ganger intraperitonealt (i.p.) og subkutant (s.c.) med 25
ug av det ekstracelluleere domenet av human CD137 i RIBI-adjuvans (Ribi
Immunochemical). For fusjon, ble mus boostet intravenest (i.v.) med samme mengde
antigen. Miltceller fra immuniserte mus med tilstrekkelig titere av antistoffer mot
huCD137 ble fusjonert med myelomceller fra mus etter standardmetoder.

Anti-human CD3 mab (klon:HIT3a), ELISA kit for human og ape IFN-y,
cytometric bead array (CBA)-kit og alle konjugerte antistoffer for flowcytometri ble
anskaffet fra BD Pharmingen (San Diego, California). Human IgGi A og Human IgG1 «
ble anskaffet fra Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). CEM-celler (ATCC-CRL 2265) ble
anskaffet fra ATCC. Dyrkningsmedier (RPMI), og fetalt bovint serum (FBS) ble anskaffet
fra Mediatech Inc. (Herndon, Virginia). Sheep Reed Blood Alsevers ble anskaffet fra

Colorado Serum Co. (Denver, Colorado).
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Screening av hybridom: Deteksjon av binding til huCD137 ved ELISA: For a
identifisere hybridomer som skiller ut anti-human CD137-antistoffer, ble ELISA-plater
(Nunc MaxiSorp) belagt med human CD137-mus IgGzb fusjonsprotein ved 1 pg/ml 1 PBS
over natten ved 4°C. Plater ble deretter vasket 3 ganger med PBS med 0,01% Tween-80
(PBS-T) og deretter blokkert med PBS-T samt 1% bovint serumalbumin (BSA), 1 20 min
ved romtemperatur. Femti mikroliter supernatanter fortynnet 1:3 i PBS-T ble tilsatt til
platene og inkubert i 1-2 timer ved omgivelsestemperatur. Deretter ble plater vasket som
for og binding av antistoffer ble detektert ved en inkubering med alkalisk fosfatase-
konjugert geit F(ab’)2 anti-humant IgG antistoff (Jackson Laboratories, West Grove,
Pennsylvania). Plater ble utviklet med pNPP og avlest ved 405 nm.

Blokkeringsanalyse: Tjueseks hybridomer som sekreterte antistoffer som
gjenkjente huCD137 ved ELISA ble evaluert for deres evne til & tillate CD137-CD137L-
interaksjoner. Disse analysene ble utfert initielt 1 et ELISA-format. Plater ble belagt med
human CD137-mulgG2s ved 0,2 pg/ml, 100 ul/brenn. Seriefortynninger av mab 20H4,9-
IgGl eller kontrollantistoffer, fortynnet 1 PBS-T og 1% bovint serumalbumin, ble tilsatt til
platen. Fusjonsprotein CD137L-CD8 ble tilsatt til brgnnene i en konsentrasjon pa 0,2
png/ml. Binding av antistoffer ble detektert med et biotinylert anti-CD8-antistoff (0,2
ng/ml, Ancell Corporation, Bayport, Minnesota). Etter mange vaskinger ble streptavidin-
alkalisk fosfatase (1:2000) og pNPP for deteksjon av bundne antistoffer tilsatt og platene
ble avlest ved 405 nm.

For a bekrefte at de selekterte antistoffene ikke endret CD137-CD137L-binding,
ble rensede antistoffer ytterligere karakterisert ved BIAcore-analyser. Alle eksperimenter
ble utfert 1 et BIAcore 3000 instrument (BIAcore Inc., Piscataway, New Jersey). Human
CD137 ble immobilisert kovalent ved en hey tetthet pa en karboksymetylert
dekstranoverflate pa en BIAcore sensorchip (BIAcore Inc., Piscataway, New Jersey).
Injeksjoner ble utfert ved 2 ug/ml 1 10 mM acetatbuffer, pH 5,0. Ikke opptatte aktive estere
ble deretter blokkert ved injeksjon av et overskudd av etanolamin. Regenerering av
overflaten ble utfert med 10 mM glysin, pH 2,0.

Rensede prever av anti-CD137 antistoffer ble fortynnet til konsentrasjoner mellom
200 og 1000 nM ved anvendelse av HEPES bufret saltopplesning, pH 7,4, supplert med
0,15 M NaCl og 0,005% surfaktant P20 (HBS-EP). Humane CD137L-CD8
fusjonsproteiner (huCD137L) ble anvendt som kilde for CD137-ligand. Det ble
gjennomfert eksperimenter hvor huCD137L ble injisert for anti-CD137-antistoffer eller

338685
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omvendt. Injeksjoner ble utfert ved en stremningshastighet pa 5 pul/min. Bundet ligand og
antistoffer ble fjernet ved regenerering med 10 mM glysinbuffer, pH 2,0.

Rensing av human T-celle: T-celler eller PBMC’er ble oppnadd fra friske humane
donorer. Blod ble oppsamlet 1 EDTA, oppslemmet 1 slemmingsbuffer (RPMI inneholdende
2,5 mM EDTA, 10 pg/ml polymyksin B), stettet med Lymphocyte Separation Medium
(LSM, Mediatech Inc., Herndon, Virginia) og sentrifugert ved 1800 rpm i 25 minutter.
Cellulzre grenseflater ble oppsamlet og sentrifugert ved 1500 rpm 1 10 minutter. Deretter
ble cellepellet resuspendert 1 slemming buffer og vaskede Sheep Red Blood Cells (SRBC,
1:10 fortynning) og inkubert pa is 1 1 time. Celler ble deretter stettet med LSM og
sentrifugert ved 2500 rpm 1 25 minutter. Grenseflater ble fjernet og SRBC ble lysert med
SRBC Lysisbuffer. Isolerte T-celler ble vasket og resuspendert 1 10% FBS/RPMI.

Flowcytometriske analyser: Binding av anti-humane CD137 antistoffer til CD137
uttrykt pa celler ble bestemt ved flowcytometri. En human T-celleleukemi-cellelinje
(CEM) eller cynomolgus-ape perifert blod monocytiske celler (PBMC) ble anvendt i disse
undersgkelsene. Disse cellene uttrykker ikke CD137 konstitutivt, men reseptoren kan
induseres ved stimulering med forbol myristat (PMA, 10 ng/ml) og ionomycin (1 pM) 1 18
timer. Celler ble deretter vasket og inkubert med forskjellige konsentrasjoner av
antistoffene 1 merkingsbuffer (fosfatbuffer saltopplesning, PBS, samt 1 % FCS og 0,01 %
natriumazid). Binding av antistoffene til stimulerte eller ikke-stimulerte celler ble detektert
ved et fluorescein (FITC) eller phycoerithrin (PE) konjugert geit anti-humant IgG (Jackson
Immunoresearch, West Grove, Pennsylvania). For & bekrefte ekspresjon av CD137 ble det
anvendt et fusjonsprotein bestiende av det ekstracellulere domenet av CD137-ligand og
mus CD8 (Ancell Corporation, Bayport, Minnesota), etterfulgt av inkubering med PE-
konjugert anti-mus CD8 (BD Pharmingen, San Diego, California). Prever ble fiksert 1 1%
formalin, oppbevart ved 4 °C og avlest ved flowcytometri.

Funksjonell analyse: Primere humane T-celler eller ape PBMC oppnadd fra friske
donorer ble stimulert med immobilisert anti-CD?3 antistoff for 4 gi det farste signalet for T-
celleaktivering, og kostimulert med humane anti-human CD137-antistoffer. Som en
uspesifikk kontroll, ble et humanisert anti-karsinom antistoff (BR96) anvendt ved samme
antistoffkonsentrasjon. Plater ble belagt med anti-CD3 antistoff (0,5-1 pug/ml) ved 4 °C
over natten. Neste dag ble T-celler eller PBMC platet ut ved konsentrasjoner pa 1-1,5 x10°
/brgnn. Syntese av IFN-y ble malt etter 72 timers dyrking ved 37 °C enten ved cytometric
bead array (CBA) eller ved ELISA.
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Cytokinanalyser

ELISA: Etter stimulering av T-celler ved forskjellige tidspunkter, ble plater
sentrifugert og media ble fjernet. Cytokinnivaer ble detektert ved en ELISA 1 henhold til
produsentens instruksjoner (BD Pharmingen, San Diego, California). I korthet ble test-
prever og standarder tilsatt til anti-cytokin-belagte 96-brenners plater. Etter inkubering 1 2
timer ved omgivelsestemperatur, ble plater vasket 3 ganger i PBS-T og deretter inkubert
ferst med et anvendelig detektor antistoff, etterfulgt av tilsetning av substrat. Absorbans
ble avlest ved 405 nm og konsentrasjoner ble beregnet basert pa standardkurven.

Cytometric Bead Array: En annen metode anvendt for & bestemme
cytokinproduksjon in vitro var flowcytometri som anvender Cytometric Bead array (CBA)
utviklet av BD Pharmingen. Nivaer av IFN-y, IL-2, IL-5, IL-4, IL-10 og TNF-a ble malt i
kultursupernatanter etter produsenters instruksjoner. Resultater ble analysert ved
stremningscytometri med CBA analyse-programvaren.

Resultater

Hybridomer som sekreterer antistoffer som oppviste binding til human CD137 ble
videre ekspandert og subklonet. Utskilte antistoffer ble renset og testet for deres evne til &
binde til huCD137 og til & muliggjere interaksjonen av CD137-CD137L. Fra panelet av
anti-humane CD137 antistoffer evaluert, ble mab 20H4,9-IgG1 valgt for videre evaluering
basert pa dets bindingsprofil og ikke-blokkerende egenskaper. Antistoffet 20H4,9-IgG1 er
IgG1 kappa som bestemt ved ELISA ved anvendelse av alkalisk fosfatase anti-human
IgGl, 2, 3, 4 og anti-kappa og lambda-reagenser (Southern Biotech, Birmingham,
Alabama). FIG. 8 (FIG. 8A - binding til human CD137 ved ELISA; FIG. 8B - effekt av
mab 20H4,9-IgG1 pa CD137-CD137L-interaksjon) tilveiebringer den innledende
karakteriseringen av mab 20H4,9-IgG1. Seriefortynninger av mab 20H4,9-IgG1, 26 G6 (et
blokkerende anti-CD137 antistoff) eller tetanustoksoid (TT, negativ kontroll) ble evaluert
for deres evne til 4 endre binding av CD137 til CD137L. Mab 20H4,9-IgGl1 i
konsentrasjoner opptil 10 pg/ml blokkerte ikke CD137L-binding, mens mab 26 G6
hemmet binding i1 konsentrasjoner > 0,37 pg/ml.

Mab 20H4,9-IgG1 ble ogsa testet for reaktivitet mot CD137 uttrykt pd humane T-
celler (CEM) og i perifert blod monocytiske celler fra cynomolgus-ape (PBMC) stimulert
med PMA og ionomycin. Tidligere undersgkelser bestemte at CD137 oppreguleres pa T-
celler etter aktivering med PMA og ionomycin. Kontrollmolekyler besto av et irrelevant
human IgG antistoff (negativ kontroll) eller CD137L-CD8 fusjonsprotein (positiv kontroll,

BD Pharmingen, San Diego, California). Resultater fra disse undersgkelsene indikerte at
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mab 20H4,9-IgG1 bandt til aktiverte humane CEM og PBMC’er fra cynomolgus-aper,
med minimum binding til ustimulerte celler. Lignende prosentdeler av positive celler ble
detektert med enten mab 20H4,9-IgG1 eller CD137L. FIG. 9 gir resultatene oppnddd som
viser bindingen av mab 20H4,9-IgGl1 til PMA-ionomycin-stimulerte humane eller
cynomolgus-ape-celler. Human CEM (FIG. 9A) eller ape PBMC (FIG. 9B) ble inkubert
med 20H4,9-IgG1 eller humant CD137L fusjonsprotein. Sekundare antistoffer ble tilsatt
og prever ble avlest ved flowcytometri.

Deretter ble det bestemt hvorvidt mab 20H4,9-IgG1 kunne indusere forbedring av
IFN-y 1 kostimulerende analyser i nervaer av anti-CD3-stimulering, den viktigste
funksjonelle effekten gnsket for et agonistisk CD137-antistoff. Mab 20H4,9-IgG1 ble
evaluert for dets kostimulerende aktivitet 1 funksjonelle studier 1 humane og ape-
lymfocytter. Basert pa initielle data, ble en konsentrasjon pa 20 ug/ml anti-CD137-antistoff
(overskudd av antistoff) anvendt i disse undersgkelsene. Nivaer av anti-CD3 antistoff pa
mellom 0,2-1 pug/ml ble testet, hvilket resulterte i 10-20% CD137-positive lymfocytter.
Nivéer av IFN-y i supernatanter ble malt etter 72 timers dyrking. Som vist i FIG. 10,
forbedret mab 20H4,9-IgG1 IFN-y-syntese bade 1 humane og ape kostimulerende analyser
til nivaer betydelig heyere enn kontroller. Resultater av undersgkelser utfert med T-celler
isolert fra 8 friske humane donorer viste at 1 seks av dem, gkte mab 20H4,9-IgG1 syntese
av IFN-y mellom 2,2 - 4,3 ganger sammenlignet med kontroller. En av de andre to
donorene oppviste en 1,6 gangers ekning. Nivaet av forsterkning var bedre enn det
observert med hu39E3.G4, et humanisert anti-CD137-antistoff gitt 1 publisert PCT-sgknad
W004/010947 som viste gkning av IFN-y i 5 av 8 donorer og ved nivaer lavere enn mab
20H4,9-I1gG1 (1,5 - 2-gangers gkning) (FIG. 10A). I ape kostimulerende studier, viste ogsa
mab 20H4,9-IgG1 forbedret funksjonell aktivitet hvilket resulterer 1 betydelig ekning av
IFN-y over kontroller (FIG. 10B). Som i de humane studiene, var forekning av IFN-y
gjennomfert hayere enn med hu39E3.G4.

Induksjon av TNF-a-syntese over kontrollnivéer ble ogsa observert i humane
kulturer, om enn ved mye lavere nivaer enn IFN-y. TNF-a nivaer indusert ved anti-CD3
antistoff alene (baseline) var ca. 20-50 ganger lavere enn baselinenivaer for IFN-y. Mab
20H4,9-IgG1 induserte en gkning pa ~2 til 4,7-ganger i 3 av 8 donorer. Igjen induserte
hu39E3.G4 (testet parallelt) ~2-ganger gkning 1 de samme donorene men ved lavere
nivaer. Andre cytokiner testet, IL-2, IL-5, IL-10 og IL-4 ble ikke betydelig endret ved noen

av behandlingene.
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Samlet viste disse undersegkelsene at mab 20H4,9-IgG1 oppviste den funksjonelle
aktiviteten gnsket hos bdde mennesker og aper ved & indusere en Thl-type respons. Siden
in vivo anti-tumoraktivitet er forbundet med evnen av anti-CD137-antistoffer til & indusere
IFN-y-syntese, stottet disse resultatene, betegnende nok, valget av mab 20H4,9-1gG1 for
isotypeswitching.

Eksempel 2: In vitro-karakterisering av mab 20H4,9-IgG4

Basert pa dets bindingskinetikk, manglende evne til & blokkere CD137-CD137L-
interaksjon og funksjonelle effekter p4 humane T-celler, ble mab 20H4,9-IgG1 valgt for
switching til en IgG4-form. IgG4-formen av mab 20H4,9-1gG1 er 20H4,9-IgG4 (vist 1 FIG.
3 og 4).

Den andre fasen av disse studiene omfattet sammenligning av in vifro-egenskapene
til mab 20H4,9-IgG4 og mab 20H4,9-IgG1. I dette avsnittet er bindingskinetiske
egenskaper og funksjonelle effekter av begge antistoffene 1 humane og ape-lymfocytter
beskrevet.

Bindingskinetikk

Kinetiske egenskaper av anti-human CD137-antistoffer ble evaluert ved overflate
plasmonresonans ved anvendelse av et BIAcore 3000-instrument. Antigenet, humant
CD137-murin IgGza, ble immobilisert kovalent ved lav tetthet pa overflaten av en CMS5
sensorchip. Mab 20H4,9-IgG4 og mab 20H4,9-IgG1 ble injisert i konsentrasjoner pa
mellom 25 og 200 nM. FIG. 11 viser injeksjoner ved 100 nM for bade mab 20H4,9-IgG1
og mab 20H4,9-IgG4. Data beregnet ved anvendelse av BIAevaluation programvare
(bivalent modell, global kurvetilpasning analyse) resulterte i kinetiske parametere som var
lik for begge antistoffene (se Tabell 1). Dissosiasjonskonstanter Kp for mab 20H4,9-IgG1
og mab 20H4,9-IgG4 ble bestemt som 11,2 og 16,6 nM, henholdsvis. Under lignende
eksperimentelle betingelser, bandt ikke mab 20H4,9-IgG4 til murin 4-1BB.

Tabell 1 - Sammenligning av bindingskinetikk for mab 20H4,9-IgG4 og mab 20H4,9-IgG1

ka1 ka2 Rmaks Kpl
antistoff (1/Ms) | ka (1/s) | (1/RUs) | kd2 (1/s) | (RU) Kal | (nM)
20H4,9- | 3,43E+0| 3,85E-| 230E-| 1,51E- 8,91E+
IgGl 4 04 05 03 262 071 11,22
20H4,9- | 3.92B+0| 6,51E- 6,02+
IgG4 4 04 0,0755 0,105 409 071 16,61

Flowcytometriske analyser
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Biotinylert mab 20H4,9-IgG4 ved konsentrasjoner i omréadet fra 0,32 ng/ml til 5
ng/ml ble testet for binding til CEM-celler + PMA-ionomycin. Mab 20H4,9-IgG4 bundet
til PMA-ionomycin stimulerte CEM-celler pa en konsentrasjonsavhengig mate. Metning
ble oppnadd ved 0,2 pg/ml. Pa den annen side, som vist for dets parentale molekyl mab
20H4,9-IgG1, bandt ikke mab 20H4,9-IgG4 til CEM-celler som ikke var stimulert med
PMA-ionomycin (FIG. 12). Konsentrasjonsavhengig binding av mab 20H4-,9-IgG4 ble
vist i PMA-ionomycin-stimulerte CEM-celler (FIG. 12). Prever ble avlest ved

flowcytometri.

Cellulere/Funksjonelle analyser

For & bekrefte at fremgangsmaten med switching av isotypen av mab 20H4,9-IgGl
ikke endret aktiviteten av antistoffet, ble in vitro-undersgkelser utfort for & sammenligne
aktiviteten av mab 20H4,9-IgG4 med den parentale mab 20H4,9-IgG1 1 ape PBMC og
humane T-celler. De funksjonelle effektene av mab 20H4,9-IgG4 pa humane og ape T-
celler eller PBMC ble bestemt og sammenlignet med dets parentale molekyl, mab 20H4,9-
IgG1l. Primere humane T-celler eller ape PBMC oppnadd fra friske donorer ble stimulert
med anti-CD3-antistoff (0,5 pg/ml-1 pg/ml) +/- anti-human CD137-antistoffer. Syntese av
IFN-y ble malt etter 72 timers dyrking ved 37 °C ved cytometric bead array (CBA) for
humane prever eller ved ELISA for ape-prover. Antistoffer ble testet 1 kostimulerende
analyser 1 nervar av suboptimale konsentrasjoner av anti-CD3-antistoff (1 pg/ml) eller
Concavalin A (1 pg/ml) (donorer M5170 og 81 kun). Resultater er uttrykt som ganger
gkning 1 pg/ml over kontroller. P4 grunn av den variable bakgrunnsresponsen blant
donorer, ble data normalisert relativt til kontrollbehandlinger (=1). FIG. 13A tilveiebringer
de humane T-celleresultatene og FIG. 13B gir resultatene fra ape-PBMC. Som vist i FIG.
13A-13B, viste mab 20H4,9-IgG4 kostimulerende egenskaper hvilket gir hayere nivaer av
IFN-y i humane og ape-celler sammenlignet med kontroller. Nivaet av forbedring av IFN-
y-syntese var komparabel med dets parentale molekyl i humane og ape-prover.

Deretter ble effekten av kryssbinding av antistoff pa den funksjonelle effekten av
mab 20H4,9-IgG4 evaluert. Det har blitt vist at kryssbinding av antistoffer kan resultere i
potensiering av deres evne til signalering. Falgelig ble det utfort en undersekelse for &
bestemme den funksjonelle aktiviteten til mange batcher av mab 20H4,9-IgG4 + et anti-
humant IgG-antistoff. Som vist 1 FIG. 14A, ble det observert betydelig forbedring av IFN-

v-syntese for alle lots testet i fravaer av kryssbindende antistoffer, med et plata ved
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konsentrasjoner pa 400 ng/ml. @kningen av IFNy-syntese ved mab 20H4,9-IgG4 ble
ytterligere forbedret ved tilsetning av anti-human IgG kryssbindende antistoff som vist 1
FIG. 14B. Forskjellige batcher av mab 20H4,9-IgG4 hadde komparable cellulere
aktiviteter.

Felgelig forte kryssbinding av mab 20H4,9-I1gG4 til en forbedring av antistoffets
evne til 4 indusere IFN-y-syntese. Kryssbinding av antistoff in vivo kan forekomme ved
cellulere reseptorer for Fc-delen av immunglobuliner eller ved dimerisering av antistoff.
Mab 20H4,9-1gG4 er av IgG4-isotypen, som, sammenlignet med andre IgG-isotyper, har
lav affinitet for Fc-reseptorer. Imidlertid kan IgG4 binde til FcyRI (CD64) uttrykt pa
monocytter og naytrofiler.

To andre metoder ble anvendt for & ytterligere karakterisere mab 20H4,9-IgG4: (1)
effekt pa T-celleoverlevelse og (ii) effekt pa cyklin D2-ekspresjon. For & bestemme
hvorvidt mab 20H4,9-IgG4 kunne frembringe signalering gjennom CD137 pa humane T-
celler og gi kostimulerende signaler til T-celler som ferer til celleoverlevelse og
ekspansjon, ble humane T-celler stimulert med anti-CD3 antistoffer +/- mab 20H4,9-IgG4
i konsentrasjoner kjent & indusere IFN-y-syntese merket med annexin-V og propidiumjodid
for & bestemme antall levende celler (Annexin V/Propidiumjodid negativ) og med Cyklin
D2 for & bestemme dens effekt pa celleprogresjon. FIG. 15 viser de gjennomsnittlige
resultatene for 4 forskjellig lots av mab 20H4,9-IgG4 pa cyklin D2-ekspresjon og
overlevelse av T-celler. Konsentrasjoner av mab 20H4,9-1gG4 pa 0,4-10 pg/ml resulterte i
en gkning 1 antallet levende celler ved omtrent 1,8 - 2 ganger og ga en betydelig ekning 1
antallet cyclin D2-uttrykkende T-celler (2,5 - 3 ganger).

Eksempel 3: In vivo-evaluering av 4-1BB-antistoffer 1 en farmakodynamisk modell i
cynomolgus-aper.

Dette eksemplet illustrerer evnen til mab 20H4,9-IgG4 og mab hu39E3.G4 til &
forbedre den antigenspesifikke immunresponsen fremkalt ved DNA-vaksiner.

Materialer og Metoder

Eksperimentelle dyregrupper: Hunn og hann cynomolgus-aper (2,5 til 5,0 kg) ble
anskaffet fra Charles River BRF (Houston, Texas) for dette studiet og ble oppstallet i par.
Hver eksperimentell gruppe besto av 4 hanner og 2 hunner som ble randomisert inn i
grupper med hensyn til kroppsvekt. Eksperimentelle grupper var som felger:

Gruppe 1 - SIV gag og PSA DNA-vaksine (2 mg hver), dag 0, 28, 56, i.m., samt

kontroll med saltopplesning, 1.v., ved dagene 12, 15 og 19;
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Gruppe 2 - SIV gag og PSA DNA-vaksine (2 mg hver), dag 0, 28, 56, 1.m., samt

mab hu39E3.G4, i.v., ved dagene 12, 15 og 19;

Gruppe 3 - SIV gag og PSA DNA-vaksine (2 mg hver), dag 0, 28, 56, .m., samt

mab 20H4,9-1gG4, 1.v., ved dagene 12, 15 0g 19;

Gruppe 4 - ubehandlet kontrollgruppe.

Immuniseringer og antistoffbehandlinger: PSA og SIV gag DNA-vaksineer ble
oppnadd fra David B. Weiner, Department of Pathology and Laboratory of Medicine,
University of Pennsylvania. (se Kim et al., Oncogene 20, 4497-4506 (2001); Muthumani et
al., Vaccine 21, 629-637 (2003).)

Aper ble immunisert ved den intramuskulzre ruten med badde PSA og SIV gag
DNA-konstruksjoner (2 mg/konstruksjon/immunisering) samtidig, fulgt av to booster med
4 ukers mellomrom (dagene 0, 28 og 56). Tolv dager etter den initielle immuniseringen,
ble behandling med mab 20H4,9-IgG4 eller mab hu39E3.G4 initiert. Antistoffer ble
administrert 1.v, ved 50 mg/kg, ved dagene 12, 15 og 19 etter den forste immuniseringen.
Denne planen ble valgt fordi den ble vist & undertrykke antistoffresponsen til mab
hu39E3.G4.

Klinisk og klinisk patologi

Gjennom hele varigheten av studiet, ble det foretatt fysiske undersegkelser av alle
apene ved de ansvarlige veterinerene. Blodprever for hematologi og serumkjemi-analyser
ble oppsamlet for vaksinasjoner og deretter 12, 42, 70, 97, 134 og 168 dager etter
immuniseringer.

Immunologiske analyser

For & bestemme effekten pd immunresponsene indusert ved disse terapeutiske
regimene, ble en enzyme-linked immunospot-analyse (ELISPOT) anvendt for deteksjon av
IFN-y-produksjon ved antigen-spesifikk stimulerte lymfocytter. Blodprever for ELISPOT-
analyser ble oppsamlet for vaksinasjoner og deretter 12, 42, 70, 97, 134 og 168 dager etter
immuniseringer. Syntetiske peptider svarende til de fullstendige sekvensene av SIV gag og
PSA-antigenet ble anvendt for ex vivo stimulering av PBMC.

Resultater

Antigen-spesifikk IFN-y-sekreterende celler 1 respons til PSA eller SIV gag-
peptider ble kvantifisert ved ELISPOT. FIG. 16 (FIG. 16A-16D) viser resultatene oppnadd
fra Gruppene 1-4, henholdsvis. Nivaet av respons til PSA var svert lavt i alle grupper,
hvilket indikerer at vaksinen alene ikke induserte en malbar og konsistent immunrespons

sammenlignet med ikke-vaksinerte dyr. P4 den annen side forte SIV gag-vaksinasjon alene
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til et betydelig antall antigenspesifikke IFN-y-utskillende celler som gkte over tid (FIG.
16A). Ubehandlede dyr (ikke vaksinert) viste 100-1,000 spots/105 PBMC gjennom hele
forlgpet av undersgkelsen (FIG. 16D). Disse resultatene etablerte startresponsen til
vaksinen; dyr som fremviste < 1,000 spots/10® PBMC ble betraktet som ikke-respondere. I
gruppen dyr som mottok vaksine, viste 5 av 6 aper en gket respons over tid, med et
gjennomsnittlig antall spots etter den tredje immuniseringen (dag 70) p4 1,727 spots/10°
PBMC (SD=242, omrdde=1,403-1,968 spots/10° PBMC). En ape ble betraktet som en
ikke-responder (620 spots/million PBMC). Siden MHC typebestemmelse ikke ble utfort 1
disse studiene, er det sannsynlig at mangelen pa T-celleresponser til vaksinen ved noen
aper kan skyldes MHC-mismatch. Bemerkelsesverdig nok fremviste, ved dag 70, 4 av 6
dyr behandlet med SIV gag samt mab 20H4,9-IgG4 et betydelig hayere antall IFN-y spots
(FIG. 16C) sammenlignet med kontrolldyr (FIG. 16D) og med makaker som var
immunisert med DNA-vaksine alene (FIG. 16A). Gjennomsnittlig antall spots etter den
tredje immuniseringen for den mab 20H4,9-IgG4-behandlede gruppen var 3,465 spots/10°
PBMC (SD=1,236, omrade=2,070-4,780 spots/10° PBMC). To aper i den gruppen
responderte ikke til vaksinen (< 800 spots/million PBMC). Etter den tredje
immuniseringen (dag 70), farte behandling med mab hu39E3.G4 samt DNA-vaksine til at
6 av 6 dyr ble ansett som respondere med et gjennomsnittlig antall spots/10° PBMC pé
2,348 (SD=588, omrade=1,738-3,283) (FIG. 16B). For denne gruppen var omradet av
antall spots mindre sammenlignet med de makakene som ble behandlet med mab 20H4,9-
IgG4.

Behandling med bade mab 20H4,9-1gG4 og mab hu9E3.G4 var veltolerert og forte
ikke til noen betydelige endringer 1 kliniske tegn, klinisk kjemi eller hematologiske
parametere relativt til kontroll-aper.

Disse dataene viser at mab 20H4,9-IgG4-behandling 1 kombinasjon med en DNA-
vaksine fremkalte en in vivo-forbedring av sterrelsen av den spesifikke cellulere responsen
til det testede antigenet relativt til kontroller eller til behandling med mab hu39E3.G4, som
maélt ved antigenspesifikke IFN-y-utskillende celler. Siden kun ett doseniva av antistoffene
og ett doseringsregime ble anvendt 1 disse preliminzre undersgkelsene, er det ikke
sannsynlig at maksimale responser ble indusert og det er ngdvendig med videre arbeid for
a optimalisere betingelser. Det er imidlertid klart at selv med denne ikke-optimaliserte

fremgangsmaten ble det oppnadd en forbedring av den cellulere responsen til test-
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antigener med mab 20H4,9-IgG4, hvilket indikerer at modulering av CD137-funksjon kan

vare en attraktiv metode for & gke effektiviteten av DNA-vaksiner.

Selv om oppfinnelsen er beskrevet i noen detaljer for & illustrere og eksemplifisere
med det formal & oppna klarhet og forstaelse, vil det veere klart at visse endringer og

modifikasjoner kan utferes innenfor omfanget av de vedlagte kravene.
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PATENTKRAYV:

1. Fullstendig humant monoklonalt antistoff eller antigenbindende del derav,
karakterisert ved atdet binder spesifikt til 4-1BB, og omfatter en lett kjede
variabel region og en tung kjede variabel region, hvor:

nevnte lett kjede variabel region omfatter en CDR1 bestdende av aminosyrerestene 44-54
av SEKV ID NR:6, en CDR2 bestdende av aminosyrerestene 70-76 av SEKV ID NR:6 og
en CDR3 bestdende av aminosyrerestene 109-119 av SEKV ID NR:6; og

nevnte tung kjede variabel region omfatter en CDR1 bestdende av aminosyrerestene 50-54
av SEKV ID NR:3, en CDR2 bestaende av aminosyrerestene 69-84 av SEKV ID NR:3 og
en CDR3 bestidende av aminosyrerestene 117-129 av SEKV ID NR:3.

2. Fullstendig humant monoklonalt antistoff eller antigenbindende del derav ifelge krav 1,
karakterisert vedat:

nevnte lett kjede omfatter en variabel region bestdende av aminosyrerestene 21-129 av
SEKYV ID NR:6; og nevnte tung kjede omfatter en variabel region bestdende av
aminosyrerestene 20-140 av SEKV ID NR:3.

3. Fullstendig humant monoklonalt antistoff omfattende en lett kjede og en tung kjede,
hvor nevnte lette kjede omfatter aminosyrerestene 21-236 av SEKV ID NR:6 og nevnte
tunge kjede omfatter aminosyrerestene 20-467 av SEKV ID NR:3.

4. Farmaseytisk preparatkarakterisert v e d at det omfatter:
fullstendig humant monoklonalt antistoff eller antigenbindende del derav ifelge krav 1

eller 2; og en farmaseytisk akseptabel berer.

5. Farmasgytisk preparatkarakterisert v e d at det omfatter:
fullstendig humant monoklonalt antistoff ifglge krav 3; og

en farmaseytisk akseptabel barer.

6. Fullstendig humant monoklonalt antistoff eller antigenbindende del derav ifelge hvilket

som helst ett av kravene 1 til 3 for anvendelse 1 behandling av kreft.
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7. Anvendelse av et isolert polynukleotid omfattende en nukleotidsekvens som koder for
aminosyresekvensen av aminosyrerestene 20-467 av SEKV ID NR:3 og et isolert
polynukleotid omfattende en nukleotidsekvens som koder for aminosyresekvensen av
aminosyrerestene 21-236 av SEKV ID NR:6 for a produsere et fullstendig humant
monoklonalt antistoff eller antigenbindende del derav omfattende en lett kjede variabel

region og en tung kjede variabel region som definert i hvilket som helst av kravene 1 til 3.

8. Anvendelse av et polynukleotid omfattende nukleotidsekvensen i SEKV ID NR:1 og et
polynukleotid omfattende nukleotidsekvensen i SEKV ID NR:4 for & produsere et
fullstendig humant monoklonalt antistoff eller antigenbindende del derav omfattende en
lett kjede variabel region kodet for av nukleotidsekvensen 1 SEKV ID NR:4 og en tung
kjede variabel region kodet for av nukleotidsekvensen i SEKV ID NR:1.

338685
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IgG4 CH1 dowene

K D Y F P E PV T V 8 W N 8 G A

TCARGGACTA CTTCCCCGAR CCGGTGACGG TGTCGTGGAA CTCAGGCGLC

AGTTCCTGAT GAAGGGGCTT GGCCACTGCC ACAGCACCTT GAGTCCGCGG
‘ IgG4 CH1l domene

L T § ¢ V HT F P A VL Q 8 8 G L
CTGACCAGCG GCGTGCACAC CTTCCCGGCT GTCCTACAGT CCTCAGGACT
GACTGGTCGC CGCACGTGTG GAAGGECCGA CAGGATGTCA GGAGTCCTGA

IgG4 CHl1 domene

T Bt b P A T Sl P PO e S e g ik i e e g sk e e e g ik S el e gl e T T AP U U D AL R Pt Wy p s S mp s

+Y 8 L § 8§ v v T Vv P 5 8 & L G T K-

CTACTCCCTC- AGCAGCGTGE TGACCGTGCC CTCCAGCAGC TTGGGCACGA
GATGAGGGAG TCGTCGCACC ACTGGCACGG GAGGTCGTCG AACCCGTGCT

FIG. 3B
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IgG4 CH1 domene

T YT CNV DHKEP 8SNT KV D
AGACCTACAC CTGCAACGTA GATCACAAGC CCAGCAACAC CAAGGTGGAC

TCTGGATGTG GACGTTGCAT CTAGTGTITCG GGTCGTITGETG GTTCCAECTG'

IgG4 hengselregion

P L P 8 A Pt b S Bk TP TN R AL TR AR ap Sl sl SR E bl Sk Bad g e e o b sk e gy i it ot b PP PR A

IgG4 CH1 domene

-y s o s - . .

K R VvV E 5 K Y G P P C P P C P A P -

AAGAGAGTTG AGTCCARATA TGGTCCACCT TGCCCACCTT GCCCAGCACC
TTCTCTCAAC TCAGGTTTAT ACCAGGTGGA ACGGGTGGAA CGGGTCGCTGG
I1gG4 CH2 domene ‘

o p g o i ip ok e ek el il e e s s S N Pl Pub ek ke s . g VA e g S S A Pl P ok B P PR S P P Sl Pt Pt S ek A W P R P b

«+E F L G G P S vV F L F P P K P K D -

TGAGTTCCTG GGGGGACCAT CAGTCTTCCT GTTCCCCCCA AAMACCCBAGG

ACTCARAGGAC CCCCCTGGTA GTCAGAAGGA CAAGGGGGGT TTTGGGTTCC
IgG4 CH2 domene -

- T L M I s R T P E V T 'V v Vv D

ACACTCTCAT GATCTCCCGG ACCCCTGAGG TCACGTGCGT GGETGGTGGAC

TGTGAGAGTA CTAGAGGGCC TGGGGACTCC AGTGCACGCA CCACCACCTG
IgG4 CH2 domene

vV 8 ¢ E D P E V O F N W YV DG V
GTGAGCCAGG AAGACCCCGA GGTCCAGTTC AACTGGTACG TGGATGGCGT
CACTCGGTCC TTCTGGGGCT CCAGGTCAAG TTGACCATGC ACCTACCGCA

IgG4 CH2 domene

- g o o i b Pub Pl P P i g e S B Pk U el ik et et s s o g s s B g 5 U TR S S S R o ot 3 b N P N

+E V H N A K T K P R E E Q F R 858 T -

GGAGGTGCAT AATGCCAAGA CAAAGCCGCG GGAGGAGCAG TTCAACAGCA
CCTCCACGTA TTACGGTICT GTTTCGGCGC CCTCCTCGTC AAGTTGTCGT
IgG4 CH2 domene

Y R V V 8 V L T V L H QD W L N

CGTACCGTGT GGTCAGCGTC CTCACCGTCC TGCACCAGGA CTGGCTIGARC

GCATGGCACA CCAGTCGCAG GAGTGGCAGGE ACGTGGTCCT GACCGACTTG
IgG4 CH2 domene
G K E Y KCK V SN KGL P 8 8 1
GGCAAGGAGT ACAAGTGCAA GGTCTCCAAC AAAGGCCTCC CGTCCTCCAT
CCETTCCTCA TGTTCACGTIT CCAGAGGTTG TTTCCGGAGG GCAGGAGG’I‘A
IgG4 CH3 domene

R Sl Bl s Bl e e i S - S (b e sk s W P P N AR R o) s g D

IgG4 CH2 domene

-E K T I 8 K A K ¢ Q P R E P Q VvV Y -

CGAGAAAACC ATCTCCAMAG CCARAGGGCA GCCCCGAGAG CCACAGGTGT
GCTCTTTIGG TAGAGGTTITC GGITTCCCGT CGGGGCTCTC GGTGTCCACA
- IgG4 CH3 domene .
T L P P 8 Q E EMT K N Q Vv 8 L
ACACCCTGCC CCCATCCCAG GAGGAGATGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTG
TGTGGGACGE GGGTAGGGTC CTCCTCTACT GATTCTTGGT CCAGTOGGAC

FIG. 3C
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CH3 domene

T ot s s ot Dk et Sl et gl AP P we sk gk e S Pk S g g A o g T AR p o T S P L L P P A D A A AP P

T €C L V

K G F

Y P 8

D I AV

ACCTGCCTGG TCAAAGGCTT CTACCCCAGC GACATCGCCG TGGAGTGGGA
TGGACGGACC AGTTTCCGAA GATGGGGTCG. CTGTAGCGGC ACCTCACCCT

IgG4

CH3 domene

S S Sk Sk B T B A T b VS D T AP P B b S D Pl SN k- Sk A N SNE Bl S el B O Pl e ek gt Vo P o i p e P s gy s ph e o

-8 N @G

Q P E N

N ¥ K

T T P

P V L D -

GAGCAATGGG CAGCCGGAGA ACAACTACAA GACCACGCCT CCCGTGCTGG
TGTTGATGTT CTGGTGCGGA GGGCACGACC

CTCGTTACCC

GTCGECCTCT
19G4

CH3 domene

b s h T e D TR Fp VB P U A b Pl S T P Pk LD il P VA Pl TSk O D TN S ok B ek TS ot Pk mf e VOD U Bk i e s b i Pk s s el i

- 8 D G
ACTCCGAQCGG
TGAGGCTGCC

S F F
CTCCTTCTTC
GAGGAAGAAG

19G4

L Y 8§ R

L T V

D K 8

CTCTACAGCA GGCTAACCGT GGACAAGAGC
GAGATGTCGT CCGATIGGCA CCTGITCTCG

CH3 domene

g P St b bl UL TS Pl Pk Pk Gl U D ek ok Pk Bk B I O S Sk s OO Pp D S sk o W Dol PNB i e i el S A s ot s ol ik g e e s e

R W Q E

AGGTGGCAGG
TCCACCGTCC

+H N H
GCACAACCAC
CGTGTTGGTG
CTAGAGGGCC
GATCTCCCGG
AGCCTCGACT
TCGGAGCTGA
CCGTGCCTTC

“GGCACGGAAG

TAAAATGAGG
ATTTTACTCC
GGGEGGTGGE
CCCCCCACCC
GCAGGCATGC
CGTCCGTACG
ACCAGCTGGG
TGGTCGACCC
AAGCGCGGCG
TTCGCGCCGEC
GCGCCCTAGC
CGCGGGATCG
TTCECCGEGEC
AAGCGGCCCG
AGCARCCATA
TCGTTGGTAT
CCAGTTCCGC
GGTCAAGGCG
GCAGAGGCCG
CGTCTCCGGC

AGGCTTTITTT

TCCGAAARMAA
CTGCGATTTC
GACGCTAAAG

G N V
AGGGGAATGT
TCCCCTTACA

F 8 C
CTTCTCATGC
GARGAGTACG

IgG4 CH3 domene

Y T Q K

TACACACAGA
ATGTGTGTCT
CTATTCTATA
GATAAGATAT
GTGCCTTICTA
CACGGAAGAT
CTTGACCCTG
GAACTGGGAC
AAATTGCATC
TTTAACGTAG
GTGGGGCAGG
CACCCOGTCC
TGGGGATGCG
ACCCCTACGC
GCTCTAGGGG
CGAGATCCCC
GGTGTGGTGG
CCACACCALCC
GCCCGCTCCT
CGGGCGAGGA
CTCTCAARAA
GAGAGTTTTT
GTCCCGCCCC
CAGGGOGGEE
CCATTCTCCG
GGTAAGAGGC
AGGCCGCCTC
TCCGGCGGAG
GGAGGCCTAG
CCTCCGGATC
GCGUCARACT
CGCGGTITGA

‘8 L 8
AGAGCCTCTC
TCTCGGAGAG
GTGTCACCTA
CACAGTGGAT
GTTGCCAGCC
CAACGGTCGG
GAAGGTGCCA
CTTCCACGGT
GCATTGTCTG
CGTAACAGAC
ACAGCAAGGG
TETCETTCCC
GTGGGCTCTA
CACCCGAGAT
GTATCCCCAC
CATAGGGGTG
TTACGCGCAG
AATGCGCGTC
TTCGCTTTCT
AAGCGAAAGA
AGGGAAAAAR
TCCCTTTTTT
TAACTCCGCC
ATTGAGECGE
CCCCATGGCT
GGGGTACCGA
GGCCTCTGAG
CCGGAGACTC
GCTTTTGCAA
CGAAAACGTT
TGACGGCAAT
ACTGCCGTTA

8 V M H

TCCGTGATGC
AGGCACTACG

CCTGTCICTG
GGACAGAGAC
ARTGCTAGAG
TTACGATCTC
ATCTGTTGTT
TAGACAACAA
CTCCCACTGT
GAGGGTGACA
AGTAGGTGTC
TCATCCACAG
GGAGGATTGE
CCTCCTAACC
TGGCTTCTGA
ACCGAAGACT
GCGCCCTGTA
CGCGGGACAT
CGTGACCGCT
GCACTGGCGA
TCCCTTCCTIT
AGGGAAGGAR
AGCATGCATC
TCGTACGTAG
CATCCCGCCC
GTAGGGCGEG
GACTAATTIT
CTGATTAARA
CTATTCCAGA
GATAAGGTCT
AAAGCTTGGA
TTTCGAACCT
CCTAGCGTGA
GGATCGCACT

FIG. 3D

ATGAGGCTCT
TACTCCGAGA

G K
GGTARATGAT
CCATTTACTA
CTCGCTGATC
GAGCGACTAG
TGCCCCTCCC
ACGGGGAGGG
CCTTTCCTAR
GGAAAGGATT
ATTCTATTCT
TAAGATAAGA
GAAGACRATA
CTTCIGTTAT
GGCGGAAAGA
CCGCCTTTCT
GCGGCGCATT
CGCCGCGTAA
ACACTTGCCA
TGTGAACGGT
TCTCGCCACG
AGAGCGGTGC
TCAATTAGTC
AGTTAATCAG
CTAACTCCGC
GATTGAGGCG
TTTTATITAT
ARAATARATA
AGTAGTGAGG
TCATCACTCC
CAGCTCAGGG
GTCGAGTCCC
AGGCTGGTAG
TCCGACCATC

E W E -

E A L -
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3951
4001
4051
4101
4151

4201

GATTTTATCC

CTAAAATAGG
CGTGTCCCAA
GCACAGGGTT
CGCTCAGGAA
GCGAGTCCIT

.GTGGAAGGTA

CACCTTCCAT
CATTCCTGAG
GTAAGGACTC
GTAGAGAACT
CATCTCTTGA
TTGGATGATG
ARCCTACTAC
AGACATGGTT
TCTGTACCAA
ATCAACCAGG
TAGTTGGTCC
GAAAGTGACA
CTTTCACTGT
CCCAGAATAC
GGGTCTTATG
AGTATAAGTT
TCATATTCAA

ARGTTCTCTG

TTCAAGAGAC
CTTTTGCTGG
GAAAACGACC
GACATAATTG
CTGTATTAAC
TAAARATTTTT
ATTTTAARMAA
GTATTTTAGA
CATAAAATCT
TGCCTTTAAT
ACGGAAATTA
ATGATGAGGC
TACTACTCCG
AGRAAGGTAG
TCTTTCCATC
GAGTCATGCT
CTCAGTACGA
CCACAAAGGA
GGTGTTTCCT
TCTGTAACCT
AGACATTGGA
TTTTCITACT
AAAAGAATGA
AAARATTGTG
TTTTTAACAC
TATTIGATGT
ATAARCTACA
TTGTAGAGGT
AACATCTCCA
CTGARACATR

CCGCTGCCAT
GGCGACGGTA
RATATGGGGA
TTATACCCCT
CGAGTTCAAG
GCTCAAGTTC
AACAGRATCT
TTGTCTTAGA
ARGAATCGAC
TTCTTAGCTG
CAAAGAACCA
GTTTCTTGGET
CCTTARGACT
GGAATTCTGA
TGGATAGTCS
ACCTATCAGC
CCACCTTAGA
GGTGGAATCT
CGTTTTTCCC
GCAARANGGG
CCAGGCGTCC
GGTCCGCAGG
TGARGTCTAC
ACTTCAGATG
CTCCCCTCCT
GAGGGGAGGA
CTTTAGATCT
GARATCTAGA
GACAAACTAC
CTGTTTGATG
AAGTGTATAA
TTCACATATT
TTCCAARCCTA
AAGGTTGGAT
GAGGARAACC
CTCCTTTTGR
TACTGCTGAC
ATGACGACTG
AMGACCCCAA
TTCTGGGGTT
GTGTTTAGTA
CACAAATCAT
AMAAGCTGCA
TTTTCGACGT
TTATAAGTAG
BATATTCATC
CCACACAGGC
GGTGTCTCCE
TACCTTTAGC
ATGGAAATCG
ATAGTGCCTT
TATCACGGAA
TTTACTTGCT
AARTGAACGA
AAATGARTGC

6/29

CATGGTTCGA
GTACCAAGCT
TTGGCAAGAA
AACCGTTCTT
TACTTCCAAA
ATGRAGGTTT
GGTGATTATG
CCACTAATAC
CTTTAARGGA
GAAATTTCCT
CCACGAGGAG
GGTGCTCCTC
TATTGAACAA
ATAACTTGTT
GAGGCAGTTC
CTCCGTCAAG
CTCTTTGTGA
GAGAAACACT
AGAAATTGAT
TCTTTAACTA
TCTCTGAGGT
AGAGACTCCA
GAGAAGAAAG
CTCTTCTTTC
AARGCTATGC
TTTCGATACG
CTTTGTGAAG
GARACACTTC
CTACAGAGAT
GATGTCTCTA
TGTGTTAAAC
ACACAATTTG
TGGAACTGAT
ACCTTGACTA
TGTTTTGCTC
ACAAAACGAG
TCTCAACATT
AGAGTTGTAA
GGACTTTCCT
CCTGAARGGA
ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
CTGCTATACA
GACGATATGT
GCATAACAGT
CGTATTGTCA
ATAGAGTGTC
TATCTCACAG
TTTTTAATTT
ARAAATTARA
GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
TTAAAARACC

‘AATTTTTTGG

AATTGTTGTT

CCATTGAACT
GGTAACTTGA
CGGAGACCTA
GCCTCTGGAT
GAATGACCAC
CTTACTGGTG
GGTAGGAAAA
CCATCCTTTT
CAGAATTAAT
GTCTTAATTA
CTCATTTTCT
GAGTAAAAGA
CCGGAATTCG
GGCCTTAACC
TGTTTACCAG
ACAAATGGTC
CAAGGATCAT
GTTCCTAGTA
TTCGGGAAAT
AACCCCTTTA
CCAGGAGGAA
GGTCCTCCTT
ACTAACAGGA
TGATTGTCCT
ATTTTTATAA
TAAAAATATT
GAACCTTACT
CTTGGAATGA

"TTAAAGCTCT

AATTTCGAGA
TACTGATTCT
ATGACTAAGA
GAATGGGAGC
CTTACCCTCG
AGAAGAAATG
TCTTCTTTAC
CTACTCCTCC
GATGAGGAGG
TCAGARATTGC
AGTCTTAACG
TGCTTGCTTT
ACGAACGAAAR
AGAARATTAT
TCTTTTAATA
TATAATCATA
ATATTAGTAT

TGCTATTAAT .

ACGATAATTA
GTARAGGGGT
CATTTCCCCA
CATAATCAGC
GTATTAGTCG
TCCCACACCT
AGGGTGTGGA
GTTAMCTTGT

FIG. 3E

GCATCGTCGC

CGTAGCAGCG

CCCTGGCCTC
GGGACCGGAG

ARCCTCTTCA

TTGGAGAAGT
CCTGGTTCTC
GGACCAAGAG

ATAGTTCTCA

TATCAAGAGT
TGCCAAAAGT
ACGGTTTTCA
CAAGTAAAGT
GTTCATTTCA
GAAGCCATGA
CTTCGGTACT
GCAGGAATTT
CGTCCTTAAA
ATAAACTTCT
TATTTGARGA
AAAGGCATCA

TTTCCSTAGT

AGATGCTTTC

TCTACGAAAG

GACCATGGGA
CTGGTACCCT
TCTGTGGTGT
AGACACCACA
AAGGTAABRTA
TTCCATTTAT
ARTTGTTTGT

TTAARCAAACA

AGTGGTGGAA
TCACCACCTT
CCATCTAGTG
GGTAGATCAC
ARARAAGAAG
TTTTTICTTC
TAAGTTTTTT
ATTCARAAAA
GCTATTTACA
CGATARATGT
GGARARATAT
CCTTTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACAA
AACTATGCTC
TTGATACGAG
TAATARGGAA
ATTATTCCTT
CATACCACAT
GTATGGTGTA
CCCCCTGRAC
GGGGGACTTG
TTATTGCAGC
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GACTTTGTAT
- TTATAATGGT

AATATTACCA
CATTTTTTTC
GTAAAAAANG
TCTTATCATG
AGAATAGTAC
GCTGGAGTTC
CGACCTCAAG
ACRAATAAAG
TCTITATTITC
CTGCATTCTA
GACGTAAGAT
CTGTATACCG
GACATATGGC
TGTTTCCTGT
ACAAAGGACA
GCCGGAAGCA
CGECCTTCGT
CACATTAATT
GTGTAATTAA
CGTGCCAGCT
GCACGGTCGA
CGTATTGGGC
GCATAACCCG
CGTTCGGCTG
GCAAGCCGAC
TATCCACRGA
ATAGGTGTCT
CAGCAAARGG

"GTCETTTTICC

TAGGCTCCGC
ATCCGAGGCG
GGTGGCGAAA
CCACCGCTITT
AGCTCCCTCG

‘TCGAGGGAGC

GTCCGCCTITT
CAGGCGGAAM
GTAGGTATCT
CATCCATAGA
CACGAACCCC
GTGCTTGGGG
TCTTGAGTCC
AGAACTCAGG
CTGGTAACAG

'GACCATTGTC

TTGAAGTGGT
AACTTCACCA
CTGCGCTCTG
GACGCGAGAC
GATCCGGCAA
CTAGGCCGTT
CAGCAGATTA
GTCGTCTAAT

TTTACTTACG

TACAAATARA

ATGTTTATTT
ACTGCATTCT
TGACGTAAGA
TCTGGATCGG
AGACCTAGCC
TTCGCCCACC
AAGCGGGTGG
CAATAGCATC
GTTATCGTAG
GTTGTGGTTT
CAACACCAAA
TCGACCTCTA
AGCTGGAGAT
GTGAAATTGT
CACTTTAACA
TARAGTGTAR
ATTTCACATT
GCGTTGCGCT
CGCAACGCGA
GCATTAATGA
CGTAATTACT
GCTCTTCCGC
CGAGAAGGCG
CGGCGAGCEs
GCOGCTCECC
ATCAGGGGAT
TAGTCCCCTA
CCAGGAACCG
GGTCCTTGGC
CCCCCTGACG
GGEGGACTGC
CCCGACAGGA
GGGCTGTCCT
TGCGCTCTCC
ACGCGAGAGG
CTCCCTTCGG
GAGGGAAGCC
CAGTTCGGTG
GTCAAGCCAC
CCGTTCAGCC
GGCARGTCGG
AACCCGGTAA
TTGGGCCATT
GATTAGCAGA
CTAATCGTCT
GGCCTAACTA
CCGGATTGAT
CTGAAGCCAG
GACTTCGGTC
ACAAACCACC
TGTTTGCTGA
CGCGCAGAAR
GCGCGTCTTT

7129

TTAACAACAA CAATTGAACA AATAACGTCG

GCAATAGCAT

CGTTATCGTA.

AGTTGTGGTT
TCAACACCAA
CTGGATGATC
GACCTACTAG
CCAACTTGTT
GGTTGAACAA
ACAAATTTCA

TGTTTABAGT

GTCCARACTC
CAGGTTTGAG
GCTAGAGCTT
CGATCTCGAA
TATCCGCTCA

ATAGGCGAGT

AGCCTGGGGT
TCGGACCCCA
CACTGCCCGC
GTGACGGGCG
ATCGGCCAAC
TAGCCGGTTG
TTCCTCGCTC
AAGGAGCGAG
TATCAGCTCA
ATAGTCGAGT
AACGCAGGAR
TTGCGTCCTT

TAAAMAGGCC'

ATTTTTCCGG
AGCATCACAR
TCGTAGTGTT
CTATAAAGAT
GATATTTCTA
TGTTCCGACC
ACAAGGCTGG
GAAGCGTGGC
CTTCGCACCG
TAGGTCGTTC
ATCCAGCAAG
CGACCGCTGC
GCTGGCGACG
GACACGACTT
CTGIGCTGAA
GCGAGGTATG
CGCTCCATAC
CEGGCTACACT
GCCGATGTGA
TTACCTTCGG
AATGGARGCC
GCTGGTAGCG
CGACCATCGC
AAAAGGATCT
TTTTCCTAGA

CACAAATTTC
GTGTTTAAAG
TGTCCAAACT
ACAGGTTTGA
CTCCAGCGCG
GAGGTCGCGC
TATTGCAGCT
ATAACGTCGA
CAAATARAGC
GTTTATTTCG
ATCAATGTAT
TAGTTACATA
GGCGTAATCA
CCGCATTAGT
CAATTCCACA
GTTAAGGTGT
GCCTAATGAG
CGGATTACTC
TTTCCAGTCG

AAAGGTCAGC

GCGCGGGGAG
CCGCGCCCCTC
ACTGACTCGC
TGACTGAGCG
CTCAMAGGCG
GAGTTTCCGC
AGAACATGTG
TCTTGTACAC
GCGTTGCTGG
CGCAACGACC
AAATCGACGC
TITAGCTGCG
ACCAGGCGTT
TGGTCCGCAA
CTGCCGCTTA
GACGGCGAAT
GCTTTCTCAA
CGABAGAGTT
GCTCCAAGCT
CGAGGTTCGA
GCCTTATCCG
CGGAATAGGC
ATCGCCACTG
TAGCGGTGAC
TAGGCGGTGC
ATCCGCCACG
AGARGGACAG
TCTTCCTIGTC
AAAMAGAGTT
TTTTTCTCAA
GTGGETTTTIT
CACCARAAAAR
CAAGAAGATC
GTTCITCTAG

FIG. 3F

ACBAATAARAG

TGTTTIATTTC
CATCAATGTA
GTAGTTACAT
GGGATCTCAT
CCCTAGAGTA
TATAATGGTIT

ATATTACCAA .

ATTTTTTTCA
TAARAAAAGT
CTTATCATGT
GAATAGTACA
TGGTCATAGC
ACCAGTATCG
CAACATACGA
GTTGTATGCT
TGAGCTAACT
ACTCGATTGA
GGAAACCTGT
CCTTTGGACA
AGGCGGTTTG
TCCGCCAAAC

TGCGCTCGRT
ACGCGAGCCA

GTAATACCGT
CATTATGCCA
AGCAAMAGGC
TCGTTTTCCG
CGTTTTTCCA
GCAARAAGGT
TCAAGTCAGA
AGTTCAGTCT

"TCCCCCTGGA

AGGGGGACCT
CCGGATACCT
GGCCTATGGA
TGCTCACGCT
ACGAGTGCGA
GGGCTCTGTG
CCCGACACAC
GTAACTATCG
CATTGATAGC
GCAGCAGCCA
CGTCGTCGGT
TACAGAGTTC
ATGTCTCAAG
TATTTGGTAT
ATAAACCATA
GGTAGCTCTT
CCATCGAGAA
TGTTTGCAAG
ACAAACGTTC
CTTTGATCTT
GAAACTAGAA
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- 6301
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6401
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-6551

6601
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€701
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6801
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6901

6951

TTCTACGGGG
AAGATGCCCC
TGGTCATGAG
ACCAGTACTC
AAATGAAGTT
TTTACTTCAA
CAGTTACCAA
GTCAATGGTT
TTCGTTCATC
AAGCAAGTAG
CGGOAGGGCT
GCCCTCCCGA
ACGCTCACCG
TGCGAGTGGC
CCGAGCGCAG
GGCTCGCGETC
AATTGTTGCC
TTAACAACGG
CAACGTTCTT
GTTGCAACAA
GTATGGCTTC
CATACCGAAG
TCCCCCATGT
AGGGGGTACA
TGTCAGAAGT
ACAGTCTTCA
TGCATAATTC
ACGTATTAAG
GGTGAGTACT
CCACTCATGA

"TTGCTCTTGC

AACGAGAACG
CTTTAARAAGT
GAAATTTTCA
AGGATCTTAC
TCCTAGAATG

'CAACTGATCT

GTTGACTAGA
ARACAGGAAG
TTPGTCCTTC
TGTTGAATAC
ACAACTTATG
GGGTTATTGT
CCCAATAACK
AACAAATAGG
TTGTTTATCC
GACGGATCGG
CTGCCTAGCC
GCCAGAGTAA
CGGTCTCATT
AGTTTGGCGC
TCARACCGCG
GCTCTGATGC
CGAGACTACG
GAGGTCGCTG

TCTGACGCTC
AGACTGCGAG
NTTATCAAAA
TAATAGTTTT
TTAAATCAAT
AATTTAGTTA
TGCTTAATCA
ACGAATTAGT
CATAGTTGCC
GTATCAACGG
TACCATCTGG
ATGGTAGACC
GCTCCAGATT
CGAGGTCTAA
AAGTGGTCCT
TTCACCAGGA
GGGAAGCTAG
CCCTTCGATC
GCCATTGCTA
CGGTAACGAT
ATTCAGCTCC
TARGTCGAGG
TCTGCARARA
ACACGTTTTT
AAGTTGGCCG
TTCAACCGGC
TCITACTGTC
AGAATGACAG
CARCCAAGTC
GTTGGITCAG
CCGGCGTCARA
GGCCGCAGTT
GCTCATCATT
CGAGTAGTAA
CGCTGTTGAG
GCGACAACTC
TCAGCATCTT
AGTCGTAGAR
GCAAAATGCC
CGTTTTACGG
TCATACTCTT
AGTATGAGAA
CTCATGAGCG
GAGTACTCGC
GGTTCCGCGC
CCAAGGCGCG
GAGATCTGCT
CTCTAGACGA
CCTTTTTTTIT
GGAAARAAMA
CGATCTCCCG
GCTAGAGGGC
CGCATAGTITA
GCGTATCAAT
AGTAGTGCGC

8/29

AGTGGAACGA
TCACCTTIGCT
AGGATCTTCA
TCCTAGAAGT
CTAAAGTATA
GATTTCATAT
GTGAGGCACC
CACTCCGTGG
TGACTCCCCG
ACTGAGGGGC
CCCCAGTGCT
GGGGTCACGA
TATCAGCAAT
ATAGTCGTTA
GCAACTTTAT
CGTTGAAATA
AGTAAGTAGT
TCATTCATCA
CAGGCATCGT
GTCCGTAGCA
GGTTCCCAAC
CCAAGGGTTG
AGCGGTTAGC
TCGCCAATCG
CAGTGTTATC
GTCACAATAG
ATGCCATCCG
TACGGTAGGC
ATTCTGAGAA
TAAGACTCTT
TACGGGATAA
ATGCCCTATT
GGAAMACGTT
CCTTTTGCAA
ATCCAGTTCG
TAGGTCAAGC
TTACTTTCAC
AATGAAAGTG
GCAAAAMAGG
CGTTTTTTLCC
CCTTTTTCAA
GGAAAMAAGTT
GATACATATT
CTATGTATAA
ACATTTCCCC
TGTAAAGGGG
AGGTGACCTG
TCCACTGGAC
TAATTTTATT
ATTARAATAA
ATCCCCTATG
TAGGGGATAC
AGCCAGTATC
TCGGTCATAG
GAGCAAAATT

AAACTCACGT
TTTGAGTGCA
CCTAGATCCT
GGATCTAGGA
TATGAGTAAA
ATACTCATTT
TATCTCAGCG
ATAGAGTCGC
TCGTGTAGAT
AGCACATCTA
GCAATGATAC
CGTTACTATG
AARACCAGCCA
TTTGGTCGGT
CCGCCTCCAT
GGCGGAGGTA
TCGCCAGTTA
AGCGGTCAAT
GGTGTCACGC
CCACAGTGCG
GATCAAGGCG
CTAGTTCCGC
TCCTTCGATC
AGGAAGCCAG
ACTCATGGTT
TGAGTACCAA
TAAGATGCTT
ATTCTACGAR
TAGTGTATGC
ATCACATACG
TACCGCGCCA
ATGGCGCGGT
CTTCGGGGCG
GAAGCCCCGC
ATGTAACCCA
TACATTGGGT
CAGCGTTTCT
GTCGCAAAGA
GAATAAGGGC
CTTATTCCCG
TATTATTGAA
ATAATARCTT
TGAATGTATT
ACTTACATAA
GAAAAGTGCC
CITTTCACGG
AGGCGCGCCG
TCCGCGCGGT
TTATTTTATT
AATAMRATAR
GTCGACTCTC
CAGCTGAGAG
TGCTCCCTGC
ACGAGGGACG
TAAGCTACAA

FIG. 3G

TAAGGGATTT

ATTCCCTAAA

TTTARRTTAA
AAATTTAATT

CTTGGTCTGA -

GAACCAGACT
ATCTGTCTAT
TAGACAGATA
AACTACGATA
TTGATGCTAT
CGCGAGACCC
GCGCTCTGGE
GCCGGAAGGG
CGGCCTTCCC
CCAGTCTATT
GGTCAGATAA
ATAGTTTGCG
TATCAAACGC
TCGTCGTTTG
AGCAGCARAC
AGTTACATGA
TCAATGTACT
CTCCGATCGT
GAGGCTAGCA
ATGGCAGCAC
TACCGTCGTG
TTCTGTGACT
AAGACACTGA
GGCGACCGAG
CCGCTGECTC
CATAGCAGAR
GTATCGTCTT

AAAACTCTCA

TTTTGAGAGT
CTCGTGCACC
GAGCACGTGG
GGGTGAGCAA
CCCACTCGTT

GACACGGAAA

CTGTGCCTTT
GCATTTATCA

CGTARATAGT .

TAGAAAAATA
ATCITTTTAT
ACCTGACGTC
TGGACTGCAG
GCTTCGAATA
CGARGCTTAT
TTTGAGATGG
AAACTCTACC
AGTACAATCT
TCATGTTAGA
TIGTGTIGTTG
AACACACAAC
CAAGGCAAGG
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7001

7051

9/29

CTCCAGCGAC TCATCACGCG CTCGTTITAA ATTCGATGTT GTITCCGTTICC

CTTGACCGAC AATTGCATGA AGAATCTGCT TAGGGTTAGG CGTTTTGCGC

GAACTGGCTG TTAACGTACT TCTTAGACGA ATCCCAATCC GCAAAACGCG

TGCTTCG
ACGAAGC

FIG. 3H
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51

101

151

201

251

301

351
401
. 451
501
551
601
651
701
751
801
85i
201

981

1001

1051

GACGGATCGG
CTGCCTAGCC
GAATAGCCAG
CTTATCGGTC
GATGGAGTIT
CTACCTCABR
AATCTGCTCT
TTAGACGAGA
TCTTGGAGGT
ACRACCTCCA
CAAGGCTTCA

-GTTCCGAACT

TGCGCTGCIT
ACGCGACGAA
TGACTAGTTA
ACTGATCAAT
TATATGGAGT
ATATACCTCA
ACCGCCCAAC
TGGCGGETTC
TAGTAACGCC
ATCATTGCGG
CGGTAAACTG
GCCATTTGAC
GCCCCCTATT
CGGGGGATRA
AGTACATGAC
TCATGTACTG
GTCATCGCTR
CAGTAGCGAT
TGGATAGCGG
ACCTATCGCC
TCAATGGGAG
AGTTACCCTC
CGTAACAACT
GCATTGTTGA
GGAGGTCTAT
CCTCCAGATA
ACTGGCTTAT
TGACCGAATA

CAACAAGTTIT
GTTGTTCAAA

GAGATCTGCT
CTCTAGACGA

AGTAACCTTT

TCATTGGAAA
GGCGCCGATC
CCGCGGCTAG
GATGCCGCAT
CTACGGCGTA
CGCTGAGTAG
GCGACTCATC
CCGACRATTG
GGCTGTTAAC
CGCGATGTAC
GCGCTACATG
TTAATAGTAA
AATTATCATT
TCCGCGTTAC
AGGCGCAATG
GACCCCCACe
CTGGGGGCEE
AATAGGGACT
TTATCCCTGA
CCCACTTGGC
GGGTGAACCE
GACGTCAATG
CTGCAGTTAC
CTTATGGGAC
GAATACCCTG
TTACCATGGT
AATGGTACCA
TTTGACTCAC
AAACTGAGTG
TTTGTTTTGG
AAACAAAACC
CCGCCCCATT
GGCGGGGTAA
ATAAGCAGAG
TATTCGTCTC
CGAAATTAAT
GCTTTAATTA

GTACAARAAA
CATGTTTTIT

10/29

AGCCCGGETG
TCGGGCCCAC
TITTTTTAATT

AAAARAATTAA

TCCCGATCCC
AGGQCTAGGG
AGTTAAGCCA
TCAATTCGGT
TGCGCGAGCA
ACGCGCTCGT
CATGAAGAAT
GTACTTCTTA
GGGCCAGATA
CCCGGTCTAT
TCAATTACGG
AGTTAATGCC
ATAACTTACG
TATTGAATGC
CATTGACGTC
GTAACTGCAG
TTCCATTGAC
AAGGTAACTG
AGTACATCAA
TCATGTAGTT
ACGGTAAATG
TGCCATTTAC
TTTCCTACTT
AAAGGATGAA
GATGCGGTTT
CTACGCCAAR
GGGEATTITCC
CCCCTABAGG
CACCAAAATC
GTGGTTITTAG
GACGCAAATG
CTGCGTTTAC
CTCTCTGGCT
GAGAGACCGA
ACGACTCACT
TGCTGAGTGA

GCAGGCTGGT

CGTCCGACCA.

ACCTGAGGCG
TGGACTCCGC
TTATTITATT
AATARRATAA
CTATGGTCGA
GATACCAGCT
GTATCTGCTC
CATAGACGAG
ARRTTTAAGC
TTTAAATTCG
CTGCTTAGGG
GACGAATCCC
TACGCGTTGA
ATGCGCAACT
GGTCATTAGT
CCAGTAATCA
GTAAATGGCC
CATTTACCGG
AATAATGACG
TTATTACTGC
GTCAATGGGT
CAGTTACCCA
GTGTATCATA
CACATAGTAT
GCCCGCCTGG
CGGGCGGACC
GGCAGTACAT
CCGTCATGTA
TGGCAGTACA
ACCGTCATGT
ARAGTCTCCAC
TTCAGAGGTG
AACGGGACTT
TIGCCCTGAA
GGCAGTAGGC
CCGCCATCCG
AACTAGAGAR
TTGATCTCTT
ATAGGGAGAC
TATCCCTCTG

CGCCGGCTTC
GCGGCCGAAG

TTATTTTIGA

AATAAAMACT
CTCTCAGTAC

GAGAGTCATG

CCTGCTTGTG
GGACGAACAC
TACAACAAGG
ATGTTGTTCC
TTAGGCGTTT
AATCCGCAAA
CATTGATTAT
GTAACTAATA
TCATAGCCCA
AGTATCGGGT
CGCCTGGCTG
GCGGACCGAC
TATGTTCCCA
ATACAAGGGT
GGAGTATTTA
CCTCATAAAT
TGCCAAGTAC
ACGGTTCATG
CATTATGCCC
GTAATACGGG
CTACGTATTA
GATGCATAAT
TCAATGGGCG
AGTTACCCGC
CCCATTGACG
GGGTAACTGC
TCCAAAATGT
AGGTTTTACA
GTGTACGGTG
CACATGCCAC
CCCACTGCTT
GGGTGACGAA
CCAAGCTTAT
GGTTCGAATA

Naturlig Ig leder

P R Y

M E A

ACCATGGAAG
TGGTACCTTC

Néturlig Ig lederpeptid

L LLL WUL P
GCTTCTCTTC CTCCTGCTAC TCTEGCTCCC
CGARGAGAAG GAGGACGATG AGACCGAGGG

DT T
AGATACCACC
TCTATGGTGG

FIG. 4A

CCCCAGCTCA
GGGGTCGAGT

~ -

G BE I V-

GGAGARATTG
CCTCTTTAAC

P A Q-
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1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

11/29

20H4-9 LC variabel region
. L. T Q E P A T.L 5 L 5 . P G . E R A
TGTTGACACA GTCTCCAGCC ACCCTGTCTT TGTCTCCAGG GGARAGAGCC
ACAACTGTGT CAGAGGTCGG TGGGACAGAA ACAGALGGTCC CCTTTCTCGG
20H4-9 LC variabel region

T L 8 € R A S Q S v-5 8 YL AW Y-
ACCCTCTCCT GCAGGGCCAG TCAGAGTGTT AGCAGCTACT TAGCCIGGTA
TGGGAGAGGA CGTCCCGGTC AGTCTCACAA TCGTCGATGA ATCGGACCAT

20H4-9 LC variable region

+Q 0 K P G Q A P R L L 1 Y D A § N -

CCRACAGAAR CCTGGCCAGG CTCCCAGGCT CCTCATCTAT GATGCATCCA
GGTTGTCTTT GGACCGGTCC GAGGGTCCGA GGAGTAGATA CTACGTAGGT
20H4-92 LC variabel region

- Sl Pk i S PO Pk PAF 8 Sk

+ R A T G I P A R F B G S G 8 6 T
ACAGGGCCAC TGGCATCCCA GCCAGGTTCA GTGGCAGTGG GTCTGGGACA
TGTCCCGGTG ACCGTAGGGT CGGTCCAAGT CACCGTCACT CAGACCCTGT
20H4-9 LC variabel reglon
D F T L T I 8 S L E P E D F A Vv Y -
GACTTCACTC TCACCATCAG CAGCCTAGAG CCTGAAGATT TTGCAGTTTA

CTGAAGTGAG AGTGGTAGTC GTCGGATCTC GGACTTCTAA AACGTCAAAT

CDR 3

ok D A Pl bt TR b Sk U b Sk AT S b S N D P L NP B P o P PL Pk ok O PO Bk PNL- b e S b S

20H4-9 LC variabel region

ek S B el Bk ok el il ol e T b k. VB o Sd A Ol o e S U b PN D P S AR P P FUB U UD U e ONF o sl A} PR Py i} P g g Sl e s o e

.Y CQ QRSN WPP ALT FGGCG.

TTACTGTCAG CAGCGTAGCA ACTGGCCTCC GGCGCTCACT TTCGGCGGAG
AATGACAGTC GTCGCATCGT TGACCGGAGG CCGCGAGTGA AAGCCGCCTC
C-kappa -

L R R A Pt P VP A S N VAR N TN P AR TAD B A8 D P8 Sk NP Sk el o S g AR B

- T K V E I K R T V A A P 8 Vv F I

GGACCAAGGT GGAGATCAAA CGTACGGTGG CTGCACCATC TGTCTTCATC

CCTGGTTCCA CCTCTAGTTT GCATGCCACC GACGTGGTAG ACAGAAGTAG
C-kappa

F P P 8 D E Q L K 8§ G T A -8 v v C -

TTCCCGCCAT CTGATGAGCA GTTGAAATCT GGAACTGCCT CTGTTGTCTG

AAGGGCGGTA GACTACTCGT CAACTTTAGA CCTTGACGGA GACAACACAC
C-kappa

b e sl U b i TUD b ok B AL Sk AR PR Pk Al b Pk b AL Pl Sop TR TS P B A8 i S UL USE PP NS T b P S NG M PUR Sk sl P S s P O e} e P ok ep Pup b

L L N N F Y P R BEA XKV Q W X VvV D-

CCTGCTGAAT AACTTCTATC CCAGAGAGGC CAAAGTACAG TGGAAGGTGG
GGACGACTTA TTGAAGATAG GGTCTCTCCG GTTTCATGTC ACCTTCCACC

FIG. 4B
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1551

1601

1651

©.1701

1751
1801
1851
1901
1951
- 2001
2051
210i
2151
2201
2251

2301

23531

2401
2451
2501

2851

-+ N A L

12/29

C-kappa

P b i ot i iy s e g Pd i e S ad Sk S s B o e el S B Sy g s o g A P A APl T b Pk R A . P R N

Q.58 G

N 8 ¢ E

s v.T

E O D

ATAACGCCCT CCAATCGGGT AACTCCCAGG AGAGTGTCAC AGAGCAGGAC

TATTGCGGGA GGTTAGCCCA TTGAGGGTCC TCTCACAGTG. TCTCGTCCTG

§ K D 8

C-kappa

T it P g o Py g b rieh e iy o o g s A . i i T ek s ol PR P N D Rk I b ol e PSPl Pt g i P

T Y 8§

L 83 8

T L T L

§ K A

AGCAAGGACA GCACCTACAG CCTCAGCAGC ACCCTGACGC TGAGCAAAGC

TCGTTCCTGT COTGGATGTC GGAGTCGTCG TGGGACTGCG ACTCGTTTCG |

- D Y BE

C-kappa

T dar o i Tt s T g i b ek T g S, Bt g g e S ik P s S P P s e S ik B sy g ek el S T P T L PR A S TSP ok PN A R P

K H K V

Y A C

E v T

AGACTACGAG AAACACAAAG TCTACGCCTG CGAAGTCACC
TCTGATGCTC TTTGTGTTTC AGATGCGGAC GCTTCAGTIGG
C-kappa -

Rt P Y T 8 o T i p b S h g s ok ek e SN ok s R i i g e W D P P N NS PP R b NS Pk b Sk

- § 8 P
TGAGCTCGCC
ACTCGAGCGG
CTTTCTTGTA
GRAAGRACAT
CTAAATGCTA
GATTTACGAT
GCCATCTGTT
CGGTAGACAA
CCACTCCTCAC
GGTGAGGGTG
CTGAGTAGGT
GACTCATCCA
GGGGGAGGAT
CCCCCTCCTA
CTATGGCTTC
GATACCGAAG
CACGCGCCCT
GTGCGCGGGA
CAGCGTGACC
GTCGCACTGG
TCTTCCCTTC
AGAAGGGAAG
ARARGCATGC
TTTTCGTACG
GCCCATCCCG
CGGGTAGGGC
GCTGACTAAT

CGACTGATTA,

GAGCTATTCC
CTCGATAAGG
CAARARGCTT
GTTTTTCGAA
CGGCAATCCT
GCCGTTAGGA
GGTTCGACCA
CCARGCTGGT

v T K
CGTCACAAAG
GCAGTGTTTC
CAAAGTGGTT
GTTTCACCAA
GAGCTCGCTG
CTCGAGCGAC
GTTTGCCCCT
CAAACGGGGA
TATCCTTITCC
ACAGGAAAGG
GTCATTCTAT
CAGTAAGATA
TGGGAAGACH
ACCCTTCTGT
TGAGGCGGAA
ACTCCGCCTT
GTAGCGGCGC
CATCGCCGCG
GCTACACTTG
CGATGTGAAC
CTITTCTCGCC
GAARGAGCGG
ATCTCAATTA
TAGAGTTAAT
CCCCTAACTC
GGGGATTGAG
TTTTTTTATT
AAARARMATAR
AGAAGTAGTG
TCTTCATCAC
GGGGGGACAG
CCCCCCTGTC
AGCGTGAAGG
TCGCACTTCC
TTGAACTGCA
ARCTTGACGT

S8 F N R

AGCTTCRACA
TCGAAGTTGT
GATCTAGAGG
CTAGATCTCC
ATCAGCCTCG
TAGTCGGAGC
CCCCCGETGCC
GGGGGCACGG
TAATARRATG
ATTATTTTAC
TCTGGGGGGET
AGACCCCCCA
ATAGCAGGCA
TATCGTCCGT
AGAACCAGCT
TCTTGGTCGA
ATTAAGOGCG
TAATTCGCGC
CCAGCGCCCT
GGTCGCGGGA
ACGTTCGCCG
TGCAAGCGGC
GTCAGCAACC
CAGTCGTTGG
CGCCCAGTTC
GCGGGTCAAG
TATGCAGAGG
ATACGTCTCC
AGGAGGCTTT
TCCTCCGAAA
CTCAGGGCTG
GAGTCCCGAC
CTGGTAGGAT
GACCATCCTA
TCGTCGCCGT
AGCAGCGGCA

G E C
GGGGAGAGTG
CCCCTCTCAC
GCCCTATTCT
CGGGATAAGA
ACTGTGCCTT
TGACACGGAA
TTCCTTGACC
AAGGAACTGG
AGGAARATTGC
TCCTTTAACG
GGECTGGGGC
CCCCACCCCG
TGCTGGGGAT
ACGACCCCTA
GGGGCTCTAG
CCCCGAGATC
GCGGEIGTGG
CGCCCACACC
AGCGCCCGCT
TCGCGGGCGA
GGCCTCTCAA
CCGGAGAGTT
ATAGTCCCGC
TATCAGGGCG
CGCCCATTCT
GCGGGTARGA
CCGAGGCCGC
GGCTCCGGCC
TTTGGAGGCC
AAMACCTCCGG
CGATTTCGCG
GCTAAAGCGC
TTTATCCCCG
ARATAGGGGC
GTCCCAAMAT
CAGGGTTTTA

FIG. 4C

H Q¢ G L -~

CATCAGGGCC
GTAGTCCCGG

TTAGACCCAG .

AATCTGGGTC
ATAGTGTCAC
TATCACAGTG
CTAGTTGCCA
GATCAACGGT
CTGGAAGGTG
GACCTTCCAC
ATCGCATTGT
TAGCGTAACA
AGGACAGCAA
TCCTGTCRTT
GCGGTGGGCT
CGCCACCCGA
GGGGTATCCC
CCCCATAGGSE
TGGTTACGCG
ACCAATGCGC
CCTTTCGCTT
GGAAAGCGAA
AAAAGGGAAA
TITTCCCTTT
CCCTAACTCC
GGCATTGAGS
CCGCCCCATE
GGCCEAGTAC
CTCGGCCTCT
GAGCCGGAGA
TAGGCTTTTG
ATCCGAAAAC
CCAMACTTGA
GGTTTGAACT
CTGCCATCAT
GACGGTAGTA

ATGGGGATTG:

TACCCCTAAC
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2601
2651
2701
2751
2801
- 2851
2901
2951

3001

" 3051

3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601

3651

3701

3752
3801
3851

3901

GCAAGAACGG

CGTTCTTGCC

TTCCAAAGAA
AAGGTTTCTT
GATTATGGGT
CTAATACCCA
TARAGGACAG
ATTTCCTGTC
CGAGGAGCTC
GOTCCTCGAG
TGAACAACCG
ACTTGTTGGC
GCAGTTCTGT
CGTCAAGACA
TTTGTGACAA
AARACACTGTT
AATTGATTTG
TTAACTAAAC
CTGAGGTCCA
GACTCCAGGT
AAGAAAGACT
TTCTTTCTGA
GCTATGCATT
CGATACGTAA
CTTTGTGAAG
GAAACACTTC
CTACAGAGAT
GATGTCTCTA
TGTGTTAAAC
ACACAATTTG
TGGAACTGAT
ACCTTGACTA
TGTTTTGCTC
ACAAAACGAG
TCTCARCATT
AGAGTTGTARA
GGACTTTCCT

'CCTGRAAGGA

ATAGAACTCT
TATCTTGAGA
CTGCTATACA
GACGATATGT
GCATAACAGT
CGTATTGTCA
ATAGAGTGTC

TATCTCACAG.

TTTTTAATTT
AAAAATTAAR
GACTAGAGAT
CTGATCTCTA
TGCTTTAAAA
ACGAAATTTT

ATGCAATTGT

TACGTTAACA

AGACCTACCC
TCTGGATGGE
TGACCACAAC
ACTGGTGTTG
AGGAARACCT
TCCTTTTGGA
AATTAATATA
TTAATTATAT
ATTTTCTTGC
TAAAAGAACG
GAATTGGCAA
CTTAACCGTT
TTACCAGGAA

AATGGTCCTIT.

GGATCATGCA
CCTAGTACGT
GGGAAATATA
CCCTTTATAT
GGAGGAMAAA
CCTCCTTTTT
AACAGGAAGA
TTGTCCTTCT
TTTATAAGAC
AAATATTCTG
GAACCTITACT
CTTGGAATGA
TTARAGCTCT
AATTTCGAGA
TACTGATTCT
ATGACTAAGA
GAATGGGAGC
CTTACCCTCG
AGAAGAAATG
TCTTCTTTAC
CTACTCCTCC
GATGAGGAGG
TCAGAATTGC
AGTCTTAACG
TGCTTGCTTT
ACGAACGAAA
AGAARATTAT
TCTTTTAATA
TATAATCATA
ATATTAGTAT
TGCTATTAAT
ACGATAATTA
GTAAAGGGGT
CATTTCCCCA
CGATCATAAT
GCTAGTATTA
AACCTCCCAC
TTGGAGGGTG
TGTTGTTAAC
ACAACAATTG

13/29

TGGCCTCCGC
ACCGGAGGCG
CTCTTCAGTG
GAGAAGTCAC
GGTTCTCCAT
CCAAGAGBGTA
GTTCTCAGTA
CAAGAGTCAT
CAAAAGTITG
GTTTTCAAAC
GTAAAGTAGA
CATTTCATCT
GCCATGARTC
CGGTACTTAG
GGAATTTGAA
CCTTAAACTT
AACTTCTCCC
TTGAAGAGGG
GGCATCAAGT
CCCTAGTTCA
TGCTTTCAAG
ACGAAAGTTC
CATGGGACTT
GTACCCTGAA
TCTGTGCTET
AGACACCACA
ARGGTARATA
TTCCATTTAT
AATTGTTTIGT
TTAACAAACA
AGTGGTGGAA
TCACCACCTT
CCATCTAGTG
GGTAGATCAC
AAAAAAGAAG
TPTTTTCTTC
TAAGTITTTT
ATTCAAARMR
GCTATTTACA
CGATAAATGT
GGAAARMATAT
CCTTTTTATA
ACATACTGTT
TGTATGACAA
AACTATGCTC
TTGATACGAG
TAATAAGGAA
ATTATTCCTT
CAGCCATACC
GTCGGTATGG
ACCTCCCCCT
TGGAGGGGGA
TTGTTTATTG
AACAAATAAC

TCAGGAACGA
AGTCCTTGCT
GAAGGTARAC
CTTCCATITG
TCCTGAGARG
AGGACTCTTC
GAGAACTCAR
CTCTTGAGTT
GATGATGCCT
CTACTACGGA
CATGGTTIGG
GTACCAAACC
AACCAGGCCA
TTGGTCCGGT
AGTGACACGT
TCACTGTGCA
AGAATACCCH
TCTTATGGGT
ATARGTTTGA
TATTCARACT
TTCTCTGCTC
AAGAGACGAG
TIGCTGGCTT
AACGACCGAA
GACATAATTG
CTGTATTAAC
TRAAATTTIT
ATTTTAAAAA
GTATTTTAGA
CATAAAATCT
TGCCTTTAAT
ACGGARATTA
ATGATGAGGC
TACTACTCCG
AGAAAGGTAG
TCTTTCCATC
GAGTCATGCT
CTCAGTACGA
CCACARAGGA
GGTGTTTCCT
TCTGTAACCT
AGACATTGGA
TTTICTTACT
ARAAGAATGA
AARABATTGTG
TTTTTAACAC
TATTTGATGT

‘ATARAACTACA

ACATTTGTAG
TGTAAACATC
GAACCTGAAR
CTTGGACTTT
CAGCTTATAA

GTTCAAGTAC
CAAGTTCATG

AGAATCTGGT

TCTTAGACCA
AATCGACCTT
TTAGCTGGAA
AGRACCACCA
TCTTGGTGGT
TAAGACTTAT

ATTCTGAATA |

ATAGTCGGAG
TATCAGCCTC
CCTCAGACTC
GGAGTCTGAG
TTTTCCCAGA
ARAMGGGTCT
GGCGTCCTCT
CCGCAGGAGA
AGTCTACGAG
TCAGATGCTC
CCCTCCTAAA
GGGAGGATTT
TAGATCTGAT
ATCTAGACTA

GACAAACTAC

CTGTTTGATG
AAGTGTATAA
TTCACATATT
TTCCAACCTA
AAGGTTGGAT
GAGGAAAACC
CTCCTTTITGG
TACTGCTGAC
ATGACGACTG
ARGACCCCAA
TTCTGGGGTT
GTGTTTAGTA
CACAAATCAT
AAAAGCTGCA
TTTTCGACGT
TTATAAGTAG
AATATTCATC
CCACACAGGC
GGTGTGTCCG
TACCTTTAGC
ATGGAAMATCG
ATAGTGCCTT
TATCACGGAA
AGGTTITACT
TCCAAAATGA
CATAAAATGA
GTATTTITACT
TGGTTACAAR

GTCGAATATT ACCAATGTTT

FIG. 4D
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3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951

5001

5051

5101

5151

5201

5251

TAAAGCAATA
ATTTCGTTAT
TTCTAGTTGT
AAGATCAACA
TCGGCTGGAT
AGCCGACCTA
CACCCCAACT
GTGGGGTIGA
CATCACAAAT
GTAGTGTTITA
GTTTGTCCAA
CAAACAGGTT
TCTAGCTAGA
AGATCGATCT
TTGTTATCCG
AARCARTAGGC
GTAAAGCCTG
CATTTCGGAL
CGCTCACTGC
GCGAGTGACG
ATGAATCGGC
TACTTAGCCG
CCGCTTCCTC
GGCGAAGGAG
GCGGTATCAG
CGCCATAGTC
GGATAACGCA
CCTATTGCGT
ACCGTAAAAA
TGGCATTTIT
GACGAGCATC

" CTGCTCGTAG

AGGACTATAA
TCCTGATATT
CTCCTGTTCC
GAGGACAAGG
TCGGGAAGCG

‘AGCCCTTCGC

GGTGTAGGTC
CCACATCCAG
AGCCCGACCG
TCGGECTGGC
GTAAGACACG
CATTCTGTGC
CAGAGCGAGG
GTCTCGCTCC
ACTACGGCTA
TGATGCCGAT
GCCAGTTACC
CGGTCAATGG
CCACCGCTGG
GGTGGCGACC

AGAAAARRAG:

TCTTTTTTTC

GCATCACAAA
CGTAGTGTTT
GGTTTGTCCA
CCAAACAGGT
GATCCTCCAG
CTAGGAGGTC
TGETTATTGC
ACRAATAACG
TTCACARATA
AAGTGTTTAT
ACTCATCAAT
TGAGTAGTTA
GCTTCGGCETA
CGAACCGCAT
CTCACAATTC
GAGTGTTAAG
GGGTGCCTAA
CCCACGGATT
CCGCTTTCCA
GGCGAAAGGT
CAACGCGCGE
GTTGCGCGCC
GCTCACTGAC
CGAGTGACTG
CTCACTCAAA
GAGTGAGTTT
GGAAAGAACA
CCTTTCTTGT
GGCCGCOTTE
CCGGCGCAAC
ACAAAAATCG
TGTTTTTAGC
AGATACCAGG
TCTATGGTCC
GACCCTGCCG
CTGGGACGGC
TEECECTTTC
BCCGCGARAG
GTTCGOTCCA
CARGCGAGGT
CTGCECCTTA
GACGCGGAAT
ACTTATCGCC
TGAATAGCGG
TATGTAGGCG
ATACATCCGC
CACTAGAAGG
GTGATCTTCC
TTCGGAAARR
AAGCCTTTIT
TAGCGGTGGT
ATCGCCACCA
GATCTCAAGA
CTAGAGTTCT

14729

TTTCACAAAT
AAAGTGTTTA
ARCTCATCRA
TTGAGTAGTT
CGCGGGAATC
GCGCCCCTAG
AGCTTATAAT
TCGAATATTA
AAGCATTTTT
TTCGTAARAA
GTATCTTATC
CATAGAATAG
ATCATGGTCA
TAGTACCAGT
CACACAACAT
GTGTGTTGTA
TGAGTGAGCT
ACTCACTCGA
GTCGGGAAAC
CAGCCCTTTG
GGAGAGGCGE
CCTCTCCECC
TCGCTGCGCT
AGCGACGCGA
GGCGGTAATA
CCGCCATTAT
TGTGAGCAAA
ACACTCGTTT
CTGGCGTTTT
GACCGCAAAA
ACGCTCAAGT
TGCGAGTTCA
CGTTTCCCCC
GCAAAGGGGG
CTTACCGGAT
GAATGGCCTA
TCATAGCTCA
AGTATCGAGT
AGCTGGGCTG
TCGACCCGAC
TCCGGTAACT
AGGCCATTGA
ACTGGCAGCA
TGACCGTCGT
GTGCTACAGA
CACGATGTCT
ARCAGTATTT
TTGTCATAAA
GAGTTGGTAG
CTCAACCATC
TTTTTTGTTT
ARAAAACAAR
AGATCCTTTG
TCTAGGAAAC

AAAGCATTTT
TTTCGTAAAA
TGTATCTTAT
ACATAGRATA
TCATGCTGGA
AGTACGACCT
GGTTACARAT
CCAATGTTTA
TTCACTGCAT
AAGTGACGTA
ATGTCTGTAT
TACAGACATA
TAGCTGTTTC
ATCGACAAAG
ACGAGCCGGA
TGCTCEGCCT
AACTCACATT
TTGAGTGTAA
CTETCGTGCC
GACAGCACGGE
TTTCCGTATT
AALCGCATAA
CGGTCGTTCG
GCCAGCAARGC
CGGTTATCCA
GCCAATAGGT
AGGCCAGCAA
TCCGGTCETT
TCCATAGGCT
AGGTATCCGA
CAGAGGTGGC
GTCTCCACCGE
TGGAAGCTCC
ACCTTCGAGG
ACCTGTCCGC
TGGACAGGCG
CGCTGTAGGT
GCGACARTCCA
TGTGCACGAA
ACACGTGCIT
ATCGTCTTGA
TAGCAGAACT
GCCACTGGTA
CGGTGACCAT
GTTCTTGAAG
CAAGAACTTC
GGTATCTGCG
CCATAGACGC
CTCTTGATCC
GAGRACTAGG
GCAAGCAGCA
COGTTCGTCGT
ATCTTTTCTA
TAGAAAAGAT

FIG. 4E

TTTCACTGCA
AMAGTGACGT

CATGTCTGGA

GTACAGACCT
GTTCTTCRCC
CAAGAAGCGG
AAAGCAATAG
TTTCOTTATC
TCTAGTTGTG
AGATCRACAC
ACCGTCGACC
TGGCAGCTGG
CTGTGTGAAR
GACACACTTT
AGCATARAGT
TCGTATTTCA

AATTGCGTTG

TTAACGCAAC
AGCTGCATTA
TCGACGTAAT
GGGCGCTCTT
CCCGCGAGAA
GCTGCGGCGA

-CGACGCCGCT

CAGAATCAGG
GTCTTAGTCC
AAGGCCRAGGA
TTCCGGTCCT
CCECCCCCCT
GGCGGGEGGGA
GARACCCGAC
CTTTGGGCTG
CTCGTGCGCT
GAGCACGCGA
CTTTCTCCCT
GAAAGAGGGA
ATCTCAGTTC
TAGAGTCRAG
CCCCCCGTTC
GGGGGGCAAG
GTCCAACCCG
CAGGTTGGGC
ACAGGATTAG

TGTCCTAATC .

TGGTGGCCTA

ACCACCGGAT.

CTCTGCTGAA
GAGACGACTT
GGCAAACAAR
CCGTTIGTTIT
GATTACGCGC
CTAATGCGCG
CGGGGTCTGA
GCCCCAGACT
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5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
, 5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
| 6051
6101
GISi
6201
6251
6301

6351

6401

CGCTCAGTGG
GCGAGTCACC
CAAAMAGGAT
GTTTTTCCTA
TCAATCTAAA
AGTTAGATTT
AATCAGTGAG
TTAGTCACTC
TTGCCTGACT
AACGGACTGA
TCTGGCCCCA
AGACCGGEGT
AGATTTATCA
TCTAAATAGT
GTCCTGCARC
CAGGACGTTG
GCTAGAGTAA
CGATCTCATT
TGCTACAGGC
ACGATGTCCG
GCTCOGGTTC
CGAGGCCAARG
AMRRARRGCGG
TTITTTTCGCC
GGCCGCAGTG
CCGGCGTCAC
CTGTCATGCC
GACAGTACGG
AAGTCATTCT
TTCAGTAAGA
GTCAATACGG

* CAGTTATGCC

TCATTGGAAA
AGTAACCTTT
TTGAGATCCA
AACTCTAGGT
ATCTTTTACT
TAGAAAATGA
ATGCCGCAAA
TACGGCGTTT
CTCTTCCTIT
GAGAAGGAARL
GAGCGGATAC
CTCGCCTATG
CGCGCACATT
GCGCGTGTAA

AACGARAACT
TTGCTTTTGA
CTTCACCTAG
GAAGTGGATC
GTATATATGA
CATATATACT
GCACCTATCT
CGTGGATAGA
CCCCGTCGTG
GGGGCAGCAC
GTGCTGCAAT
CACGACGTTA
GCAATARACC
CGTTATTTGG
TTTATCCGCC
ARATAGGCGG
GTAGTTCGCC
CATCARGCGG
ATCGTGGTGT
TAGCACCACA
CCAACGATCA
GGTTGCTAGT
TTAGCTCCTT
AATCGAGGAA
TTATCACTCA
AATAGTGAGT
ATCCGTAAGA
TAGGCATTCT
GAGAATAGTG
CTCTTATCAC
GATAATACCG
CTATTATGGC
ACGTTCTTCG
TGCAAGAAGC
GTTCGATGTA
CAAGCTACAT
TTCACCAGCG
AAGTGGTCGC
ARAGGGAATA
TTTCCCTTAT
TTCAATATTA
ARGTTATAAT
ATATTTGAAT
TATAAACTTA
TCCCCGAAAA

AGGGGCTTTT

1529

CACGTTAAGG
GTGCAATTCC
ATCCTTTTAA
TAGGARAATT
GTAARACTTGG
CATTTGAACC
CAGCGATCTG
GTCGCTAGAC
TAGATAACTA
ATCTATTGAT
GATACCGCGA
CTATGGCGCT
AGCCAGCCGG
TCGGTCGGCC
TCCATCCAGT
AGGTAGGTCA
AGTTARATAGT
TCAATTATCA
CACGCTCGTC
GTGCGAGCAG
AGGCGAGTTA
TCCGCTCAAT
CGETCCTCCG
GCCAGGAGGC
TGGTTATGGC
ACCAATACCG
TGCTTTTCYG
ACGAARAGAC
TATGCGGCGA
ATACGCCGCT
CGCCACATAG
GCGGTGTATC
GGGCGARAAC
CCCGCTTTTG
ACCCACTCGT
TGGGTGAGCA
TTTCTGGGTG
ARAGACCCAC
AGGGCGACAC
TCCCGCTGTG
TTGAAGCATT
AACTTCGTAA
GTATTTAGAA
CATAAATCTT
GTGCCACCTG
CACGGTGGAC

GATTTTGGTC
CTAARACCAG
ATTAARAATG
TAATTTTTAC
TCTGACAGTT
AGACTGTCAA
TCTATTTCGT
AGATAAAGCA
CGATACGGGA
GCTATGCCCT
GACCCACGCT
CTGGGTGCGA
AAGGGCCGAG
TTCCCGGCTC
CTATTAATTG
GATAATTAAC
TTGCGCAACG
AACGCGTTGC
GTTTGGTATG
CAAACCATAC
CATGATCCCC
GTACTAGGGG
ATCGTIGTCA
TAGCAACAGT
AGCACTGCAT
TOGTGACGTA
TGACTGGTGA
ACTGACCACT
CCGAGTTGCT
GGCTCAACGA
CAGRAACTTTA
GTCTTGAAAT
TCTCAAGGAT
AGAGTTCCTA
GCACCCARCT
CGTGGGTTGA
AGCAAAAACH
TCGTTITTGT
GGAAATGTTG
CCTTTACAAC
TATCAGGGTT
ATAGTCCCAA
ARATAAACAA
TTTATTTGTT
ACGTC

TGCAG

FIG. 4F

ATGAGATTAT
TACTCTAATA

AAGTTTTAAA

TTCARAATTT
ACCAATGCTT
TGGTTACGAA
TCATCCATAG
AGTAGGTATC
GGGCTTACCA
CCCGAATGGT
CACCGECTCC
GTGGCCGAGG
CGCAGAAGTG
GCGTCTTCAC

TTGCCGGGAA

AACGGCCCIT
TTGTTGCCAT
ARCAACGGTA
GCTTCATTCA
CGAAGTAAGT
CATGTTGTGC
GTACAACACG

-GARGTARAGTT
CTTCATTCAA
AATTCTCTTA

TTAAGAGAAT
GTACTCAACC
CATGAGTTGG
CTTGCCCGGC
GAACGGGCCG
ABAGTGCTCA
TTTCACGAGT
CTTACCGCTG
GAATGGCGAC
GATCTTCAGC
CTAGAAGTCG
GGAAGGCARA
CCTTCOGTTT
AATACTCATA
TTATGAGTAT
ATTGTCTCAT
TAACAGAGTA
ATAGGGGTTC
TATCCCCAAG
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20H4.9 HC variabel region "20H4.9 IgG 1 HC
CDR2] 1961 CHdomene
ig ledersek. COR1 | CDR 3

IgG1 hengselregio:i.
1gG1 CH2 domene IgG1.CHS

3 CONTR T, TR T RO SN
i RESCEE TS L I
ﬂ 23 —‘»"\ PR | R TP, WL L B

20H4.9-1gG1 Tung kjede

FIG.5

20H4.9 LC variabel region COR 3

Ledersekvens CDR1 CDR2 20H49 LC

C kappa-re_g!on

Y
—t

20H4.9 Lett kjede

FIG. 6
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naturlig Ig lederpeptid

o sy gt il i b ol Pl i S e S Pl O o et b Bt Al PNl P Pk Sk O Sl T VUL AL OUD P P b PR L U D S S P FUD VD Vik o b g S Pk Bk ) ek i mp P

M K HL WUVFVF L L L V A AP R W V-

ATGARACACC TGTGGTTCTT CCTCCTCCTG GTGGCAGCTC CCAGATGGGT

TACTTTGTGG ACACCAAGAA GGAGGAGGAC CACCGTCGAG GGTCTACCCA

- -

20H4.9 HC variabel region

-L § Q VvV O L Q QW& A GL L K P 8-

CCTGTCCCAG GTGCAACTAC AGCAGTGGGG CGCAGGACTG TTGAAGCCTT
GGACAGGGTC CACGTITGATG TCGTCACCCC GCGTCCTGAC AACTTCGGAA
CDR

—

20H4.9 HC variabel region
E T L - 8§ L T cC A V Y G G S F § @G
CGGAGACCCT GTCCCTCACC TGCGCTGTCT ATGGTGGGTC CTYTCAGTGGT
GCCTCTGGGA CAGGGAGTGG ACGCGACAGA TACCACCCAG GAAGTCACCA
CDR 1 )

B T R e e

20H4.9 HC variabel region -

Y Y w 8 w I R Q 8 P E K G L E W I
TACTACTGGA GCTGGATACG CCAGTCCCCA GAGAAGGGGC TGGAGTGGAT
ATGATGACCT CGACCTATGC GGTCAGGGGT CTCTTICCCCG ACCTCACCTA

CDR 2

S Pp el A S e e U Ok ot el B Pk B U EAE PE TS D b L U N D Pk Sl N TNE AL U S R B VNS P D AL TSR ok UL AP D k- o ot

20H4.9 HC variabel region

Wk At St St et et P P ek B i S L O PR b Pl B TS PP TR R P S R Pk TR P 0 S U PP P b S I P Pk I Bl 8 S P R b

-G BEI N H GG Y VT Y K P S L E 8
"TGEGGAAATC AATCATGGTG GATACGTCAC CTACAATCCG TCCCTCGAGA

ACCCCTTTAG TTAGTACCAC CTATGCAGTG GATGTTAGGC AGGGAGCTCT
CDR 2 )

~

20H4.9 HC variabel region
R vV T I 8 VvV DTS K N QVF 8§ L K
GTCGAGTCAC CATATCAGIA GACACGTCCA AGAACCAGTT CTCCCTGAAG
CAGCTCAGTG GTATAGTCAT CTGTGCAGGT TCTTGGTCAA GAGGGACTTC

CDR 3

o

20R4.9 HC variabel region

Sk e e s s g E b O P Pk i ok W Pl P P Sk Pl ek PR ek Pl b B o U A P ol P U S N T R (A Pk ol RS AR V5 8 Bk Bk TR AL S Pk b S P

L s 8 v TAOA DTOA&A VY Y C A R D-

CTGAGCTCTG TGACCGCCGC GGACACGGCT GTATATTACT GTGCGAGGGA

GACTCGAGAC ACTGGCGGCG CCTGTGCCGA CATATAATGA CACGCTCCCT

CDR 3

R R R e e s e e e e e e e St LT T FERE R P P P

20H4.9 HC variabel region

St A St Bk TS AR P D Sk Nt S PP P N S k. i T S D PR ok e e Sl T R P el e o g T A SRR S P P U kP b B

-Y @ P G N YD WY F DL W G RGT:-

CTATGGTCCG GGGAATTATG ACTGGTACTT CGATCICIGG GGCCGTGGCA
GATACCAGGC CCCTTAATAC TGACCATGAA GCTAGAGACC CCGGCACCGT

FIG. 7A
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IgGl CH1 domene

S A —— . T P P Mk S S S S P o ek NS AL 1P

20H4.9 HC variabel region
L VT V88 ASTT K GPS V F P
CCCTGGTCAC TGTCTCCTCA GCCTCCACCA AGGUCCCATC GGTCTTCCCC
GGGACCAGTG ACAGAGGAGT CGGAGGTGGT TCCCGGGTAG CCAGARAGGGG
IgGl CH1 domene

- b ol b Bk ik S b S8 D P b Sl S Pl P Pl B o S R Bt PO S A S P2 U A R A S S AR D R ik e NS D U D Sk et e SRS P Sk i sk

L'A PS8 S K& T SG GTARBRZA LG C -

CTGGCACCCT CCTCCAAGAG CACCTCTGGG GGCACAGCGG CCCTCGGCTG
GACCGTGGCA GGAGGTTCTC GTGGAGACCC CCGTGTCGCC GGGACCCGAC
IgGl CHl1 domene

L VvV K D Y F P E P V T V 8 W N 8 G-

CCTGGTCAAG GACTACTTCC CCGAACCGGT GACGGTGTCG TGGAACTCAG
GGACCAGTTC CTGATGAAGG GGCTIGGCCA CTGCCACAGC ACCITGAGTC
IgGl CHl domene
A L T 8 G V H T F P A V'L Q 8§ 8
GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG CACACCTITCC CGGCTGTCCT ACAGTCCTCA
CGCGGRACTG GTCGCCGCAC GTGTGGAAGE GCCGACAGGA TGTCAGGAGT
IgGl CH1 domene

e . L L T T P .

G L Y S8 L &8 8 VVT VPSS S L G-

GGACTCTACT CCCTCAGCAG CGTGGTGACC GTGCCCTCCA GCAGCTTGGG
CCTGAGATGA GGGAGTCGTC GCACCACTGG CACGGGAGGT CGTCGAACCC
IgGl CH1 domene

it o et o ek et g s e et P i il et s e i Pk L UL Pt P Bp Bl Sl TP S Pl Pl 8 Pl Bk Pk L O O P k- Bk ek D Al o Pk et e ) s b e e s

T QT Y I ¢ N V N H K P § N T K V-

CACCCAGACC TACATCTGCA ACGTGAATCA CAAGCCCAGC AACACCAAGG
GTGGGTCTGGE ATGTAGACGT TGCACTTAGT GTTCGGGTCG TTATGGTTCC
IgG)l CH1 domain

IgGl hengselregion

. D KR VEP K S C€CD KTH T OC P

TGGACAAGAG AGTTGAGCCC AAATCTTGTG ACAAAACTCA CACATGCCCA
ACCTGTTCTC TCAACTCGGG TTTAGAACAC TGTTTTGAGT GTGTACGGGT
IgGi CHZ domene

IgGl hengselreglon
P C P A P E L L G G P 8 V F L F P
CCGTGCCCAG CACCTGAACT CCTGGGGGGA CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC
GGCACGGGTC GTGGACTTGA GGACCCCCCT GGCAGTCAGA AGGAGMAAGGG
IgGl CH2 domene

N o st s v Sh g o e D b i Sk e ek ek e T UL Ul Sk A S Bt Sl P AL T PO P P A P S AL TS R Bt b g e NP Pl D - P s Sp il P Sl h e

-P K P K DT L M I s R T P E v T C-

CCCAARACCC AAGGACACCC TCATGATCTC CCGGACCCCT GAGGTCACAT

© GGGTTTTGGG TTCCTGTGGG AGTACTAGAG GGCCIGGGGA CTCCAGTGTA

FIG. 7B
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- IgGl CH2Z domene
vV VvV DV &S§8§ HEUDUZP E VK F NMW
GCGTGGTGGT GGACGTCAGC CACGAAGACC CTGAGGTCAA GTTCAACTGG
CGCACCACCA CCTGCACTCG GTGCTTCTGG GACTCCAGTT CAAGTTGACC
IgGl CH2 domene
Yy vD G V E V H N A K T K P R E E
TACGTGGACG GCGTGGAGGT GCATAATGCC AAGACAAAGC CGCGGGAGGA
ATGCACCTGC CGCACCTCCA CGTATTACGE TTCTGTTTCG GCGCCCTCCT
IgGl CH2 domene

TP P s I B Pk T P U A Tl Pk T T U D A L Pl T A P P D S P R TR AR S A U PO S TR A 8 P e TP LD TNE bk Sob wad U b S Pt S

-Q Y N § T Y R v VvV 8 v L T v L B Q-

GCAGTACAAC AGCACGTACC GTGTGGTCAG CGTCCTCACC GTCCTGCACC

CGTCATCTTG TCGTGCATGG CACACCAGTC GCAGGAGTGG CAGGACGTGG
IgGl CH2 domene :
+ D W L N G K E Y K ¢C K Vv 8§ N K A
AGGACTGGCT GAATGGCAAG GAGTACAAGT GCAAGGTCTC CAACAAAGCC
TCCTGACCGA CTTACCGTTC CTCATGTTCA CGTTCCAGAG GTTCTTTCGG .
IgGl CH3 domene

B e

1gGl CH2 domene
L P A P I BE X T I 8 K A K G Q P R
CTCCCAGCCC CCATCGAGAA AACCATCTICC AAAGCCAAAG GGCAGCCCCG
GAGGGTCGGG GGTAGCTCIT TTGGTAGAGG TTTCGGTTTC CCGTCGGGGC
IgGl CH3 domene

iy o T o et ) g p iy g T S e s e g Vo S ek g g i P i g e g gy g b b S d g i g ke O S g T o .

-BE P Q vV Y T L P P 8 R D E L T K N -

“AGAACCACAG GTGTACACCC TGCCCCCATC CCGGGATGAC CTGACCAAGA

TCTTGGTGTC CACATGTGGG ACGGGGGTAGC GGCCCTACTC GACTGGTTCT
IgGl CH2 domene

- Q v8 L T C L VX G F Y P 8 DI

ACCAGGTCAG CCTGACCTGC CTGGTCAAAG GCTTCTATCC CAGCGACATC

TGGTCCAGTC GGACTGGACG GACCAGTTTC CGAAGATAGG GTCGCTGTRG
IgGl CH3 domene

AV EW E S N G QP ENINUZY KT T:
GCCGTGGAGT GGGAGAGCAA TGEGCAGCCG GAGAACAACT ACAAGACCAC
CGGCACCTCA CCCTCTCGTT ACCCGTCGGC CTCTTGTTGA TGTTCIGGTG
IgGl CH3 domene
P PV L DS D 66 8 F F LY S8 KILT-
GCCTCCCGTG CTGGACTCCE ACGGCTCCTT CTTCCTCTAC AGCAAGCTCA

'CGGAGGGCAC GACCTGAGGC TGCCGAGGAA GAAGGAGATG TCGTTCGAGT

IgGl CH3 domene

- VDK SRW Q QGN V F 8 ¢ 5 ¥
CCGTGGACAA GAGCAGGTGG CAGCAGGGGA ACGTCTICTC ATGCTCCGTG
GGCACCTGTT CTCGTCCACC GTCGTCCCCT TGCAGAAGAG TACGAGGCAC

FIG.7C
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IgGl CH3 domene -

M H E A L.HN H Y T Q X S L § L §°-

1351 ATGCATGAGG CTCTGCACAA CCACTACACG CAGAAGAGCC TCTCCCIGTC
TACGTACTCC GAGACGTGTT GGTGATGTGC GTCTICTCGG AGAGGGACAG
IgGl CH3 domene -
- P G K

1401 CCCGGGTAAR TGA
GGGCCCATTT ACT

FIG. 7D
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FIG. 16B
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