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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales humanos especificos de hLIGHT antagonistas.
Introduccion

En la presente memoria se proporcionan anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido
LIGHT humano (HLIGHT) (de tipo linfotoxina, muestra expresién inducible y compite con la glucoproteina D del
VHS para HVEM, un receptor expresado por los linfocitos T), con un fragmento del polipéptido hLIGHT o con otro
epitopo de hLIGHT. En algunas formas de realizacién, los anticuerpos son anticuerpos totalmente humanos,
preferentemente anticuerpos monoclonales totalmente humanos, que se unen inmunoespecificamente a un
polipéptido hLIGHT, fragmento de polipéptido hLIGHT o epitopo de hLIGHT. Se proporcionan ademas &cidos
nucleicos aislados codificantes de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT,
fragmento de polipéptido hLIGHT o epitopo de hLIGHT. La invencién proporciona ademas vectores y células
hospedadoras segun las reivindicaciones que comprenden acidos nucleicos codificantes de anticuerpos que se
unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, fragmento de polipéptido hLIGHT o epitopo de hLIGHT,
asi como métodos de preparacion de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT,
fragmento de polipéptido hLIGHT o epitopo de hLIGHT. Se proporcionan ademas métodos de utilizacion de los
anticuerpos anti-HLIGHT proporcionados en la presente memoria para inhibir la actividad biolégica de hLIGHT in
vivo y/o para tratar o de otro modo controlar una enfermedad mediada por hLIGHT en el paciente.

Antecedentes

El LIGHT (de tipo linfotoxina, muestra expresion inducible y compite con la glucoproteina D del VHS para HVEM,
un receptor expresado por los linfocitos T) es una potencial diana de citocina que se cree participa en los
procesos de las enfermedades autoinmunologicas inflamatorias crénicas (Mauri et al., Immunity 8:21-30, 1998).
Como miembro de la superfamilia de FNT (SFFNT) de ligandos, LIGHT también se conoce como SFFNT14 o
CD258. LIGHT se expresa sobre la superficie de las células T con la activacion de una manera regulada
estrechamente que aparece dentro de las primeras 4 horas, alcanzando un maximo a las 12-24 horas y
desapareciendo en 48 horas (Castellano et al., J. Biol. Chem. 277:42841-51, 2002). Sin embargo, LIGHT también
se encuentra presente a niveles detectables constitutivamente sobre la superficie de las células dendriticas
inmaduras (Tamada et al., J. Immunol. 164:4105-10, 2000) y sobre las células T y las células asesinas naturales
(NK) del intestino (Cohavy et al., J. Immnol. 174:646-53, 2005). LIGHT media sus efectos bioldgicos mediante la
union a tres receptores de la superfamilia de FNT, incluyendo el receptor de la linfotoxina § (RLTR) (Crowe et al.,
Science 264:707-10, 1994; Browning et al., J. Immunol. 159:3288-98, 1997), el mediador de la entrada del virus
del herpes (HVEM) (Montgomery et al., Cell 87(3):427-36, 1996) y el receptor sefiuelo 3 (DcR3) (Yu et al., J. Biol.
Chem. 274:13733-6, 1999).

Los ratones tratados con una proteina de fusién RLTB-Fc inhibidora vieron reducidos los sintomas inflamatorios
en el modelo de transferencia de células T CD4"CD45RB™" de colitis, una patologia mediada por las células T
CD4" (Mackay et al., Gastroenterology 115:1464-75, 1998). La expresion especifica de células T transgénica
constitutiva de LIGHT también se ha demostrado que conduce a inflamacion intestinal severa con una patologia
de tipo autoinmunolégico similar a la enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) humana (Wang et al., J. Immunol.
174:8173-82, 2005; Shaikh et al., J. Immunol. 167:6330-7, 2001; Wang et al., J. Immunol. 167:5099-105, 2001;
Wang et al., J. Clin. Invest. 113:826-35, 2005). Los linfocitos expresantes de LIGHT pueden inducir sintomas
similares a la Ell (por ejemplo, periles de citocinas de la enfermedad de Crohn humana, Ulceras fisurantes, ileitis
e incrementos en IFN-y y FNT col6nicas) al transferir células de ganglios linfaticos mesentéricos de animales
transgénicos para LIGHT a RAG-/- (Wang et al., J. Immunol. 174:8173-82, 2005). En la enfermedad humana, se
han observado incrementos de la expresiéon de LIGHT en pacientes con enfermedad de Crohn activa (Cohavy et
al., J. Immunol. 174:646-53, 2005; Wang et al., J. Immunol. 174:8173-82, 2005; Wang et al., J. Clin. Invest.
113:826-35, 2004; Cohavy et al., J. Immunol. 173:251-8, 2004). Se ha demostrado que LIGHT se encuentra
elevado en las células T intestinales de los pacientes de Ell (Cohavy et al., J. Immunol. 173:251-8, 2004). La
evidencia genética también apoya el papel de LIGHT en la Ell (Granger et al., J. Immunol. 167:5122-8, 2001;
Rioux et al., Am. J. Hum. Genet. 66:1863-70, 2000; Low et al., Inflamm. Bowel Dis. 10:173-81, 2004; Bonen y
Cho, Gastroenterology 124:521-36, 2003).

Ademas, se ha demostrado que la sefializacién de CCL20-CCR6 participa en la Ell y que LIGHT induce la
secrecion de CCL20 a partir de la linea celular epitelial colénica humana HT29.14s. En estudios humanos, se ha
encontrado que células epiteliales del colon son una fuente importante de CCL20 en los pacientes de Ell y que la
expresion de CCL20 se encuentra incrementada en los pacientes humanos de Ell (Kwon et al., Gut 51:818-26,
2002; Kaser et al., J. Clin. Immunol. 24:74-85, 2004). El documento n® WO 2003/089575 describe anticuerpos
contra TL5 (LIGHT).

También se ha relacionado hLIGHT con la enfermedad del injerto contra el huésped (EICH). Por ejemplo, se ha
demostrado que LIGHT proporciona una potente actividad coestimuladora a las células T, potenciando la
proliferacién y la produccion de citocinas Thl independientemente de la ruta de B7-CD28 (ver, por ejemplo,
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Tamada et al, J. Immunol. 164:4105-4110, 2000). El bloqueo de la coestimulacién de LIGHT-HVEM por
anticuerpos monoclonales anti-HVEM, HVEM-Ig o proteina de fusion de RLTf inhibe las respuestas de células T
alogénicas (ver, por ejemplo, Tamada et al., J. Immunol. 164:4105-4110, 2000; Harrop et al., J. Immunol.
161:1786, 1998). Ademas, la administracién in vivo de RLTB-Ig o anticuerpos murinos anti-LIGHT inhibe las
respuestas de linfocitos T citotoxicos (LTC) anti-huésped en un modelo de EICH aguda murina (Tamada et al.,
Nat. Med. 6:283-289, 2000).

Aunque las observaciones, tales como las comentadas anteriormente, sefialan a un papel para LIGHT en los
trastornos inflamatorios, tales como Ell o EICH, hasta hoy no se han producido anticuerpos humanos anti-LIGHT
humano ni se ha demostrado que ningun anticuerpo anti-HLIGHT humano o anticuerpo monoclonal anti-HLIGHT
humano antagonice la actividad bioldgica de hLIGHT. De esta manera, sigue existiendo la necesidad de
identificar terapias, tales como las terapias anti-LIGHT, que resulten Utiles en el tratamiento de los trastornos
inflamatorios en el ser humano. La mencién o comentario de una referencia en la presente memoria no debera
interpretarse como una admision de que el mismo sea técnica anterior a la presente invencion.

Sumario

En la presente memoria se proporcionan anticuerpos, tales como anticuerpos totalmente humanos, que se unen
inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de
hLIGHT. Se proporcionan ademas acidos nucleicos aislados codificantes de anticuerpos, tales como anticuerpos
totalmente humanos, que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de
polipéptido hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT. Se proporcionan ademas vectores y células hospedadoras que
comprenden &cidos nucleicos codificantes de anticuerpos, tales como anticuerpos totalmente humanos, que se
unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de
hLIGHT. Se proporcionan ademas métodos de preparacion de anticuerpos, tales como anticuerpos totalmente
humanos, que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de polipéptido hLIGHT
0 a un epitopo de hLIGHT. Se proporciona ademas en la presente memoria un método de tratamiento de una
enfermedad mediada por hLIGHT que comprende la administracion de un anticuerpo, tal como un anticuerpo
totalmente humano, que se une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de polipéptido
hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT. En formas de realizacion preferidas, los anticuerpos anti-HLIGHT
proporcionados en la presente memoria son anticuerpos antagonistas que mejoran, neutralizan o de otro modo
inhiben la actividad biolégica de hLIGHT in vivo (por ejemplo, la produccion o secrecién de CCL20, IL-8 o
RANTES mediada por hLIGHT a partir de células que expresan un ligando de hLIGHT, tal como un receptor de
hLIGHT (por ejemplo, HVEM, RLTB y/o DcR3)). Un anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo de
longitud completa o un fragmento de anticuerpo de union a antigeno. Los anticuerpos de la invencién también
resultan utiles para detectar hLIGHT, asi como para mejorar, neutralizar o de otro modo inhibir la actividad de
hLIGHT, por ejemplo, en un sujeto humano que sufre de un trastorno en el que la actividad de hLIGHT resulta
perjudicial.

La presente invencién proporciona:

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unidon a hLIGHT del mismo, en el que el anticuerpo y el
fragmento del mismo se unen a la forma trimérica pero no a la forma monomeérica de hLIGHT, en el que la
union al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo y por el fragmento resulta competitivamente bloqueada por
un anticuerpo producido por el hibridoma de ATCC n° de acceso PTA-7819, y en el que la union no
resulta competitivamente bloqueada por los anticuerpos producidos por los hibridomas de ATCC n° de
acceso PTA-7729, n° PTA-7842 y n° PTA-7818, en el que el anticuerpo y el fragmento inhiben la unién de
HVEM y RLTB a hLIGHT, y en el que el anticuerpo y el fragmento se unen a las variantes de polimorfismo
de nucledtido Unico (SNP) 214K-32S, 214E-32L y 214K-32L de hLIGHT, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo antagonista.

2. El anticuerpo o el fragmento de union de hLIGHT del mismo segun la reivindicacion 1, en el que la union
al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo y por el fragmento resulta competitivamente bloqueada por un
anticuerpo producido por el hibridoma de ATCC n° de acceso PTA-7728.

3. El anticuerpo o el fragmento de union a hLIGHT del mismo segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el
anticuerpo compite con HVEM, RLTR o una proteina de fusién de los mismos para la union a hLIGHT
expresado sobre la superficie celular o hLIGHT soluble.

4. El anticuerpo o el fragmento de union a hLIGHT del mismo segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que el anticuerpo comprende: un dominio VH que presenta la secuencia de aminoécidos entre el
residuo 27 y el residuo 143 de la SEC ID n® 5 y un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos
entre el residuo 23y el residuo 129 de la SEC ID n° 10.

5. El anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que el anticuerpo comprende:
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(a) una region variable de cadena pesada que comprende VH CDR1 que presenta la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 23, un VH CDR2 que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°
24 y un VH CDR3 que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 25, y

(b) una regién variable de cadena ligera que comprende VL CDR1 que presenta la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 38, un VL CDR2 que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°
39 y un VL CDR3 que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 40.

El anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que el anticuerpo comprende un VH y un VL de un anticuerpo producido por un hibridoma que
presenta ATCC n° de acceso PTA-7728.

El anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que el anticuerpo comprende: (a) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y una CDR3 de VH, y (b) una
CDR1 de VL, una CDR2 de VL y una CDR3 de VL de un anticuerpo producido por un hibridoma con
ATCC n° de acceso PTA-7728.

El anticuerpo o el fragmento de union a hLIGHT del mismo segin la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo es producido por un hibridoma con ATCC n° de acceso PTA-7728.

El anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en el que el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, un anticuerpo hibrido o un anticuerpo
humanizado.

El anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10, en el que el anticuerpo es un anticuerpo recombinante.

El fragmento de unién a hLIGHT segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el fragmento
es un fragmento Fab, fragmento F(ab'),, Fv de cadena sencilla (scFv), diacuerpo, triacuerpo o minicuerpo.

Una composicion que comprende el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

Una molécula de &cidos nucleicos aislada codificante del anticuerpo o el fragmento de union a hLIGHT del
mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

.Un vector que comprende la molécula de acidos nucleicos segun la reivindicacion 14.

Una célula hospedadora que comprende el vector segun la reivindicacién 15.

Un método de produccion del anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo que comprende:
cultivar la célula hospedadora segun la reivindicacion 16, que presenta el anticuerpo o el fragmento de
union a hLIGHT del mismo expresado y recuperacion del anticuerpo o del fragmento de unién a hLIGHT
del mismo.

Un hibridoma que produce el anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

El hibridoma segun la reivindicacion 18 que produce el anticuerpo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 3 a 12, en el que el hibridoma presenta el ATCC n° de acceso PTA-7728 (124 F23).

Una composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en un portador farmacéuticamente aceptable.

Un kit que comprende el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, o un kit que comprende la composicion segun la reivindicacién 13.

De esta manera, en un aspecto, en la presente memoria se proporciona un anticuerpo aislado que se une
inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo, un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o
soluble), un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En algunas formas de realizacién, el
anticuerpo se une inmunoespecificamente a (a) un epitopo de hLIGHT trimérico (o nativo), (b) un epitopo de
hLIGHT monomérico (o desnaturalizado), (c) tanto un epitopo de hLIGHT trimérico como un epitopo de hLIGHT
monomeérico, (d) un epitopo de hLIGHT trimérico pero no un epitopo de hLIGHT monomérico, o (e) un epitopo de
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hLIGHT monomérico pero no un epitopo de hLIGHT trimérico. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo
se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT trimérico pero no un epitopo de hLIGHT monomérico
humano. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo E1, un anticuerpo E13, un
anticuerpo E63, un anticuerpo F19 o un anticuerpo F23.

Los hibridomas que producen cada uno de los anticuerpos E1, E13, E63, F19 y F23 fueron depositados bajo las
disposiciones del Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection (ATCC, 10801 University Blvd.,
Manassas, VA 20110-2209) el 12 de julio de 2006 (ATCC n° de acceso PTA-7729 (hibridoma 124 E1) y PTA-
7728 (hibridoma 124 F23), respectivamente), el 17 de agosto de 2006 (ATCC n° de acceso PTA-7818 (hibridoma
124 E63) y PTA-7819 (hibridoma 124 F19) y el 23 de agosto de 2006 (ATCC n° de acceso PTA-7842 (hibridoma
124 E13). Los anticuerpos producidos por cada uno de los hibridomas 124 E1, 124 E13, 124 E63, 124 F19y 124
F23 también pueden indicarse en la presente memoria como E1, E13, E63, F19 y F23, respectivamente, y/o por
los nimeros de acceso de la ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 y PTA-7728, respectivamente.

Dichos anticuerpos, hibridomas, métodos de preparacion de dichos anticuerpos y métodos de utilizacién de
dichos anticuerpos se encuentran todos incluidos en la presente exposicion.

En formas de realizacion especificas, un anticuerpo de la exposicion es uno que resulta competitivamente
blogueado (por ejemplo, de una manera dependiente de la dosis) por un anticuerpo E1, un anticuerpo E13 y/o un
anticuerpo E63 para la unién a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo, un hLIGHT expresado sobre la superficie
celular o hLIGHT soluble), un fragmento de hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En otras formas de realizacion, el
anticuerpo resulta competitivamente bloqueado (por ejemplo, de una manera dependiente de la dosis) por un
anticuerpo F19 y/o un anticuerpo F23 para la unién a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo, un hLIGHT expresado
sobre la superficie celular o soluble), un fragmento de hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En formas de realizacién
especificas, el anticuerpo resulta competitivamente bloqueado (por ejemplo de una manera dependiente de la
dosis) por un anticuerpo E1, un anticuerpo E13 y/o un anticuerpo E63, pero no resulta competitivamente
bloqueado (por ejemplo de una manera dependiente de la dosis) por un anticuerpo F19 y/o un anticuerpo F23,
para la unién a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o un
hLIGHT soluble), un fragmento de hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En otras formas de realizacién, el anticuerpo
resulta competitivamente bloqueado (por ejemplo de una manera dependiente de la dosis) por un anticuerpo F19
y/o un anticuerpo F23, pero no resulta competitivamente bloqueado (por ejemplo de una manera dependiente de
la dosis) por un anticuerpo E1, un anticuerpo E13 y/o un anticuerpo E63, para la unién a un polipéptido hLIGHT
(por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o un hLIGHT soluble), un fragmento de hLIGHT o
un epitopo de hLIGHT. Se proporcionan ensayos de bloqueo competitivo ejemplificativos en los Ejemplos en la
presente memoria.

En la presente memoria se proporcionan ademas anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union a antigeno
que se unen inmunoespecificamente al polipéptido hLIGHT (por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la
superficie celular o un hLIGHT soluble), un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprenden una cadena VH, una
cadena VL, un dominio VH, VH CDR1, VH CDR2, VH CDRS3, VL CDR1, VL CDR2 y/o VL CDR3 de E1, E13, E63,
F19 o F23.

En determinadas formas de realizacién, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo comprende
menos de seis CDR. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende o consiste en una, dos, tres, cuatro o cinco CDR seleccionadas de entre el grupo que consiste en VH
CDR1, VH CDR2, VH CDRS3, VL CDR1, VL CDR2 y/o VL CDR3. En formas de realizacion especificas, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende o consiste en una, dos, tres, cuatro o cinco
CDR seleccionadas de entre el grupo que consiste en VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 y/o
VL CDR3 de E1, E13, E63, F19 o F23.

En la presente memoria se proporcionan ademas composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo
anti-HLIGHT de la exposicion, tal como E1, E13, E63, F19 o F23.

En formas de realizacion especificas, un anticuerpo de la invenciéon es un anticuerpo totalmente humano, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo antagonista o cualquier combinacion de los
mismos. En formas de realizacion particulares, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como un
anticuerpo monoclonal totalmente humano o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, que se une
inmunoespecificamente a hLIGHT. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo
antagonista.

En determinadas formas de realizacién, el anticuerpo compite (por ejemplo de una manera dependiente de la
dosis) con HVEM, RLTR, DcR3 o proteinas de fusion de los mismos (por ejemplo Fc:HVEM, Fc:RLT( o Fc:DcR3)
para la unién a un polipéptido hLIGHT, tal como un polipéptido hLIGHT expresado sobe la superficie celular o un
polipéptido hLIGHT soluble, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. Se proporcionan
ensayos de bloqueo competitivo ejemplificativos en los Ejemplos de la presente memoria.
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En un segundo aspecto, en la presente memoria se proporcionan &cidos nucleicos aislados codificantes de
anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo, un hLIGHT expresado
sobre la superficie celular o soluble), un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En
determinadas formas de realizacién, el acido nucleico codifica una cadena VH, una cadena VL, un dominio VH,
un dominio VL, VH CDR1, VH CDR2, VH CDRS3, VL CDR1, VL CDR2 y/o VL CDR3 de E1, E13, E63, F19 o F23.

En un tercer aspecto, en la presente memoria se proporcionan vectores y células hospedadoras que comprenden
acidos nucleicos codificantes de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, un
fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT.

En un cuarto aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos de preparacion de anticuerpos que se
unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de
hLIGHT. En determinadas realizaciones, el anticuerpo se une inmunoespecificamente a una variante de
polimorfismo de nucleétido tnico (SNP) de un polipéptido hLIGHT, tal como 214E-32S, 214K-32S, 214E-32L y/o
214K-32L. En la presente memoria se proporcionan ademas hibridomas que producen anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT o variante de SNP del mismo. En formas de realizacion
preferidas, el hibridoma es el hibridoma que produce E1, E3, E63, F19 o F23.

En un quinto aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos de tratamiento o, de otro modo, alivio de
uno 0 mas sintomas de una enfermedad mediada por hLIGHT en un sujeto (por ejemplo un sujeto humano), que
comprende administrar en el sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a
un polipéptido hLIGHT (por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o un hLIGHT soluble), en el
que la actividad de hLIGHT resulta inhibida por el anticuerpo. En determinadas formas de realizacion, la
enfermedad mediada por hLIGHT es una Ell, tal como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa. En otras
formas de realizacion, la enfermedad mediada por LIGHT_ h es la EICH.

En un sexto aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir la unién de hLIGHT
a EICH, RLTB y/o DcR3 en un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano), que comprende la administracién en el
sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT (por
ejemplo, un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o un hLIGHT soluble).

En un séptimo aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir una actividad
biolégica de hLIGHT, tal como la secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES, en un sujeto (por ejemplo un sujeto
humano), que comprende administrar en el sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une
inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular),
en el que la actividad bioldgica de hLIGHT es reducida o inhibida por el anticuerpo.

En un octavo aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir la unién de
hLIGHT a HVEM, RLTB y/o DcR3 en una célula que presenta hLIGHT expresado sobre la superficie celular,
poniendo en contacto la célula con una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
polipéptido hLIGHT (por ejemplo hLIGHT expresado sobre la superficie celular o hLIGHT soluble), tal como un
polipéptido hLIGHT, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT.

En un noveno aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir una actividad
biolégica de hLIGHT, tal como la secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES, en una célula que presenta un receptor
de hLIGHT expresado sobre la superficie celular (tal como HVEM, RLTB y/o Dc3R), poniendo en contacto la
célula con una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT (por
ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o soluble, o una variante de SNP del mismo), en el que
la actividad biologica de hLIGHT es reducida o inhibida por el anticuerpo.

En un décimo aspecto, en la presente memoria se proporciona un anticuerpo que se une inmunoespecificamente
a un polipéptido hLIGHT, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT, en el que dicho
anticuerpo comprende ademas un marcador detectable. En determinadas formas de realizacién, los anticuerpos
anti-HLIGHT que comprenden un marcador detectable se utilizan en un método para la deteccion de hLIGHT en
una muestra, comprendiendo dicho método poner en contacto la muestra con el anticuerpo anti-HLIGHT. En
formas de realizacion especificas, la muestra comprende una célula que expresa hLIGHT sobre la superficie de
la célula.

En un undécimo aspecto, en la presente memoria se proporcionan kits que comprenden un anticuerpo que se
une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de
hLIGHT.
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Terminologia

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan el mismo significado al entendido cominmente por el experto ordinario en la materia. En el caso de
que exista una pluralidad de definiciones para un término en la presente memoria, las proporcionadas en la
presente seccion prevaleceran, a menos que se indique lo contrario.

El término “aproximadamente” se refiere a dentro de 20%, preferentemente dentro de 10%, y mas
preferentemente dentro de 5% (0 1% o inferior) de un valor o intervalo dado.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “administrar’ o “administraciéon” se refiere al acto de inyectar o de
otro modo transportar fisicamente una sustancia tal como existe fuera del cuerpo (por ejemplo, un anticuerpo
anti-HLIGHT proporcionado en la presente memoria) hasta el interior del paciente, tal como mediante via
mucosal, intradérmica, intravenosa o intramuscular, y/o cualquier otro método de administracion fisica indicado
en la presente memoria o conocido de la técnica. Al tratar una enfermedad, o un sintoma de la misma, la
administracion de la sustancia tipicamente se produce tras el inicio de la enfermedad o de los sintomas de la
misma. En el caso de la prevencién de una enfermedad, o de sintomas de la misma, la administracion de la
sustancia tipicamente se produce antes de la aparicion de la enfermedad o sintomas de la misma.

En el contexto de un polipéptido, el término “analogo” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un
polipéptido que presenta una funcién similar o idéntica a la de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de un
polipéptido hLIGHT o un anticuerpo anti-HLIGHT pero no comprende necesariamente una secuencia de
aminoacidos similar o idéntica de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de un polipéptido hLIGHT o un anticuerpo
anti-HLIGHT o presenta una estructura similar o idéntica a la de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de un
polipéptido hLIGHT o un anticuerpo anti-HLIGHT. Un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos
similar se refiere a un polipéptido que satisface por lo menos uno de los siguientes: (a) un polipéptido que
presenta una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 30%, por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo
menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por
lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85% y preferentemente por lo menos 90%, mas preferentemente
por lo menos 95%, o todavia mas preferentemente por lo menos 99% idéntica a la secuencia de aminoéacidos de
un polipéptido hLIGHT (por ejemplo SEC ID n° 52), un fragmento de un polipéptido hLIGHT o un anticuerpo anti-
HLIGHT indicado en la presente memoria, (b) un polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos que se
hibrida bajo condiciones restrictivas con una secuencia de nucle6tidos codificante de un polipéptido hLIGHT, un
fragmento de un polipéptido hLIGHT o un anticuerpo anti-HLIGHT (o region VH o VL del mismo) indicado en la
presente memoria de por lo menos 5 residuos aminoacidos, de por lo menos 10 residuos amino&cidos, de por lo
menos 15 residuos aminoéacidos, de por lo menos 20 residuos aminoéacidos, de por lo menos 25 residuos
aminoacidos, de por lo menos 40 residuos aminoacidos, de por lo menos 50 residuos aminoécidos, de por lo
menos 60 residuos aminodacidos, de por lo menos 70 residuos aminoéacidos, de por lo menos 80 residuos
aminoacidos, de por lo menos 90 residuos aminoacidos, de por lo menos 100 residuos aminoécidos, de por lo
menos 125 residuos aminoacidos o de por lo menos 150 residuos aminoacidos (ver, por ejemplo, Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
2001; Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1982), y (c) un polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos que es por lo menos 30%, por lo
menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por
lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85% y preferentemente
por lo menos 90%, mas preferentemente por lo menos 95%, o todavia mas preferentemente por lo menos 99%
idéntica a la secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de un polipéptido
hLIGHT o un anticuerpo anti-HLIGHT indicado en la presente memoria se refiere a un polipéptido que presenta
una estructura secundaria, terciaria o cuaternaria similar a la de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de hLIGHT
o un anticuerpo de hLIGHT indicado en la presente memoria. La estructura de un polipéptido puede determinarse
mediante métodos conocidos por el experto en la materia, incluyendo, aunque sin limitacion, la cristalografia de
rayos X, la resonancia magnética nuclear y la microscopia de electrones cristalografica.

Con el fin de determinar el porcentaje de identidad de las dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias
de acidos nucleicos, las secuencias se alinean con fines de comparacion 6ptima (por ejemplo, pueden
introducirse huecos en la secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos para la
alineacion optima con una segunda secuencia de aminoacidos o de &cidos nucleicos). A continuacion, se
comparan los residuos aminoacidos o nucleétidos en las posiciones aminoéacidas o las posiciones nuclettidas
correspondientes. En el caso de que una posicidn en la primera secuencia se encuentre ocupada por el mismo
residuo aminoacido o nucledtido en la posicidon correspondiente en la segunda secuencia, las moléculas son
idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad de las dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por la secuencia (es decir, % de identidad=(ndmero de posiciones solapantes
idénticas/nimero total de posiciones) X 100%) En una forma de realizacion, las dos secuencias presentan la
misma longitud.

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias (por ejemplo, secuencias de aminoacidos o
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secuencias de acidos nucleicos) también puede llevarse a cabo utilizando un algoritmo matematico. Un ejemplo
no limitativo preferente de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de dos secuencias es el
algoritmo de Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, 1990, modificado por Karlin y Altschul,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877, 1993. Dicho algoritmo ha sido incorporado en los programas NBLAST
y XBLAST de Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403, 1990. Pueden llevarse a cabo busquedas de nucleétidos de
BLAST con los parametros de nucle6tidos del programa NBLAST fijados en, por ejemplo, para puntuacion=100,
longitud de palabra=12, con el fin de obtener secuencias homélogas a las moléculas de acidos nucleicos de la
presente invencion. Pueden llevarse a cabo busquedas de proteinas de BLAST con los parametros de programa
XBLAST fijados en, por ejemplo, puntuacion 50, longitud de palabra=3, con el fin de obtener secuencias de
aminoacidos homologas a una molécula de proteina de la presente invencion. Con el fin de obtener alineaciones
con huecos con fines comparativos, puede utilizarse Gapped BLAST (BLAST con huecos) tal como se indica en
Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997. Alternativamente, puede utilizarse PSI BLAST para llevar
a cabo una bisqueda iterativa que detecta relaciones distantes entre moléculas (Id.). Al utilizar los programas
BLAST, Gapped BLAST y PSI Blast, pueden utilizarse los parametros por defecto de los programas respectivos
(por ejemplo de XBLAST y NBLAST) (ver, por ejemplo el National Cener for Biotechnology Information (NCBI) en
www.ncbi.nim.nih.gov). Otro ejemplo no limitativo preferente de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, CABIOS 4:11-17, 1988. Dicho algoritmo se
incorpora en el programa ALIGN (version 2.0), que es parte del paquete de software de alineacion de secuencias
GCG. Al utilizar el programa ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos, puede utilizarse una tabla de
ponderacién de residuos PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacion de hueco de
4.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse utilizando técnicas similares a las indicadas
anteriormente, permitiendo o no huecos. En el célculo del porcentaje de identidad, tipicamente sélo se cuentan
las correspondencias exactas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un “antagonista” o “inhibidor” de hLIGHT se refiere a una molécula
que es capaz de inhibir o, de otro modo, reducir una o mas de las actividades biologicas de hLIGHT, tal como en
una célula que expresa hLIGHT o en una célula que expresa un ligando de hLIGHT, tal como en una célula que
expresa hLIGHT o en una célula que expresa un ligando de hLIGHT, tal como un receptor de hLIGHT. Por
ejemplo, en determinadas formas de realizacion, los anticuerpos de la invencién son anticuerpos antagonistas
que inhiben o, de otro modo, reducen la secreciéon de CCL20, IL-8 y/o RANTES a partir de una célula que
presenta un receptor de hLIGHT expresado sobre la superficie celular (por ejemplo, HVEM, RLTR y/o DcR3) al
poner en contacto dicho anticuerpo con dicha célula. En algunas formas de realizacion, un antagonista de
hLIGHT (por ejemplo, un anticuerpo antagonista de la invencion) puede actuar, por ejemplo, mediante la
inhibicion o, de otro modo, la reduccidn de la activacion y/o rutas de sefializacion celular de la célula que expresa
un receptor de hLIGHT, inhibiendo de esta manera una actividad biolégica mediada por hLIGHT de la célula en
comparaciéon con la actividad biolégica mediada por hLIGHT en ausencia del antagonista. En determinadas
formas de realizacion, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria son anticuerpos anti-HLIGHT
antagonistas totalmente humanos, preferentemente anticuerpos anti-HLIGHT antagonistas monoclonales
totalmente humanos.

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina”, o “Ig”, pueden utilizarse intercambiablemente en la presente
memoria. Las expresiones “anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de hLIGHT”,
“anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT”, “anticuerpos anti-HLIGHT” y
expresiones analogas también se utilizan intercambiablemente en la presente memoria y se refieren a
anticuerpos y fragmentos de los mismos que se unen especificamente a un polipéptido hLIGHT, tal como un
antigeno o epitopo de hLIGHT. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une inmunoespecificamente a
un antigeno de hLIGHT puede presentar reactividad cruzada con antigenos relacionados. Preferentemente, un
anticuerpo o un fragmento del mismo que se une inmunoespecificamente a un antigeno de hLIGHT no reacciona
cruzadamente con otros antigenos. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une inmunoespecificamente
a un antigeno de hLIGHT puede identificarse mediante, por ejemplo, inmunoensayos, BIAcore u otras técnicas
conocidas por el experto en la materia. Un anticuerpo o un fragmento del mismo se une especificamente a un
antigeno hLIGHT en el caso de que se una a un antigeo de hLIGHT con afinidad mas elevada que a cualquier
antigeno de reactividad cruzada segiun se determine utilizando técnicas experimentales, tales como
radioinmunoensayos (RIA) y ensayos de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA). Tipicamente, una reaccion
especifica o selectiva presentara por lo menos el doble de la sefial de fondo o ruido y mas tipicamente diez veces
la sefial de fondo. Ver, por ejemplo, Paul, editor, Fundamental Immunology Second Edition, Raven Press, New
York, paginas 332 a 336, 1989, para un comentario sobre la especificidad de los anticuerpos.

Entre los anticuerpos de la invencidn se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, anticuerpos sintéticos, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos producidos recombinantemente, anticuerpos multiespecificos (incluyendo anticuerpos
biespecificos), anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos hibridos, intracuerpos, Fv de
cadena sencilla (scFv) (por ejemplo incluyendo monoespecificos, biespecificos, etc.), anticuerpos camelizados,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fv unidos mediante disulfuro (sdFv), anticuerpos antiidiotipicos (anti-d) y
fragmentos de unidn a epitopo de cualquiera de los anteriormente indicados. En particular, entre los anticuerpos
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de la presente invencion se incluyen moléculas de inmunoglobulina y partes inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglobulina, es decir, dominios o moléculas de unién a antigeno que contienen un sitio de
union a antigeno que se une inmunoespecificamente a un antigeno de hLIGHT (por ejemplo, una 0 mas regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de un anticuerpo anti-HLIGHT). Los anticuerpos de la invencion
pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), cualquier clase (por ejemplo, IgG1,
19G2, 1gG3, IgG4, IgAl e IgA2) o cualquier subclase (por ejemplo IgG2a e 1gG2b) de molécula de
inmunoglobulina. En formas de realizacion preferidas, los anticuerpos hLIGHT son totalmente humanos, tales
como anticuerpos de hLIGHT monoclonales totalmente humanos. En determinadas formas de realizacion, los
anticuerpos de la invencién son anticuerpos 1gG, o una clase (por ejemplo, IgG1 o IgG4 humana) o subclase de
los mismos.

Las expresiones “dominio de unién a antigeno”, “region de unién a antigeno”, “fragmento de unién a antigeno” y
expresiones similares se refieren a la parte de un anticuerpo que comprende los residuos aminoacidos que
interactan con el antigeno y confieren al agente de union su especificidad y afinidad para el antigeno (por
ejemplo, las regiones determinantes de complementariedad (CDR)). La region de uniéon a antigeno puede
derivarse de cualquier especie animal, tal como roedores (por ejemplo, conejos, ratas o hamsters) y seres
humanos. Preferentemente, la regién de unién a antigeno es de origen humano.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “composicion” pretende comprender un producto que
contiene los ingredientes especificados (por ejemplo, un anticuerpo de la invencién) en, opcionalmente, las
cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulte, directa o indirectamente, de la combinacion
de los ingredientes especificados en, opcionalmente, las cantidades especificadas.

La expresion “region constante” o “dominio constante” se refiere a una parte carboxi-terminal de las cadenas
ligeras y pesadas que no participa directamente en la unidn del anticuerpo al antigeno pero que muestra diversas
funciones efectoras, tales como la interaccion con el receptor Fc. Las expresiones se refieren a la parte de una
molécula de inmunoglobulina que presenta una secuencia de aminoacidos mas conservada respecto a la otra
parte de la inmunoglobulina, el dominio variable, que contiene el sitio de union a antigeno. El dominio constante
contiene los dominios CH1, CH2 y CH3 de la cadena pesada y el dominio CHL de la cadena ligera.

En el contexto de un polipéptido, el término “derivado” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de un
polipéptido hLIGHT o un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT que ha sido
alterado mediante la introduccién de sustituciones, deleciones o adiciones de residuos aminoéacidos. El término
“derivado” tal como se utiliza en la presente memoria también se refiere a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento
de un polipéptido hLIGHT o a un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT que ha
sido modificado quimicamente, por ejemplo mediante la unién covalente de cualquier tipo de molécula al
polipéptido. Por ejemplo, aunque no a titulo limitativo, un polipéptido hLIGHT, un fragmento de un polipéptido
hLIGHT o un anticuerpo hLIGHT puede ser quimicamente modificado, por ejemplo mediante glucosilacion,
acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivacion con grupos protectores/bloqueantes conocidos, corte
proteolitico, enlace a un ligando celular u otra proteina, etc. Los derivados se modifican de una manera que es
diferente de los péptidos o polipéptidos naturales o de partida, sea en el tipo o en la localizacion de las moléculas
unidas. Entre los derivados se incluyen ademas la delecidon de uno o mas grupos quimicos que se encuentran
naturalmente presentes en el péptido o polipéptido. Un derivado de un polipéptido hLIGHT, un fragmento de u
polipéptido hLIGHT o un anticuerpo hLIGHT puede modificarse quimicamente mediante modificaciones quimicas
utilizando técnicas conocidas por el experto en la materia, incluyendo, aunque sin limitacion, el corte quimico
especifico, la acetilacion, la formulacion, la sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, un derivado de un
polipéptido hLIGHT, un fragmento de un polipéptido hLIGHT o un anticuerpo de hLIGHT puede contener uno o
mas aminoacidos no clasicos. Un derivado de polipéptido presenta una funcion similar o idéntica a la de un
polipéptido hLIGHT, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un anticuerpo de hLIGHT tal como se indica en la
presente memoria.

La expresion “cantidad eficaz” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la cantidad de una terapia
(por ejemplo un anticuerpo o composicion farmacéutica proporcionada en la presente memoria) que resulta
suficiente para reducir y/o mejorar la severidad y/o la duracion de una enfermedad dada y/o sintoma relacionado
con la misma. Dicha expresion comprende ademas la cantidad necesaria para la reduccién o mejora del avance
o progresién de una enfermedad dada, la reduccion o mejora de la recurrencia, el desarrollo o aparicion de una
enfermedad dada, la reduccién o mejora de la recurrencia, el desarrollo o aparicion de una enfermedad dada y/o
la mejora o potenciacion del efecto o efectos profilacticos o terapéuticos de otra terapia (por ejemplo una terapia
diferente del anticuerpo anti-HLIGHT proporcionado en la presente memoria). En algunas formas de realizacion,
la cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencion es de entre aproximadamente 0,1 mg/kg (mg de anticuerpo
por kg de peso del sujeto) y aproximadamente 100 mg/kg. En determinadas formas de realizacion, una cantidad
eficaz de un anticuerpo proporcionado en la presente memoria es de aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 25
mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 35 mg/kg, aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente
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45 mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 70 mg/kg,
aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 90 mg/kg o aproximadamente 100 mg/kg ( o un intervalo de los
mismos). En algunas formas de realizacion, “cantidad eficaz” tal como se utiliza en la presente memoria se
refiere ademas a la cantidad de un anticuerpo de la invencion para conseguir un resultado especificado (por
ejemplo la inhibicion de una actividad bioldgica de hLIGHT de la célula, tal como la inhibicién de la secrecién de
CCL20, IL-8 0 RANTES de la célula).

El término “epitopo” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una region localizada sobre la
superficie de un antigeno, tal como un polipéptido hLIGHT o fragmento de polipéptido hLIGHT, que es capaz de
unirse a una 0 mas regiones de unién a antigeno de un anticuerpo y que presenta actividad antigénica o
inmunogénica en un animal, preferentemente un mamifero, y mas preferentemente en un ser humano, que es
capaz de inducir una respuesta inmunolégica. Un epitopo con actividad inmunogénica es una parte de un
polipéptido que induce una respuesta de anticuerpos en un animal. Un epitopo con actividad antigénica es una
parte de un polipéptido al que se une un anticuerpo inmunoespecificamente segin se determine mediante
cualquier método bien conocido de la técnica, por ejemplo mediante los inmunoensayos indicados en la presente
memoria. Los epitopos antigénicos no son necesariamente inmunogénicos. Habitualmente los epitopos consisten
en agrupaciones de moléculas en superficie quimicamente activas, tales como cadenas laterales de aminoacidos
o de azlicares y presentan caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de
carga especificas. Una region de un polipéptido que contribuye a un epitopo puede ser aminoacidos contiguos
del polipéptido o el epitopo puede reunirse a partir de dos o mas regiones no contiguas del polipéptido. El
epitopo puede ser o no un elemento de superficie tridimensional del antigeno. En determinadas formas de
realizacion, un epitopo de hLIGHT es un elemento superficial tridimensional de un polipéptido hLIGHT (por
ejemplo en una forma trimérica de un polipéptido hLIGHT). En otras formas de realizacion, un epitopo de hLIGHT
es un elemento lineal de un polipéptido hLIGHT (por ejemplo en una forma trimérica o forma monomeérica del
polipéptido hLIGHT). Los anticuerpos proporcionados en la presente memoria pueden unirse
inmunoespecificamente a un epitopo de la forma monomérica (desnaturalizada) de hLIGHT, un epitopo de la
forma trimérica (nativa) de hLIGHT, o tanto la forma monomérica (desnaturalizada) como la forma trimérica
(nativa) de hLIGHT. En formas de realizacion especificas, los anticuerpos proporcionados en la presente
memoria se unen inmunoespecificamente a un epitopo de la forma trimérica de hLIGHT pero no se unen
inmunoespecificamente a la forma monomeérica de hLIGHT.

El término “excipientes” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a sustancias inertes que son
utilizadas comunmente como diluyente, vehiculo, conservantes, ligantes o agente estabilizante para farmacos, e
incluye, aunque sin limitacién, proteinas (por ejemplo albumina sérica, etc.), aminoacidos (por ejemplo acido
aspartico, acido glutamico, lisina, arginina, glicina, histidina, etc.), acidos grasos y fosfolipidos (por ejemplo
sulfonatos de alquilo, caprilato, etc.), surfactantes (por ejemplo SDS, polisorbato, surfactante no iénico, etc.),
sacaridos (por ejemplo sacarosa, maltosa, trehalosa, etc.) y polioles (por ejemplo manitol, sorbitol, etc.). Ver
también Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990.

En el contexto de un péptido o polipéptido, el término “fragmento” tal como se utiliza en la presente memoria se
refiere a un péptido o polipéptido que comprende menos de la secuencia de aminoacidos de longitud completa.
Dicho fragmento puede surgir, por ejemplo, del truncado en el extremo amino-terminal, del truncado en el
extremo carboxi-terminal y/o de una delecion interna de uno o mas residuos de la secuencia de aminoéacidos. Los
fragmentos pueden resultar, por ejemplo, de un procesamiento alternativo del ARN o de actividad de proteasa in
vivo. En determinadas formas de realizacion, entre los fragmentos de hLIGHT se incluyen los polipéptidos que
comprenden una secuencia de aminoacidos de por lo menos 5 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos
10 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 15 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 20
residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 25 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 40
residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 50 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 60
residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 70 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 80
residuos aminoéacidos contiguos, de por lo menos 90 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 100
residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 125 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 150
residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 175 residuos aminoacidos contiguos, de por lo menos 200
residuos aminoacidos contiguos, o de por lo menos 250 residuos aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido hLIGHT o de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido
hLIGHT. En una forma de realizacion especifica, un fragmento de un polipéptido hLIGHT o de un anticuerpo que
se une inmunoespecificamente a un antigeno de hLIGHT conserva por lo menos 1, por lo menos 2 o por lo
menos 3 funciones del polipéptido o anticuerpo.

Las expresiones “anticuerpo totalmente humano” y “anticuerpo humano” se utilizan intercambiablemente en la
presente memoria y se refieren a un anticuerpo que comprende una regién variable humana y, mas
preferentemente, una region constante humana. En formas de realizacién especificas, las expresiones se
refieren a un anticuerpo que comprende una region variable y una regiéon constante de origen humano. Los
anticuerpos anti-HLIGHT “totalmente humanos”, en determinadas formas de realizacion, pueden comprender
ademas anticuerpos que se unen a polipéptidos hLIGHT y estan codificados por secuencias de acidos nucleicos
que son variantes somaticas naturales e una secuencia de &cidos nucleicos de inmunoglobulina de la linea

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 643 687 T3

germinal humana. En una forma de realizacion especifica, los anticuerpos anti-HLIGHT proporcionados en la
presente memoria son anticuerpos totalmente humanos. La expresion “anticuerpo totalmente humano” incluye
anticuerpos que presentan regiones variables y constantes correspondientes a secuencias de inmunoglobulina
de la linea germinal humana tal como se indica en Kabat et al. (ver Kabat et al.,, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, quinta edicién, U.S. Department of Health and Human Services, publicacion del NIH n°
91-3242, 1991). Se proporcionan métodos ejemplificativos e produccion de anticuerpos totalmente humanos, por
ejemplo en los Ejemplos en la presente memoria, aunque puede utilizarse cualquier método conocido de la
técnica.

La expresion “anticuerpo humano recombinante” incluye anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean
o aislan por medios recombinantes, tal como anticuerpos expresados utilizando un vector de expresion
recombinante transferido al interior de una célula hospedadora, anticuerpos aislados a partir de una biblioteca de
anticuerpos humanos combinatorial recombinante, anticuerpos aislados a partir de un animal (por ejemplo un
ratén o una vaca) que es transgénico y/o transcromosomico para los genes d inmunoglobulina humana (ver, por
ejemplo, Taylor L.D. et al., Nucl. Acids Res. 20:6287-6295, 1992) o anticuerpos preparados, expresados, creados
0 aislados por cualesquiera otros medios que implican el procesamiento de secuencias génicas de
inmunoglobulina humana en otras secuencias de ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes pueden
presentar regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal
humana (ver Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicién, U.S. Department
of Health and Human Services, publicacién del NIH n® 91-3242, 1991). En determinadas formas de realizacion,
sin embargo, dichos anticuerpos humanos recombinantes se someten a mutagénesis in vitro (o0 en el caso de
que se utilice un animal transgénico para secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y, de esta
manera, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, aunque derivadas y relacionadas con las secuencias de VH y VL de la linea germinal humana,
pueden no existir naturalmente en el repertorio de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

La expresion “proteina de fusion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo y una secuencia de aminoacidos de un polipéptido o
proteina heterdlogo (es decir, un polipéptido o proteina que normalmente no es una parte del anticuerpo (por
ejemplo un anticuerpo no anti-antigeno hLIGHT)). El término “fusion” utilizado en relacion a hLIGHT o a un
anticuerpo anti-HLIGHT se refiere a la unién de un péptido o polipéptido, o fragmento, variante y/o derivado del
mismo, a un péptido o polipéptido heterdlogo. Preferentemente, la proteina de fusién conserva la actividad
biolégica de hLIGHT o del anticuerpo anti-HLIGHT. En determinadas formas de realizacion, la proteina de fusién
comprende un dominio VH, dominio VL, VH CDR (una, dos o tres CDR de VH) y/o VL CDR (una, dos o tres CDR
de VL) de anticuerpo de hLIGHT, en el que la proteina de fusion se une inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT.

La expresion “cadena pesada’ utilizada en referencia a un anticuerpo se refiere a cinco tipos diferentes,
denominados alfa (a), delta (), epsilon (€), gamma (y) y mu (u), basados en las secuencias de aminoacidos del
dominio constante de cadena pesada. Estos tipos diferentes de cadena pesada son bien conocidos y dan lugar a
cinco clases de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, respectivamente, incluyendo cuatro subclases de 1gG, es
decir IgG1, 1gG1, IgG3 e IgG4. Preferentemente, la cadena pesada es una cadena pesada humana.

El término “huésped” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un animal, preferentemente un
mamifero, y mas preferentemente un ser humano.

La expresion “célula hospedadora” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la célula sujeto
particular transfectada con una molécula de acidos nucleicos y la progenie o progenie potencial de dicha célula.
La progenie de dicha célula puede no ser idéntica a la célula parental transfectada con la molécula de &cidos
nucleicos debido a mutaciones o influencias ambientales que pueden producirse en generaciones sucesivas o la
integracion dela molécula de acidos nucleicos en el genoma de la célula hospedadora.

La expresion “agente inmunomodulador” y variaciones de la misma, incluyendo, aunque sin limitacion, agentes
inmunomoduladores, tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un agente que modula el sistema
inmunitario de un huésped. En determinadas formas de realizacion, un agente inmunomodulador es un agente
inmunosupresor. En determinadas otras formas de realizacién, un agente inmunomodulador es un agente
inmunoestimulador. Segun la invencion, un agente inmunomodulador utilizado en las terapias de combinacion de
la invencidon no incluye un anticuerpo anti-HLIGHT o fragmento de unién a antigeno. Entre los agentes
inmunomoduladores se incluyen, aunque sin limitacién, moléculas pequefias, péptidos, polipéptidos, proteinas,
proteinas de fusion, anticuerpos, moléculas inorganicas, agentes miméticos y moléculas organicas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “en combinacion” en el contexto de la administracion de
otras terapias se refiere a la utilizacién de mas de una terapia. La utilizacion de la expresion “en combinacion” no
restringe el orden en que se administran las terapias en un sujeto con una infeccién. Puede administrarse una
primera terapia antes (por ejemplo 1 minuto, 45 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6
horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
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semanas, 6 semanas, 8 semanas 0 12 semanas), concurrentemente, o después (por ejemplo 1 minuto, 45
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96
horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas 0 12 semanas) de la
administracion de una segunda terapia en el sujeto que ha presentado, presenta o es susceptible de presentar
una enfermedad mediada por hLIGHT. Puede administrarse cualquier terapia adicional en cualquier orden con
las otras terapias adicionales. En determinadas formas de realizacion, los anticuerpos de la invencion pueden
administrarse en combinacidon con una o mas terapias (por ejemplo terapias que no son los anticuerpos de la
invencion que se administran actualmente para prevenir, tratar, controlar y/o mejorar una enfermedad mediada
por hLIGHT. Entre los ejemplos no limitativos de terapias que pueden administrarse en combinacion con un
anticuerpo de la invencién se incluyen agentes analgésicos, agentes anestésicos, antibiéticos o agentes
inmunomoduladores o cualquier otro agente listado en la Farmacopea US y/o en la obra “Physician’s Desk
Reference”.

La expresion “sal inorganica” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualesquiera compuestos
que no contienen carbono que resulten de la sustitucion de parte o la totalidad de hidrogenos del acido o un
acido por un metal o un grupo que actia como un metal y con frecuencia se utilizan como compuesto ajustador
de la tonicidad en composiciones farmacéuticas y preparaciones de materiales biolégicos. Las sales inorganicas
mas comunes son NaCl, KCI, NaH,PO,, etc.

Un anticuerpo “aislado” o “purificado” se encuentra sustancialmente libre de material celular o de otras proteinas
contaminantes de la fuente de células o tejidos a partir de la que se deriva el anticuerpo, 0 se encuentra
sustancialmente libre de precursores quimicos o de otros compuestos quimicos al sintetizarlo quimicamente. La
expresion “sustancialmente libre de material celular” incluye preparaciones de un anticuerpo en las que el
anticuerpo esta separado de componentes celulares de las células a partir de las que se aisla o se produce
recombinantemente. De esta manera, un anticuerpo que se encuentra sustancialmente libre de material celular
incluye preparaciones de anticuerpo con menos de aproximadamente 30%, 20%, 10% o 5% (en peso seco) de
proteina heterdloga (también denominada en la presente memoria “proteina contaminante”). En el caso de que el
anticuerpo se produzca recombinantemente, preferentemente también se encuentra sustancialmente libre de
medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de aproximadamente 20%, 10% o 5% del
volumen de la preparacion de proteina. En el caso de que el anticuerpo se produzca mediante sintesis quimica,
preferentemente se encuentra sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos, es
decir, se encuentra separado de precursores quimicos u otros compuestos quimicos que participan en la sintesis
de la proteina. De acuerdo con lo anterior, dichas preparaciones del anticuerpo presentan menos de
aproximadamente 30%, 20%, 10%, 5% (en peso seco) de precursores quimicos o compuestos diferentes del
anticuerpo de interés. En una forma de realizacion preferente, se aislan o se purifican los anticuerpos de la
invencion.

Una molécula de acidos nucleicos “aislada” es una que se ha separado de otras moléculas de &cidos nucleicos
gue se encuentran presentes en la fuente natural de la molécula de acidos nucleicos. Ademas, una molécula de
acidos nucleicos “aislada”, tal como una molécula de ADNc, puede encontrarse sustancialmente libre de otro
material celular, o de medio de cultivo en el caso de que se produzca mediante técnicas recombinantes, o
sustancialmente libre de precursores quimicos u otros compuestos quimicos en el caso de que se sintetice
qguimicamente. En una forma de realizacion especifica, se aisla o se purifica una o0 mas moléculas de &cidos
nucleicos codificantes de un anticuerpo de la invencion.

La expresion “LIGHT humana”, “HLIGHT” o “polipéptido hLIGHT” y términos similares se refieren a los
polipéptidos (“polipéptidos”, “péptidos” y “proteinas” se utilizan intercambiablemente en la presente memoria) que
comprenden la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 52 y polipéptidos relacionados, incluyendo variantes SNP
de los mismos. Entre los polipéptidos relacionados se incluyen variantes alélicas (por ejemplo variantes SNP),
variantes de procesamiento, fragmentos, derivados, variantes por sustitucién, delecion e insercién, polipéptidos
de fusién y homologos inter-especie, preferentemente que conservan actividad de hLIGHT y/o resultan
suficientes para generar una respuesta inmunoldgica anti-HLIGHT. Entre las variantes SNP no sinénimas
ejemplificativas se incluyen, aunque sin limitacion, polipéptidos hLIGHT que comprenden 214E-32S (un acido
glutdmico en la posiciéon 214 y serina en la posicion 32 de un polipéptido hLIGHT (por ejemplo el polipéptido
hLIGHT ilustrado en SEC ID n° 52)), 214K-32S, 214E-32L y 214E-32L. También se encuentran comprendidas las
formas solubles de hLIGHT que resultan suficientes para generar una respuesta inmunolégica anti-HLIGHT ver,
por ejemplo, SEC ID n° 53 y SEC ID n° 54). Tal como apreciara el experto en la materia, un anticuerpo anti-
HLIGHT de la invencién puede unirse a un polipéptido hLIGHT, fragmento de polipéptido, antigeno y/o epitopo,
ya que un epitopo es parte del antigeno de mayor tamafio, que es parte del fragmento de polipéptido de mayor
tamafio, que, a su vez, es parte del polipéptido de mayor tamafo. hLIGHT puede existir en una forma trimérica
(nativa) o monomeérica (desnaturalizada).

La expresion “numeracion de Kabat” y expresiones similares se reconocen en la técnica y se refieren a un
sistema de numeracion de los residuos aminoacidos que son mas variables (es decir, hipervariables) que otros
residuos aminoacidos en las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo, o de una
parte de unién a antigeno del mismo (Kabat et al., Ann. NY Acad. Sci. 190:382-391, 1971, y Kabat et al.,
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Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services,
publicacion del NIH n° 91-3242, 1991). Para las regiones variables de cadena pesada, la regién hipervariable
tipicamente se encuentra comprendida entre las posiciones aminoacidas 31 y 35 para CDR1, entre las
posiciones aminoacidas 50 y 65 para CDR2 y entre las posiciones aminoacidas 95 y 102 para CDR3. Para la
region variable de cadena ligera, la regién hipervariable tipicamente se encuentra comprendida entre las
posiciones aminodcidas 24 y 34 para CDR1, entre las posiciones aminoacidas 50 y 56 para CDR2 y entre las
posiciones aminoécidas 89 y 97 para CDR3.

La expresion “cadena ligera”, utilizada en referencia a un anticuerpo se refiere a dos tipos diferentes,
denominados kappa (k) y lambda (A) basandose en la secuencia de aminoacidos de los dominios constantes.
Las secuencias de aminoacidos de cadena ligera son bien conocidas de la técnica. En formas de realizacion
preferidas, la cadena ligera es una cadena ligera humana.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “controlar”, “controlando” y “control” se refieren a los
efectos beneficiosos que un sujeto obtiene a partir de una terapia (por ejemplo un agente profilactico o
terapéutico), que no resulta en una cura de la infeccion. En determinadas formas de realizacion, en el sujeto se
administran una o mas terapias (por ejemplo agentes profilacticos o terapéuticos, tales como un anticuerpo de la
invencion) para “controlar” una enfermedad mediada por hLIGHT (por ejemplo Ell o EICH), uno o méas sintomas
de la misma, de manera que se evita la progresion o agravamiento de la enfermedad.

La expresién “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblaciéon de
anticuerpos homogéneos o sustancialmente homogéneos, y cada anticuerpo monoclonal tipicamente reconoce
un Unico epitopo sobre el antigeno. En formas de realizacién preferidas, un “anticuerpo monoclonal” tal como se
utiliza en la presente memoria es un anticuerpo producido por un Unico hibridoma u otra célula, en el que el
anticuerpo se une inmunoespecificamente a so6lo un epitopo de hLIGHT segin se determine mediante, por
ejemplo, ELISA u otro ensayo de union a antigeno o uniéon competitiva conocido de la técnica o en los Ejemplos
proporcionados en la presente memoria. El término “monoclonal” no se encuentra limitado a ningiin método
particular de preparacion del anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales de la invenciéon pueden
prepararse mediante el método del hibridoma tal como se indica en Kohler et al., Nature 256:495, 1975, o
pueden aislarse a partir de bibliotecas fagicas utilizando técnicas tal como se indica en la presente memoria, por
ejemplo. Otros métodos para la preparacion de lineas celulares clonales y de anticuerpos monoclonales
expresados de esta manera son bien conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, el capitulo 11 en: “Short
Protocols in Molecular Biology”, 5a edicion, Ausubel et al., editores, John Wiley and Sons, New York, 2002).
Otros métodos ejemplificativos de produccion de otros anticuerpos monoclonales se proporcionan en los
Ejemplos en la presente memoria.

La expresién “natural” o “nativo” utilizado en relacién a materiales biolégicos tales como moléculas de &cidos
nucleicos, polipéptidos, células hospedadoras y similares, se refiere a aquellos presentes en la naturaleza y no
manipulados por el ser humano.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a autorizado
por la agencia reguladora del gobierno federal o estatal, 0 que se encuentra listada en la Farmacopea US,
Farmacopea europea u otra Farmacopea generalmente reconocida para la utilizacion en animales, y mas
particularmente en seres humanos.

La expresion “anticuerpos policlonales” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una poblacion de
anticuerpos generada en una respuesta inmunogénica a una proteina que presenta muchos epitopos y que, de
esta manera, incluye una diversidad de diferentes anticuerpos dirigidos contra el mismo epitopo y contra
diferentes epitopos dentro de la proteina. Los métodos de produccion de anticuerpos policlonales son conocidos
de la técnica (ver, por ejemplo, el capitulo 11 en: “Short Protocols in Molecular Biology”, 5a edicién, Ausubel et
al., editores, John Wiley and Sons, New York, 2002).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “polinucleétido”, “nucledtido”, “acido nucleico” y “molécula
de acidos nucleicos” y otros términos similares se utilizan intercambiablemente e incluyen ADN, ARN, ARNm y
similares.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “prevenir”, “previniendo” y “prevencion” se refieren a la
inhibicién total o parcial del desarrollo, recurrencia, aparicion o extension de una enfermedad mediada por
hLIGHT y/o sintomas relacionados con la misma, resultando de la administracién de una terapia o combinacion
de terapias proporcionada en la presente memoria (por ejemplo una combinacién de agentes profilacticos o
terapéuticos, tales como un anticuerpo de la invencion).

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “agente profilactico” se refiere a cualquier agente que
puede inhibir total o parcialmente el desarrollo, recurrencia, apariciéon o extension de una enfermedad mediada
por hLIGHT y/o sintomas relacionados con la misma en un sujeto. En determinadas formas de realizacion, la
expresion “agente profilactico’ se refiere a un agente diferente de un anticuerpo de la invencion.
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Preferentemente, un agente profilactico es un agente que es conocido que resulta Util o que ha sido utilizado o se
utiliza actualmente para prevenir una enfermedad mediada por hLIGHT y/o un sintoma relacionado con la misma,
o para impedir la aparicion, desarrollo, progresién y/o severidad de una enfermedad mediada por hLIGHT y/o un
sintoma relacionado con la misma. En formas de realizacion especificas, el agente profilactico es un anticuerpo
anti-HLIGHT totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal anti-HLIGHT totalmente humano.

En determinadas formas de realizacion de la invencion, un “titulo sérico profilacticamente eficaz” es un titulo
sérico en un sujeto, preferentemente un ser humano, que inhibe total parcialmente el desarrollo, recurrencia,
aparicion o extension de una enfermedad mediada por hLIGHT y/o sintoma relacionado con la misma en dicho
sujeto.

La expresion “antigeno hLIGHT” se refiere a la parte de un polipéptido hLIGHT a la que se une
inmunoespecificamente un anticuerpo. Un antigeno hLIGHT también se refiere a un analogo o derivado de un
polipéptido hLIGHT o fragmento del mismo al que se une inmunoespecificamente un anticuerpo. En algunas
formas de realizacion, un antigeno hLIGHT es un antigeno hLIGHT monomérico o un antigeno hLIGHT trimérico.
Una region de un polipéptido hLIGHT que contribuye un epitopo puede ser aminoacidos contiguos del polipéptido
o el epitopo puede reunirse a partir de dos o mas regiones no contiguas del polipéptido. El epitopo puede ser o
no un elemento de superficie tridimensional del antigeno. Una region localizada sobre la superficie de un
antigeno hLIGHT que es capaz de inducir una respuesta inmunoldgica es un epitopo de hLIGHT. El epitopo
puede ser 0 no un elemento de superficie tridimensional del antigeno.

Una “enfermedad mediada por hLIGHT” y “trastorno mediado por hLIGHT” se utilizan intercambiablemente y se
refieren a cualquier enfermedad que es causada completa o parcialmente, o es el resultado de, hLIGHT. En
determinadas formas de realizacion, hLIGHT se expresa aberrantemente (por ejemplo a nivel elevado) sobre la
superficie de una célula. En algunas formas de realizacion, hLIGHT puede encontrarse regulado positivamente
aberrantemente en un tipo celular particular. En otras formas de realizacion, la sefializacion celular normal,
aberrante o excesiva esta causada por la union de hLIGHT a un ligando de hLIGHT. En determinadas formas de
realizacion el ligando de hLIGHT es un receptor de hLIGHT (por ejemplo HVEM, RLTB o DCR3), por ejemplo,
que se expresa sobre la superficie de una célula, tal como una célula epitelial colénica. En determinadas formas
de realizacion, la enfermedad mediada por hLIGHT es una enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), tal como la
enfermedad de Crohn (EC) o la colitis ulcerosa (CU). En otras formas de realizacion, la enfermedad mediada por
hLIGHT es la enfermedad del injerto contra el huésped (EICH).

Un “ligando de hLIGHT” se refiere a una molécula que se une o que, de otro modo, interactia con hLIGHT. En
formas de realizacion preferidas el ligando de hLIGHT es un receptor de hLIGHT.

Las expresiones “receptor de hLIGHT” o “receptor de unién a hLIGHT” se utilizan intercambiablemente en la
presente memoria y se refieren a un polipéptido receptor que se une a hLIGHT. En formas de realizacion
especificas, el receptor de hLIGHT es HVEM, FcBR o DcR3. En algunas formas de realizacion, el receptor de
hLIGHT se expresa sobre la superficie de una célula, tal como una célula epitelial colénica.

El término “sacérido” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una clase de moléculas que son
derivados de alcoholes polihidricos. Los sacaridos se denominan cominmente carbohidratos y pueden contener
diferentes cantidades de unidades de azlcar (sacéridos), por ejemplo monosacaridos, disacaridos y
polisacaridos.

La expresion “titulo sérico” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un titulo sérico promedio en
una poblacién de por lo menos 10, preferentemente por lo menos 20, y mas preferentemente por lo menos 40
sujetos, y hasta aproximadamente 100, 1.000 o mas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “efectos secundarios” comprende efectos no deseados
y adversos de una terapia (por ejemplo un agente profilactico o terapéutico). Los efectos no deseados no son
necesariamente adversos. Un efecto adverso de una terapia (por ejemplo un agente profilactico o terapéutico)
podria resultar dafiino o incomodo o peligroso. Entre los ejemplos de efectos secundarios se incluyen diarrea,
tos, gastroenteritis, sibilancias, nauseas, vomitos, anorexia, colicos abdominales, fiebre, dolor, pérdida de peso
corporal, deshidratacién, alopecia, disnea, insomnio, mareo, mucositis, efectos nerviosos y musculares, fatiga,
boca seca y pérdida del apetito, erupciones o hinchazon en el sitio de la administracion, sintomas de tipo gripal,
tales como fiebre, escalofrios y fatiga, problemas del tracto digestivo y reacciones alérgicas. Los efectos no
deseados adicionales experimentados por los pacientes son numerosos y conocidos de la técnica. Muchos se
describen en la obra “Physician’s Desk Reference” (602 edicion, 2006).

La expresion “molécula pequefia” y expresiones analogas incluyen, aunque sin limitacion, péptidos,
peptidomiméticos, aminoacidos, analogos de aminoéacidos, polinucledtidos, analogos de polinucledtidos,
nucleétidos, analogos de nucle6tidos, compuestos organicos o inorganicos (es decir, incluyendo compuestos
heteroorganicos y/o ganometalicos) con un peso molecular inferior a aproximadamente 10.000 gramos por mol,
inferior a aproximadamente 5.000 gramos por mol, compuestos organicos o inorganicos con un peso molecular
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inferior a aproximadamente 1.000 gramos por mol, compuestos organicos e inorganicos con un peso molecular
inferior a aproximadamente 500 gramos por mol, y sales, ésteres y otras formas farmacéuticamente aceptables
de dichos compuestos.

Los términos “estabilidad” y “estable” tal como se utilizan en la presente memoria en el contexto de una
formulacion liquida que comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT se
refieren a la resistencia del anticuerpo en la formulacion al despliegue, agregacion, degradacion o fragmentacion
térmicas y quimicas bajo condiciones de fabricacion, preparacion, transporte y almacenamiento dadas. Las
formulaciones “estables” de la invencidn conservan una actividad bioldgica igual o superior a 80%, 85%, 90%,
95%, 98%, 99% 0 99,5% bajo condiciones de fabricacion, preparacién, transporte y almacenamiento dadas. La
estabilidad del anticuerpo puede evaluarse mediante grados de agregacion, degradacion o fragmentacion
mediante métodos conocidos por el experto en la materia, incluyendo, aunque sin limitacion, la electroforesis en
gel capilar reducida (EGCr), la electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) y
HPSEC, en comparacion con un anticuerpo de referencia. La estabilidad global de una formulacion que
comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT puede evaluarse mediante
diversos ensayos inmunolégicos, incluyendo, por ejemplo, ELISA y radioinmunoensayo utilizando el epitopo
especifico de hLIGHT.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “sujeto” y “paciente” se utilizan intercambiablemente. Tal
como se utiliza en la presente memoria, un sujeto es preferentemente un mamifero, tal como un no primate (por
ejemplo vacas, cerdos, caballos, gatos, perros, gatos, ratas, etc.) o un primate por ejemplo monos y seres
humanos), méas preferentemente un ser humano. En una forma de realizacién, el sujeto es un mamifero,
preferentemente un ser humano, que presenta una enfermedad mediada por hLIGHT. En otra forma de
realizacion, el sujeto es un mamifero, preferentemente un ser humano, en riesgo de desarrollar una enfermedad
mediada por hLIGHT.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “sustancialmente la totalidad” se refiere a por lo menos
aproximadamente 60%, por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 75%, por lo
menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por
lo menos aproximadamente 95%, por lo menos aproximadamente 98%, por lo menos aproximadamente 99% o
por lo menos aproximadamente 100%.

La expresion “sustancialmente libre de surfactante” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una
formulacién de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT, conteniendo dicha
formulacién menos de 0,0005%, menos de 0,0003% o menos de 0,0001% de surfactantes y/o menos de
0,0005%, menos de 0,0003% o menos de 0,0001% de surfactantes.

La expresion “sustancialmente libre de sales” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una
formulacién de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT, conteniendo dicha
formulacién menos de 0,0005%, menos de 0,0003% o menos de 0,0001% de sales inorgéanicas.

El término “surfactante” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a sustancias organicas que
presentan estructuras anfipaticas; es decir, estan compuestos de grupos de tendencias de solubilidad contrarias,
tipicamente una cadena hidrocarburo soluble en aceite y un grupo iénico soluble en agua. Los surfactantes
pueden clasificarse, dependiendo de la carga de la fraccion activa en superficie, en surfactantes anionicos,
catidnicos y no iénicos. Los surfactantes se utilizan con frecuencia como agentes humectantes, emulsionantes,
solubilizadores y dispersantes para diversas composiciones farmacéuticas y preparaciones de materiales
bioldgicos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “marcador” se refiere a cualquier tipo de fraccion que esta
unida a, por ejemplo, un polipéptido y/o un polinucleétido que codifica un hLIGHT o anticuerpo de hLIGHT o
fragmento de union a antigeno del mismo. Por ejemplo, un polinucledtido que codifica hLIGHT, anticuerpo de
hLIGHT o fragmento de unién a antigeno del mismo puede contener una o mas secuencias de nuclettidos
codificantes de marcador adicionales que codifican una, por ejemplo, fraccion detectable o una fraccién que
ayuda a la purificacion por afinidad. Al traducirla, el marcador y el anticuerpo puede encontrarse en forma de una
proteina de fusion. El término “detectable” o “deteccion” en referencia a un marcador se refiere a cualquier
marcador que sea capaz de ser visualizado o en la que la presencia del marcador puede, de otro modo, ser
determinada y/o medida (por ejemplo mediante cuantificacion). Un ejemplo no limitativo de un marcador
detectable es un marcador fluorescente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “agente terapéutico” se refiere a cualquier agente que
pueda utilizarse en el tratamiento, control o mejora de una enfermedad mediada por hLIGHT y/o un sintoma
relacionada con la misma. En determinadas formas de realizacién, la expresion “agente terapéutico” se refiere a
un anticuerpo de la invencién. En otras formas de realizacion determinadas, la expresion “agente terapéutico” se
refiere a un agente diferente de un anticuerpo de la invencién. Preferentemente, un agente terapéutico es un
agente que es conocido que resulta Util o que ha sido utilizado o se utiliza actualmente para el tratamiento, el

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 643 687 T3

control o la mejora de una enfermedad mediada por hLIGHT o uno o méas sintomas relacionados con la misma.
Finalmente, el efecto sinérgico e una combinacion de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos)
puede evitar o reducir los efectos secundarios adversos o no deseados que se asocian a la utilizacion de
cualquier monoterapia.

En determinadas formas de realizacion de la invencion, un “titulo sérico terapéuticamente eficaz” es el titulo
sérico en un sujeto, preferentemente un ser humano, que reduce la severidad, la duracion y/o los sintomas
asociados a una enfermedad mediada por hLIGHT en dicho sujeto.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “terapia” se refiere a cualquier protocolo, método y/o
agente que puede utilizarse en la prevencion, control, tratamiento y/o mejora de una enfermedad relacionada con
hLIGHT (por ejemplo Ell o EICH). En determinadas formas de realizacion, los términos “terapias” y “terapia”’ se
refieren a una terapia bioldgica, terapia de soporte y/o otras terapias Utiles en la prevencion, control, tratamiento
y/o mejora de una enfermedad mediada por hLIGHT conocida por el experto en la materia, tal como personal
médico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “tratar”, “tratamiento” y “tratando” se refieren a la
reduccién o mejora de la progresion, severidad y/o duracion de una enfermedad mediada por hLIGHT (por
ejemplo, Ell o EICH) resultante de la administracién de una o mas terapias (incluyendo, aunque sin limitacion, la
administracion de uno o més agentes profilacticos o terapéuticos, tales como un anticuerpo de la invencién). En
formas de realizacién especificas, dichos términos se refieren a la reduccion o inhibicién de la unién de hLIGHT a
HVEM, la reduccion o inhibicién de la union de hLIGHT a RLTR, la reduccién o inhibicién de la unién de hLIGHT
a DcR3, la reduccion o inhibicién de la produccion o secrecion de CCL20 a partir de una célula que expresa un
receptor de hLIGHT de un sujeto, la reduccion o inhibicion de la produccion o secrecion de IL-8 a partir de una
célula que expresa un receptor de hLIGHT de un sujeto, la reduccién o inhibicién de la produccion o secrecion de
RANTES a partir de una célula que expresa un receptor de hLIGHT de un sujeto, y/o la inhibicién o reduccion de
uno o mas de los sintomas asociados a una enfermedad mediada por hLIGHT, tal como una Ell o una EICH. En
formas de realizacion especificas, el agente profilactico es un anticuerpo anti-HLIGHT totalmente humano, tal
como un anticuerpo monoclonal anti-HLIGHT totalmente humano.

La expresion “region variable” o “dominio variable” se refiere a una parte de las cadenas ligeras y pesadas,
tipicamente aproximadamente los 120 a 130 aminoacidos amino-terminales en la cadena pesada y entre
aproximadamente 100 y 110 aminoacidos en la cadena ligera, que difieren extensamente en la secuencia entre
anticuerpos y se utilizan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno particular. La
variabilidad de la secuencia se concentra en aquellas regiones denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), mientras que las regiones mas altamente conservadas en el dominio variable se
denominan regiones marco (FR). Las CDR de las cadenas pesadas y ligeras son las principalmente
responsables de la interaccion del anticuerpo con el antigeno. La numeracion de las posiciones aminoacidos
utilizada en la presente memoria es el indice EU, tal como en Kabat et al., Sequences of proteins of
immunological interest (U.S. Department of Health and Human Services, Washington, D.C.), 5a ed. (“Kabat et
al.”), 1991. En formas de realizacion preferidas, la regién variable es una region variable humana.

El término “variante” utilizada en relacion a hLIGHT o a un anticuerpo de hLIGHT se refiere a un péptido o
polipéptido que comprende una o mas (tal como, por ejemplo, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 25,
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20, y preferentemente entre aproximadamente 1 vy
aproximadamente 15, mas preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10, y todavia mas
preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5) sustituciones, deleciones y/o adiciones de la
secuencia de aminoacidos en comparacion con una secuencia nativa o no modificada. Por ejemplo, una variante
de hLIGHT puede resultar de una o mas (tal como, por ejemplo, entre aproximadamente 1 y aproximadamente
25, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20, y preferentemente entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 15, mas preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10, y todavia mas
preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5) cambios a la secuencia de aminoéacidos de
hLIGHT nativa. También a titulo de ejemplo, una variante de un anticuerpo anti-HLIGHT puede resultar de una o
mas (tal como, por ejemplo entre aproximadamente 1 y aproximadamente 25, entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 20, y preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 15, mas preferentemente
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10, y todavia méas preferentemente entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 5) cambios a una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo anti-HLIGHT nativa o
previamente no modificado. Las variantes pueden ser naturales, tales como variantes alélicas o de
procesamiento, o pueden construirse artificialmente. Pueden prepararse variantes de polipéptido a partir de las
moléculas de acidos nucleicos correspondientes codificantes de dichas variantes. En formas de realizacion
preferidas, la variante de hLIGHT o variante de anticuerpo de hLIGHT conserva la actividad funcional de hLIGHT
o del anticuerpo de hLIGHT, respectivamente. En formas de realizacion especificas, una variante del anticuerpo
de hLIGHT se une inmunoespecificamente a hLIGHT y/o es antagonista de la actividad de hLIGHT. En
determinadas formas de realizacion, la variante se encuentra codificada por una variante de polimorfismo de
nucleétido Unico (SNP) de hLIGHT. Una variante SNP ejemplificativa de hLIGHT codifica un &cido glutamico (E)
o una lisina (K) en la posicion aminoacida 214. Otra variante SNP ejemplificativa de hLIGHT codifica una serina
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La figura 1A-1B ilustra un analisis citométrico de hLIGHT expresado enddgenamente con anticuerpos anti-
HLIGHT humanos. (A) La linea de células T humanas 1123.D7 se activé con PMA e yonomicina durante la
noche y se tifié para el marcador de activacion CD69 en combinacién con diversos anticuerpos anti-HLIGHT.
Las células positivas para CD69 se separaron y se analizaron para la tincion de hLIGHT (linea en negrita) en
comparacién con IgG1 anti-influenza humana de control (linea de puntos) o la tincién de células 1123.D7 no
activadas con anticuerpos anti-HLIGHT (linea gris). Se detectd la union con anticuerpo secundario de cabra
anti-lgG humana-APC. (B) La tincion de la linea de células T humanas 11-23.D7 activada con anticuerpos anti-
HLIGHT humanos es saturable. Las células 11-23.D7 activadas se marcaron con anticuerpos anti-HLIGHT
humanos a diversas concentraciones y se detectaron con anti-IgG humano-APC. Los gréficos de los datos de
media geométrica de intensidad de fluorescencia se muestran junto con la regresion no lineal.

La figura 2A-2B ilustra la tincion de hLIGHT recombinante en la linea celular EL4-HLIGHT con anticuerpos
anti-HLIGHT humanos. En (A) y (B), se utilizaron cantidades gradadas de anticuerpos anti-HLIGHT para tefiir
células EL4-HLIGHT, se detectaron con anti-lgG humana-APC y se analizaron mediante citometria de flujo.
Se determind la media geométrica de intensidad de fluorescencia (IMF) y se aplico el analisis de regresién no
lineal. En todos los experimentos se utilizd anticuerpo humano anti-proteina M2 de influenza a modo de
control negativo. Los datos obtenidos del presente andlisis se representan en la figura 3.

La figura 3 ilustra las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales humanos anti-HLIGHT.

La figura 4 ilustra el bloqueo cruzado de anticuerpos mediante ELISA. Este andlisis define dos grupos
basandose en la competicién para la unién a hLIGHT mediante ELISA. Los anticuerpos individuales se
utilizaron para recubrir los pocillos de una placa de 96 pocillos. Se preincubd FLAG-HLIGHT soluble con
anticuerpos anti-HLIGHT solubles y después se afiadieron a los pocillos recubiertos. La union de FLAG-
HLIGHT al anticuerpo recubierto se detectd con IgG-HRP anti-FLAG. Se determind el porcentaje de inhibicion
utilizando la DO de cada muestra en la formula siguiente: % de inhibicion=(max. — muestra/max.) x 100.

La figura 5A-5B ilustra el bloqueo de la unién de HVEM humano:Fc a hLIGHT nativa sobre la superficie
celular por anticuerpos monoclonales anti-HLIGHT humanos. En (A) y (B), se incubaron cantidades gradadas
de anticuerpo con células EL4-HLIGHT, se afiadi6 HVEM humano biotinilado:Fc a una concentracion sub-
saturante y se detect6 con SA-APC. Tal como se muestra en (A), se utiliz6 el anticuerpo anti-M2 de influenza
humano a modo de control.

La figura 6A-6B ilustra el bloqueo de la union de RLTR:Fc humano a hLIGHT nativo sobre la superficie celular
por anticuerpos monoclonales humanos anti-HLIGHT. En (A)-(B), se incubaron cantidades gradadas de
anticuerpos con células EL4-HLIGHT, se afiadieron RLT(B:Fc humano marcado con poli-His a una
concentracion sub-saturante y se detectaron con anti-His-APC. Tal como se muestra en (A), se utilizo el
anticuerpo humano anti-M2 de influenza a modo de control.

La figura 7 ilustra la secrecion de CCL20 mediada por hLIGHT a partir de células epiteliales colénicas
humanas. Se afiadi6 hLIGHT soluble recombinante al medio de crecimiento de las células HT29.14s a
concentraciones crecientes. Se recolectd el medio de crecimiento el dia 3 después del tratamiento y se
determinaron los niveles de CCL20 mediante ELISA. Las barras de error indican dos tratamientos
independientes.

La figura 8 ilustra la secrecion de IL-8 y RANTES mediada por hLIGHT a partir de células epiteliales colénicas
humanas. Se afiadié hLIGHT soluble recombinante, FNT, LTalB2 y FLAG-BAP (a modo de control negativo)
al medio de crecimiento de las células HT29.14s. Se recolect6 el medio de crecimiento de diferentes pocillos
los dias 1, 2 y 3 después del tratamiento. SE determinaron los niveles de IL-8 y de RANTES mediante ELISA.
Se utilizé fosfatasa alcalina bacteriana marcada con FLAG (FLAG-BAP) a modo de control negativo de
proteina irrelevante marcado.

La figura 9A-9B muestra que los anticuerpos anti-HLIGHT inhiben la secrecion de CCL20 mediada por
hLIGHT a partir de células epiteliales colénicas humanas. (A) Se preincubd hLIGHT soluble recombinante (1
pg/ml) con anticuerpos anti-HLIGHT y se afiadid al medio de crecimiento de las células HT29.14s. Se
recolect6 el medio de crecimiento de dos pocillos de cada tratamiento el dia 3. Se determinaron los niveles de
CCL20 mediante ELISA. Se incluyeron como controles medio solo, hLIGHT soluble solo, hLIGHT soluble
incubado con anticuerpo anti-M2 de influenza y cada anticuerpo anti-HLIGHT solo. (B) Andlisis de regresion
no lineal de los datos representado en el panel A.

La figura 10A-10B muestra que los anticuerpos anti-HLIGHT humanos inhiben la secrecion de RANTES
mediada por hLIGHT expresada en la superficie celular a partir de células epiteliales colénicas humanas. (A)
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Se preincubaron células EL4-HLIGHT fijadas con anticuerpo anti-HLIGHT y se afadieron al medio de
crecimiento de células HT29.14s. Se recolect6 el medio de crecimiento de dos pocillos de cada tratamiento el
dia 3. Se determinaron los niveles de RANTES mediante ELISA. Se incluyeron como controles medio solo,
células EL4-HLIGHT solas, hLIGHT soluble solo y cada anticuerpo anti-HLIGHT solo. (B) Grafico de datos
representados en (A).

La figura 11 ilustra los resultados de un experimento de bloqueo competitivo para la unién a hLIGHT.

La figura 12 ilustra la actividad de bloqueo de los anticuerpos de la union de HVEM:Fc a las células 293
hLIGHT. Se sometieron a ensayo para su capacidad de bloquear la unién de HVEM:Fc a células 293 que
expresan hLIGHT, anticuerpos monoclonales humanos anti-HLIGHT E1, E13 y F19, mAb de R&D vy los
anticuerpos policlonales de cabra anti-HLIGHT disponibles comercialmente (R&D Systems) y los anticuerpos
policlonales de conejo anti-HLIGHT (eBioscience).

La figura 13 ilustra la actividad de bloqueo de los anticuerpos e la unién de RLTB:Fc a las células 293
hLIGHT. Se sometieron a ensayo para su capacidad de bloquear la uniéon de RLTB:Fc a células 293 que
expresan hLIGHT, anticuerpos monoclonales anti-HLIGHT humanos E1 y E13, mAb de R&D y anticuerpos
policlonales de cabra anti-HLIGHT disponibles comercialmente (R&D Systems) y anticuerpos policlonales de
conejo anti-HLIGHT (eBioscience).

La figura 14 ilustra la actividad de bloqueo de los anticuerpos de (A) RLTB:Fc y (B) union de HVEM:Fc a
células 293 hLIGHT y es una representacion gréafica de los datos mostrados en las figuras 12 y 13.

La figura 15A-15B ilustra la union de diversos anticuerpos anti-HLIGHT a hLIGHT soluble nativo o
desnaturalizado. Se sometieron a ebullicién cinco microgramos de LIGHT humano soluble en tampon de
muestras SDS 2x (desnaturalizado) o no tratado (nativo) y después se dilueyron en serie ambos en
incrementos de 6x. Se aplicaron en puntos 5 yl de cada dilucion de hLIGHT simultaneamente sobre
membranas de PVDF de 0,2 um hidratadas (Invitrogen, Carlsbad, CA) utilizando una pipeta de 8 canales. Se
dej6 que las membranas se secasen al aire y después se rehidrataron, se bloguearon (1x TBST (solucion
salina tamponada con Tris, Tween-20) + leche desnatada al 2,5% + azida sédica al 0,02%). Se sonde¢ cada
membrana con 5 pg/ml de cada anticuerpo primario. Las membranas se lavaron 3x en 1x TBST seguido de
anticuerpos secundarios biotinilados (biotina-a de cabra antihumano (Vector Labs, Burlingame, CA), biotina- a
de cabra antiratén (Jackson Labs, Bar Harbor, Me), biotina- ade raton anticabra (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO) a una concentracion de 5 pg/ml. Las membranas se lavaron 3x en 1x TBST seguido de super SA-
HRP (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Se utiliz6 la quimioluminiscencia para la deteccion utilizando
el kit de deteccion de ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y se visualiz6 la sefial mediante
exposicion a pelicula de imagenes X-OMAT AR (Kodak, Rochester, New York). (A) Resultados de
transferencia por puntos utilizando mAb humano anti-HLIGHT E1, E13, E63, F19 y F23 o dos anticuerpos
monoclonales murinos anti-HLIGHT disponibles comercialmente de R&D Systems (“R&D mouse mAb”) y
Abnova (“Abnova mouse mAb”). A modo de control negativo se utilizé un anticuerpo anti-M2 (antigeno
irrelevante). (B) Resultados de aplicacion de puntos utilizando una preparacion de anticuerpos policlonales de
cabra anti-HLIGHT comerciales (R&D Systems “R&D goat pAb”) o dos preparaciones de anticuerpos
policlonales de conejo anti-HLIGHT comerciales (eBioscience (“eBioscience rabbit pAb”) y Peprotech
(“Peprotech rabbit pAb™)).

La figura 16 ilustra la union de diversos anticuerpos anti-HLIGHT a hLIGHT soluble nativo o desnaturalizado y
resume los datos presentados en la figura 15 en forma de tabla.

La figura 17 muestra que los anticuerpos anti-LIGHT humanos de la invencion inhiben la secrecién de CCL20
mediada por LIGHT a partir de células epiteliales colonicas humanas, mientras que los anticuerpos anti-
HLIGHT de raton disponibles comercialmente no la inhiben. La LIGHT human soluble recombinante (1 pg/ml)
se preincub6 con anticuerpos anti-LIGHT y se afiadié al medio de crecimiento de células HT29.14. Se
recolect6 el medio de crecimiento de dos pocillos de cada tratamiento el dia 3. Se determinaron los niveles de
CCL20 mediante ELISA. A modo de controles se incluyé medio solo, LIGHT soluble solo, LIGHT soluble
incubado con anticuerpo anti-M2 de influenza, Ab B12 anti-LIGHT no bloqueante y cada anticuerpo anti-
LIGHT solo. E1 y F19 son representantes de cada grupo de epitopo de blogueo cruzado.

La figura 18 muestra que los anticuerpos humanos anti-LIGHT de la invencién muestran secrecion de
RANTES mediada por LIGHT a partir de células epiteliales colonicas humanas, mientras que los anticuerpos
de raton anti-HLIGHT disponibles comercialmente no la muestran. Se preincubd LIGHT humana soluble
recombinante (1 pg/ml) con anticuerpos anti-LIGHT y se afiadié al medio de crecimiento de las células
HT29.14s. Se recolect6 el medio de crecimiento de dos pocillos de cada tratamiento el dia 3. Se determinaron
los niveles de RANTES mediante ELISA. A modo de controles se incluyé medio solo, LIGHT soluble solo,
LIGHT soluble incubado con anticuerpo anti-M2 de influenza, Ab B12 anti-LIGHT no bloqueante y cada
anticuerpo anti-LIGHT solo. E1 y F19 son representantes de cada grupo de epitopo de bloqueo cruzado.
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Las figuras 19A-19B ilustran un andlisis citométrico de la unién de hLIGHT expresado sobre la superficie
celular a anticuerpos humanos anti-HLIGHT (A) E1 o (B) F19 en comparacion con sus contrapartidas de
cadena kappa individual recombinante de anticuerpo. Se incubaron células 293 expresantes de hLIGHT
estables con cantidades crecientes de anticuerpos anti-LIGHT indicadas en la leyenda. Se detect6 la union a
anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humana-APC. SE purificaron los anticuerpos a partir de cultivos de
hibridoma o de células 293F transfectados transitoriamente con vectores de expresion de mamifero
codificantes de diferentes ADNc de cadena kappa emparejados con el gen de la cadena pesada. Se
muestran los graficos de los datos de medias geométricas de intensidad de fluorescencia junto con la
regresion no lineal.

La figura 20 ilustra el bloqueo cruzado de anticuerpos mediante ELISA comparando anticuerpos de cadena
kappa Unica con sus contrapartidas parentales. Este analisis define dos grupos basandose en la competicion
para la unién a hLIGHT mediante ELISA. Los anticuerpos individuales se utilizaron para recubrir los pocillos
de una placa de 96 pocillos. Se preincubd FLAG-HLIGHT soluble con anticuerpos anti-HLIGHT solubles y
después se afadieron a los pocillos recubiertos. La union de FLAG-HLIGHT al anticuerpo recubierto se
detectd con anti-FLAG IgG-HRP. Se determiné el porcentaje de inhibicién utilizando la DO de cada muestra
en la formula a continuacion: % de inhibicion=(max. — muestra/max.) x 100.

Las figuras 21A-21B ilustran el bloqueo de (A) HVEM humana:Fc o (B) RLTRB:Fc humano a hLIGHT nativo
sobre la superficie celular por anticuerpo monoclonales anti-HLIGHT humanos y sus contrapartidas
recombinantes de cadena kappa Unica. SE incubaron cantidades gradadas de anticuerpos con célula EL4-
HLIGHT, HVEM:Fc humano biotinilado o RLTB:Fc humano marcado con poliHis afiadidos a una
concentracion sub-saturante y después se detectaron con SA-APC o anti-His-APC. Los anticuerpos se
purificaron a partir de cultivos de hibridoma o células 293F transfectados transitoriamente con vectores de
expresion de mamifero codificantes de los diferentes de ADNc de cadena kappa emparejadas con el gen de
la cadena pesada.

La figura 22 ilustra | inhibicion de la secrecion de CCL20 mediada por hLIGHT a partir de células epiteliales
colénicas humanas por anticuerpos humanos anti-LIGHT de cadena kappa Unica recombinante en
comparacioén con los anticuerpos producidos por el hibridoma parental. Se preincub6 LIGHT humano soluble
recombinante (1 pg/ml) con anticuerpos anti-LIGHT y se afiadié al medio de crecimiento de las células
HT29.14s. Se recolectd el medio decrecimiento a partir de dos pocillos de cada tratamiento el dia 3. SE
determinaron los niveles de CCL20 mediante ELISA. A modo de controles se incluyé medio solo, LIGHT
soluble solo (SHL), LIGHT soluble incubado con anticuerpo anti-M2 de influenza, o cada anticuerpo en
ausencia de LIGHT soluble. Los anticuerpos denominados “E1k2” comprenden Elkappa(B) y “F19k2”
comprende F19kappa(b).

La figura 23 muestra que los anticuerpos humanos anti-LIGHT de la invencion inhiben la secrecién de CCL20
mediada por LIGHT a partir de células epiteliales colénicas humanas, mientras que los anticuerpos de raton
anti-HLIGHT disponibles comercialmente no inhiben (Abnova) o inhiben solo a concentraciones muy elevadas
(100 pg/ml) (R&D). Se preincubd LIGHT humano soluble recombinante (1 pg/ml) con anticuerpos anti-LIGHT
y se afiadieron al medio de crecimiento de las células HT29.14s. Se recolecté el medio de crecimiento de los
dos pocillos década tratamiento el dia 3. Se determinaron los niveles de CCL20 mediante ELISA. A modo de
controles se incluyé medio solo, LIGHT soluble solo (SHL), LIGHT soluble incubado con anticuerpo anti-M2
de influenza irrelevante, anti-albimina sérica humana o cada anticuerpo en ausencia de LIGHT soluble. E1 y
F19 son representantes de cada grupo de epitopo de bloqueo cruzado.

Las figuras 24A-24B ilustran la frecuencia alélica de determinadas variantes de hLIGHT de polimorfismo de
nucleétido Unico (SNP) no sinénimo (A) codificantes de un acido glutdmico (E) o de lisina (K) en la posicion
aminoacida 214, o (B) codificantes de una leucina (L) o una serina (S) en la posicion aminoacida 32 en
diversas poblaciones étnicas.

La figura 25A-25D ilustra una titulacion de dosis de la tincion de lineas celulares que expresan variantes SNP
no sinénimas de LIGHT humana con los anticuerpos humanos anti-HLIGHT 124F23 y 124Elkappa(B). Se
utilizaron cantidades gradadas de anticuerpos anti-HLIGHT para tefiir células EL4-HLIGHT que expresaban la
variante SNP (A) 214E-32S, (B) 214K-32S o (C) 214E-32L, detectados con anti-lgG humano-APC y se
analizaron mediante citometria de flujo. (D) ilustra una titulacion de dosis del bloqueo mediado por anticuerpo
humano anti-LIGHT de HVEM humano:Fc (cuadrados) o RLTB:Fc (triangulos) de union a la variante SNP de
LIGHT 214K-32S expresada sobre la superficie celular llevada a cabo tal como en la figura 5. Para (A)-(D) se
determind la media geométrica de la intensidad media de fluorescencia (IMF) y se aplicd un andlisis de
regresion no lineal.

Las figuras 262-26B ilustran un analisis de citometria de flujo de lineas celulares que expresan variantes SNP
no sinénimas con anticuerpos anti-HLIGHT humanos. (A) La linea celular EL4-LIGHT SNP 214E y (B) la linea
celular EL4 SNP 214K se tifieron con una concentracion (10 pg/ml) de cada anticuerpo anti-HLIGHT. Se
detecto la unién con anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humana-APC. A modo de control negativo se
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utilizé IgG humana de control de isotipo.

La figura 27 ilustra la inhibicién de anticuerpo humano anti-HLIGHT de la secrecion de RANTES mediada por
variante SNP de hLIGHT expresada sobre la superficie celular, a partir de células epiteliales coldnicas
humanas. Se preincubé hLIGHT soluble recombinante (SHL) (1 pg/ml) o 5x10* células EL4-HLIGHT variantes
SNP 214K o 214E con anticuerpos anti-HLIGHT y se afiadieron al medio de crecimiento de las células
HT29.14s. Se recolect6 el medio de crecimiento de dos pocillos de cada tratamiento el dia 3. Se determinaron
los niveles de RANTES mediante ELISA. A modo de controles se incluyé medio solo, células EL4-LIGHT
solas, LIGHT soluble solo y cada anticuerpo anti-HLIGHT solo.

La figura 28 ilustra una representacion esquematica del modelo de EICH xenogénico agudo. Se inyectd en
ratones SCID un anticuerpo IL2RB (TM-B1) el dia 2 para reducir el nimero de células NK. El dia 1, los
ratones recibieron 2,5 Gy de irradiacion subletal. El dia 0, los ratones recibieron 10 millones de PBMC
humanas mediante inyeccion intraperitoneal seguida inmediatamente por la inyeccién intravenosa de un
anticuerpo humano anti-LIGHT humano o un anticuerpo de control negativo. Los ratones fueron pesados a
intervalos de 3-4 dias y el dia 12 fueron sacrificados y se evalué la patologia macroscopica de los mismos. Se
extirparon los bazos para el analisis de citometria de flujo, se extrajeron los ciegos para el analisis histologico
y se recolectd suero para los andlisis de citocinas y anticuerpos.

La figura 29 ilustra las puntuaciones de patologia macroscépica observada en el modelo de enfermedad
EICH xenogénica aguda murina. Se representan las puntuaciones de patologia para la no inyeccion de
anticuerpo monoclonal (circulos), la inyeccién de anticuerpo monoclonal anti-HLIGHT 124F23 (triangulos) y la
inyeccion de anticuerpo monoclonal IgG1 humano de control (cuadrados). Las puntuaciones de 0, 1, 2 0 3
(nula, leve, moderada o grave, respectivamente) fueron asignadas a cada una de las tres categorias: diarrea,
inflamacién peritoneal/ascites e inflamacion intestinal (puntuacién total maxima: 9).

La figura 30 ilustra las puntuaciones de histopatologia observadas en el modelo de enfermedad EICH
xenogénica aguda murina. Se representan las puntuaciones de patologia para ninguna inyeccion de MAb
circulos), la inyeccion de MAb anti-HLIGHT 124F23 (tridngulos) y de MAb IgG1_h de control (cuadrados). Las
puntuaciones de 0, 1, 2 o 3 (nula, leve, moderada o grave, respectivamente) fueron asignadas a cada una de
las cuatro categorias siguientes: severidad de la inflamacion, grado de inflamacion, dafo/atrofia de las
vellosidades y porcentaje de afectacion (puntuacién total maxima: 12).

Las figuras 31A-31B ilustran secciones histoldgicas representativas de hematoxilina y eosina (H&E) de ciego
de raton en el estudio de EICH. (A) Seccién de ciego de raton tratado con MAb anti-LIGHT, y (B) ratén tratado
con IgG humana de control. La involucién de la submucosa indica ascites; las flechas discontinuas indican
regiones de sangre y la flecha continua indica una region de infiltrado de linfocitos.

La figura 32 ilustra el nimero total de células T en el bazo de ratones en el estudio de EICH xenogénica. Los
asteriscos indican valores de la prueba t de Student inferiores a 0,05 para las comparaciones entre los
animales tratados con MAb anti-LIGHT y los controles.

Descripcion detallada

En la presente memoria se proporcionan anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido
hLIGHT, a un fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT. Se proporcionan ademas &cidos
nucleicos aislados codificantes de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a
un fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT. Se proporcionan ademas vectores y células
hospedadoras que comprenden acidos nucleicos codificantes de anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de
hLIGHT. Se proporcionan ademéas métodos de preparacion de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente
a un polipéptido hLIGHT, a un fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT. Se proporcionan
ademas en la presente memoria un método de tratamiento o de control de una enfermedad mediada por hLIGHT
que comprende administrar un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un
fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT.

Anticuerpos

Entre los anticuerpos de la invencion se incluyen, aunque sin limitacidn, anticuerpos sintéticos, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos producidos recombinantemente, anticuerpos multiespecificos (incluyendo anticuerpos
biespecificos), anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos hibridos, intracuerpos, Fv de
cadena sencilla (scFv) (por ejemplo incluyendo monoespecificos, biespecificos, etc.), anticuerpos camelizados,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fv unidos mediante disulfuro (sdFv), anticuerpos antiidiotipicos (anti-Id) y
fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los anteriormente indicados.

En particular, entre los anticuerpos proporcionados en la presente memoria se incluyen moléculas de
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inmunoglobulina y partes inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas ue
contienen un sitio de unién a antigeno que se unen inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT. Las
moléculas de inmunoglobulina proporcionados en la presente memoria pueden ser de cualquier tipo (por
ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl e IgA2) o subclase de
molécula de inmunoglobulina. En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo proporcionado en la
presente memoria es un anticuerpo IgG, preferentemente 1IgG1 o IgG4.

Entre las variantes y derivados de anticuerpos se incluyen fragmentos de anticuerpo que conservan la capacidad
de unirse especificamente a un epitopo. Entre los fragmentos preferentes se incluyen fragmentos Fab (un
fragmento de anticuerpo que contiene el dominio de unién a antigeno y comprende una cadena ligera y parte de
una cadena pesada puenteada mediante un enlace disulfuro), Fab’ (un fragmento de anticuerpo que contiene un
tnico dominio de unién a antigeno que comprende un Fab y una parte adicional de la cadena peasda mediante
la region bisagra), F(ab’), (dos moléculas Fab’ unidas mediante enlaces disulfuro inter-cadena en las regiones
bisagra de las cadenas pesadas; las moléculas Fab’ pueden estar dirigidas al mismo epitopo o a epitopos
diferentes), un Fab biespecifico (una molécula Fab que presenta dos dominios de unién a antigeno, cada uno de
los cuales puede estar dirigido a un epitopo diferente), una cadena Fab de cadena sencilla que comprende una
region variable, también conocida como sFv (la regién variable determinante de la unién a antigeno de una Unica
cadena ligera y una Unica cadena pesada de un anticuerpo unidas mediante un enlace disulfuro), un VH
camelizado (la region variable determinante de la unién a antigeno de una Unica cadena pesad de un anticuerpo
en el que algunos aminoéacidos en la interfaz de VH son los presentes en la cadena pesada de los anticuerpos de
camello naturales), un sFv biespecifico (un sFv 0 una molécula dsFv que presenta dos dominios de unién a
antigeno, cada uno de los cuales puede estar dirigido a un epitopo diferente), un diacuerpo (un sFv dimerizado
formado al ensamblarse el dominio VH de un primer sFv con el dominio VL de un segundo sFv y el dominio VL
del primer sFv se ensambla con el dominio VH del segundo sFv; las dos regiones de unién a antigeno del
diacuerpo pueden estar dirigidos al mismo epitopo o a epitopos diferentes) y un triacuerpo (un sFv trimerizado,
formado de una manera similar a un diacuerpo pero en el que se crean tres dominios de unién a antigeno en un
unico complejo; los tres dominios de unién a antigeno pueden estar dirigidos al mismo epitopo o a diferentes
epitopos). Entre los derivados de anticuerpos se incluyen ademds una o mas secuencias de CDR de un sitio de
combinacién de anticuerpos. Las secuencias de CDR pueden estar unidas entre si en un andamiaje en el caso
de que se encuentren presentes dos o mas secuencias de CDR. En determinadas formas de realizacion, el
anticuerpo que debe utilizarse con la invencion comprende un Fv de cadena sencilla (“scFv"). Los scFv son
fragmentos de anticuerpo que comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, en el que estos dominios se
encuentran presentes en una Unica cadena de polipéptido. Generalmente, el polipéptido scFv comprende
ademas un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que scFv forme la estructura deseada
para la unién de antigenos. Para una revision de los scFv, ver Pluckthun, en: The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. n® 113, Rosenburg y Moore, editores, Springer-Verlag, New York, paginas 269 a 315, 1994.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser de cualquier origen animal, incluyendo aves y mamiferos (por
ejemplo, humanos, murinos, de burro, oveja, conejo, cabra, cobaya, camello, caballo o pollo). En determinadas
formas de realizacion, los anticuerpos de la invencién son anticuerpos monoclonales humanos o humanizados.
Tal como se utiliza en la presente memoria, entre los anticuerpos “humanos” se incluyen anticuerpos que
presentan la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos aislados a partir
de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de ratones que expresan anticuerpos a partir de genes humanos.

En formas de realizacién preferidas, los anticuerpos de la invencion son anticuerpos totalmente humanos, tales
como anticuerpos totalmente humanos que se unen inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT, a un
fragmento de polipéptido hLIGHT o a un epitopo de hLIGHT. Dichos anticuerpos totalmente humanos resultarian
ventajosos respecto a anticuerpos totalmente de raton (u otros anticuerpos total o parcialmente de una especie
no humana), anticuerpos humanizados o anticuerpos hibridos, a fin de minimizar el desarrollo de efectos
secundarios no deseados o innecesarios, tales como respuestas inmunolégicas dirigidas contra anticuerpos no
totalmente humanos (por ejemplo anticuerpos anti-HLIGHT derivados de otras especies) al administrarlos en el
sujeto.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser monoespecificos, biespecificos, triespecificos o de
multiespecificidad superior. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos para diferentes epitopos de
un polipéptido hLIGHT o pueden ser especificos para tanto un polipéptido hLIGHT como para un epitopo
hetero6logo, tal como un polipéptido heter6logo material de soporte sélido. En formas de realizacion preferidas,
los anticuerpos proporcionados en la presente memoria son monoespecificos para un epitopo dado de un
polipéptido hLIGHT y o se unen inmunoespecificamente a otros epitopos.

En formas de realizacion preferidas, entre los anticuerpos de las composiciones que comprenden los anticuerpos
y métodos de utilizacién de los anticuerpos de la presente exposicion se incluyen un anticuerpo E1, E13, E63,
F19 o F23 (ATCC n° de acceso PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728, respectivamente). En
la presente memoria se proporcionan ademas hibridomas que producen anticuerpo E1, E13, E63, F19 o F23
(ATCC n° de acceso PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728, respectivamente) y/o otros
anticuerpos monoclonales anti-HLIGHT indicados en la presente memoria.
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En determinadas formas de realizacion, en la presente memoria se proporciona un anticuerpo aislado que se une
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT en el que la union al epitopo hLIGHT por el anticuerpo resulta
blogueada competitivamente (por ejemplo de una manera dependiente de la dosis) por: (a) un anticuerpo E1, un
anticuerpo E13 o un anticuerpo E63, o (b) un anticuerpo F19 o un anticuerpo F23, con la condicion de que la
union al epitopo de LIGHT_ no resulte bloqueada por: (a) el anticuerpo E1 y el anticuerpo F19, (b) el anticuerpo
El vy el anticuerpo F23, (c) el anticuerpo E13 y el anticuerpo F19, (d) el anticuerpo E13 y el anticuerpo F23, (e) el
anticuerpo E63 y el anticuerpo F19, o (f) el anticuerpo E63 y el anticuerpo F23. El anticuerpo puede ser 0 no un
anticuerpo totalmente humano. En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo anti-HLIGHT
monoclonal totalmente humano y todavia mas preferentemente, un anticuerpo anti-HLIGHT antagonista
monoclonal totalmente humano. En los Ejemplos en la presente memoria se proporcionan ensayos de bloqueo
competitivo ejemplificativos que pueden utilizarse.

En otras formas de realizacién, en la presente memoria se proporciona un anticuerpo aislado, preferentemente
un anticuerpo totalmente humano, que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que la
union al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo resulta competitivamente blogqueado (por ejemplo, de una manera
dependiente e la dosis) por: (a) un anticuerpo E1, anticuerpo E13 o anticuerpo E63, o (b) un anticuerpo F19 o un
anticuerpo F23. El anticuerpo puede ser o no un anticuerpo totalmente humano. En formas de realizacion
preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo anti-LIGHT_ monoclonal totalmente humano y todavia mas
preferentemente, un anticuerpo anti-HLIGHT antagonista monoclonal totalmente humano. En los Ejemplos en la
presente memoria se proporcionan ensayos de bloqueo competitivo ejemplificativos que pueden utilizarse.

En algunas formas de realizacién, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria compiten (por ejemplo
de una manera dependiente de la dosis) con HVEM, RLT y/o DcR3 (0 una o mas proteinas de fusion de los
mismos) para la unién a hLIGHT expresado sobre la superficie celular En otras formas de realizacion, los
anticuerpos proporcionados en la presente memoria compiten (por ejemplo de una manera dependiente de la
dosis) con HVEM, RLTR y/o DcR3 (o una o mas proteinas de fusién de los mismos) para la unién a hLIGHT
soluble. En los Ejemplos en la presente memoria se proporcionan ensayos de unién competitiva ejemplificativos
que pueden utilizarse. En una forma de realizacién, el anticuerpo inhibe parcial o completamente la unién de
HVEM, RLTB y/o DcR3 a hLIGHT expresado sobre la superficie celular, tal como hLIGHT. En otra forma de
realizacioén, el anticuerpo inhibe parcial o completamente la unién de HVEM, RLTR y/o DcR3 a hLIGHT soluble.
En algunas formas de realizacion, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria inhiben parcial o
completamente la secrecion de CCL20, IL-8 y/o RANTES a partir de una célula que presenta ligando de hLIGHT
expresado sobre la superficie celular, tal como un receptor de hLIGHT (por ejemplo, HVEM, RLTR y/o DcR3). En
determinadas realizaciones, la célula que expresa el receptor de hLIGHT es una célula epitelial colénica.

Entre los anticuerpos de la presente exposicién se incluyen aquellos anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno de los anticuerpos siguientes: anticuerpo E1 (ATCC n° de acceso PTA-7229), anticuerpo E13 (ATCC n°
de acceso PTA-7842) o anticuerpo E63 (ATCC n° PTA-7818), anticuerpo F19 (ATCC n° de acceso PTA-7819) o
anticuerpo F23 (ATCC n° de acceso PTA-7728), la seccidon de Ejemplos y en otros sitios en la solicitud. En una
forma de realizacion especifica, un anticuerpo de la presente exposicion es un anticuerpo E1, E13, E63, F19 o
F23. En otra forma de realizacion, un anticuerpo del a exposicién comprende un fragmento de unién a antigeno
(por ejemplo, un fragmento Fab) de E1, E13, E63, F19 o F23.

Preferentemente, los anticuerpos de la invencion son anticuerpos monoclonales totalmente humanos, tales como
anticuerpos antagonistas monoclonales totalmente humanos, que se unen inmunoespecificamente a hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria se unen a un epitopo
de hLIGHT que es un elemento de superficie tridimensional de un polipéptido hLIGHT (por ejemplo, en una forma
trimérica de un polipéptido hLIGHT). Una region de un polipéptido hLIGHT que contribuye un epitopo puede ser
aminoacidos contiguos del polipéptido o el epitopo puede reunirse a partir de dos 0 mas regiones no contiguas
del polipéptido. Un epitopo de hLIGHT puede encontrarse presente en (a) la forma trimérica (“un epitopo de
hLIGHT trimérico”) de hLIGHT, (b) la forma monomérica (“‘un epitopo de hLIGHT momérico”) de hLIGHT, (c)
tanto la forma trimérica como la forma monomérica de hLIGHT, (d) la forma trimérica pero no la forma
monomérica de hLIGHT, o (e) la forma monomeérica pero no la forma trimérica de hLIGHT.

Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el epitopo Gnicamente se encuentra presente o disponible para la
union en la forma trimérica (nativa), pero no se encuentra presente o disponible para la unién en la forma
monomérica (desnaturalizada) por un anticuerpo anti-HLIGHT. En otras formas de realizacion, el epitopo de
hLIGHT es un elemeto lineal del polipéptido hLIGHT (por ejemplo en una forma trimérica o forma monomérica del
polipéptido hLIGHT). Los anticuerpos proporcionados en la presente memoria pueden unirse
inmunoespecificamente a (a) un epitopo de la forma monomérica de hLIGHT, (b) un epitopo de la forma trimérica
de hLIGHT, (c) un epitopo de la forma monomérica pero no de la forma trimérica de hLIGHT, (d) un epitopo de la
forma trimérica pero no de la forma monomérica de hLIGHT, o (e) tanto la forma monomérica como la forma
trimérica de hLIGHT. En formas de realizacién preferidas, los anticuerpos proporcionados en la presente
memoria se unen inmunoespecificamente a un epitopo de la forma trimérica de hLIGHT pero no se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de la forma monomérica de hLIGHT.
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En una forma de realizacién especifica, la presente exposicién proporciona uno o mas anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos una cadena VH y/o cadena
VL que presenta la secuencia de aminoacidos de una cadena VH y/o cadena VL de un anticuerpo E1, E13, E63
F19 y/o F23, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta los n° de acceso de la ATCC PTA-
7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 0 PTA-7728.

En otra forma de realizacion, la presente exposicion proporciona uno 0 mas anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos un dominio VH y/o dominio
VL que presenta la secuencia de aminoacidos de un dominio VH y/o dominio VL del anticuerpo E1, E13, E63,
F19 y/o F23, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta los n° de acceso de la ATCC PTA-
7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o0 PTA-7728.

En otra forma de realizacién, la presente exposicion proporciona anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos uno, dos, tres 0 mas CDR
que presentan la secuencia de aminoacidos de una, dos, tres 0 mas CDR del anticuerpo E1, E13, E63, F19 y/o
F23, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta los n° de acceso de la ATCC PTA-7729, PTA-
7842, PTA-7818, PTA-7819 o0 PTA-7728.

En una forma de realizacién, la presente exposicion proporciona uno 0 mAas anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos una combinaciéon de CDR
de VH y/o CDR de VL que presentan la secuencia de aminoacidos de las CDR de VH y/o las CDR de VL de E1,
E13, E63, F19 y/o F23, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta los n° de acceso de la
ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o0 PTA-7728.

La presente exposicion proporciona anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT,
comprendiendo dichos anticuerpos una cadena VH y/o VL que presenta una secuencia de aminoacidos de una
cadena VH y/o VL, respectivamente, de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT, en el que la unién al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo resulta competitivamente bloqueada de una
manera dependiente de la dosis por: (a) un anticuerpo E1, E13 o E63, o (b) un anticuerpo F19 o F23, con la
condicion de que la unién al epitopo e hLIGHT no resulta bloqueada por: (a) el anticuerpo E1 y el anticuerpo F19,
(b) el anticuerpo E1 y el anticuerpo F23, (c) el anticuerpo E13 y el anticuerpo F19, (d) el anticuerpo E13 vy el
anticuerpo F23, (e) el anticuerpo E63 y el anticuerpo F19, o (f) el anticuerpo E63 y el anticuerpo F23.

La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos totalmente humanos que se unen
inmunoespecificamnete a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos una cadena VH y/o una
cadena VL que presenta la secuencia de aminoacidos de una cadena VH y/o de una cadena VL,
respectivamente, de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que la
union al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo resulta competitivamente bloqueada de una manera dependiente
de la dosis por: (a) anticuerpo E1, anticuerpo E13 o anticuerpo E63, o (b) el anticuerpo F19 o F23.
Preferentemente, el anticuerpo totalmente humano es un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un
anticuerpo antagonista de hLIGHT.

La presente exposicion proporciona anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT,
comprendiendo dichos anticuerpos un dominio VH y/o dominio VL que presenta una secuencia de aminoacidos
de un dominio VH y/o dominio VL, respectivamente, de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
epitopo de hLIGHT, en el que la unién al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo resulta competitivamente
blogueada de una manera dependiente de la dosis por: (a) un anticuerpo E1, E13 o0 E63, o (b un anticuerpo F19
o F23, con la condicion de que la unién al epitopo de hLIGHT no resulte bloqueada por ambos de: (a) los
anticuerpos E1 y F19, (b) los anticuerpos E1 y F23, (c) los anticuerpos E13 y F19, (d) los anticuerpos E13 y F23,
(e) los anticuerpos E63 y F19, o (f) los anticuerpos E63 y F23.

La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos totalmente humanos que se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos un dominio VH y/o dominio
VL que presenta una secuencia de aminoacidos de un dominio VH y/o dominio VL, respectivamente, de un
anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que la unién al epitopo de hLIGHT
por el anticuerpo resulta competitivamente bloqueada de una manera dependiente de la dosis por: (a) el
anticuerpo E1, el anticuerpo E13 o el anticuerpo E63, o (b) el anticuerpo F19 o el anticuerpo F23.
Preferentemente, el anticuerpo totalmente humano es un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un
anticuerpo antagonista de hLIGHT.

La presente exposicion proporciona anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT,
comprendiendo dichos anticuerpos una, dos o tres CDR de VH (es decir, CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una
CDR3 de VH) presentando la secuencia de aminoacidos una, dos o tres CDR de VH, respectivamente, de un
anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, e el que la unién al epitopo de hLIGHT
por el anticuerpo resulte competitivamente bloqueada de una manera dependiente de la dosis por: (a) el
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anticuerpo E1, E13 o0 E63, o (b) el anticuerpo F19 o F23, con la condicién de que la union al epitopo de hLIGHT
no resulte bloqueada por ambos de: (a) los anticuerpos E1 y F19, (b) los anticuerpos E1 y F23, (c) los
anticuerpos E13 y F19, (d) los anticuerpos E13 y F23, (e) los anticuerpos E63 y F19, o (f) los anticuerpos E63 y
F23.

La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos totalmente humanos que se unen
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo uno, dos o tres CDR de VH (es decir, CDR1 de
VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH) presentando la secuencia de aminoacidos una, dos o tres CDR de
VH, respectivamente, de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que la
union al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo resulta competitivamente bloqueada de una manera dependiente
de la dosis por: (a) el anticuerpo E1, E13 o E63, o (b) el anticuerpo F19 o F23. Preferentemente, el anticuerpo
totalmente humano es un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

La presente exposicion proporciona anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT,
comprendiendo dichos anticuerpos una, dos o tres CDR de VL (es decir, CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una
CDR3 de VL) presentando la secuencia de aminoacidos una, dos o tres CDR de VL, respectivamente, de un
anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que la unién al epitopo de hLIGHT
por el anticuerpo resulta competitivamente bloqueada de una manera dependiente de la dosis por: (a) el
anticuerpo E1, E13 o0 E63, o (b) el anticuerpo F19 o F23, con la condicién de que la union al epitopo de hLIGHT
no resulte bloqueada por ambos de: (a) los anticuerpos E1y F19 (b) los anticuerpos E1 y F23, (c) os anticuerpos
E13y F19, (d) los anticuerpos E13 y F23, (e) los anticuerpos E63 y F19, o (f) los anticuerpos E63 y F23.

La presente exposicibn proporciona ademas anticuerpos totalmente humanos que se une
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos una, dos o tres CDR de VL
(es decir, CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL) en los que la secuencia de aminoacidos presenta
una, dos o tres CDR de VL, respectivamente, de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo
de hLIGHT, en el que la unién al epitopo de hLIGHT por el anticuerpo resulta competitivamente bloqueada de
una manera dependiente de la dosis por: (a) el anticuerpo E1, E13 o E63, o (b) el anticuerpo F19 o F23.
Preferentemente, el anticuerpo totalmente humano es un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un
anticuerpo antagonista de hLIGHT.

La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos una o mas CDR de VH (es decir, CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o
una CDR3 de VH), que presentan una secuencia de aminoacidos cualquiera de entre las CDR de VH (es decir,
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH) de E1, E13, E63, F19 y/o F23, o de un anticuerpo
producido por un hibridoma con el n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728,
o cualquier combinacion de los mismos.

En una forma de realizacion, los anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT
comprenden un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos del dominio VH ilustrada en cualquiera
de entre las SECIDn° 1, 2, 3, 4 0 5 y/o un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos del dominio VL
ilustrada en cualquiera de entre las SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91 o 10.

En determinadas formas de realizaciéon, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT comprende: (a) un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 1y
un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 82, 6 0 83, (b)
un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 2 y un dominio VL que
presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 7, (¢) un dominio VH que presenta la secuencia
de aminoécidos ilustrada en la SEC ID n° 3 y un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada
en la SEC ID n° 8, (d) un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n® 4 y un
dominio VL que presenta la secuencia de aminoéacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n® 90, 9,91 092, o
(e) un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n® 5 y un dominio VL que
presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n® 10. Preferentemente, el anticuerpo es un
anticuerpo totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo
antagonista de hLIGHT.

En otra forma de realizacion, los anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT
comprenden un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos del dominio VH de un anticuerpo con los
n° de acceso de la ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23,
respectivamente) y/o un dominio VL con la secuencia de aminoacidos del dominio VL de un anticuerpo con los n°
de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23,
respectivamente).

En determinadas formas de realizaciéon, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de

hLIGHT comprende: (a) un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n® de
acceso ATCC PTA-7719 (E1) y un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con
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el n° de acceso ATCC PTA-7729 (E1), (b) un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo con el n® de acceso ATCC PTA-7842 (E13) y un dominio VL que presenta la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo con el n® de acceso ATCC PTA-7842 (E13), (c) un dominio VH que presenta la
secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n® de acceso ATCC PTA-7818 (E63) y un dominio VL que
presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n°® de acceso ATCC PTA-7818 (E63), (d) un
dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7819
(F19) y un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC
PTA-7819 (F19), o (e) un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n® de
acceso ATCC PTA-7728 (F23) y un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con
el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23). Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal
como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos de la exposicion comprenden una CDR1 de VH que presenta
la secuencia de aminoéacidos de la CDR1 de VH de cualquiera de las regiones VH ilustradas en la SEC ID n° 1,
2, 3, 4 0 5. En otra forma de realizacion, los anticuerpos de la exposicion comprenden una CDR2 de VH que
presenta la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de cualquiera de las regiones VH ilustradas en la SEC
IDn°1, 2,3, 405. En otra forma de realizacién, los anticuerpos de la exposicion comprenden una CDR3 de VH
que presenta la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de cualquiera de las regiones VH ilustradas en la
SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5. En determinadas formas de realizacion, los anticuerpos de la exposiciébn comprenden
una CDR1 de VH y/o una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH seleccionada independientemente de entre una
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y una CDR3 de VH, tal como se ilustra en cualquiera de las regiones VH
mostradas enla SECIDn°1, 2, 3,4 05.

La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos una o mas CDR de VL (es decir, CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o
una CDR3 de VL) que presentan una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR de VL (es decir,
CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL) de E1, E13, E63, F19 y/o F23, o de un anticuerpo
producido por un hibridoma que presenta el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23, respectivamente) o cualquier combinaciéon de los mismos.

En determinadas formas de realizacién, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT comprende: (1) un dominio VH que presenta (a) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de
VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n°® 11, 12 y/o 13, respectivamente, (b) una
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las
SEC ID n° 14, 15 y/o 16, respectivamente, (c) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que
presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 17, 18 y/o 19, respetivamente, (d) una CDR1
de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC
ID n°® 20, 21 y/o 22, respectivamente, o (e) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que
presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 23 24 y/o 24, respectivamente, y/o (2) un
dominio VL que presenta: (a) una CDR1 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera
de las SEC ID n° 84, 26 o 85, una CDR2 de VL que presenta la secuencia de aminodacidos ilustrada en
cualquiera de las SEC ID n° 88, 28 o 89, (b) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que
presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 29, 30 y/o 31, respectivamente,
(c) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada
en las SEC ID n° 32, 33 y/o 34, respectivamente, (d) una CDR1 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos
ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 93, 35, 94 o 95, y/o una CDR2 de VL que presenta la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n°® 96, 36, 97 o 98, y/o una CDR3 de VL que presenta la
secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 96, 36, 97 0 98, o (e) una CDR1 de VL, una
CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 38, 39
ylo 40, respectivamente. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como un
anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT
comprende: (1) un dominio VH que presenta (a) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que
presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un
anticuerpo con el n°® de acceso ATCC PTA-7729 (E1), (b) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de
VH que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de
un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7842 (E13), (c) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3
de VH que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH
de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63), (d) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una
CDR3 de VH de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (F19), o (e) una CDR de VH, una CDR2 de
VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23), y/o (2) un dominio VL que
presenta: (a) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta la
secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el
n° de acceso ATCC PTA-7842 (E13), (c) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta
la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 643 687 T3

n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63), (d) una CDRL1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta
la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el
n° de acceso ATCC PTA-7819 (F19), o (e) una CDRL1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta
la secuencia de aminoacidos de una CDRL1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el
n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23). Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal
como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En determinadas formas de realizacién, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de
hLIGHT comprende: (1) (a) un dominio VH que presenta una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de
VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 11, 12 y/o 13, respectivamente, y (b) un
dominio VL con una CDR1 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de entre las
SEC ID n° 84, 26 o 85; una CDR2 de VL que presenta la secuencia de aminodacidos ilustrada en cualquier de
entre las SEC ID n° 86, 27 o 87, y/o una CDR3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en
cualquiera de entre las SEC ID n° 88, 28 o 89; (2) (a) un dominio VH con una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o
una CDR3 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n® 14, 15 y/o 16,
respectivamente, y (b) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta la secuencia de
aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 29, 30 y/o 31, respectivamente; (3) (a) un dominio VH con una CDR1 de
VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que presenta la secuencia de aminoécidos ilustrada en las SEC ID n°
17, 18 y/o 19, respectivamente, y (b) un dominio VL con una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL
que presenta la secuencia de aminoécidos ilustrada en las SEC ID n°® 32, 33 y/o 34, respetivamente; (4) (a) un
dominio VH con una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que presenta la secuencia de
aminoacidos ilustrada en las SECID n° 20, 21 y/o 22, respectivamente, y (b) un dominio VL con una CDR1 de VL
que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de entre las SEC ID n° 93, 35, 94 o 95; una
CDR2 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de entre las SEC ID n° 93, 35, 94
0 95; una CDR2 de VL que presenta la secuencia de aminoé&cidos ilustrada en cualquiera de entre las SEC ID n°
96, 36, 9 0 98, y/o una CDR3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de entre
las SEC ID n° 96, 36, 97 0 98, o (5) (a) un dominio VH con una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de
VH que presenta la secuencia de aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 23, 24 y/o 24, respectivamente, y (b) un
dominio VL con una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL que presenta la secuencia de
aminoacidos ilustrada en las SEC ID n° 38, 39 y/o 40, respectivamente. Preferentemente, el anticuerpo es un
anticuerpo totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo
antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT
comprende (1) (a) un dominio VH con una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que presenta la
secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo con el
n° de acceso ATCC PTA-7729 (E1), y (b) un dominio VL con una CR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de
VL que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un
anticuerpo que presenta el n° de acceso ATCC PTA-7729 (E1); (2) (a) un dominio VH con una CDR1 de VH, una
CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2
de VH y/o una CDR3 de V de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7842 (E13), y (b) un dominio VL con
una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo que presenta el n° de acceso de la
ATCC PTA-7842 (E13); (3) (a) un dominio VH con una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH que
presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un
anticuerpo que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de
VH de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63), y (b) un dominio VL con una CDR1 de VL, una
CDR2 de VL y/o una CDRS3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de
VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63); (4) (a) un dominio VH con
una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo que presenta el n® de acceso ATCC
PTA-7819 (F19) y una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el n°® de acceso
ATCC PTA-7819 (F19), o (5) (a) un dominio VH con una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de
un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23), y (b) un dominio VL con una CDR1 de VL, una CDR2
de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23). Preferentemente, el
anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un
anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos de la exposicion comprenden una CDR1 de VL que presenta la
secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en las SEC ID n° 82, 6,
83, 7, 8,90, 9, 91, 92 0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n® de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente). En otra forma de
realizacién, los anticuerpos de la exposicién comprenden una CDR2 de VL que presenta la secuencia de
aminoacidos de la CDR de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en las SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8,90, 9,
91, 92 o0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842,
PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente). En otra forma de realizacion, los
anticuerpos de la exposicién comprenden una CDR3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos de la
CDR3 de L de cualquiera de las regiones VL ilustradas en las SEC ID n° 82, 6, 83, , 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o de un
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anticuerpo producido por un hibridoma que presenta el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818,
PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente). En determinadas formas de realizacion, los
anticuerpos de la exposicion comprenden una CDR1 de VL y/o una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL
seleccionado independientemente de entre CR1 de VL, una CDR2 de VL y CDR3 de VL tal como se ilustra en
cualquiera de las regiones VL ilustrada en las SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o0 10, o de un anticuerpo
producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728
(E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente).

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos de la exposicién comprenden (1) un dominio o cadena VH que
presenta uno o mas de entre: (a) una CDR1 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de
VH de cualquiera de las regiones VH ilustradas en las SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, o de un anticuerpo producido por
un hibridoma con el n® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63,
F19 o F23, respectivamente), (b) una CDR2 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos de una CDR2 de
VH de cualquiera de las regiones VH con el n® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente), o (c) una CDR3 de VH que presenta la secuencia de
aminoacidos de una CDR3 de VH de cualquiera de las regiones VH ilustradas en las SECIDn° 1, 2,3,405, 0
de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-
7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23, respectivamente) y/o 2) un dominio o cadena VL que presenta uno
0 mas de entre: (a) una CDR1 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de cualquiera
de las regiones VL ilustradas en las SEC ID n°® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o0 10, o de un anticuerpo producido
por un hibridoma que presenta el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728
(E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente), (b) una CDR2 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos de
una CDR2 de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en las SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91,92 0 10 0
de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-
7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente) y/o (c) una CDR3 de VL que presenta la
secuencia de aminoacidos de una CDR3 de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en las SEC ID n° 82,
6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n°® de acceso ATCC PTA-
7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente).
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La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos que comprenden una o mas CDR de VH y una 0 mas
CDR de VL listadas en la Tabla I. En particular, la exposicién proporciona un anticuerpo que comprende una
CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 0 23) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38), una
CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0
39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37,
100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12,15,18, 21 0 24) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32,
35 0 38), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y VL CDR2 (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97,
98 0 39), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 5, 8,21 0 24) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37,
100, 101 o 40), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o
23), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o0 25) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36,
97, 98 0 39), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13,16, 19, 22 0 25) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34,
99, 37, 100, 101 0 40), a VH1 CDR1, una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR1 de VL (SEC
ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23), una CDR2 de VH (SEC ID n°
12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 o0 39), una CDR1 de VH
(SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR3 de VL (SEC ID n°
88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o0 24), una CDR3 de VH
(SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 o0 38), una CDR2 de VH
(SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR2 de VL (SEC ID n°
86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR2 de VH (SEC ID n® 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR2 de VH (SEC
ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de
VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 0 23), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL
(SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23), una CDR1
de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101
0 40), una CDR2 de VH (SEC ID n°® 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38)
y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18,
21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31,
34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84,
26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR3 de VH
(SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL
(SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17,20 o 23), una
CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o0 25) y una CDR1 de
VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23), una CDR2 de VH
(SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19,22 0 25) y una CDR2 de VL (SEC ID n°
86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 0 23), una CDR2 de VH (SEC
ID n° 12, 15, 18, 21 o0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 39, 22 0 25) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88,
28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n°® 11, 34, 17, 20 o 23), una CDR2 de VH (SEC
IDn° 12,5, 8, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n°
86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 0 23), una CDR2 de VH (SEC
ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID
n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o0 23), una CDR3 de VH
(SEC ID n° 13, 16,19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC
ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o0 23), una CDR3 de VH
(SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL
(SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o0 24), una
CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 6, 19, 22 o 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una
CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0
24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32,350 38) y
una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n°® 12, 15, 18,
21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25), una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96,
36, 97, 98 0 39) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC
ID n°11, 14, 17, 20 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16,
19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87,
30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12,
15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19,22 o 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29,
32,35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34,99, 37,100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n°
11, 14,17,20 o 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85,
29, 32, 35 0 38), una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), y una CDR3 de VL (SEC
ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23), una CDR3 de
VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 o0 38), una CDR2 de VL
(SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100,
101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 9, 22 o 25),
una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38), una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36,
97, 98 0 39) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40) o cualquier combinacion de
las mismas, de las CDR de VH (SEC ID n° 11 a 25) y las CDR de VL (SEC ID n° 26 a 40) listadas en la Tabla I.
Las CDR de VH y CDR de VL correspondientes de la ATCC n° de acceso PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-
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7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23), también pueden utilizarse en cualquiera de las combinaciones
presentadas anteriormente. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como un
anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

La presente exposicion proporciona ademas anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un epitopo de
LIGH_h, comprendiendo los anticuerpos derivados del dominio VH, CDR de VH, dominios VL y CDR de VL
indicados en la presente memoria que se unen inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT. La presente
exposicidn proporciona ademas anticuerpos que comprenden derivados de E1, E13, E63, F19 y/o F23, en la que
dichos anticuerpos se unen inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT. Pueden utilizarse técnicas
estandares conocidas del experto en la materia para introducir mutaciones en la secuencia de nucle6tidos
codificante de una molécula de la invencion, incluyendo, por ejemplo, mutagénesis dirigida a sitio y mutagénesis
mediada por PCR que resulta en sustituciones de aminoacidos, menos de 20 sustituciones de aminoéacidos,
menos de 15 sustituciones de aminoacidos, menos de 10 sustituciones de aminoacidos, menos de 5
sustituciones de aminoacidos, menos de 4 sustituciones de aminoacidos, menos de 3 sustituciones de
aminoacidos o menos de 2 sustituciones de aminoéacidos respecto a la molécula original. En una forma de
realizacion preferente, los derivados presentan sustituciones de aminoacidos conservadas en uno o mas
residuos aminoacidos no esenciales predichos. Una “sustitucion de aminoacido conservadora” es una en la que
el residuo aminoacido es sustituido por un residuo aminoacido que presenta una cadena lateral con carga similar.
Las familias de residuos aminoacidos que presentan cadenas laterales con cargas similares han sido definidas
en la técnica. Entre estas familias se incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina,
arginina e histidina), cadenas laterales &cidas (por ejemplo, acido aspartico y acido glutamico), cadenas laterales
polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina y cisteina), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina y triptéfano),
cadenas laterales con ramificacion beta (por ejemplo, treonina, valina e isoleucina) y cadenas laterales
aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano e histidina). Alternativamente, puede introducirse
mutaciones aleatoriamente a lo largo de la totalidad o parte de la secuencia codificante, tal como mediante
mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes pueden cribarse para actividad biolégica con el fin de
identificar mutantes que conservan actividad. Tras la mutagénesis, puede expresarse la proteina codificada y
determinarse la actividad de la proteina.

En otra forma de realizacion, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT
comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por
lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%,
por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos 99% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de E1, E13, E63, F19 y/o F23, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, tal
como un dominio VH, dominio VL, cadena VH o cadena VL. En una forma de realizacién, un anticuerpo que se
une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo
menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por
lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%,
por lo menos 95% o por lo menos 99%, idéntica a una secuencia de aminoéacidos ilustrada en la SEC ID n° 1, 2,
3, 4 0 5. En otra forma de realizacion, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT
comprende una secuencia de aminoacidos que es por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por
lo menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%,
por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos 99% idéntica a una
secuencia de aminoacidos ilustrada en SEC ID n°® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o0 10. En otra forma de realizacion,
un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT comprende una secuencia de
aminoacidos que es por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos
55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos 99% a una secuencia de aminoacidos
ilustrada en la SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10. En todavia otra forma de realizacion, un anticuerpo
gue se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT comprende una secuencia de aminoacidos de CDR
de VH y/o de una CDR de VL que es por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos
50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo
menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos 99% idéntica a una
secuencia de aminoéacidos de CDR de VH ilustradas en las SEC ID n°® 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24 0 25 (CDR de VH) y/o una secuencia de aminoacidos de CDR de VL ilustrada en la SEC ID n° 84, 26,
85, 86, 27, 87, 88, 28, 89, 2, 30, 31, 32, 33, 34, 93, 35, 94, 95, 96, 36, 97, 98, 99, 37, 100, 101, 38, 39 o 40.

En formas de realizacion especificas, el anticuerpo es un anticuerpo antihumano totalmente humano, tal como un
anticuerpo monoclonal totalmente humano. Pueden producirse anticuerpos totalmente humanos mediante
cualquier método conocido de la técnica. Entre los métodos ejemplificativos se incluyen la inmunizacién con un
antigeno hLIGHT (cualquier polipéptido hLIGHT capaz de inducir una respuesta inmunolégica y opcionalmente
conjugado con un portador) de animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces de producir un
repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccion endégena de inmunoglobulinas; ver, por ejemplo,
Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 90:2551, 1993; Jakobovits et al., Nature 362:255-258, 1993;
Bruggermann et al., Year in Immunol. 7:33, 1993. Pueden encontrarse otros métodos de produccién de
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anticuerpos anti-HLIGHT totalmente humanos en los Ejemplos proporcionados en la presente memoria.

Alternativamente, pueden generarse anticuerpos totalmente humanos mediante el cribado in vitro de bibliotecas
de anticuerpos de expresion fagica; ver, por ejemplo, Hoogenboom et al., J. Mol. Biol. 227:381, 1991; Marks et
al., J. Mol. Biol. 222:581, 1991. Se han descrito diversas bibliotecas de expresion fagica que contienen
anticuerpos y pueden ser facilmente preparadas por el experto en la materia. Las bibliotecas pueden contener
una diversidad de secuencias de anticuerpo humano, tal como fragmentos Fab, Fv y scFv humanos que pueden
cribarse frente a una diana apropiada.

En formas de realizacion preferidas, los anticuerpos utilizados seguin los métodos de la invencion presentan una
elevada afinidad para un polipéptido hLIGHT o fragmento de polipéptido o epitopo del mismo. En una forma de
realizacién, los anticuerpos utilizados segun los métodos de la invencién presentan una afinidad méas elevada
para un anticuerpo de hLIGHT que los anticuerpos conocidos (por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
disponibles comercialmente comentados en otros sitios de la presente memoria). En una forma de realizacién
especifica, Is anticuerpos utilizado segun los métodos de la invencion presentan una afinidad 2 a 10 veces (o
mas) superior para un antigeno hLIGHT que un anticuerpo anti-HLIGHT conocido segun evaluacion mediante las
técnicas indicadas en la presente memoria o conocidas por el experto en la materia (por ejemplo, un ensayo
BlAcore). Segin dichas formas de realizacion, la afinidad de los anticuerpos se evalGa, en una forma de
realizacién, mediante un ensayo BlAcore.

En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT
comprende una secuencia de aminoacidos de un dominio VH y/o una secuencia de aminoacidos de un dominio
VL codificado por una secuencia de nuclettidos que se hibrida con: (1) el complemento de una secuencia de
nucleétidos codificante de cualquiera de los dominios VH y/o VL ilustrados en SEC ID n° 41, 42, 43, 44 0 45 (VH)
y/o SEC ID n° 102, 46, 103, 47, 48, 104, 49, 105, 106 o 50 (VL) o (2) el complemento de una secuencia de
nucleétidos codificante de cualquiera de los dominios VH o VL de un anticuerpo producido por un hibridoma con
n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) bajo
condiciones restrictivas (por ejemplo, hibridacion a ADN unido a filtro en 6x cloruro sédico/citrato sodico (SSC) a
aproximadamente 45°C seguido de uno o mas lavados en 0,2X SSC/SDS al 0,1% a una temperatura de entre
aproximadamente 50°C y 65°C) bajo condiciones altamente restrictivas (por ejemplo, la hibridacion a acidos
nucleicos unidos a filtro en 6x SSC a aproximadamente 45°C seguido de uno o mas lavados en 0,1x SSC/SDS al
0,2% a aproximadamente 68°C) o bajo otras condiciones de hibridacién restrictivas que son conocidas por el
experto en la materia (ver, por ejemplo, Ausubel F.M. et al., editores, Current Protocols in Molecular Biology, vol.
I, Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., New York, 1989, en las paginas 6.3.1-6.3.6 y
2.10.3).

En otra forma de realizaciéon, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT
comprende una secuencia de aminoacidos de una CDR de VH o una secuencia de aminoacidos de una CDR de
VL codificadas por una secuencia de nuclettidos que se hibrida con el complemento de una secuencia de
nucleétidos codificante de cualquiera de las CDR de VH y/o de las CDR de VL ilustradas en las SEC ID n° 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 (CDR de VH) y/o SEC ID n° 84, 26, 85, 86, 27, 87, 88, 28,
89, 2, 30, 31, 32, 33, 34, 93, 35, 94, 95, 96, 36, 97, 98, 99, 37, 100, 101, 38, 39 0 40 (CDR de VL) o (b) el
complemento de una secuencia de &cidos nucleicos codificante de cualquiera de las CDR de VH y/o de las CDR
de VL de un anticuerpo producido por un hibridoma con el °© de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818,
PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) bajo condiciones restrictivas (por ejemplo la hibridacion a ADN
unido a filtro en 6X SSC a aproximadamente 45°C seguido de uno o mas lavados en 0,2X SSC/SDS al 0,1% a
una temperatura de entre aproximadamente 50°C y 65°C), bajo condiciones altamente restrictivas (por ejemplo,
la hibridacion a acidos nucleicos unidos a un filtro en 6X SSC a aproximadamente 45°C seguido de uno o mas
lavados en 0,1X SSC/SDS al 0,2% a aproximadamente 68°C) o bajo otras condiciones de hibridacion restrictivas
gue son conocidas por el experto en la materia (ver, por ejemplo, Ausubel F.M. et al., editores, Current Protocols
in Molecular Biology, vol. 1, Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., New York, 1989, en las
paginas 6.3.1-6.3.6 y 2.10.3).

Entre los anticuerpos de la invencién se incluyen anticuerpos que han sido quimicamente modificados, es decir,
mediante la union covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo. Por ejemplo, aunque no a titulo
limitativo, entre los derivados de anticuerpo se incluyen anticuerpos que han sido modificados quimicamente, por
ejemplo, mediante glucosilacién, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion con grupos
protectores/bloqueantes conocidos, corte proteolitico, enlace a un ligando celular o a otras proteinas, etc. Puede
llevarse a cabo cualesquiera de entre numerosas modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas,
incluyendo, aunque sin limitacion, corte quimico especifico, acetilacion, formulacion, sintesis metabdlica de
tunicamicina, etc. Ademas, el anticuerpo puede contener uno 0 mas aminoacidos no clasicos.

La presente invencién proporciona ademas anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno
hLIGHT que comprende una region marco conocida por el experto en la materia (por ejemplo, un fragmento
humano o no humano). La region marco puede ser, por ejemplo, regiones marco naturales o de consenso. Mas
preferentemente, la region marco de un anticuerpo de la invencion es humana (ver, por ejemplo, Chothia et al., J.
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Mol. Biol. 278:457-479, 1998, para un listado de regiones marco humanas). Ver también Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest (U.S. Department of Health and Human Services, Washington, D.C.), 5a
edicion, 1991.

En una forma de realizacién especifica, la presente exposicion proporciona anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos la secuencia de aminoacidos
de una o mas de las CDR de E1, E13, E63, F19 y/o F23 (es decir, SEC ID n° 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 0 25 (CDR de VH) o SEC ID n° 84, 26, 85, 86, 27, 87, 88, 28, 89, 2, 30, 31, 32, 33, 34, 93, 35,
94, 95, 96, 36, 97, 98, 99, 37, 100, 101, 38, 39 0 40 (CDR de VL) o de un anticuerpo producido por un hibridoma
con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728, y regiones marco humanas
con una o mas sustituciones de aminoéacidos en uno, dos, tres 0 mas de los residuos siguientes: (a) residuos de
marco raros que difieren entre el marco de anticuerpo murino (es decir, el marco de anticuerpo donante) y el
marco de anticuerpo humano (es decir, el marco de anticuerpo aceptor), (b) residuos de zona Venier en el caso
de que difieran entre el marco de anticuerpo donante y el marco de anticuerpo aceptor, (c) residuos de
empaguetamiento inter-cadena en la interfaz VH/VL que difieren entre el marco de anticuerpo donante y el marco
de anticuerpo aceptor, (d) residuos candnicos que difieren entre las secuencias del marco de anticuerpo donante
y del marco de anticuerpo aceptor, en particular las regiones marco cruciales para la definicion de la clase
canodnica de bucles de CDR del anticuerpo murino, (€) residuos que son contiguos a un CDR, (g) residuos
capaces de interactuar con el antigeno, (h) residuos capaces de interactuar con la CDR, e (i) residuos de
contacto entre el dominio VH y el dominio VL. En determinadas formas de realizacién, los anticuerpos que se
unen inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT que comprende las regiones marco humanas con una o
mas sustituciones de aminoacidos en uno, dos, tres o0 mas de los residuos anteriormente identificados son
anticuerpos de hLIGHT antagonistas.

La presente exposicion comprende anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT,
comprendiendo dichos anticuerpos la secuencia de aminoacidos del dominio VH y/o del dominio VL o un
fragmento de unién a antigeno de la misma de un anticuerpo producido por el hibridoma con el n° de acceso
ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728) o de un anticuerpo E1, E13, E63, F19 y/o F23,
que presenta mutaciones (por ejemplo, una o mas sustituciones de aminoécidos) en las regiones marco. En
determinadas formas de realizacion, los anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT
comprenden la secuencia de aminoacidos del dominio VH y/o del dominio VL o un fragmento de unién a antigeno
dela misma de E1, E13, E63, F19 y/o F23 con una 0 mas sustituciones de residuos aminoacidos en las regiones
marco de los dominios VH y/o VL.

La presente exposicion comprende ademas anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno
hLIGHT, comprendiendo dichos anticuerpos la secuencia de aminoacidos del dominio VH y/o del dominio VL de
un anticuerpo producido por el hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819
o PTA-7728, o de un anticuerpo E1, E13, E63, F19 y/o F23, que presenta mutaciones (por ejemplo, una o mas
sustituciones de residuos aminoacidos) en las regiones hipervariable y de marco. Preferentemente, las
sustituciones de aminoéacidos en las regiones marco mejoran la union del anticuerpo a un antigeno hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria reducen o inhiben la
union de hLIGHT a HVEM, RLT y/o DcR3, y/o reducen o inhiben una actividad biol6gica de hLIGHT, tal como la
secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES, en el sujeto (por ejemplo, un sujeto humano). En determinadas formas de
realizacién, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria, tal como un anticuerpo monoclonal anti-
HLIGHT humano, reducen o inhiben la union de un hLIGHT soluble o expresado sobre la superficie celular a
HVEM o RLT, y/o reduce o inhibe la secrecion de CCL20 y/o RANTES tras el contacto con un hLIGHT soluble o
expresado sobre la superficie celular, en un sujeto. En algunas formas de realizacion, el hLIGHT es una variante
SNP de hLIGHT, tal como 214E-32S, 214K-32S, 214E-32L o 214K-32L. La actividad de bloqueo de un
anticuerpo proporcionado en la presente memoria de la unién de hLIGHT a HVEM, RLTB y/o DCR3 puede
detectarse utilizando un ensayo tal como el indicado en cualquiera de los Ejemplos 1 a 4. La inhibicién de la
actividad biolégica de las células que expresan un receptor de hLIGHT por un anticuerpo de hLIGHT
proporcionado en la presente memoria puede detectarse utilizando un ensayo tal como el descrito en cualquiera
de los Ejemplos 1 a 4.

En otras formas de realizacion, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria reducen o inhiben la
union de hLIGHT a HVEM, RLTPB y/o DcR3 y/o reducen o inhiben una actividad biolégica de hLIGHT, tal como la
secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES, en una célula que presenta un receptor de hLIGHT expresado sobre la
superficie celular (tal como HVEM, RLTB y/o Dc3R). En determinadas formas de realizacion, los anticuerpos
proporcionados en la presente memoria, tales como un anticuerpo monoclonal anti-HLIGHT humano, reducen o
inhiben la unién de un hLIGHT soluble o expresado sobre la superficie celular a HYEM o RLTf, y/o reducen o
inhiben la secrecion de CCL20 y/o RANTES, en una célula que presenta un receptor de hLIGHT expresado
sobre la superficie celular tras el contacto con un hLIGHT soluble o expresado sobre la superficie celular. En
algunas formas de realizacion, el hLIGHT es una variante SNP de hLIGHT, tal como 214E-32S, 214K-32S, 214E-
32L 0 214K-32L. La actividad de bloqueo de un anticuerpo proporcionado en la presente memoria de union de
hLIGHT a HVEM, RLTB y/o DCR3 puede detectarse utilizando un ensayo tal como se describe en cualquiera de
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los Ejemplos 1 a 4. La inhibicion de la actividad biolégica de las células que expresan un receptor de hLIGHT por
un anticuerpo de hLIGHT proporcionado en la presente memoria puede detectarse utilizando un ensayo tal como
el descrito en cualquiera de los Ejemplos 1 a 4.

La presente invencion proporciona ademas proteinas de fusion que comprenden un anticuerpo proporcionado en
la presente memoria que se une inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT y a un polipéptido heterélogo. En
algunas formas de realizacion, el polipéptido heterélogo al que se fusiona el anticuerpo resulta Gtil para dirigir el
anticuerpo a células que presentan hLIGHT expresado sobre la superficie celular.

La presente exposicion proporciona ademas paneles de anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un
antigeno hLIGHT. En formas de realizacion especificas, la exposicidon proporciona paneles de anticuerpos que
presentan diferentes constantes de tasa de asociacion, diferentes constantes de tasa de disociacion, diferentes
afinidades para el antigeno hLIGHT y/o diferentes especificidades para un antigeno hLIGHT. La exposicion
proporciona paneles de aproximadamente 10, preferentemente de aproximadamente 25, aproximadamente 50,
aproximadamente 75, aproximadamente 100, aproximadamente 125, aproximadamente 150, aproximadamente
175, aproximadamente 200, aproximadamente 250, aproximadamente 300, aproximadamente 350,
aproximadamente 400, aproximadamente 450, aproximadamente 500, aproximadamente 550, aproximadamente
600, aproximadamente 650, aproximadamente 700, aproximadamente 750, aproximadamente 800,
aproximadamente 850, aproximadamente 900, aproximadamente 950 o aproximadamente 1.000 anticuerpos o
mas. Pueden utilizarse paneles de anticuerpos, por ejemplo, en placas de 96 pocillos o de 384 pocillos, tal como
para ensayos tales como los ELISA.

Conjugados de anticuerpos y proteinas de fusion

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos de la invencién se conjugan o se fusionan recombinantemente
con un agente diagnéstico, detectable o terapéutico o cualquier otra molécula. Los anticuerpos conjugados o
fusionados recombinantemente pueden resultar Utiles, por ejemplo, para realizar el seguimiento o prondstico de
la aparicion, desarrollo, progresién y/o gravedad de una enfermedad mediada por hLIGHT como parte de un
procedimiento de ensayo clinico, tal como determinar la eficacia de una terapia particular.

Dicho diagndstico y deteccion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante acoplamiento del anticuerpo a
sustancias detectables, incluyendo, aunque sin limitacion, diversos enzimas, tales como, aunque sin limitarse a
ellos, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos
prostéticos, tales como, aunque sin limitacién, estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes,
tales como, aunque sin limitacion, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes, tales como, aunque
sin limitacion, luminol; materiales bioluminiscentes, tales como, aunque sin limitacion, luciferasa, luciferina y
acuorina; materiales radioactivos, tales como, aunque sin limitacion, yodo (**1, **I, ***I e **Y1), carbono (*'C),
azufre (**S), tritio (°*H), indio (***In, **In, **?In e *In), tecnecio (**Tc), talio (*°'Ti), galio (**Ga, 67Gag, paladio
(7o) molideno (“No), endy (420, tor (49, s, "Ly, G Spm, Toa e, o by, Ve

Re, “"Re, 7“Pr, 7 °Rh, “'Ru, ~Ge, *'Co, >Zn, ~°Sr, P, >°Gd, " Yb, >°Cr, >*Mn, °Se, ~'Sny ~~'Sn, y metales
emisores de positrones utilizando diversas tomografias de emision de positrones y iones metalicos
paramagnéticos no radioactivos.

La presente invencion comprende ademas la utilizacion de los anticuerpos de la invencion conjugados o
fusionados recombinantemente con una fraccién terapéutica (0 una o mas fracciones terapéuticas). El anticuerpo
puede conjugarse o fusionarse recombinantemente con una fraccion terapéutica, tal como una citotoxina, por
ejemplo, un agente citostatico o citocida, un agente terapéutico o un ion metdlico radioactivo, por ejemplo, los
emisores alfa. Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que resulte perjudicial para las células.
Entre las fracciones terapéuticas se incluyen, aunque sin limitacion, antimetabolitos (por ejemplo metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo decarbazina); agentes alquilantes (por ejemplo
mecloretamina, tiotepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BCNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cisdiclorodiamina platino (II) (DDP) y cisplatino); antraciclinas
(por ejemplo daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina); antibiéticos (por ejemplo actinomicina
d (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)); moléculas de auristatina (por
ejemplo auristatina PHE, briostatina 1 y solastatina 10; ver Woyke et al., Antimicrob. Agentes Chemother.
46:3802-8, 2002; Woyke et al., Antimicrob. Agents Chemother. 45:3580-4, 2001; Mohammad et al., Anticancer
Drugs 12:735-40, 2001; Walll et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 266:76-80, 1999; Mohammad et al., Int. J.
Oncol. 15:367-72, 1999; hormonas (por ejemplo, glucocorticoides, progestinas, androgenos y estrégenos),
inhibidores de enzimas de reparacion del ADN (por ejemplo, etopésido o topotecan), inhibidores de cinasa (por
ejemplo, el compuesto ST1571 y el mesilato de imatinib (Kantarjian et al., Clin. Cancer Res. 8(7):2167-76,
2002)), agentes citotéxicos (por ejemplo, paclitaxel, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etoposido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi
antracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina,
tetracaina, lidocaina, propanolol y puromicina, y analogos u homaélogos de los mismos, y los compuestos dados a
conocer en las patentes US n° 6.245.759, 6.399.633, 6.383.790, 6.335.156, 6.271.242. 6.242.196, 6.218.410.
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6.218.372, 6.057.300, 6.034.053, 5.985.877, 5.958.769. 5.925.376, 5.922.844, 5.911.995. 5.872.223, 5.863.904.
5.840.745, 5.728.868, 5.648.239, 5.587.459); inhibidores de la farnesil transferasa (por ejemplo, R115777, BMS-
214662 y los dados a conocer en, por ejemplo, las patentes US n° 6.458.935, 6.451.812, 6.440.974, 6.436.960,
6.432.959, 6.420.387, 6.414.145, 6.410.541, 6.410.539, 6.403.581, 6.399.615, 6.387.905, 6.372.747, 6.369.034,
6.362.188, 6.342.765, 6.342.487, 6.300.501, 6.268.363, 6.265.422, 6.248.756, 6.239.140, 6.232.338, 6.228.865,
6.228.856, 6.225.322, 6.218.406, 6.211.193, 6.187.786, 6.169.096, 6.159.984, 6.143.766, 6.133.303, 6.127.366,
6.124.465, 6.124.295, 6.103.723, 6.093.737, 6.090.948, 6.080.870, 6.077.853, 6.071.935, 6.066.738, 6.063.930,
6.054.466, 6.051.582, 6.051.574 y 6.040.305); inhibidores de topoisomerasa (por ejemplo, camptotecina,
irinotecan, SN-38, topotecan, 9-aminocamptotecina, GG-211 (Gl 147211), DX-8951f, IST-622, rubitecan,
pirazoloacridina, XR-5000, saintopina, UCE6, UCE1022, TAN-1518A, TAN 1518B, KT6006, KT6528, ED-110,
NB-506, ED-110, NB-506 y rebecamicina), bulgareina, ligantes de surco menor del ADN, tales como los
pigmentos Hoescht 33342 y Hoechst 33258, nitidina, fagaronina, epiberberina, coralina, beta-lapachona, BC-4-1,
bisfosfonatos (por ejemplo, alendronato, cimadronato, clodronato, tiludronato, etidronato, ibandronato,
neridronato, olpandronato, risedronato, piridronato, pamidronato y zolendronato), inhibidores de la HMG-CoA
reductasa (por ejemplo, lovastatina, simvastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina, estatina, cerivastatina,
lescol, lupitor, rosuvastatina y atorvastatina), oligonuclettidos antisentido (por ejemplo, los dados a conocer en
las patentes US n° 6.277.832, 5.998.596, 5.885.834, 5.734.033 y 5.618.709), inhibidores de la adenosina
desaminasa (por ejemplo, fosfato de fludarabina y 2-clorodesoxiadenosina), ibritumomab tiuxetan (Zevalin®),
tositumomab (Bexxar®)) y sales, solvatos y clatratos farmacéuticamente aceptables, y profarmacos de los
mismos.

Ademas, un anticuerpo de la invencién puede conjugarse o fusionarse recombinantemente con una fraccion
terapéutica o fraccion de farmaco que modifica una respuesta bioldgica dada. Las fracciones terapéuticas o
fracciones de farmaco no deben interpretarse como limitadas a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por
ejemplo, la fraccion de farmaco puede ser una proteina, péptido o polipéptido que presenta una actividad
biolégica deseada. Entre dichas proteinas puede incluirse, por ejemplo, una toxina, tal como abrina, ricina A,
exotoxina de Pseudomonas, toxina del cdlera o toxina diftérica; una proteina, tal como factor de necrosis tumoral,
interferén vy, interferén a, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas, activador
del plasminogeno tisular, un agente apoptético, por ejemplo FNT-y, FNT-y, AIM | (ver la publicacién de patente
internacional n® WO 97/33899), AIM Il (ver la publicacion de patente internacional n°® WO 97/34911), ligando Fas
(Takahashi et al., J. Immunol. 6:1567-1574, 1994) y VEGF (ver la publicacion de patente internacional n® WO
99/23105), un agente antiangiogénico, por ejemplo angiostatina, endostatina o un componente de la ruta de
coagulacién (por ejemplo, factor tisular) o un modificador de la respuesta bioldgica, tal como, por ejemplo, una
linfoquina (por ejemplo, interferon gamma, interleucina-1 (“IL-1"), interleucina-2 (“IL-2"), interleucina-5 (“IL-5"),
interleucina-6 (“IL-6"), interleucina-7 (“IL-7"), interleucina-9 (“IL-9"), interleucina-10 (“IL-10"), interleucina-12 (“IL-
12"), interleucina-15 (“IL-15"), interleucina-23 (“IL-23"), factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
(“GM-CSF”) o un factor de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento (“FC”), o un agente de coagulacién
(por ejemplo, calcio, vitamina K, factores tisulares, tales como, aunque sin limitacion, factor de Hageman (factor
XIl), quininégeno de alto peso molecular (HMWK), precalicreina (PK), proteinas de coagulacién-factores I
(protrombina),factor V, Xlla, VI, Xllla, XI, Xia, IX, IXa, X, fosfolipido y monémero de fibrina).

La presente invencién comprende anticuerpos de la invencion fusionados recombinantemente o conjugados
guimicamente (conjugaciones covalentes o no covalentes) con una proteina o polipéptido heterélogo (o
fragmento del mismo, preferentemente con un polipéptido de aproximadamente 10, aproximadamente 20,
aproximadamente 30, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90 o aproximadamente 100 aminoacidos) para generar proteinas de
fusién. En particular, la invencion proporciona proteinas de fusién que comprenden un fragmento de unién a
antigeno de un anticuerpo de la invencién (por ejemplo, un fragmento Fab, fragmento Fd, fragmento Fv,
fragmento F(ab),, un dominio VH, una CDR de VH, un dominio VL o una CDR de VL) y una proteina, polipéptido
0 péptido heterdlogo. En una forma de realizacién, la proteina, polipéptido o péptido heterélogo al que se
encuentra fusionado el anticuerpo resulta Gtil para dirigir el anticuerpo a un tipo celular particular, tal como una
célula que expresa hLIGHT o un receptor de hLIGHT. Por ejemplo, un anticuerpo que se une
inmunoespecificamente a un receptor de superficie celular expresado por un tipo celular particular (por ejemplo,
una célula inmunoldgica) puede fusionarse o conjugarse con un anticuerpo modificado de la invencién.

Una proteina conjugada o de fusion de la exposicion comprende cualquier anticuerpo de la invencion indicado en
la presente memoria y un polipéptido heter6logo. En una forma de realizacion, una proteina conjugada o de
fusién de la exposicion comprende anticuerpo E1, E13, E63, F19 o F23, o un anticuerpo producido por un
hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63,
F19 o F23) y un polipéptido heterdlogo. En otra forma de realizacién, una proteina conjugada o de fusion de la
exposicion comprende un fragmento de unién a antigeno de E1, E13, E63, F19 o F23, o de un anticuerpo
producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728
(E1, E13, E63, F19 o0 F23) y un polipéptido heterélogo. En otra forma de realizacion, una proteina conjugada o de
fusién de la exposicion comprende un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos de cualquiera de
los dominios VH ilustrados en las SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, 0 de un anticuerpo producido por un hibridoma con n°
de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) y/o un
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dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los dominios VL ilustrados en la SEC ID
n° 82, 6, 3, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC
PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23) y un polipéptido heterélogo.
En otra forma de realizacion, una proteina conjugada o de fusién de la presente exposicion comprende una o
méas CDR de VH que presentan la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR de VH ilustradas en la
SEC ID n° 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25, o de un anticuerpo producido por un
hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19
0 F23) y un polipéptido heterélogo. En otra forma de realizacion, una proteina conjugada o de fusion comprende
una 0 mas CDR de VL que presentan la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR de VL ilustradas en
SEC ID n° 84, 26, 85, 86, 27, 87, 88, 28, 89, 2, 30, 31, 32, 33, 34, 93, 35, 94, 95, 96, 36, 97, 98, 99, 37, 100, 101,
38, 39 0 40, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-
7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1l, E13, E63, F19 o F23) y un polipéptido heterélogo. En otra forma de
realizacién, una proteina conjugada o de fusion de la exposicion comprende por lo menos un dominio VH y por lo
menos un dominio VL ilustrados en la SECIDn° 1, 2,3,405y SEC ID n® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o0 10,
respectivamente, de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842,
PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) y un polipéptido heterdlogo. En todavia otra forma
de realizacién, una proteina conjugada o de fusion de la exposicién comprende por lo menos una CDR de VH y
por lo menos una CDR de VL ilustrada en SEC ID n° 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,24 025y
SEC ID n° 84, 26, 85, 86, 27, 87, 88, 28, 89, 2, 30, 31, 32, 33, 34, 93, 35, 94, 95, 96, 36, 97, 98, 99, 37, 100, 101,
38, 39 o 40, respectivamente, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23) y un polipéptido heterdlogo.

Ademas, puede conjugarse un anticuerpo de la invencion con fracciones terapéuticas, tales como un ion de
metal radioactivo, tal como emisores alfa, tales como ***Bi 0 quelantes macrociclicos Utiles para conjugar iones
radiometalicos, incluyendo, aunque sin limitacion, **'In, *'Lu, 'Y, ®*'Ho y '*Sm, con polipéptidos. En
determinadas formas de realizacion, el quelante macrociclico es el acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-
N,N’,N”,N""-tetraacético (DOTA), que puede unirse al anticuerpo mediante una molécula conectora. Dichas
moléculas conectoras son conocidas comunmente de la técnica y se describen en Denardo et al., Clin. Cancer
Res. 4(10):2483-90, 1998; Peterson et al., Bioconjug. Chem. 10(4):553-7, 1999, y Zimmerman et al., Nucl. Med.
Biol. 26(8):943-50, 1999.

Ademaés, pueden fusionarse anticuerpos de la invencién con secuencias marcadoras, tales como un péptido para
facilitar la purificacion. En formas de realizacion preferidas, la secuencia de aminoacidos marcadora es un
péptido hexahistidina, tal como el marcador proporcionado en un vector pQE (QIAGEN, Inc.), entre otros,
muchos de los cuales se encuentran disponibles comercialmente. Tal como se indica en Gentz et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:821-824, 1989, por ejemplo, la hexahistidina proporciona una purificacion conveniente de la
proteina de fusién. Entre otros marcadores peptidicos Utiles para la purificacion se incluyen, aunque sin limitarse
a los mismos, el marcador hemaglutinina (“HA”), que corresponde a un epitopo derivado de la proteina
hemaglutinina de influenza (Wilson et al, Cell 37:767, 1984) y el marcador “FLAG”.

Los métodos para fusionar o conjugar fracciones terapéuticas (incluyendo polipéptidos) con anticuerpos son bien
conocidos; ver, por ejemplo, Arnon et al,, “Monoclonal Antibodies for Immunotargeting Of Drugs In Cancer
Therapy”, en: Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy”, Reisfeld et al. (editores), paginas 243 a 56 (Alan R.
Liss, Inc., 1985); Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery”, en: Controlled Drug Delivery (2a ed.), Robinson
et al. (editors), paginas 623 a 653 (Marcel Dekker, Inc., 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In
Cancer Therapy: A Review", en: Monoclonal Antibodies 84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al.
(editores), paginas 475 a 506, 1985; "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, en: Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy,
Baldwin et al. (editores), paginas 303 a 316 (Academic Press, 1985); Thorpe et al., Immunol. Rev. 62:119-58,
1982; patentes US n° 5.336.603, 5.622.929, 5.359.046, 5.349.053, 5.447.851, 5.723.125, 5.783.181, 5.908.626,
5.844.095 y 5.112.946; patentes n° EP 307.434, EP 367.166, EP 394.827; publicaciones de patente PCT n° WO
91/06570, WO 96/04388, WO 96/22024, WO 97/34631 y WO 99/04813; Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88: 10535-10539, 1991; Traunecker et al., Nature, 331:84-86, 1988; Zheng et al., J. Immunol., 154:5590-
5600, 1995, y Vil et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:11337-11341, 1992.

Pueden generarse proteinas de fusion mediante, por ejemplo, las técnicas de transposiciones génicas (“gene
shuffling”), transposiciones de motivos, transposiciones de exones y/o transposiciones de codones
(colectivamente denominadas “transposiciones de ADN”, en inglés “DNA shuffling”). Las transposiciones de ADN
pueden utilizarse para alterar las actividades de los anticuerpos de la invencion (por ejemplo, anticuerpos con
afinidades mas altas y tasas de disociacion méas bajas). Ver, generalmente, las patentes US n° 5.605.793, n°
5.811.238, n° 5.830.721, n°® 5.834.252 y n° 5.837.458; Patten et al., Curr. Opinion Biotechnol. 8:724-33, 1997;
Harayama, Trends Biotechnol. 16(2):76-82, 1998; Hansson et al., J. Mol. Biol. 287:265-76, 1999, y Lorenzo y
Blasco, Biotechniques 24(2):308-313, 1998. Los anticuerpos o los anticuerpos codificados pueden alterarse
sometiéndolos a mutagénesis aleatoria mediante PCR con tendencia a errores, insercion aleatoria de nucleétidos
u otros métodos antes de la recombinacién. Puede recombinarse un polinucleétido codificante de un anticuerpo
de la invencién con uno o mas componentes, motivos, secciones, partes, dominios, fragmentos, etc. de una o
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mas moléculas heterdlogas.

Un anticuerpo de la invencion también puede conjugarse con un segundo anticuerpo para formar un
heteroconjugado de anticuerpos, tal como se indica en la patente US n° 4.676.980.

La fraccién terapéutica o farmaco conjugado o fusionado recombinantemente con un anticuerpo de la invencion
que se une inmunoespecificamente con un antigeno hLIGHT debe seleccionarse para conseguir el efecto o
efectos profilacticos o terapéuticos deseados. En determinadas formas de realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo modificado. Un método u otro personal médico deberia considerar los criterios siguientes al decidir
qué fraccion o farmaco terapéutico conjugar o fusionar recombinantemente con un anticuerpo de la invencion: la
naturaleza de la enfermedad, la gravedad dela enfermedad y la condicién del sujeto.

También pueden unirse los anticuerpos de la invencion a soportes solidos, que resultan particularmente Utiles
para inmunoensayos o para la purificacion del antigeno diana. Entre dichos soportes sélidos se incluyen, aunque
sin limitarse a ellos, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nilén, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

Composiciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas que contienen uno o mas anticuerpos de la invencion proporcionadas en la
presente memoria pueden prepararse para el almacenamiento mediante la mezcla del anticuerpo con el grado de
pureza deseado con portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990) en forma de formulaciones
liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no resultan téxicos
para los receptores a las dosis y concentraciones utilizadas, y entre ellos se incluyen tampones, tales como
fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo &cido ascorbico y metionina; conservantes
(tales como cloruro de octadecildimetilbencil-amonio, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio, fenol, alcohol butilico o bencilico, alquilparabenos, tales como metil- o propil-parabeno, catecol,
resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos, tales como polivinilpirrolidona; aminoéacidos, tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacéridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes, tales como EDTA; azlcares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo complejos de Zn-proteina) y/o
surfactantes no iénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Los anticuerpos de la invencién proporcionados en la presente memoria también pueden formularse, por
ejemplo, en liposomas. Los liposomas que contienen la molécula de interés se preparan mediante métodos
conocidos de la técnica, tales como los indicados en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688, 1985;
Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030, 1980, y patentes US n° 4.485.045 y n°® 4.544.545. Se dan a
conocer liposomas con un tiempo de circulacién mejorado en la patente US n° 5.013.556.

Pueden generarse inmunoliposomas particularmente Utiles mediante el método de evaporacion de fase inversa
con una composicién de lipidos que contiene fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con
PEG (PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido, rindiendo liposomas
con el diametro deseado. Pueden conjugarse fragmentos Fab’ de un anticuerpo proporcionado en la presente
memoria con liposomas tal como se indica en Martin et al., J. Biol. Chem. 257:286-288, 1982, mediante una
reaccion de intercambio de disulfuros. Un agente quimioterapéutico (tal como la doxorrubicina) se encuentra
contenido opcionalmente dentro del liposoma; ver Gabizon et al., J. National Cancer Inst. 81(19):1484, 1989.

Las formulaciones, tales como las indicadas en la presente memoria, también pueden contener mas de un
compuesto activo seguin se requiera para la indicacion particular bajo tratamiento. En determinadas formas de
realizacioén, las formulaciones comprenden un anticuerpo de la invencién y uno o mas compuestos activos con
actividades complementarias que no se afectan negativamente unas a otras. Dichas moléculas se encuentran
presentes convenientemente en combinacion en cantidades que resultan eficaces para el proposito deseado. Por
ejemplo, puede combinarse un anticuerpo de la invencién con otro u otros agentes terapéuticos. Dicha terapia
combinada puede administrarse en el paciente en serie 0 simultAneamente, 0 en secuencia.

También puede atraparse un anticuerpo de la invencién en una microcapsula preparada mediante, por ejemplo,
técnicas de coacervado o0 mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, una microcapsula de
hidroximetilcelulosa o gelatina y poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas coloidales de administracion
de farmaco (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y
nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se dan a conocer en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990.

Las formulaciones que deben utilizarse para la administracion in vivo pueden ser estériles. Lo anterior se
consigue facilmente mediante filtracion a través de, por ejemplo, membranas de filtracién estéril.
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También pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Entre los ejemplos adecuados de
preparaciones de liberacion sostenida se incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobicos soélidos
que contienen el antagonista, estando las matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o
microcapsulas. Entre los ejemplos de matrices de liberacion sostenida se incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol vinilico)), polilactidos (patente US n° 3.773.919), copolimeros
de &cido L-glutdmico y L-glutamato de etilo, copolimeros no degradables de etileno-acetato de vinilo,
copolimeros degradables de &cido lactico-acido glicélico, tales como LUPRON DEPOT™ (microsferas
inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicolico y acetato de leuprolido) y acido poli-D(-)-3-
hidroxibutirico. Aunque algunos polimeros, tales como etileno-acetato de vinilo y acido lactico-acido glicélico
permiten la liberacion de moléculas durante méas de 100 dias, determinados hidrogeles liberan las proteinas en
periodos de tiempo mas cortos. En el caso de que los anticuerpos encapsulados se mantengan en el cuerpo
durante un tiempo prolongado, pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de la exposicion a humedad
a 37°C, resultando en la pérdida de actividad bioldgica y en posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden
disefarse estrategias racionales para la estabilizacion segun el mecanismo implicado. Por ejemplo, en el caso de
gue se encuentre que el mecanismo de agregacion es la formacion de enlaces S--S intermoleculares mediante
intercambio de tio-disulfuros, la estabilizacién puede conseguirse mediante la modificacion de los residuos
sulfhidrilo, la liofilizacién a partir de soluciones acidas, el control del contenido de humedad, utilizando aditivos
apropiados, y el desarrollo de composiciones de matriz de polimero especificas.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria contienen cantidades
terapéuticamente eficaces de uno o mas de los anticuerpos de la invencién proporcionados en la presente
memoria y opcionalmente uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos adicionales, en un portador
farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones farmacéuticas resultan Utiles en la prevencion, tratamiento,
control o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT, tal como una enfermedad intestinal inflamatoria o uno o
mas de los sintomas de la misma.

Entre los portadores farmacéuticos adecuados para la administracion de los compuestos proporcionados en la
presente memoria se incluyen cualesquiera de los portadores que es conocido por el experto en la materia que
resultan adecuados para el modo de administracién particular.

Ademaés, pueden formularse los anticuerpos de la invencién como Unico ingrediente farmacéuticamente activo en
la composicién o pueden combinarse con otros ingredientes activos (tal como otro u otros agentes profilacticos o
terapéuticos).

Las composiciones pueden contener uno o0 mas anticuerpos de la invencion. En una forma de realizacion, los
anticuerpos se formulan en preparaciones farmacéuticas adecuadas, tales como soluciones, suspensiones,
tabletas, tabletas dispersables, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones o elixires de liberacién sostenida, para
la administracion oral o en soluciones o suspensiones estériles para la administracion parenteral, asi como
preparaciones de parche transdérmico e inhaladores de polvos secos. En una forma de realizacion, los
anticuerpos indicados anteriormente se formulan en composiciones farmacéuticas utilizando técnicas y
procedimientos bien conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, Ansel, Introduction to Pharmaceutical Dosage
Forms, 4a edicion, pagina 126, 1985).

En las composiciones, se mezclan concentraciones eficaces de uno o mas anticuerpos o derivados de los
mismos con un portador farmacéutico adecuado. Las concentraciones de los compuestos en las composiciones
resultan eficaces para la administracion de una cantidad, tras la administracion, que trata, evita o alivia una
enfermedad mediada por hLIGHT o sintoma de la misma.

En una forma de realizacién, las composiciones se formulan para la administracion de dosis Unicas. Para
formular una composicion, la fraccion en peso del compuesto se disuelve, dispersa o, de otro modo, mezcla, en
un potador seleccionado a una concentracion eficaz, de manera que la condicion tratada resulta aliviada, evitada
o se alivia uno o mas de los sintomas.

Se incluye un anticuerpo de la invencion en el portador farmacéuticamente aceptable en una cantidad eficaz
suficiente para ejercer un efecto terapéuticamente Util en ausencia de efectos secundarios no deseables en el
paciente tratado. La concentracién terapéuticamente eficaz puede determinarse empiricamente sometiendo a
ensayo los compuestos en sistemas in vitro e in vivo utilizando métodos rutinarios y después extrapolarse a partir
de los mismos para las dosis para seres humanos.

La concentracion del anticuerpo en la composicion farmacéutica depende de, por ejemplo, las caracteristicas
fisicoquimicas del anticuerpo, el programa de administracion y la cantidad administrada, asi como otros factores
conocidos por el experto en la materia.

En una forma de realizacion, una dosis terapéuticamente eficaz produce una concentracion sérica de anticuerpo
de entre aproximadamente 0,1 ng/ml y aproximadamente 50 a 100 ug/ml. Las composiciones farmacéduticas, en
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otra forma de realizacion, proporcionan una dosis de entre aproximadamente 0,001 mg y aproximadamente
2.000 mg de anticuerpo por kilogramo de peso corporal al dia. Las formas unitarias de administracion
farmacéutica pueden prepararse para proporcionar entre aproximadamente 0,01 mg, 0,1 mg o 1 mg y
aproximadamente 500 mg, 1.000 mg o 2.000 mg, y en una forma de realizacion, entre aproximadamente 10 mgy
aproximadamente 500 mg del anticuerpo y/o una combinacion de otros ingredientes esenciales opcionales por
cada forma unitaria de administracion.

El anticuerpo puede administrarse inmediatamente, o puede dividirse en varias dosis mas pequefias que deben
administrarse a intervalos de tiempo. Se entiende ademads que la dosis exacta y la duracién del tratamiento son
una funcion dela enfermedad bajo tratamiento y que pueden determinarse empiricamente utilizando protocolos
de ensayo conocidos o mediante extrapolacion a partir de datos experimentales in vivo o in vitro. Debe indicarse
que las concentraciones y valores de dosis también pueden variar con la gravedad de la condicion que debe
aliviarse. Debe entenderse ademas que, para cualquier sujeto particular, pueden adaptarse regimenes de
administracion especificos durante el tiempo segun las necesidades individuales y el criterio profesional de la
persona que administra 0 supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de
concentraciones fijados en la presente memoria son Unicamente ejemplificativos y no pretenden ser limitativos
del alcance o préactica de las composiciones reivindicadas.

Tras la mezcla o la adicion del anticuerpo, la mezcla resultante puede ser una solucion, suspension, emulsion o
similar. La forma de la mezcla resultante depende de varios factores, incluyendo el modo pretendido de
administracion y la solubilidad del compuesto en el portador o vehiculo seleccionado. La concentracién eficaz
resulta suficiente para aliviar los sintomas de la enfermedad, trastorno o condicion tratado y puede determinarse
empiricamente.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan para la administracién en seres humanos y animales en
formas de administracién unitaria, tales como tabletas, capsulas, pildoras, polvos, granulos, soluciones o
suspensiones parenterales estériles y soluciones o suspensiones orales, y emulsiones de aceite-en-agua que
contiene cantidades adecuadas de los compuestos o derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos. El
anticuerpo se formula y se administra, en una forma de realizacion, en formas de dosis Unica o en formas de
multiples dosis. Las formas de dosis unitaria tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a unidades
fisicamente discretas adecuadas para sujetos humanos y animales y empaquetadas individualmente tal como es
conocido de la técnica. Cada dosis unitaria contiene una cantidad predeterminada del anticuerpo suficiente para
producir el efecto terapéutico deseado, asociado con el portador, vehiculo o diluyente farmacéutico requerido.
Entre los ejemplos de formas de dosis unitaria se incluyen ampollas y jeringas y tabletas o capsulas
empaguetadas individualmente. Las formas de dosis unitaria pueden administrarse en fracciones o mdltiples de
las mismas. Una forma de dosis miltiple es una pluralidad de formas de dosis Unica idénticas empaquetadas en
un anico envase que debe administrarse en forma de dosis unitaria segregada. Entre los ejemplos de formas de
multiples dosis se incluyen viales, botellas de tabletas o capsulas o botellas de pintas o galones. Por lo tanto, la
forma de dosis multiples es un miltiple de las dosis unitarias que no estan segregadas en el envase.

En formas de realizacién preferidas, uno o mas anticuerpos anti-HLIGHT de la invencién se encuentran en una
formulacion farmacéutica liquida. Las composiciones farmacéuticamente administrables liquidas pueden
prepararse, pro ejemplo, mediante disolucion, dispersion o, de otro modo, mezcla con un compuesto activo tal
como se ha definido anteriormente y adyuvantes farmacéuticos opcionales en un portador, tal como, por ejemplo,
agua, solucién salina, dextrosa acuosa, glicerol, glicoles, etanol y similares, para formar de esta manera una
solucion o suspensién. Si se desea, la composicion farmacéutica que debe administrarse puede contener
ademas cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas, tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes solubilizadores, agentes tamponadores del pH y similares, por ejemplo, acetato, citrato
sddico, derivados de ciclodextrina, monolaurato de sorbitdn, acetato de trietanolamina sodio, oleato de
trietanolamina y otros agentes similares.

Se conocen métodos de preparacion de dichas fomras de administracion o resultaran evidentes para el experto
en la materia; por ejemplo, ver Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990.

Pueden prepararse formas o composiciones de administracion que contienen anticuerpo en el intervalo de
0,005% a 100%, enrasando con portador no toxico. Los métodos para la preparacion de dichas composiciones
son conocidos por el experto en la materia.

Las formas de administracion farmacéutica oral son sdlidas, gel o liquidas. Las formas de administracion sélidas
son tabletas, capsulas, granulos y polvos en masa. Entre los tipos de tabletas orales se incluyen pastillas
masticables comprimidas y tabletas que pueden presentar un recubrimiento entérico, un recubrimiento de aztcar
o un recubrimiento de pelicula. Las capsulas pueden ser capsulas de gelatina dura o blanda, mientras que los
granulos y polvos pueden proporcionarse en forma no efervescente o efervescente con la combinacion de otros
ingredientes conocidos por el experto en la materia.

En determinadas formas de realizacion, las formulaciones son formas de administracion sélidas. En
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determinadas formas de realizacion, las formulaciones son capsulas o tabletas. Las tabletas, pildoras, capsulas,
trociscos y similares pueden contener uno o mas de los ingredientes siguientes, o compuestos de una naturaleza
similar: un ligante, un lubricante, un diluyente, un glidante, un agente desintegrante, un agente colorante, un
agente edulcorante, un agente saborizante, un agente humectante, un recubrimiento emético y un recubrimiento
de pelicula. Entre los ejemplos de ligantes se incluyen celulosa microcristalina, goma tragacanto, solucion de
glucosa, mucilago de acacia, solucion de gelatina, melaza, polivinilpirrolidona, povidona, crospovidona, sacarosa
y pasta de almidon. Entre los lubricantes se incluyen talco, almiddn, estearato de magnesio o calcio, licopodio y
acido estearico Entre los diluyentes se incluyen, por ejemplo, lactosa, sacarosa, almidén, caolin, sal, manitol y
fosfato dicélcico. Entre los glidantes se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, dioxido de silicio coloidal. Entre los
agentes desintegrantes se incluyen croscarmelosa sdédica, glicolato de almidén sédico, acido alginico, almidén de
maiz, almidén de patata, bentonita, metilcelulosa, agar y carboximetilcelulosa. Entre los agentes colorantes se
incluyen, por ejemplo, cualquiera de los pigmentos FD y C solubles en agua certificados y autorizados, mezclas
de los mismos, y pigmentos FD y C insolubles en agua suspendidos en hidrato de alimina. Entre los agentes
edulcorantes se incluyen sacarosa, lactosa, manitol y agentes edulcorantes artificiales, tales como sacarina, y
cualquier nimero de sabores secados por pulverizacion. Entre los agentes saborizantes se incluyen sabores
naturales extraidos de plantas, tales como frutos y mezclas sintéticas de compuestos que producen una
sensacion agradable, tales como, aunque sin limitacion, menta y salicilato de metilo. Entre los agentes
humectantes se incluyen monoestearato de propilenglicol, monooleato de sorbitan, monolaurato de dietilenglicol
y laural-éter de polioxietileno y ftalatos de acetato de celulosa. Entre los recubrimientos de pelicula se incluyen
hidroxietilcelulosas, carboximetilcelulosa sédica, polietilenglicol 4000 y ftalato de acetato de celulosa.

Los anticuerpos dela invencion pueden proporcionarse en una composicion que los protege del medio acido del
estbmago. Por ejemplo, la composicion puede formularse en un recubrimiento entérico que mantiene su
integridad en el estémago y libera el compuesto activo en el intestino. La composicion también puede formularse
ne combinacién con un antacido u otro ingrediente similar.

En el caso de que la forma de dosis unitaria sea una cépsula, puede contener, ademas de material del tipo
anteriormente indicado, un portador liquido, tal como un aceite graso. Ademas, las formas de dosis unitaria
pueden contener otros materiales diversos que modifican la forma fisica de la dosis unitaria, por ejemplo
recubrimiento de azlcar y otros agentes entéricos. Los compuestos también pueden administrarse como
componente de un elixir, suspensién, jarabe, oblea, polvos, goma masticable o similar. Un jarabe puede
contener, ademas de los compuestos activos, sacarosa a modo de agente edulcorante y determinados
conservantes, pigmentos y colorantes y sabores.

El anticuerpo también puede mezclarse con otros materiales activos que no perjudiquen la accion deseada, o
con materiales que complementan la accion deseada, tal como antacidos, bloqueantes de H2 y diuréticos. El
ingrediente activo es un anticuerpo o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo tal como se indica en la
presente memoria. Pueden incluirse concentraciones mas altas, de hasta aproximadamente 98% en peso del
ingrediente activo.

En todas las formas de realizacion, las tabletas y formulaciones de cépsula pueden recubrirse tal como es
conocido por el experto en la materia con el fin de modificar o sostener la disolucién del ingrediente activo. De
esta manera, por ejemplo, pueden recubrirse con un recubrimiento entéricamente digerible convencional, tal
como salicilato de fenilo, ceras y ftalato de acetato de celulosa.

En formas de realizacion preferidas, las formulaciones son formas de administracion liquidas. Entre las formas de
administracion oral liquidas se incluyen soluciones acuosas, emulsiones, suspensiones, soluciones y/o
suspensiones reconstituidas a partir de granulos no efervescentes y preparaciones efervescentes reconstituidas
a partir de granulos efervescentes. Entre las soluciones acuosas se incluyen, por ejemplo, elixires y jarabes. Las
emulsiones son de aceite-en-agua o de agua-en-aceite.

Los elixires son preparaciones hidroalcohdlicas edulcoradas transparentes. Entre los portadores
farmacéuticamente aceptables utilizados en los elixires se incluyen solventes. Los jarabes son soluciones
acuosas concentradas de un azlcar, por ejemplo sacarosa, y pueden contener un conservante. Una emulsion es
un sistema de dos fases en el que un liquido se dispersa en forma de pequefios glébulos en la totalidad de otro
liquido. Los portadores farmacéuticamente aceptables utilizados en las emulsiones son liquidos no acuosos,
agentes emulsionantes y conservantes. Las suspensiones utilizando agentes de suspension y conservantes
farmacéuticamente aceptables. Las sustancias farmacéuticamente aceptables utilizadas en los granulos no
efervescentes, que deben reconstituirse en una forma de administracion oral liquida, incluyen diluyentes,
edulcorantes y agentes humectantes. Las sustancias farmacéuticamente aceptables utilizadas en los granulos
efervescentes, que deben reconstituirse en una forma de administracion oral liquida, incluyen acidos orgénicos y
una fuente de dioxido de carbono. Los gentes colorantes y saborizantes se utilizan en la totalidad de las formas
de administracién anteriormente indicadas.

Entre los solventes se incluyen glicerina, sorbitol, alcohol etilico y jarabe. Entre los ejemplos de conservantes se
incluyen glicerina, metil- y propil-parabeno, acido benzoico, benzoato sddico y alcohol. Entre los ejemplos de
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liquidos no acuosos utilizados en las emulsiones se incluyen aceite mineral y aceite de semilla de algodén. Entre
los ejemplos de agentes emulsionantes se incluyen gelatina, acacia, tragacanto, bentonita y surfactantes, tales
como monooleato de polioxietilén sorbitan. Entre los agentes de suspension se incluyen carboximetilcelulosa
sédica, pectina, tragacanto, Veegum y acacia. Entre los agentes edulcorantes se incluyen sacarosa, jarabes,
glicerina y agentes edulcorantes artificiales, tales como sacarina. Entre los agentes humectantes se incluyen
monoestearato de propilenglicol, monooleato de sorbitan, monolaurato de dietilenglicol y lauril éter de
polioxietieno. Entre los acidos orgéanicos se incluyen &cido citrico y acido tartarico. Entre las fuentes de dioxido de
carbono se incluyen bicarbonato sédico y carbonato sodico. Entre los agentes colorantes se incluyen cualquiera
de los pigmentos FD y C solubles en agua certificados y autorizados, y mezclas de los mismos. Entre los agentes
saborizantes se incluyen sabores naturales extraidos de plantas, tales como frutos, y mezclas sintéticas de
compuestos que producen una sensacion de sabor agradable.

Para una forma de administracion solida, la solucién o suspension, en por ejemplo carbonato de propileno,
aceites vegetales o triglicéridos, es, en una forma de realizacion, encapsulada en una capsula de gelatina.
Dichas soluciones, y la preparacion y encapsulado de las mismas, se dan a conocer en las patentes US n°
4.328.245, n° 4.409.239 y n° 4.410.545. Para una forma de administracion liquida, la solucién, por ejemplo, en
polietilenglicol, puede diluirse con una cantidad suficiente de un portador liquido farmacéuticamente aceptable,
por ejemplo, agua, para una medicion sencilla para la administracion.

Alternativamente, las formulaciones orales liquidas o semisélidas pueden prepararse mediante la disolucion o
dispersion del compuesto activo o sal en aceites vegetales, glicoles, triglicéridos, ésteres de propilenglicol (por
ejemplo, carbonato de propileno) y otros portadores similares, y el encapsulado de dichas soluciones o
supensiones en cubiertas de capsula de gelatina dura o blanda. Entre otras formulaciones Utiles se incluyen las
indicadas en las patentes US n°® RE28.819 y n°® 4.358.603. Brevemente, entre dichas formulaciones se incluyen,
aungue sin limitarse a ellas, las que contienen un compuesto proporcionado en la presente memoria, un mono- o
poli-alquilenglicol dialquilado, incluyendo, aunque sin limitacién, 1,2-dimetoximetano, diglima, triglima, tetraglima,
polietilenglicol-350-dimetil éter, en el que 350, 550 y 750 se refieren al peso molecular medio aproximado del
polietilenglicol, y uno o mas antioxidantes, tales como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol builado (BHA),
galato de propilo, vitamina E, hidroquinona, hidroxicoumarinas, etanolamina, lecitina, cefalina, acido ascorbico,
acido malico, sorbitol, &cido fosférico, acido tiodipropionico y ésteres del mismo, y ditiocarbamatos.

Entre otras formulaciones se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, soluciones alcohdlicas acuosas, incluyendo
un acetal farmacéuticamente aceptable. Los alcoholes utilizados en dichas formulaciones son cualesquiera
solventes miscibles en agua farmacéuticamente aceptables que presentan uno o mas grupos hidroxilo,
incluyendo, aunque sin limitacién, propilenglicol y etanol. Entre los acetales se incluyen, aunque sin limitacion,
acetales de di(alquilo inferior) de aldehidos de alquilo inferior, tales como dietil acetal de acetaldehido.

La administracion parenteral, en una forma de realizaciéon, se caracteriza por la inyeccion, subcutdnea,
intramuscular o intravenosa, también contemplada en la presente memoria. Los inyectables pueden prepararse
en formas convencionales, como soluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para la solucién
0 suspension en liquido previamente a la inyeccién, o como emulsiones. Los inyectables, soluciones y
emulsiones contienen ademas uno o mas excipientes. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua,
solucion salina, dextrosa, glicerol o etanol. Ademas, si se desea, las composiciones farmacéuticas que deben
administrarse pueden contener ademas cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas, tales como
agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores del pH, estabilizadores, intensificadores de la
solubilidad y otros agentes similares, tales como, por ejemplo, acetato sédico, monolaurato de sorbitan, oleato de
trietanolamina y ciclodextrinas.

La implantacion de un sistema de liberacion lenta o de liberacion sostenida, de manera que se mantiene un nivel
constante de dosis (ver, por ejemplo, la patente US n° 3.710.795) también se encuentra contemplada en la
presente memoria. Brevemenete, un compuetso proporcionado en la presente memoria se dispersa en una
matriz interna sdlida, por ejemplo, polimetilimetacrilato, polibutiimetacrilato, cloruro de polivinilo plasificado o no
plastificado, nilén plastificado, tereftalato de polietileno plastificado, caucho natural, poliisopreno, poliisobutileno,
polibutadieno, polietileno, copolimeros de etileno-acetato de vinilo, cauchos de silicona, polidimetilsiloxanos,
copolimeros de carbonato de silicona, polimeros hidrofilicos tales como hidrogeles de ésteres de &cido acrilico y
metacrilico, colageno, alcohol polivinilico entrecruzado y acetato de polivinilo parcialmente hidrolizado y
entrecruzado, que se encuentra circundado por una membrana polimérica externa, por ejemplo, polietileno,
polipropileno, copolimeros de etileno/propileno, copolimeros de etileno/acrilato de etilo, copolimeros de
etileno/acetato de vinilo, cauchos de silicona, polidimetilsiloxanos, caucho neopreno, polietileno clorado, cloruro
de polivinilo, copolimeros de cloruro de vinilo con acetato de vinilo, cloruro de vinilideno, etileno y propileno,
yondmero tereftalato de polietileno, cauchos de caucho de butilo-epiclorohidrina, copolimero de etileno/alcohol
vinilico, terpolimero de etileno/acetato de vinilo/alcohol vinilico y copolimero de etileno/viniloxietanol, que es
insoluble en liquidos corporales. El anticuerpo se difunde a través de la membrana polimérica externa en una
etapa de control de la tasa de liberacion. La cantidad de anticuerpo contenida en dichas composiciones
parenterales es altamente dependiente de la naturaleza especifica de las mismas, asi como de la actividad del
compuesto y de las necesidades del sujeto.
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Entre las preparaciones para la administracion parenteral se incluyen soluciones estériles listas para la inyeccion,
productos solubles secos estériles, tales como polvos liofilizados, listos para combinarse con un solvente
inmediatamente antes de la utilizacion, incluyendo tabletas hipodérmicas, suspensiones estériles listas para la
inyeccion, productos insolubles secos estériles listos para combinar con un vehiculo inmediatamente antes de la
utilizacion y emulsiones estériles. Las soluciones pueden ser acuosas 0 no acuosas.

En caso de administrarse por via intravenosa, entre los portadores adecuados se incluyen solucion salina
fisiolégica o solucion salina tamponada con fosfato (PBS), y soluciones que contienen agente espesantes y
solubilizadores, tales como glucosa, polietilenglicol y polipropilenglicol y mezclas de los mismos.

Entre los portadores farmacéuticamente aceptables utilizados en preparaciones parenterales se incluyen
vehiculos acuosos, vehiculos no acuosos, agentes antimicrobianos, agentes isotonicos, tampones, antioxidantes,
anestésicos locales, agentes de suspension y dispersantes, agentes emulsionantes, agentes secuestrantes o
quelantes y otras sustancias farmacéuticamente aceptables.

Entre los ejemplos de vehiculos acosos se incluyen cloruro sédico para inyeccion, solucion de Ringer para
inyeccion, solucién isoténica de dextrosa para inyeccion, agua estéril para inyeccion, dextrosa y solucion de
Ringer lactato para inyeccion. Entre los vehiculos parenterales no acuosos se incluyen aceites fijos de origen
vegetal, aceite de semilla de algodon, aceite de maiz, aceite de sésamo y aceite de cacahuete. Pueden afiadirse
agentes antimicrobianos a concentraciones bacteriostaticas o fungistaticas a preparaciones parenterales
empaguetadas en envases multidosis, incluyendo fenoles o cresoles, mercuriales, alcohol bencilico, clorobutanal,
ésteres de acido metil y propil p-hidroxibenzoico, timerosal, cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio. Entre
los agentes isotonicos se incluyen cloruro sédico y dextrosa. Entre los tampones se incluyen fosfato y citrato.
Entre los antioxidantes se incluyen bisulfato sodico. Entre los anestésicos locales se incluyen hidrocloruro de
procaina. Entre los agentes de suspension y dispersantes se incluyen carboximetilcelulosa sédica, hidroxipropil
metilceluosa y olivinilpirrolidona. Entre los agentes emulsionantes se incluyen polisorbato 80 (TWEEN® 80).
Entre los agentes secuestrantes o quelantes de iones metélicos se incluye EDTA. Entre los portadores
farmacéuticos se incluyen ademas alcohol etilico, polietilenglicol y propilenglicol para vehiculos miscibles en
agua, e hidréxido sodico, acido clorhidrico, acido citrico o acido lactico para el ajuste del pH.

La concentracion del compuesto farmacéuticamente activo se ajusta de manera que la inyeccion proporcione una
cantidad eficaz para producir el efecto farmacolégico deseado. La dosis exacta depende de la edad, peso y
condicion del paciente o animal tal como es conocido de la técnica.

Las preparaciones parenterales de dosis unitaria pueden envasarse en una ampolla, vial o jeringa con una aguja.
Todas las preparaciones para la administracion parenteral pueden ser estériles, tal como es conocido y es
puesto en practica en la técnica.

A titulo ilustrativo, la infusion intravenosa o intraarterial de una solucion acuosa estéril que contiene un
compuesto activo es un modo de administracion eficaz. Otra forma de realizaciéon es una solucion o suspension
acuosa o0 aceitosa estéril que contiene un material activo inyectado segun resulte necesario para producir el
efecto farmacoldgico deseado.

Los inyectables han sido disefiados para la administracion local y sistémica. En una forma de realizacion, se
formula una dosis terapéuticamente eficaz para que contenga una concentracion de entre por lo menos
aproximadamente 0,1% p/p y aproximadamente 90% p/p o superior, en determinadas formas de realizaciéon mas
de 1% p/p del compuesto activo en el tejido o tejidos tratados.

El anticuerpo puede suspenderse en forma micronizada o en otra forma adecuada. La forma de la mezcla
resultante depende de varios factores, incluyendo el modo de administracion deseado y la solubilidad del
compuesto en el portador o vehiculo seleccionado. La concentracion eficaz resulta suficiente para aliviar los
sintomas de la condicion y puede determinarse empiricamente.

En otras formas de realizacion, las formulaciones farmacéuticas son polvos liofilizados, los cuales pueden
reconstituirse para la administracion como soluciones, emulsiones y otras mezclas. También pueden
reconstituirse y formularse en forma de sélidos o geles.

Los polvos liofilizados se preparan mediante la disolucion de un anticuerpo proporcionado en la presente
memoria, 0 un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, en un solvente adecaudo. En algunas formas
de realizacién los polvos liofilizados son estériles. El solvente puede contener un excipiente que mejore la
estabilidad u otro componente farmacoldgico de los polvos o solucidn reconstituida, preparada a partir d elos
polvos. Entre los excipientes que pueden utilziarse se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, dextrosa, sorbital,
fructosa, jarabe de maiz, xilitol, glicerina, glucosa, sacarosa u otro agente adecuado. El solvente puede contener
ademas un tmapdn, tal como citrato, fosfato de sodio o potasio u otro tampdn similar conocido por el experto en
la materia a, en una forma de realizacién, aproximadamente pH neutro. La filtracion a esterilidad a continuacion
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dela solucién, seguido de liofilizacion bajo condiciones estandares conocidas por el experto en la materia
proporciona la formulacién deseada. En una forma de realizacion, la solucion resultante se divide en viales para
la liofilizacién. Cada vial contiene un Unica dosis o multiples dosis del compuesto. Los polvos liofilizados pueden
almacenarse bajo condiciones apropiadas, tales como una temperatura de entre aproximadamente 4°C y la
temperatura ambiente.

La reconstitucion de dichos polvos liofilizados con agua para inyeccidon proporciona una formulacion para la
utilizacion en la administracion parenteral. Para la reconstitucion, los polvos liofilizados se afiaden a agua estéril
0 a otro portador adecuado. La cantidad precisa depende del compuesto seleccionado. Dicha cantidad puede
determinarse empiricamente.

Se preparan mezclas tdpicas tal como se ha indicado para la administracion local y sistémica. La mezcla
resultante puede ser una solucion, suspensién, emulsion o similar y puede formularse como cremas, geles,
pomadas, emulsiones, soluciones, elixires, lociones, suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles,
irrigaciones, sprays, supositorios, vendas, parches dérmicos o cualesquiera otras formulaciones adecuadas para
la administracion tépica.

Los anticuerpos de la invencion pueden formularse como aerosoles para la aplicacién tdpica, tal como mediante
inhalacion (ver, por ejemplo, las patentes US n° 4.044.126, n® 4.414.209 y n°® 4.364.923, que describen aerosoles
para la administracion de un esteroide Util para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, en particular
asma). Estas formulaciones para la administracion en el tracto respiratorio pueden presentar la forma de un
aerosol o solucion para un nebulizador, o de polvos microfinos para insuflado, solos 0 en combinacién con un
portador inerte, tal como lactosa. En este caso, las particulas de la formulacion presentaran, en una forma de
realizacion, didmetros inferiores a 50 micrémetros, en una forma de realizacién menos de 10 micrometros.

Los compuestos pueden formularse para la aplicacion local o tépica, tal como para la aplicacién topica en la piel
y membranas mucosas, tal como en el 0jo, en forma de geles, cremas y lociones y para la aplicacién en el ojo o
para la aplicacion intracisternal o intraespinal. La administracion tOpica se encuentra contemplada para la
amdinsitracion transdérmica y también para la administracion en los ojos 0 mucosas, o0 para terapias mediante
inhalacion. También pueden administrarse soluciones nasales del compuesto activo solo o en combinacion con
otros excipientes farmacéuticamente aceptables.

Dichas soluciones, en particular las destinadas para la utilizacion oftalmica, pueden formularse en forma de
soluciones isotonicas al 0,01%-10%, con pH de aproximadamente 5 a 7, con sales apropiadas.

También se encuentran contempladas en la presente memoria otras vias de administracién, tales como parches
transdérmicos, incluyendo dispositivos yontoforéticos y electroforéticos, y la administracion rectal.

Los parches transdérmicos, incluyendo los dispositivos yontoforéticos y electroforéticos, son bien conocidos por
el experto en la materia. Por ejemplo, dichos parches se dan a conocer en las patentes US n° 6.267.983,
6.261.595, 6.256.533, 6.167.301, 6.024.975, 6.010.715, 5.985.317, 5.983.134, 5.948.433 y 5.860.957.

Por ejemplo, las formas de administracion farmacéutica para la administracién rectal son los supositorios
rectales, las capsulas y las tablas para el efecto sistémico. Los supositorios rectales se utilizan en la presente
memoria en referencia a cuerpos soélidos para la insercion en el recto que se funden o ablandan a temperatura
corporal, liberando uno o maés ingredientes farmacolégica o terapéuticamente activos. Las sustancias
farmacéuticamente aceptables utilizadas en los supositorios rectales son bases o vehiculos y agentes que elevan
el punto de fusién. Entre los ejemplos de bases se incluyen manteca de cacao (aceite de teobroma), glicerina-
gelatina, Carbowax (polioxietilenglicol) y mezclas apropiadas de mono-, di- y tri-glicéridos de acidos grasos.
Pueden utilizarse combinaciones de las diversas bases. Entre los agentes para elevar el punto de fusiéon de los
supositorios se incluyen esperma de ballena y cera. Pueden prepararse supositorios rectales mediante el método
de compresion o mediante moldeo. El peso de un supositorio rectal, en una forma de realizacion, es de
aproximadamente 2 a 3 g.

Las tabletas y capsulas para la administracion rectal pueden prepararse utilizando la misma sustancia
farmacéuticamente aceptable y mediante los mismos métodos que para las formulaciones para la administracion
oral.

Los anticuerpos y otras composiciones proporcionadas en la presente memoria también pueden formularse para
actuar con diana en un tejido particular, receptor u otra area del cuerpo del sujeto que debe tratarse. Muchos de
dichos métodos de transporte dirigido son bien conocidos por el experto en la materia. La totalidad de dichos
métodos de transporte dirigido se encuentran contemplados en la presente memoria para la utilizacion en las
composiciones de la invencion. Para ejemplos no limitativos de métodos de transporte dirigido, ver, por ejemplo,
las patentes US n° 6.316.652, 6.274.552, 6.271.359, 6.253.872, 6.139.865, 6.131.570, 6.120.751, 6.071.495,
6.060.082, 6.048.736, 6.039.975, 6.004.534, 5.985.307, 5.972.366, 5.900.252, 5.840.674, 5.759.542 y 5.709.874.
En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-HLIGHT de la invencion se transportan dirigidamente (o
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de otro modo, se administran) en el colon, tal como en un paciente que presenta o esta en riesgo de presentar
una Ell.

En una forma de realizacion, las suspensiones liposémicas, incluyendo los liposomas dirigidos a tejido, tales
como liposomas con diana en tumores, también pueden resultar adecuados como portadores farmacéuticamente
aceptables. Estos pueden prepararse mediante métodos conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo,
pueden prepararse formulaciones de liposomas tal como se indica en la patente US n° 4.522.811. Brevemente,
pueden formarse liposomas, tales como vesiculas multilamelares (VML) mediante secado de fosfatidilcolina de
huevo y fosfatidilserina cerebral (proporcion molar de 7:3) en el interior de un matraz. Se afiade una solucion de
un compuesto proporcionado en la presente memoria en solucion salina tamponada con fosfato que no presenta
cationes divalentes (PBS) y se agita el matraz hasta dispersar la pelicula lipidica. Las vesiculas resultantes se
lavan para eliminar el compuesto no encapsulado, se peletizan mediante centrifugacion y después se
resuspenden en PBS.

Métodos de administracion y dosis

La presente invencién proporciona ademas composiciones que comprenden uno 0o mas anticuerpos de la
invencion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT (o sintoma de la misma).

En determinadas formas de realizacion, en la presente memoria se proporciona composiciones que comprenden
uno o mas anticuerpos de la invencion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una
enfermedad mediada por hLIGHT, tal como las Ell (por ejemplo, la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn) o
un sintoma de las mismas. Los sintomas de la Ell pueden ir de leves a moderadas y generalmente dependen de
la parte del tracto intestinal afectada. Entre los sintomas ejemplificativos de las Ell se incluyen calambres y dolor
abdominales, diarrea sanguinolenta, urgencia severa de movimiento intestinal, fiebre, pérdida de apetito, pérdida
de peso, anemia, fatiga y/o Ulceras en la parte inferior de las piernas, tobillos, pantorrillas, muslos y brazos. Entre
las complicaciones intestinales ejemplificativas de las Ell se incluyen sangrado abundante de Ulceras, perforacion
o ruptura del intestino, estenosis y obstruccion, fistulas (paso andmalo) y enfermedad perianal, megacolon téxico
(por ejemplo, dilatacién no obstructiva aguda del colon) y/o tumores malignos (por ejemplo, cancer del colon o
del intestino delgado). Entre las complicaciones extraintestinales ejemplificativas de las Ell se incluyen artritis,
condiciones de la piel, inflamaciéon de los ojos, trastornos renales y hepéticos y/o pérdida ésea. Puede
prevenirse, controlarse, tratarse y/o aliviarse cualquier combinacion de dichos sintomas utilizando las
composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria.

En determinadas formas de realizacién, en la presente memoria se proporcionan composiciones que
comprenden uno o0 mas anticuerpos de la invencion para la utilizacién en la invencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT, tal como la EICH, o un sintoma de la misma. La EICH
generalmente se produce tras un trasplante de médula ésea alogénico o no relacionado compatible (TNRC).

En algunas formas de realizacion, la EICH es EICH aguda. Los sintomas de la EICH aguda pueden producirse
con rapidez y ser leves o graves. En determinados casos, la EICH aguda se desarrolla dentro de
aproximadamente los 3 primeros meses después del trasplante, tal como durante el periodo en que los recuentos
sanguineos se recuperan después del trasplante. En determinados casos, la EICH aguda afecta a la piel, tracto
gastrointestinal (Gl) y/o higado. Por ejemplo, en algunos pacientes, la EICH de la piel aguda se inicia con una
erupcion, por ejemplo, en las palmas de las manos del paciente, plantas de los pies u hombros. Sin embargo, la
erupcion puede generalizarse y puede producir prurito y ser dolorosa y/o generar ampollas y exfoliarse. La EICH
hepética aguda puede afectar a las funciones normales del higado, tal como a los enzimas hepéaticos, y puede a
su vez, provocar ictericia. La EICH hepatica aguda también puede provocar que el abdomen del paciente se
hinche y duela en caso de agrandamiento del higado. Finalmente, los sintomas de la EICH intestinal aguda (o
EICH del sistema digestivo) pueden incluir diarrea, moco o sangre en las heces, calambres o dolores
abdominales, indigestion, ndusea y/o pérdida del apetito. Otros sintomas generales de la EICH aguda pueden
incluir anemia, fiebre baja y/o mayor tendencia a infecciones. Cualquier combinacion de dichos sintomas de la
EICH aguda puede prevenirse, controlarse, tratarse y/o aliviarse utilizando las composiciones y métodos
proporcionados en la presente memoria.

En otras formas de realizacion, la EICH es EICH cronica. La EICH crénica puede producirse entre
aproximadamente tres meses y aproximadamente un afio o mas tarde después del trasplante. La EICH cronica
puede ser leve o grave, y generalmente incluye sintomas similares a los de la EICH aguda. La EICH cronica
puede afectar a la piel y al sistema digestivo, incluyendo el higado, aunque también puede afectar a otros
organos y al sistema inmunolégico (por ejemplo, haciendo que el paciente presente una mayor tendencia a
infecciones) y/o a los tejidos conectivos. Entre los sintomas de la EICH croénica de la piel se incluyen erupciones,
piel seca, piel tirante, prurito, oscurecimiento de la piel, engrosamiento de la piel y/o puede afectar al pelo (por
ejemplo, pérdida de peso, encanecimiento, etc.) o ufias (por ejemplo, ufias duras o fragiles). La EICH intestinal
cronica puede afectar al sistema digestivo, boca, es6fago, revestimiento del estbmago o revestimiento del
intestino, y entre los sintomas pueden incluirse diarrea, boca seca o ulcerada, deglucion dolorosa, baja absorcion
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de los nutrientes por el estbmago, distension, calambres en el estbmago, etc. La EICH hepatica crénica puede
provocar dafios y cicatrices en el higado (cirrosis). La EICH crénica de los ojos puede afectar a las glandulas
lacrimales, causando que los ojos se sequen, quemen o resulten dolorosos o toleren mal la luz brillante. La EICH
pulmonar crénica puede provocar falta de aliento, sibilancias, tos persistente y/o mayor tendencia a infecciones
torécicas. La EICH crénica afecta a los tendones (por ejemplo, mediante inflamacion) que conectan los misculos
a los huesos, provocan dificultad para estirar o doblar brazos y piernas. Cualquier combinacién de dichos
sintomas de EICH crénica puede prevenirse, controlarse, tratarse y/o aliviarse utilizando las composiciones y
métodos proporcionados en la presente memoria.

En una forma de realizacion especifica, una composicion para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento
y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo E1, E13, E63, F19 y/o F23. En una
forma de realizacion, una composicién para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una
enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo producido por un hibridoma con n°® de acceso ATCC
PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23). En otra forma de realizacion
especifica, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o mejora de una
enfermedad mediada por hLIGHT comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo E1, E13, E63,
F19 y/o F23. En otra forma de realizacion, una composicion para la utilizaciéon en la prevencion, control,
tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un fragmento de unién a antigeno de
un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-
7819 0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23).

En otra forma de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden uno o mas
dominios VH que presentan una secuencia de aminoacidos de cualquiera de los dominios VH ilustrados en la
SECIDn° 1, 2, 3, 4 05, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23). En otra forma de realizacién, una
composicion para la utilizacion en el tratamiento, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una o mas CDR1 de VH con una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las CDR1 de VH ilustrada en la SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23 (es decir, CDR1 de
VH de la VH ilustrada en la SEC ID n°® 1, 2, 3, 4 o 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un
hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19
o F23). En otra forma de realizacién, una composicion para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una 0 mas
CDR2 de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR2 de VH ilustradas en la SEC ID n°
12, 15, 18, 21 o 24 (es decir, las CDR2 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, respectivamente)
o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-
7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23). En una forma de realizacién preferente, una composicion para la
utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o mejora de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende
uno o mas anticuerpos que comprenden una o mas CDR3 de VH con una secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las CDR3 de VH ilustrada en SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25 (es decir, las CDR3 de VH de la VH
ilustrada en la SEC ID n°® 1, 2, 3, 4 o0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n°
de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23).

En otra forma de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden uno o mas
dominios VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de los dominios VL ilustrados en SEC ID n° 82, 6,
83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23). En otra forma de realizacién, una
composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una o mas CDR1 de VL con una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las CDR1 de VL ilustradas en la SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10,
respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842,
PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23). En otra forma de realizacion, una composicion
para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT
comprende uno 0 mas anticuerpos que comprenden una o mas CDR2 de VL con una secuencia de aminoacidos
de cualquiera de las CDR2 de VL ilustradas en SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 o 39 (es decir, las
CDR2 de VL de la VL ilustrada en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10, respectivamente), o de un
anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23). En una forma de realizacion preferente, una composicién para la
utilizacion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas
anticuerpos que comprenden una o mas CDR3 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las
CDR3 de VL de la VL ilustrada en la SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10, respectivamente), o de un
anticuerpo producido por un hibridoma con el n® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23).

En otra forma de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
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de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden uno o mas
dominios VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las dominios VH ilustrados en SEC ID n° 1, 2,
3, 4 0 5, 0 de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-
7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o0 F23) y uno o mas dominios VL con una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de los dominios VL ilustrados en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10 o de un
anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23).

En otra forma de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una o0 mas CDR1
de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR1 de VH ilustradas en SEC ID n° 11, 14, 17,
20 o 23 (es decir, las CDR1 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, respectivamente) o de un
anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o0 F23) y una o mas CDR1 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las CDRL1 de VL ilustrada en la SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 93, 35, 94, 95 o 38 (es decir, CDR1 de VL de VL
representada en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10, respectivamente) o de un anticuerpo producido por
un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E3, E63,
F19 o F23). En otra forma de realizacidon, una composicion para la utilizacion en la prevencién, control,
tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que
comprenden una o mas CDR1 de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR1 de VH
ilustradas en SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23 (es decir, las CDR1 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3,
4 0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-
7842, PTA-7818, PTA-7819 0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23) y una 0 mas CDR2 de VL con una secuencia
de aminoéacidos de cualquiera de las CDR2de VL de la VL ilustrada en SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97,
98 0 39 (es decir, las CDR2 de VL de la VL ilustrada en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10,
respectivamente). En otra forma de realizacién, una composicion para la utilizacién en la prevencion, control,
tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que
comprenden una o mas CDR1 de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR1 de VH
ilustradas en la SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o 23 (es decir, las CDR1 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2,
3, 4 0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) y una o0 mas CDR3 de VL con una
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las CDR3 de VL ilustradas en SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40 (es decir, las CDR3 de VL
de la VL ilustrada en la SEC ID n°® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10, respectivamente) o de un anticuerpo
producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728
(E1, E13, E63, F19 0 F23).

En otra forma de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una o0 mas CDR2
de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR2 de VH ilustradas en la SEC ID n° 12, 15,
18, 21 0 24 (es decir, las CDR2 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, respectivamente) o de un
anticuerpo producido por un hibridoma con el n® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o0 F23) y una o mas CDR1 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las CDR1 de VL ilustradas en la SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 93, 35, 94, 95 o 38 (es decir, las CDR1 de VL
de la VL ilustrada en SEC ID n°® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10, respectivamente) o de un anticuerpo producido
por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13,
E63, F19 o F23). En otra forma de realizacién, una composicion para la utilizacién en la prevencion, control,
tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que
comprenden una o mas CDR2 de VH con una secuencia de aminoéacidos de cualquiera de las CDR2 de VH
ilustradas en la SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o 24 (es decir, las CDR2 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2,
3, 4 0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) y una o0 mas CDR2 de VL con una
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR2 de VL ilustradas en la SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96,
36, 97, 98 0 39 (es decir, las CDR2 de VL de la VL ilustrada en la SEC ID n° 86, 2, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10
,respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-
7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23). En otra forma de realizacion, una
composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una o0 mas CDR2 de VH con una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las CDR2 de VH ilustradas en la SEC ID n°® 12, 15, 18, 21 o 24 (es decir, las CDR2
de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un
hibridoma con el n° de acceso de la ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13,
E63, F19 o F23) y una o mas CDR3 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VL
con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VL ilustradas en la SEC ID n° 88, 28, 89, 31,
34, 99, 37, 100, 101 o 40 (es decir, las CDR3 de VL de la VL ilustrada en la SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91,
92 o 10, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso de la ATCC PTA-
7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23).
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En otra forma de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno 0 mas anticuerpos que comprenden una o mas CDR3
de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VH ilustradas en la SEC ID n° 13, 16,
19, 22 0 25 (es decir, las CDR3 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, respectivamente) o de un
anticuerpo producido por un hibridoma con el n® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o0 F23) y una o mas CDR1 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las CDR1 de VL ilustradas en la SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 93, 35, 94, 95 o 38 (es decir, las CDR1 de VL
de la VL ilustrada en la SEC ID n°® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10, respectivamente) o de un anticuerpo
producido por un hibridoma con el n° de acceso ATC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728
(E1, E13, E63, F19 o F23). En otra forma de realizacién, una composicion para la utilizacion en la prevencion,
control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que
comprenden una o mas CDR3 de VH con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VH
ilustradas en la SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25 (es decir, las CDR3 de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2,
3, 4 0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729,
PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23) y una o0 mas CDR2 de VL con una
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR2 de VL ilustradas en la SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96,
36, 97, 98 0 39 (es decir, las CDR2 de VL de la VL ilustrada en la SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o 10,
respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-
7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (El1, E13, E63, F19 o F23). En otra forma de realizacion, una
composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT comprende uno o mas anticuerpos que comprenden una o0 mas CDR3 de VH con una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VH ilustradas en la SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25 (es decir, las CDR3
de VH de la VH ilustrada en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, respectivamente) o de un anticuerpo producido por un
hibridoma con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63,
F19 o F23) y una o mas CDR3 de VL con una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VL con
una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR3 de VL ilustradas en la SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34,
99, 37, 100, 101 o 40 (es decir, las CDR3 de VL de la VL ilustrada en la SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0
10 ,respectivamente) o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-
7842, PTA-7818, PTA-7819 0 PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23).

En una forma de realizacién, una composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio
de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un dominio VH con la secuencia de aminoacidos del
dominio VH ilustrado en cualquiera de las SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5 y/o un dominio VL con la secuencia de
aminoacido sdel dominio VL ilustrado en cualquiera de las SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91 o 10.

En determinadas formas de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento
y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente
a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (a) un dominio VH con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 1 y un dominio VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en
cualquiera de las SEC ID n° 82, 6 0 83, (b) un dominio VH con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC
ID n° 2 y un dominio VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 7, (c) un dominio VH con la
secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n°® 3 y un dominio VL con la secuencia de aminoacidos
ilustrada en la SEC ID n° 8, (d) un dominio VH con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 4 y un
dominio VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n°® 90, 9, 91 0 92, o (e) un
dominio VH con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 5 y un dominio VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 10. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano,
tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, una composicién para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a
un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende un dominio VH con la secuencia de aminoacidos
del dominio VH de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-
7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente) y/o un dominio VL con la secuencia de aminoéacidos del
dominio VL de un anticuerpo con el n° de acceso de la ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o
PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23, respectivamente).

En determinadas formas de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento
y/o alivio de una enfermedad mediada or hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente
a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (a) un dominio VH con la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7729 (E1) y un dominio VL con la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo con el n® de acceso ATCC PTA-7729 (E1), (b) un dominio VH con la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo con el n® de acceso ATCC PTA-7842 (E13) y un dominio VL con la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo con el n°® de acceso ATCC PTA-7842 (E13), (c) un dominio VH con la secuencia
de aminoéacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63) y un dominio VL con la secuencia
de aminoacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63), (d) un dominio VH con la

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 643 687 T3

secuencia de aminoéacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7819 (F19) y un dominio VL con la
secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7819 (F19), o (e) un dominio VH con
la secuencia de aminoéacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23) y un dominio VL con
la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23). Preferentemente, el
anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como anticuerpo monoclonal totalmente humano, y/o un
anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, una comosicion para la utilizacion en la prevencién, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a
un epiopo de hLIGHT, en el que dicho anticuero comprende una CDR1 de VH con la secuenci ade aminoacidos
de la CDR1 de VH de cualqueira de las regiones VH ilustradas en las SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5. En otra forma d
erealizacién, una composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una
enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamnete a un epitopo de
hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende un CDR2 de VH con la secuencia de aminoéacido de la CDR2 de
VH de cualquiera de las regiones VH ilustradas en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5. En otr aforma de realizacion, una
composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratmaiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamnete a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho
anticuero comprende una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacido sde | CDR3 de VH de cualquiera de las
regiones VH ilustradas en la SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5. E ndeterminadas formas de realizacién, una composicion
para la utilizacié en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT
comprende un anticuerpo que se une inmunoespecifciamente a un epitiopo de hLIGHT, en el que dicho anticuero
comprende una CDR1 de VH y/o una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH seleccionado independietnemente de
entre una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y CDR3 de VH tal como se ilustra en cualqueira de las regiones VH
ilustradas enla SECIDn°1, 2,3,405.

La presente exposicion proporciona ademas una composicion para la utilizacion en la prevencion, control,
tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT que comprende un anticuero que se une
inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho antcieurpo comprende una o mas CDR de VL
(es decir, CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL) con una secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las CDR de VL (es decir, CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL) de E1, E13, E63, F19 y/o F23,
o de un anticuerpo producido por un hibridoma con el n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818,
PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente) o cualquier combinacién de los mismos.

En determinadas formas de realizacion, una composicion para la utilizacion en la prevencion, control, ttatamiento
y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificmanete
a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (1) un dominio VH que presenta: (a) una CDR1
de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 11, 12
ylo 13, respectivamente; (b) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 14, 15 y/o 16, respectivamente; (c) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH
y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoéacidos ilustrada en SEC ID n° 17, 18 y/o 19, respectivamente;
8d) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la
SEC ID n° 20, 21 y/o 22, respectivamente, o (e) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la
secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 23, 24 y/o 24, respectivamente, y/o (2) un dominio VL que
presenta: (a) una CDRL1 de VL con la secuencia de aminodcidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 84, 26,
0 85, una CDR2 de VL con la secuencia de aminoacidos ilustada en cualquiera de la SEC ID n° 86, 27 o 87, y/o
una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en cualquiera de la SEC ID n° 88, 28 o 89; (b) una
CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoéacidos ilustrada en la SEC ID n°
29, 30 y/o 31, respectivamente; (¢) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 32, 33 y/o 34, respectivamente; (d) una CDR1 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n°® 93, 35, 94 o 95; una CDR2 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 96, 36, 97 0 98, y/o una CDR3 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de las SEC ID n° 96, 36, 97 0 98, o (e) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL
y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en la SEC ID n° 38, 39 y/o 40, respectivamente.
Prefernetemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal
totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de relaizacion, una composicién para la utilizacié nen la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecifciamente a
un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (1) un dominio VH que presenta: (a) una CDR1 de
VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de
VH y/o una CDR3 de VH de un atnicuerpo con el n° d eacceso ATCC PTA-7729 (E1); (B) una CDR1 de VH, una
CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o
una CDR3 de VH de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7842 (E13); (c) una CDR1 de VH, una CDR2
de VH y una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una
CDR3 de VH de un anticuero con el n° de acdeso ATCC PTA-7818 (E63), (d) una CDR1 de VH, una CDR2 de
VH y/o una CDR3 de VH con la secuenci ade aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3
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de VH de un anticuerpo con el n° d eacceso ATCC PTA-7819 (F19), o (e) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH
y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de
VH de un anticuerpo con el n® d eacceso ATCC PTA-7728 (F23), y/o (2) un dominio VL que presenta: (a) una
CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una
CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuero con el n® de acceso ATCC PTA-7729 (E1); (b) una CDR1 de
VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la seucencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de
VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3
de VL de un anticuerpo con el n® de acceso ATCC PTA-7842 (E13); (c) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o
una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL
de un atnicuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7818 (E63); (d) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una
CDR3 de VL con la secuencia de amnoéacidos de una CR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un
anticuero con el n° de acceso ATCC PTA-7819 (F19), o (e) una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de
VL de un anticuerpo con el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23). Prefernetemente, el anticuerpo s un anticuerpo
totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de
hLIGHT.

En determinadas formas de realizacion, una composicién para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento
y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente
a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (1) (a) un dominio VH que presenta una CDR1
de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoécidos ilustrada en SEC ID n° 11, 12
ylo 13, respectivamente, y (b) un dominio VL que presenta una CDR1 de VL con la secuencia de aminoacidos
ilustrada en cualquiera de SEC ID n° 84, 26 o 85, una CDR2 de VL con la secuencia de aminoéacidos ilustrada en
cualquiera de SEC ID n° 86, 27 o 87, y/o una CDR3 DE VL con la secuencia de aminoéacidos ilustrada en
cualquiera de SEC ID n° 88, 28 0 89; (2) (a) un dominio VH que presenta una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o
una CDR3 de VH con la secuencia de aminoéacidos ilustrada en SEC ID n° 14, 15 y/o 16, respectivamente, y (b)
una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en SEC ID
n° 29, 30 y/o 31, respectivamente, (3) (a) un dominio VH que presenta una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o
una CDR3 de VH con la secuencia de aminoéacidos ilustrada en SEC ID n°® 17, 18 y/o 19, respectivamente, y (b)
un dominio VL que presenta una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en SEC ID n° 32, 33 y/o 34, respectivamente, (4) (a) un dominio VH que presenta una
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoécidos ilustrada en SEC ID n°
20, 21 ylo 22, respectivamente, y (b) un dominio VL que presenta una CDR1 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de SEC ID n°® 93, 35, 94 o 95, una CDR2 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de SEC ID n° 96, 36, 97 o 98, y/o una CDR3 de VL con la secuencia de
aminoacidos ilustrada en cualquiera de SEC ID n° 96, 36, 97 0 98, o (5) (a) un dominio VH que presenta una
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoécidos ilustrada en SEC ID n°
23, 24 ylo 24, respectivamente, y (b) un dominio VL que presenta una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una
CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos ilustrada en SEC ID n° 38, 39 y/o 40, respectivamente.
Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclona
Itotalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, una composicién para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a
un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (1) (a) un dominio VH que presenta una CDR1 de
VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de
VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo que presenta un n° de acceso ATCC PTA-7729 (E1), y (b) un dominio
VL que presenta una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos de
una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo que presenta el n°® de acceso ATCC
PTA-7729 (E1); (2) (a) un dominio VH que presenta una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH
con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo
que presenta un n° de acceso ATCC PTA-7842 (E13) y (b) un dominio VL que presenta una CDR1 de VL, una
CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 DE VL, una CDR2 DE VL y/o
una CDR3 DE VL de un anticuerpo que presenta el n° de acceso ATCC PTA-7842 (E13); (3) (a) un dominio VH
que presenta una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo que presenta un n° de acceso ATCC
PTA-7818 (E63) y (b) un dominio VL que presenta una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con
la secuencia de aminoacidos de una CDR1 DE VL, una CDR2 DE VL, y/o una CDR3 DE VL de un anticuerpo
que presenta el n® de acceso ATCC PTA-7818 (E63); (4) (a) un dominio VH que presenta una CDR1 de VH, una
CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o
una CDR3 de VH de un anticuerpo que presenta un n° de acceso ATCC PTA-7819 (F19) y una CDR1 de VL, una
CDR2 de VL y/o una CDR3 DE VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o
una CDR3 de VL de un anticuerpo que presenta el n® de acceso ATCC PTA-7819 (F19), o (5) (a) un dominio VH
que presenta una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH con la secuencia de aminoéacidos de una
CDR1 de VH, una CDR2 de VH y/o una CDR3 de VH de un anticuerpo que presenta el n° de acceso ATCC PTA-
7728 (F23) y (b) un dominio VL que presenta una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL con la
secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y/o una CDR3 de VL de un anticuerpo que
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presenta el n° de acceso ATCC PTA-7728 (F23). Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo totalmente
humano, tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de hLIGHT.

En algunas formas de realizacion, una composicién para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a
un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende una CDR1 de VL con la secuencia de aminoacidos
de la CDR1 de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o
de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818,
PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente). En otra forma de realizacion, una
composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por
hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho
anticuerpo comprende una CDR2 de VL con la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de cualquiera de las
regiones VL ilustradas en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 94, 9, 91, 92 o 10, o de un anticuerpo producido por un
hibridoma que presenta un n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1,
E13, E63, F19 o F23, respectivamente). En otra forma de realizacion, una composicion para la utilizacion en la
prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que
se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende una CDR3 de VL
con la secuencia de aminoéacidos de la CDR3 de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en SEC ID N°
82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta n° de acceso
ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente). En
determinadas formas de realizacion, una composicion para la utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a
un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende una CDR1 de VL y/o una CDR2 de VL y/o una
CDR3 de VL seleccionadas independientemente de entre CDR1 de VL, CDR2 de VL y CDR3 de VL tal como se
ilustra en cualquiera de las regiones VL ilustradas en SEC ID N° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 o0 10, o de un
anticuerpo producido por un hibridoma que presenta un n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818,
PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente).

En algunas formas de realizacion, una composicién para la utilizacién en la prevencion, control, tratamiento y/o
alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une inmunoespecifciamente a
un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende: (1) un dominio o cadena VH que presenta uno o
mas de entre: (a) una CDR1 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR1 de VH de cualquiera de la
regiones VH ilustradas en SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta
el n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23,
respectivamente), (b) una CDR2 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR2 de VH de cualquiera de
las regiones VH ilustradas en SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que
presenta un n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o
F23, respectivamente), o (c) una CDR3 de VH con la secuencia de aminoacidos de una CDR3 DE VH de
cualquiera de las regiones VH ilustradas en SEC ID n° 1, 2, 3, 4 0 5, o de un anticuerpo producido por un
hibridoma que presenta un n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1,
E13, E63, F19 o F23, respectivamente), y/o (2) un dominio o cadena VL que presenta uno o mas de entre: (a)
una CDR1 de VL con la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas
en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta un
n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23,
respectivamente), (b) una CDR2 de VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR2 de VL de cualquiera de
las regiones VL ilustradas en SEC ID n° 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92, o0 10, o de un anticuerpo producido por un
hibridoma que presenta un n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1,
E13, E63, F19 o F23, respectivamente), y/o (c) una CDR3 de VL con la secuencia de aminoacidos de una CDR3
de VL de cualquiera de las regiones VL ilustradas en SEC ID n°® 82, 6, 83, 7, 8, 90, 9, 91, 92 0 10, o de un
anticuerpo producido por un hibridoma que presenta un n°® de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818,
PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 o F23, respectivamente).

La presente exposicion proporcion aademas una composicion para la utilizacion en la prevencion, control,
tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT comprende un anticuerpo que se une
inmunoespecifciamente a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho anticuerpo comprende una o mas CDR de VH y
una o mas CDR de VL listadas en la Tabla I. En particular, la exposicion proporciona una composicion para la
utilizacion en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT que
comprende un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT, en el que dicho
anticuerpo comprende una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 0 23) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26,
85, 29, 32, 35 0 38); una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 0 23) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87,
30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14,17, 20 0 23) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88,
28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDRL1 de VL (SEC
ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38), CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86,
27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o0 24) y una CDR3 DE VL (SEC
ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40); una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR1 de
VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20, o 23), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o0 25) y una CDR2 DE VL (SEC
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ID n° 96, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39); una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR3 de
VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH, una CDR2 de VH (SEC ID n°® 12, 15,
18,21 0 24) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17,
20, 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 6,
36, 97, 98, 0 39); una CDR1 DE VH (SEC ID N° 11, 14, 17, 20, o 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21
0 24) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12,
15, 18,21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29,
32, 35 0 38), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25)
y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98 0 39), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18,
21 0 24), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99,
37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20, o 23), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85,
29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39); una CDR1 de VH (SEC
ID n° 11, 14, 17, 20, o0 23), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID
N° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de VH (SEC ID n°® 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL
(SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39),
una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una
CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR3 de VH (SEC ID n°® 13, 16, 19, 22 0
25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33,
96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDRL1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85,
29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40); una CDR1 DE VH
(SEC ID n° 11, 14, 17, 20, 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 DE VH (SEC ID n°
13, 16, 19, 22 0 25) y una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38); una CDR1 DE VH (SEC ID n° 11,
14, 17, 20, 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0
25) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14,
17, 20, 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25)
y una CDR3 de VL SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40); una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17,
20, 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 350
38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39); una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14,
17, 20, 0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32,
35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40); una CDR1 de VH (SEC ID n°
11, 14, 17, 20, o0 23), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85,
29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR1 de VH (SEC
ID n° 11, 14, 17, 20, o 23), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84,
26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR2 de
VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID
n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR2
de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25), una CDR1 de VL (SEC
ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una
CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDR2 de VL
(SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33,96, 36, 97, 98, 0 39) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100,
101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20, o 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18,21 o 24),
una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 0 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 0 38) y una
CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20, o
23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25), una
CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29,32, 35 0 38) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37,
100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC ID n° 11, 14, 17, 20 o0 23), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 o
24), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 9, 32, 35 0 38), una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96,
36, 97, 98 0 39) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37, 100, 101 o 40), una CDR1 de VH (SEC
ID n° 11, 14, 17, 20, o 23), una CDR3 de VH (SEC ID n° 13,16,19, 22 o0 25), una CDR1 DE VL (SEC ID n° 84, 26,
85, 29, 32, 35 0 38), una CDR2 de VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39) y una CDR3 de VL
(SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37,100,101 o0 40), una CDR2 de VH (SEC ID n° 12, 15, 18, 21 0 24), una CDR3
de VH (SEC ID n° 13, 16, 19, 22 o 25), una CDR1 de VL (SEC ID n° 84, 26, 85, 29, 32, 35 o0 38), una CDR2 de
VL (SEC ID n° 86, 27, 87, 30, 33, 96, 36, 97, 98, 0 39) y una CDR3 de VL (SEC ID n° 88, 28, 89, 31, 34, 99, 37,
100, 101 o 40), o cualquier combinacion de los mismos de las CDR de VH (SEC ID n° 11-25) y CDR de VL (SEC
ID n° 26-40) listados en la Tabla I. Las CDR de VH y CDR de VL correspondientes de n° de acceso ATCC PTA-
7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19, o F23), también pueden utilizarse en
cualquiera de las combinaciones listadas anteriormente. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo
totalmente humano, tal como un anticuerpo monoclonal totalmente humano y/o un anticuerpo antagonista de
hLIGHT.

Tal como se comenta en mayor detalle en otros sitios de la presente memoria, puede utilizarse una composicion
de la invencion sola o en combinacién con otros compuestos o composiciones. Ademas, los anticuerpos pueden
ademas fusionarse recombinantemente con un polipéptido heterélogo en el extremo N- o C-terminal o conjugarse
quimicamente (incluyendo conjugaciones covalentes y no covalentes) con polipéptidos u otras composiciones.
Por ejemplo, los anticuerpos de la presente invencion pueden fusionarse o conjugarse recombinantemente con
moléculas Utiles como marcajes en ensayos de deteccion, y moléculas efectoras tales como polipéptido
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heterdlogos, farmacos, radionucleétidos o toxinas. Ver, por ejemplo, las publicaciones de patente PCT n°®° WO
92/08495, n° W0O/91/14438, n° WO 89/12624 y las patentes US n° 5.314.995 y EP n° 396.387.

En algunas formas de realizacion, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir la
union de hLIGHT a HVEM, RLTB y/o DcR3 en un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano), que comprende
administrar en el sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido
hLIGHT (por ejemplo, un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o soluble). En una forma de realizacion,
hLIGHT es una variante SNP de hLIGHT, tal como 214E-32S, 214K-32S, 214E-32L o 214K-32L. En algunas
formas de realizacion, una actividad biolégica de hLIGHT, tal como la secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES,
también se encuentra reducida o inhibida en el sujeto.

En determinadas formas de realizacion, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir
una actividad biologica de hLIGHT, tal como la secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES, en un sujeto (por ejemplo
un sujeto humano), que comprende administrar en el sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une
inmunoespecificamente a un polipéptido hLIGHT (por ejemplo hLIGHT expresado sobre la superficie celular), en
el que la actividad biolégica de hLIGHT resulta reducida o inhibida por el anticuerpo. En algunas formas de
realizacion, hLIGHT es una variante SNP de hLIGHT, tal como 214E-32S, 214K-32S, 214E-32L o 214K-32L.

En otras formas de realizacién, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir la union
de hLIGHT a HVEM, RLT y/o DcR3 en una célula que presenta hLIGHT expresado sobre la superficie celular,
poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
polipéptido hLIGHT (por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o soluble), tal como un
polipéptido hLIGHT, un fragmento de polipéptido hLIGHT o un epitopo de hLIGHT. En determinadas formas de
realizacion, hLIGHT es una variante SNP de hLIGHT, tal como 214E-32S, 214-32S, 214E-32L o 214L-32L. En
algunas formas de realizacién, una actividad biol6gica de hLIGHT, tal como la secrecion de CCL20, IL8 y/o
RANTES, también se encuentra reducida o inhibida en la célula.

En determinadas formas de realizacion, en la presente memoria se proporcionan métodos para reducir o inhibir
una actividad biolégica de hLIGHT, tal como la secrecion de CCL20, IL8 y/o RANTES, en una célula que
presenta un receptor de hLIGHT expresado sobre la superficie celular (tal como HVEM, RLTR y/o Dc3R), poner
en contacto la célula con una cantidad eficaz de un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
polipéptido hLIGHT (por ejemplo un hLIGHT expresado sobre la superficie celular o soluble), en el que la
actividad bioldgica de hLIGHT se encuentra reducida o inhibida por el anticuerpo. En algunas formas de
realizacion, hLIGHT es una variante SNP de hLIGHT, tal como 214E-32S, 214K-32S, 214E-32L o0 214-32L.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse para, por ejemplo, purificar, detectar y reconocer
antigenos hLIGHT, en métodos diagnoésticos y terapéuticos tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, los
anticuerpos modificados encuentran utilidad en inmunoensayos para medir cualitativa y cuantitativamente los
niveles de hLIGHT en muestras biolégicas. Ver, por ejemplo, Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2a ed., 1988).

La invencion proporciona ademas métodos de prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad
mediada por hLIGHT mediante la administracion en un sujeto de una cantidad eficaz de un anticuerpo o
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la invencién. En un aspecto, el anticuerpo ha sido
purificado sustancialmente (es decir, se encuentra sustancialmente libre de sustancias que limitan su efecto o
producen efectos secundarios no deseados). En formas de realizacion preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal totalmente humano, tal como un anticuerpo antagonista monoclonal totalmente humano. El sujeto en
el que se administra una terapia preferentemente es un mamifero, tal como no primate (por ejemplo, vacas,
cerdos, caballos, gatos, perros, ratas, etc.) o un primate (por ejemplo, un mono, tal como un mono Cynomolgus,
o un ser humano). En una forma de realizacion preferente, el sujeto es un ser humano. En otra forma de
realizacion preferente, el sujeto es un nifio humano o un nifio humano de nacimiento prematuro. En otra forma de
realizacion, el sujeto es un ser humano con una enfermedad mediada por hLIGHT.

Se conocen diversos sistemas de administracion, que pueden utilizarse para administrar un agente profilactico o
terapéutico (por ejemplo, un anticuerpo de la invencién), incluyendo, aunque sin limitarse a ellos, el encapsulado
en liposomas, las microparticulas, las microcapsulas, las células recombinantes capaces de expresar el
anticuerpo, la endocitosis mediada por receptores (ver, por ejemplo, Wu y Wu, J. Biol. Chem. 262:4429-4432,
1987), la construccién de acido nucleico como parte de un retrovirus u otro vector, etc. Entre los métodos de
administracion de un agente profilactico o terapéutico (por ejemplo, un anticuerpo de la invencién, o composicion
farmacéutica, se incluyen, aunque sin limitacién, la administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea), epidural y mucosal (por ejemplo, las vias intranasal y
oral). En una forma de realizacion especifica, se administra por via intranasal, intramuscular, intravenosa o
subcutédnea un agente profilactico o terapéutico (por ejemplo, un anticuerpo de la presente invencién), o una
composicion farmacéutica. Los agentes profilacticos o terapéuticos, o las composiciones, pueden administrarse
por cualquier via conveniente, por ejemplo, mediante infusién o inyeccién de bolo, mediante absorcién través de
los revestimientos epitelial 0 mucocutaneo (por ejemplo, la mucosa oral, la mucosa intranasal, la mucosa rectal e
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intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes bioldgicamente activos. La administracion puede
ser sistémica o local. Ademas, también puede utilizarse la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante la
utilizacion de un inhalador o nebulizador, y la formulacion con un agente aerosolizante. Ver, por ejemplo, las
patentes US n° 6.019.968, n° 5.985.320, n° 5.985.309, n°® 5.934.272, n® 5.874.064, n° 5.855.913, n° 5.290.540 y
n° 4.880.078, y las publicaciones de patente PCT n® WO 92/19244, n°® WO 97/32572, n® WO 97/44013, n°®° WO
98/31346 y WO n° 99/66903.

En una forma de realizacion especifica, puede resultar deseable administrar un agente profilactico o terapéutico,
0 una composicion farmacéutica de la invencion localmente en el area que requiere tratamiento. Lo anterior
puede llevarse a cabo mediante, por ejemplo, y no a titulo ilustrativo, la infusion local, mediante administracion
tépica (por ejemplo, mediante spray intranasal), mediante inyeccidn o mediante un implante, siendo dicho
implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas
sialasticas o fibras. Preferentemente, al administrarlo un anticuerpo de la invencion, debe procurarse utilizar
materiales a los que no se adsorban los anticuerpos.

En otra forma de realizacion, un agente profilactico o terapéutico, o una composiciéon de la invencion, puede
administrarse en una vesicula, en particular un liposoma (ver Langer, Science 249:1527-1533, 1990; Treat et al.,
en: Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein y Fidler (editores), Liss, New
York, paginas 353 a 365, 1989; Lopez-Berestein, ibid.., paginas 317-327; ver generalmente ibid..).

En otra forma de realizacion, un agente profilactico o terapéutico, o una composiciéon de la invencion, puede
administrarse en un sistema de liberacién controlada o de liberaciéon sostenida. En una forma de realizacion,
puede utilizarse una bomba para conseguir una liberacion controlada o sostenida (ver Langer, supra; Sefton,
CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:20, 1987; Buchwald et al., Surgery 88:507, 1980; Saudek et al., N. Engl. J. Med.
321:574, 1989). En otra forma de realizacion, pueden utilizarse materiales poliméricos para conseguir la
liberacién controlada o sostenida de un agente profilactico o terapéutico (por ejemplo anticuerpos de la
invencion) o una composicion de la invencion (ver, por ejemplo, Medical Applications of Controlled Release,
Langer y Wise (editores), CRC Press, Boca Raton, Florida, 1974; Controlled Drug Bioavailability, Drug Product
Design and Performance, Smolen y Ball (editores), Wiley, New York, 1984; Ranger y Peppas, J. Macromol. Sci.
Rev. Macromol. Chem. 23:61, 1983; ver también Levy et al., Science 228:190, 1985; During et al., Ann. Neurol.
25:351, 1989; Howeard et al., J. Neurosurg. 7 1:105, 1989); patentes US n°® 5.679.377, n° 5.916.597, n°
5.912.015, n° 5.989.463 y n° 5.128.326, publicaciones de patente PCT n® WO 99/15154 y n°® WO 99/20253. Entre
los ejemplos de polimeros utilziados en formulaciones de liberacion sostenida se incluyen, aunque sin limitacion,
poli(2-hidroxi etil metacrilato), poli(metil metacrilato), poli(acido acrilico), poli(etileno-acetato de covinilo),
poli(acido metacrilico), poliglicélidos (PLG), polianhidridos, poli(N-vinil pirrolidona), poli(alcohol vinilico),
poliacrilamida, poli(etilenglicol), polilactidos (PLA), poli(lactido-co-glicolidos) (PLGA) y poliortoésteres. En una
forma de realizacion preferente, el polimero utilizado en una formulacion de liberacion sostenida es inerte, se
encuentra libre de impurezas lixiviables, es estable durante el almacenamiento, es estéril y es biodegradable. En
todavia otra forma de realizacion, un sistema de liberacion controlada o sostenida puede situarse proximo a la
diana terapéutica, es decir, los conductos nasales o pulmones, requiriendo de esta manera Unicamente una
fraccion de la dosis sistémica (ver, por ejemplo, Goodson, en: Medical Applications of Controlled Release, supra,
vol. 2, paginas 115 a 138, 1984). Los sistemas de liberacion controlada se comentan en la revision de Langer
(Science 249:1527-1533, 1990). Puede utilizarse cualquier técnica conocida por el experto en la materia para
producir formulaciones de liberacion sostenida que comprenden uno o mas anticuerpos de la invencion. Ver, por
ejemplo, la patente US n°® 4.526.938, la publicacion de patente PCT n°® WO 91/05548, la publicacion de patente
PCT n° WO 96/20698; Ning et al., “Intratumoral Radioimmunotherapy & Oncology 39:179-189, 1996; Song et al.,
Antibody Mediated Lung Targeting of Long-Circulating Emulsiones, PDA Journal of Pharmaceutical Science &
Technology 50:372-397, 1995; Cleek et al.,, Biodegradable Polymeric Carriers for a bFGF Antibody for
Cardiovascular Application, Pro. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:853-854, 1997, y Lam et al.,
Microencapsulation of Recombinant Humanized Monoclonal Antibody for Local Delivery, Proc. Intl. Symp.
Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-760, 1997.

En una forma de realizacién especifica, en la que la composicién de la invencion es un &cido nucleico codificante
de un agente profilactico o terapéutico (por ejemplo, un anticuerpo de la invencién), el acido nucleico puede
administrarse in vivo para estimular la expresion de su agente profilactico o terapéutico codificado, mediante la
construccién del mismo como parte de un vector de expresion de acidos nucleicos y la administracion de éste de
manera que se vuelva intracelular, por ejemplo mediante la utilizaciéon de un vector retrovirico (ver la patente US
n° 4.980.286) o mediante la inyeccién directa, o mediante la utilizacién del bombardeo de microparticulas (por
ejemplo una pistola génica; Biolistic, Dupont) o el recubrimiento con lipidos o receptores de superficie celular o
agentes de transfeccion, o mediante la administracion del mismo en enlace a un péptido de tipo homeobox que
es conocido que entra en el nucleo (ver, por ejemplo, Joliot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1864-1868,
1991), etc. Alternativamente, puede introducirse un &cido nucleico intracelularmente e incorporarse dentro del
ADN de la célula hospedadora para la expresién mediante recombinacion homologa.

En una forma de realizacion especifica, una composicion de la invencién comprende uno, dos 0 mas anticuerpos
de la invencion. En otra forma de realizaciéon, una composicion de la invenciéon comprende uno, dos o mas
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anticuerpos de la invencion y un agente profilactico o terapéutico diferente de un anticuerpo de la invencion.
Preferentemente, es conocido que los agentes resultan Utiles o han sido utilizados o se utilizan actualmente para
la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT. Ademas de los agentes
profilacticos o terapéuticos, las composiciones de la invencidon también pueden comprender un portador.

Entre las composiciones de la invencion se incluyen composiciones de farmaco en masa que resultan Utiles en la
preparacion de composiciones farmacéuticas (por ejemplo, composiciones que resultan adecuadas para la
administracion en un sujeto o paciente) que pueden utilizarse en la preparaciéon de formas de dosis unitaria. En
una forma de realizacion preferente, una composicién de la invencién es una composicién farmacéutica. Dichas
composiciones comprenden una cantidad profilactica o terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes
profilacticos o terapéuticos (por ejemplo, un anticuerpo de la invencion u otro agente profilactico o terapéutico) y
un portador farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, las composiciones farmacéuticas se formulan para
que resulten adecuadas para la via de administracion en el sujeto.

En una forma de realizacion especifica, el término “portador” se refiere a un diluyente adyuvante (por ejemplo,
adyuvante de Freund (completo e incompleto)), excipiente o vehiculo con el que se administra el terapéutico.
Dichos portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los de
petréleo, de origen animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral,
aceite de sésamo y similares. El agente es un portador preferente en el caso de que la composicion farmacéutica
se administra por via intravenosa. También pueden utilizarse soluciones salinas y soluciones acuosas de
dextrosa y glicerol a modo de portadores liquidas, en particular para soluciones inyectables. Entre los excipientes
farmacéuticos adecuados se incluyen almiddn, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, yeso,
gel de silice, estearato sddico, monoestearato de glicerol, talco, cloruro soédico, leche desnatada seca, glicerol,
propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, también puede contener cantidades
menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponadores del pH. Estas composiciones
pueden presentar la forma de soluciones, suspensiones, emulsién, tabletas, pildoras, capsulas, polvos,
formulaciones de liberacion sostenida y similares. La formulacién oral puede incluir portadores estandares, tales
como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sodica, celulosa,
carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990. Dichas composiciones contienen una cantidad
profilactica o terapéuticamente eficaz del anticuerpo, preferentemente en forma purificada, junto con una
cantidad adecuada de portador de manera que proporcione la forma para la administracion correcta en el
paciente. La formulacién deberia adecuarse al modo de administracion.

En una forma de realizacion preferida, la composicion se formula segin procedimientos rutinarios como
composicion farmacéutica adaptada para la administracion intravenosa en el ser humano. Tipicamente, las
composiciones para la administracion intravenosa son soluciones en tampdén acuoso isotonico estéril. En caso
necesario, la composicién puede incluir ademas un agente solubilizador y un anestésico local, tal como lidocaina,
para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Sin embargo, dichas composiciones pueden administrarse por una
via diferente de la intravenosa.

Generalmente, los ingredientes de las composiciones de la invenciéon se suministran separadamente o se
mezclan entre si en una forma de dosis unitaria, por ejemplo, en forma e unos polvos liofilizados secos o
concentrado libre de agua en un envase herméticamente sellado, tal como una ampolla o sobre que indica la
cantidad de agente activo. En el caso de que la composicion se administre mediante infusion, puede dispersarse
con una botella de infusién que contenga agua o solucion salina de grado farmacéutico estéril. En el caso de que
la composicidon se administre mediante inyeccion, puede proporcionarse una ampolla de agua estéril para la
inyeccioén o solucién salina de manera que los ingredientes puedan mezclarse antes de la administracion.

La invencién proporciona ademas que un anticuerpo de la invencibn se empaquete en un envase
herméticamente sellado, tal como una ampolla o sobre que indique la cantidad de anticuerpo. En una forma de
realizacion, el anticuerpo se suministra en forma de unos polvos liofilizados esterilizados o concentrado libre de
agua en un envase herméticamente sellado y puede reconstituirse, por ejemplo, con agua o solucién salina hasta
la concentracion apropiada para la administracion en el sujeto. Preferentemente, el anticuerpo se suministra en
forma de unos polvos liofilizados estériles secos en un envase herméticamente sellado a una dosis unitaria de
por lo menos 0,1 mg, de por lo menos 0,5 mg, de por lo menos 1 mg, de por lo menos 2 mg o de por lo menos 3
mg, y mas preferentemente de por lo menos 5 mg, de por lo menos 10 mg, de por lo menos 15 mg, de por lo
menos 25 mg, de por lo menos 30 mg, de por lo menos 35 mg, de por lo menos 45 mg, de por lo menos 50 mg,
de por lo menos 60 mg, de por lo menos 75 mg, de por lo menos 80 mg, de por lo menos 85 mg, de por lo menos
90 mg, de por lo menos 95 mg o de por lo menos 100 mg. El anticuerpo liofilizado puede almacenarse entre 2°C
y 8°C en su envase original y el anticuerpo puede administrarse dentro de las 12 horas, preferentemente las 6
horas, las 5 horas, las 3 horas o la 1 hora posterior a la reconstitucion. En una forma de realizacion alternativa,
un anticuerpo se suministra en forma liquida en un envase herméticamente sellado que indica la cantidad y
concentracion del anticuerpo. Preferentemente, la forma liquida del anticuerpo se suministra en un envase
herméticamente sellado que contiene por lo menos 0,1 mg/ml, por lo menos 0,5 mg/ml o por lo menos 1 mg/ml, y
mas preferentemente por lo menos 5 mg/ml, por lo menos 10 mg/ml, por lo menos 15 mg/ml, por lo menos 25
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mg/ml, por lo menos 30 mg/ml, por lo menos 40 mg/ml, por lo menos 50 mg/ml, por lo menos 60 mg/ml, por lo
menos 70 mg/ml, por lo menos 80 mg/ml, por lo menos 90 mg/ml o por lo menos 100 mg/ml.

Las composiciones de la invencion pueden formularse en formas neutras o salinas. Entre las sales
farmacéuticamente aceptables se incluyen las formadas con aniones, tales como las derivadas de los acidos
clorhidrico, fosforico, acético, oxalico, tartarico, etc., y los formados con cationes, tales como los derivados de
sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina,
procaina, etc.

La cantidad de un agente profilactico o terapéutico (por ejemplo, un anticuerpo de la invencion), o composicion
de la invencion, que resultara eficaz en la prevencion, control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada
por hLIGHT podra determinarse mediante técnicas clinicas estandares.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, una dosis de un anticuerpo o de una composicion que resulta en un
titulo sérico de entre aproximadamente 0,1 pg/ml y aproximadamente 450 pg/ml, y en algunas formas de
realizacion de por lo menos 0,1 pg/ml, de por lo menos 0,2 pug/ml, de por lo menos 0,4 pg/ml, de por lo menos 0,5
pg/ml, de por lo menos 0,6 pg/ml, de por lo menos 0,6 pg/ml, de por lo menos 0,8 pug/ml, de por lo menos 1
pg/ml, de por lo menos 1,5 pg/ml, y preferentemente de por lo menos 2 pg/ml, de por lo menos 5 pg/ml, de por lo
menos 10 pg/ml, de por lo menos 15 pg/ml, de por lo menos 20 pg/ml, de por lo menos 25 pg/ml, de por lo
menos 30 pg/ml, de por lo menos 35 pg/ml, de por lo menos 40 pg/ml, de por lo menos 50 pg/ml, de por lo
menos 75 pg/ml, de por lo menos 100 pg/ml, de por lo menos 125 pg/ml, de por lo menos 150 pg/ml, de por lo
menos 200 pg/ml, de por lo menos 250 pg/ml, de por lo menos 300 pg/ml, de por lo menos 350 pg/ml, de por lo
menos 400 pg/ml, de por lo menos 450 pg/ml, puede administrarse en un ser humano para la prevencion,
control, tratamiento y/o alivio de una enfermedad mediada por hLIGHT. Ademas, pueden utilizarse
opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar los intervalos de dosis 6ptimos. La dosis exacta que
debe utilizarse en la formulacién también dependera de la via de administracion y de la gravedad de la
enfermedad mediada por hLIGHT, y debera ser decidida segun el criterio del médico y las circunstancias de cada
paciente.

Las dosis eficaces pueden extrapolarse a partir de las curvas de dosis-respuesta derivadas a partir de sistemas
experimentales in vitro o de modelo animal.

Para los anticuerpos de la invencion, la dosis administrada en el paciente tipicamente es de entre 0,1 mg/kg y
100 mg/kg del peso corporal del paciente. En algunas formas de realizacién, la dosis administrada en el paciente
es de aproximadamente 1 mg/kg y aproximadamente 75 mg/kg del peso corporal del paciente. Preferentemente,
la dosis administrada en el paciente es de entre 1 mg/kg y 20 mg/kg de peso corporal del paciente, mas
preferentemente de entre 1 mg/kg y 5 mg/kg del peso corporal del paciente. Generalmente, los anticuerpos
humanos presentan una semivida mas larga dentro del cuerpo humano que los anticuerpos de otras especies
debido a la respuesta inmunoldgica a los polipéptidos foraneos. De esta manera, las dosis mas bajas de los
anticuerpos humanos y la administracion menos frecuente en muchas ocasiones resultan posibles. Ademas, la
dosis y frecuencia de administracion de los anticuerpos de la invencidon puede reducirse incrementando la
incorporacion y penetracion en los tejidos de los anticuerpos mediante modificaciones, tales como, por ejemplo,
la lipidacion.

En una forma de realizacion, aproximadamente 100 mg/kg o menos, aproximadamente 75 mg/kg o menos,
aproximadamente 50 mg/kg o menos, aproximadamente 25 mg/kg o menos, aproximadamente 10 mg/kg o
menos, aproximadamente 5 mg/kg o menos, aproximadamente 1 mg/kg o menos o aproximadamente 0,5 mg/kg
0 menos, o aproximadamente 0,1 mg/kg o menos de un anticuerpo de la invencién se administran 5 veces, 4
veces, 3 veces, 2 veces o, preferentemente, 1 vez para controlar una enfermedad mediada por hLIGHT. En
algunas formas de realizacién, un anticuerpo de la invencion se administra aproximadamente 1 a 12 veces, en el
que las dosis pueden administrarse segun resulte necesario, por ejemplo, semanalmente, quincenalmente,
mensualmente, bimensualmente, trimestralmente, etc., segin determine el médico. En algunas formas de
realizacion, puede administrarse una dosis inferior (por ejemplo 1 a 15 mg/kg) mas frecuentemente (por ejemplo,
3 a 6 veces). En otras formas de realizacion, puede administrarse una dosis superior (por ejemplo, 25 a 100
mg/kg) menos frecuentemente (por ejemplo, 1 a 3 veces). Sin embargo, tal como resultard evidente para el
experto en la materia, otras cantidades y programas de administracion resultaran facilmente determinables y
estaran comprendidos dentro del alcance de la invencion.

En una forma de realizaciéon especifica, aproximadamente 100 mg/kg, aproximadamente 75 mg/kg o menos,
aproximadamente 50 mg/kg o menos, aproximadamente 25 mg/kg o menos, aproximadamente 10 mg/kg o
menos, aproximadamente 5 mg/kg o menos, aproximadamente 1 mg/kg o menos o aproximadamente 0,5 mg/kg
0 menos, o aproximadamente 0,1 mg/kg o menos de un anticuerpo de la invencion en una formulacion de
liberacién sostenida se administran en el sujeto, preferentemente un ser humano, para evitar, controlar, tratar y/o
aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT. En otra forma de realizacion especifica, un bolo de
aproximadamente 100 mg/kg, aproximadamente 75 mg/kg o menos, aproximadamente 50 mg/kg o menos,
aproximadamente 25 mg/kg o menos, aproximadamente 10 mg/kg o menos, aproximadamente 5 mg/kg o menos,
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aproximadamente 1 mg/kg o menos o aproximadamente 0,5 mg/kg o menos, o aproximadamente 0,1 mg/kg o
menos de un anticuerpo de la invencién no en formulacion de liberacion sostenida se administra en el sujeto,
preferentemente un ser humano, para prevenir, controlar, tratar y/o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT,
y tras un determinado periodo de tiempo, aproximadamente 100 mg/kg, aproximadamente 75 mg/kg o menos,
aproximadamente 50 mg/kg o menos, aproximadamente 25 mg/kg o menos, aproximadamente 10 mg/kg o
menos, aproximadamente 5 mg/kg o menos, aproximadamente 1 mg/kg o menos o aproximadamente 0,5 mg/kg
0 menos, o aproximadamente 5 mg/kg o menos de un anticuerpo de la invencion en una formulacién de
liberaciéon sostenida se administran en dicho sujeto (por ejemplo por via intranasal o intramuscular) dos, tres o
cuatro veces (preferentemente una vez). Segin la presente forma de realizacion, un determinado periodo de
tiempo puede ser 1 a 5 dias, una semana, dos semanas 0 un mes.

En algunas formas de realizacién, se administra una Unica dosis de un anticuerpo de la invencion en el paciente
con el fin de prevenir, controlar, tratar y/o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce veces, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho,
diecinueve, veinte, veintiuno, veintidds, veintitrés, veinticuatro, veinticinco o veintiséis a intervalos quincenales
(por ejemplo, cada aproximadamente 14 dias) durante el curso de un afio, en el que la dosis se selecciona de
entre el grupo que consiste en aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1
mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente
20 mg/kg, aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 35 mg/kg, v
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 55
mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 65 mg/kg, aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente
75 mgl/kg, aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 85 mg/kg, aproximadamente 90 mg/kg,
aproximadamente 95 mg/kg, aproximadamente 100 mg/kg, o una combinacion de las mismas (es decir, cada
dosis mensual puede ser 0 no idéntica).

En otra forma de realizacién, se administra una Gnica dosis de un anticuerpo de la invencion en el paciente con el
fin de prevenir, controlar, tratar y/o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez, once o doce veces a intervalos aproximadamente mensuales (por ejemplo cada
aproximadamente 30 dias) durante el curso de un afio, en el que la dosis se selecciona de entre el grupo que
consiste en aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente 20
mg/kg, aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 35 mg/kg, Vv
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 45 mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 55
mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 65 mg/kg, aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente
75 mgl/kg, aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 85 mg/kg, aproximadamente 90 mg/kg,
aproximadamente 95 mg/kg, aproximadamente 100 mg/kg, o una combinacion de las mismas (es decir, cada
dosis mensual puede ser 0 no idéntica).

En una forma de realizacion, se administra una Unica dosis de un anticuerpo de la invencion en el paciente con el
fin de prevenir, controlar, tratar y/o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT dos, tres, cuatro, cinco o seis
veces a intervalos aproximadamente quincenales (por ejemplo de cada aproximadamente 60 dias) durante el
curso de un afio, en el que la dosis se selecciona de entre el grupo que consiste en aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10
mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente
30 mg/kg, aproximadamente 35 mg/kg, v aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 45 mg/kg,
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 55 mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 65
mg/kg, aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 75 mg/kg, aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente
85 mg/kg, aproximadamente 90 mg/kg, aproximadamente 95 mg/kg, aproximadamente 100 mg/kg, o una
combinacién de las mismas (es decir, cada dosis bimensual puede ser o no idéntica).

En algunas formas de realizacién, se administra una Unica dosis de un anticuerpo de la invencion en el paciente
con el fin de prevenir, controlar, tratar y/o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT dos, tres o cuatro veces a
intervalos aproximadamente trimestrales (por ejemplo cada aproximadamente 120 dias) durante el curso de un
afo, en el que la dosis se selecciona de entre el grupo que consiste en aproximadamente 0,1 mg/kg,
aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10
mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente
30 mg/kg, aproximadamente 35 mg/kg, v aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 45 mg/kg,
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 55 mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 65
mg/kg, aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 75 mg/kg, aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente
85 mg/kg, aproximadamente 90 mg/kg, aproximadamente 95 mg/kg, aproximadamente 100 mg/kg, o una
combinacién de las mismas (es decir, cada dosis trimensual puede ser o no idéntica).

En determinadas formas de realizacion, la via de administracion para una dosis de un anticuerpo de la invencion
en el paciente es intranasal, intramuscular, intravenosa o una combinacion de las mismas, aunque otras rutas
indicadas en la presente memoria también resultan aceptables. Cada dosis puede administrarse o no por una via
de administracion idéntica. En algunas formas de realizacion, puede administrarse un anticuerpo de la invencion
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por multiples vias de administracién simultdnea o posteriormente a otras dosis del mismo anticuerpo o de
anticuerpos diferentes de la invencion.

En determinadas formas de realizacién, se administran anticuerpos de la invencion profilactica o
terapéuticamente en el sujeto. Los anticuerpos de la invencién pueden administrarse profilactica o
terapéuticamente en el sujeto a fin de prevenir, reducir o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT o sintoma
de la misma.

Terapia génica

En una forma de realizacién especifica, se administran &cidos nucleicos que comprenden secuencias
codificantes de anticuerpos de la invencion o derivados funcionales de los mismos, con el fin de prevenir,
controlar, tratar y/o aliviar una enfermedad mediada por hLIGHT mediante terapia génica. La terapia génica se
refiere a una terapia realizada mediante la administracién en el sujeto de un acido nucleico expresado o
expresable. En una forma de realizacion de la invencion, los acidos nucleicos producen su anticuerpo codificado
y el anticuerpo media en un efecto profilactico o terapéutico.

Pueden utilizarse cualesquiera de los métodos de terapia génica disponibles de la técnica segin la presente
invencion. Se describen a continuacion procedimientos ejemplificativos.

Para una revision general de los métodos de terapia génica, ver Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 12:488-505,
1993; Wu y Wu, Biotherapy 3:87-95, 1991; Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596, 1993;
Mulligan, Science 260:926-932, 1993, y Morgan y Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217, 1993, TIBTECH
11(5):155-215, mayo de 1993. Los métodos comunmente conocidos de la técncica de la tecnologia del ADN
recombinante que pueden utilziarse se describen en Ausubel et al. (editores), Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, NY, 1993, y Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton
Press, NY, 1990.

En una forma de realizacion preferente, una composicion de la invencion comprende &cidos nucleicos
codificantes de un anticuerpo de la invencion, siendo parte dichos acidos nucleicos de un vector de expresion
que expresa el anticuerpo o proteinas quimeéricas o las cadenas pesadas o ligeras de los mismos en un huésped
adecuado. En particular, dichos &cidos nucleicos presentan promotores, preferentemente promotores
heterologos, ligados operablemente a una regién codificante de anticuerpo, siendo dicho promotor inducible o
constitutivo y, opcionalmente, especifico de tejido. En otra forma de realizacion particular, se utilizan moléculas
de acidos nucleicos en las que las secuencias codificantes de anticuerpos y cualesquiera otras secuencias
deseadas se encuentran flanqueadas por regiones que inducen la recombinacién homologa en un sitio deseado
en el genoma, proporcionando de esta manera la expresion intracromosémica de los acidos nucleicos
codificantes de anticuerpo (Koller y Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935, 1989; Zijlstra et al.,
Nature 342:435-438, 1989). En algunas formas de realizacion, la molécula de anticuerpo expresada es un
anticuerpo de cadena sencilla; alternativamente, entre las secuencias de acidos nucleicos se incluyen
secuencias codificantes de tanto las cadenas pesadas como las ligeras, o fragmentos de las mismas, del
anticuerpo.

La administracion de los acidos nucleicos en el sujeto puede ser directa, en cuyo caso el sujeto es expuesto
directamente al &cido nucleico o a vectores portadores de los &cidos nucleicos, o indirecta, en cuyo caso, las
células se transforman en primer lugar con los acidos nucleicos in vitro y después se trasplantan en el sujeto.
Estos dos enfoques son conocidos como terapia génica in vivo y ex vivo, respectivamente.

En una forma de realizacion especifica, las secuencias de acidos nucleicos se administran directamente in vivo,
en donde las secuencias se expresan produciendo el producto codificado. Lo anterior puede llevarse a cabo
mediante cualquiera de los numerosos métodos conocidos de la técnica, por ejemplo mediante la construccion
de los mismos como parte de un vector de expresion de acidos nucleicos apropiado y la administracion del vector
de manera que las secuencias sean intracelulares, por ejemplo mediante la infeccién con retrovirus defectivos o
atenuados u otros vectores viricos (ver la patente US n°® 4.980.286), o mediante la inyeccion directa del ADN
desnudo, o mediante la utilizacién del bombardeo de microparticulas (por ejemplo, una pistola génica; Biolistic,
Dupont) o el recubrimiento con lipidos o receptores de superficie celular o agentes transfectantes, el encapsulado
en liposomas, microparticulas o microcapsulas, o0 mediante la administracion de los mismos unidos a un péptido
que es conocido que entra en el nicleo, mediante la administracion del mismo unido a un ligando sujeto a
endocitosis mediada por receptores (ver, por ejemplo, Wu y Wu, J. Biol. Chem. 262:4429-4432, 1987) (que
pueden utilizarse para transportarse dirigidamente a tipos celulares que expresan especificamente los
receptores), etc. En otra forma de realizacion, pueden formarse complejos de acidos nucleicos-ligandos en los
que el ligando comprende un péptido virico fusogénico, los cuales alteran los endosomas, permitiendo que el
acido nucleico evite la degradacion lisosémica. En todavia otra forma de realizacion, el &cido nucleico puede
transportarse dirigidamente in vivo para la incorporacion y expresion especifica en la célula especifica, mediante
el transporte dirigido a un receptor especifico (ver, por ejemplo, las publicaciones de patente PCT n° WO
92/06180, n°® WO 92/22635, n°® WO 92/20316, n°® WO 93/14188 y n°® WO 93/20221). Alternativamente, el acido
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nucleico puede introducirse intracelularmente e incorporarse dentro del ADN de la célula hospedadora para la
expresion, mediante recombinacion homéloga (Koller y Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935, 1989,
y Zijlstra et al., Nature 342:435-438, 1989).

En una forma de realizacidn especifica, se utilizan vectores viricos que contienen secuencias de acidos nucleicos
codificantes de un anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, puede utilizarse un vector retrovirico (ver Miller et al.,
Meth. Enzymol. 217:581-599, 1993). Estos vectores retroviricos contienen los componentes necesarios para el
empaquetamiento correcto del genoma virico y la integracion en el ADN de la célula hospedadora. Las
secuencias de &cidos nucleicos codificantes del anticuerpo que debe utilizarse en la terapia génica pueden
clonarse en uno o mas vectores, facilitando la administracion del gen en el sujeto. Puede encontrarse mas
informacién sobre los vectores retroviricos en Boesen et al., Biotherapy 6:291-302, 1994, que describe la
utilizacion de un vector retrovirico para administrar el gen mdr 1 en células madre hematopoyéticas con el fin de
que las células madre resulten mas resistentes a la quimioterapia. Otras referencias que ilustran la utilizacién de
vectores retroviricos en terapia génica son: Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651, 1994; Klein et al., Blood
83:1467-1473, 1994; Salmons y Gunzberg, Human Gene Therapy 4:129-141, 1993; y Grossman y Wilson, Curr.
Opin. In Genetics and Devel. 3:110-114, 1993.

Los adenovirus son otros vectores viricos que pueden utilizarse en terapia génica. Los adenovirus resultan
vehiculos especialmente atractivos para la administracion de genes en los epitelios respiratorios. Los adenovirus
infectan naturalmente los epitelios respiratorios, en donde provocan una enfermedad leve. Otras dianas para los
sistemas de administracion basados en adenovirus son el higado, el sistema nervioso central, las células
endoteliales y los musculos. Los adenovirus presentan la ventaja de que son capaces de infectar células que no
se dividen. Kozarsky y Wilson, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503, 1993, presentan una
revision de la terapia génica basada en adenovirus. Bout et al., Human Gene Therapy 5:3-10, 1994, demuestran
la utilizacion de vectores adenoviricos para transferir genes a los epitelios respiratorios de monos Rhesus.
Pueden encontrarse otros casos de utilizacion de adenovirus en terapia génica en Rosenfeld et al., Science
252:431-434, 1991; Rosenfeld et al., Cell 68:143-155, 1992; Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234, 1993;
publicacion de patente PCT n® WO 94/12649, y Wang et al., Gene Therapy 2:775-783, 1995. En una forma de
realizacién preferente, se utilizan vectores adenoviricos.

Los virus adenoasociados (VAA) también han sido propuestos para la utilizacion en la terapia génica (Walsh et
al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300, y patente US n° 5.436.146).

Otro enfoque de la terapia génica implica transferir un gen a células en un cultivo de tejidos mediante métodos
tales como la electroporacién, lipofeccion, transfeccion mediada por fosfato de calcio o infeccion virica.
Habitualmente, el método de transferencia incluye la transferencia de un marcador seleccionable a las células. A
continuacioén, las células se someten a seleccion para aislar aquellas células que han incorporado y estan
expresando el gen transferido. Seguidamente las células se administran en el sujeto.

En dicha forma de realizacién, se introduce el acido nucleico en la célula antes de la administracién in vivo de la
célula recombinante resultante. Dicha introduccion puede llevarse a cabo mediante cualquier método conocido
de la técnica, incluyendo, aunque sin limitacion, la transfeccion, la electroporacién, la microinyeccion, la infeccion
con un vector virico o bacteri6fago que contiene las secuencias de acidos nucleicos, la fusion celular, la
transferencia génica mediada por cromosomas, la transferencia génica mediada por microcélulas, la fusion de
esferoplastos, etc. Se conocen de la técnica numerosas técnicas para la introduccion de genes foraneos en las
células (ver, por ejemplo, Loeffler y Beher, Meth. Enzymol. 217:599-618, 1993; Cohen et al., Meth. Enzymol.
217:618-644, 1993; Clin. Pharma. Ther. 29:69-92, 1985) y pueden utilizarse segun la presente invencion, con la
condicion de que no se alteren las funciones del desarrollo y fisiolégicas necesarias de las células receptores. La
técnica deberia proporcionar la transferencia estable del acido nucleico a la célula, de manera que el acido
nucleico sea expresable por la célula y preferentemente heredable y expresable por su progenie celular.

Las células recombinantes resultantes pueden administrarse en el sujeto mediante diversos métodos conocidos
de la técnica. Las células sanguineas recombinantes (por ejemplo, las células madre o progenitoras
hematopoyéticas) preferentemente se administran por via intravenosa. La cantidad de células contemplada para
la utilizacién depende del efecto deseado, el estado del paciente, etc., y puede ser determinada por el experto en
la materia.

Las células en las que puede introducirse un acido nucleico para los fines de la terapia génica comprenden
cualquier tipo celular disponible deseado, y entre ellas se incluyen, aunque sin limitacion, células epiteliales,
células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, células musculares, hepatocitos, células sanguineas tales como
linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macrofagos, neutrofilos, eosinéfilos, megacariocitos, granulocitos, diversas
células madre o progenitoras, en particular células madre o progenitoras hematopoyéticas, por ejemplo tal como
se obtienen de médula 6sea, sangre del cordon umbilical, sangre periférica, higado fetal, etc.

En una forma de realizacion preferida, las células utilizadas para la terapia génica son autélogas del sujeto.
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En una forma de realizacion en la que se utilizan células recombinantes en terapia génica, las secuencias de
acidos nucleicos codificantes de un anticuerpo de la invencion se introducen en la célula de manera que sean
expresables por las células o su progenie, y a continuacion se administran las células recombinantes in vivo para
el efecto terapéutico. En una forma de realizacién especifica, se utilizan células madre o progenitoras.
Potencialmente pueden utilizarse con dicha forma de realizacién de la presente invencion cualesquiera células
madre y/o progenitoras que puedan aislarse y mantenerse in vitro (ver, por ejemplo, la publicacién de patente
PCT n° WO 94/08598; Stemple y Anderson, Cell 7 1:973-985, 1992; Rheinwald, Meth. Cell Biol. 21A:229, 1980, y
Pittelkow y Scott, Mayo Clinic Proc. 61:771, 1986).

En una forma de realizacion especifica, el acido nucleico que debe introducirse para los fines de la terapia génica
comprende un promotor inducible ligado operablemente a la regién codificante, de manera que la expresion del
acido nucleico es controlable mediante el control de la presencia o ausencia del inductor de transcripcion
apropiado.

Utilizacion diagndstica de anticuerpos

Los anticuerpos marcados de la invencién y derivados y analogos de los mismos, que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT, pueden utilizarse con fines diagndsticos para detectar,
diagnosticar o monitorizar una enfermedad mediada por hLIGHT. La invencion proporciona métodos para la
deteccién de una enfermedad mediada por hLIGHT, que comprenden: (a) someter a ensayo la expresion de un
antigeno hLIGHT en células o ene una muestra de tejido de un sujeto utilizando uno o méas anticuerpos de la
invencion que se une inmunoespecificamente al antigeno hLIGHT, y (b) comparar el nivel del antigeno hLIGHT
con un nivel de control, por ejemplo, niveles en muestras de tejido normales (por ejemplo, de un paciente que no
presenta una enfermedad mediada por hLIGHT, o del mismo paciente antes de la aparicion de la enfermedad),
en donde un incremento del nivel sometido a ensayo de antigeno hLIGHT en comparacién con el nivel de control
del antigeno hLIGHT es indicativo de una enfermedad mediada por hLIGHT.

La invencion proporciona un ensayo diagnoéstico para diagnosticar una enfermedad mediada por hLIGHT, que
comprende: (a) someter a ensayo un nivel de un antigeno hLIGHT en células o en una muestra de tejido de un
individuo utilizando uno o méas anticuerpos de la invencidon que se unen inmunoespecificamente a un antigeno
hLIGHT, y (b) comparar el nivel del antigeno hLIGHT con un nivel de control, por ejemplo niveles en muestras de
tejido normales, en donde un incremento del nivel de antigeno hLIGHT sometido a ensayo en comparacion con
el nivel de control del antigeno hLIGHT es indicativo de una enfermedad mediada por hLIGHT. Un diagndstico
mas definitivo de una enfermedad mediada por hLIGHT podria permitir a los profesionales sanitarios utilizar
medidas preventivas o un tratamiento agresivo mas precozmente, previniendo de esta manera el desarrollo o
progresion posterior de la enfermedad mediada por hLIGHT.

Los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse para someter a ensayo los niveles de antigeno hLIGHT en una
muestra biolégica utilizando métodos inmunohistologicos clésicos, tal como se indica en la presente memoria o
tal como es conocido por el experto en la materia (por ejemplo, ver Jalkanen et al., J. Cell. Biol. 101:976-985,
1983, y Jalkanen et al., J. Cell. Biol. 105:3087-3096, 1987). Entre otros métodos basados en anticuerpos que
resultan utiles para detectar la expresién génica de proteinas se incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo
de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA) y el radioinmunoensayo (RIA). Los marcajes de ensayo de
anticuerpos adecuados son conocidos de la técnica y entre ellos se incluyen marcajes enzimaticos, tales como,
la_glucosa oxidasa; isétopos radioactivos, tales como yodo (**°1, "), carbono (**C), azufre (**S), tritio (*H), indio
(**'In) y tecnecio (*°Tc); marcajes luminiscentes, tales como el luminol; y marcajes fluorescentes, tales como la
fluoresceina, la rodamina y la biotina.

Un aspecto de la invencion es la deteccion y el diagndstico de una enfermedad mediada por hLIGHT en un ser
humano. En una forma de realizacion, el diagnéstico comprende: a) administrar (por ejepmlo, por via parenteral,
subcutdnea o intraperitoneal) en u nsujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo marcado dque se une
inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT, b) esperar un intervalo de tiempo tras la administracion para
permitir que el anticuerpo marcado se concentre preferentemente en sitios en el sujeto en los que se exprsa el
ant’gieno hLIGHT (y para que la molécula marcada no unida sea lavada hasta el nivel de fondo), c) determinar el
nive Ide fondo, y d) detectar el anticuerpo marcado en el suejto, de manera que la deteccidon de anticuerpo
marcado a un nivel superior al de fondo indica que el sujeto presenta una enfermedad meidada por hLIGHT. El
nivel de fondo puede determinarse medinat ediversos métodos, incluyendo, comparar la cantidad de molécula
marcada detectada con un valor estdndar previamente determinado para un sistema particular.

Se aprecia en la técnica que el tamafio del sujeto y el sistema de obtencion de imagenes utilizado determinara la
cantidad de fraccion de obtencion de imagenes necesaria para producir imagenes diagnosticas. En el caso de
una fraccion de is6topo radioactivo, para un sujeto humano, la cantidad de radioactividad inyectada normalmente
se encontrard comprenddia entre aproximadamente 5 y 20 milicurios de **Tc. A continuacién, el anticuerpo
marcado se acumulara preferentemente en la localizacién delas células que contiene la proteina especifica. La
obtencién de imagenes tumorales in vivo se describe en S.W. Burchiel et al., Immunopharmacokinetics of
Radiolabeled Antibodies and Their Fragments (capitulo 13 en Tumor Imaging: The Radiochemical Detection of
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Cancer, S.W. Burchiel y B.A. Rhodes, editores, Masson Publishing Inc., 1982).

Dependiendo de varias variables, incluyendo el tipo de marcaje utilizado y el modo de administracion, el itnervalo
de tiempo tras la administracion que permite que el anticuerpo marcado se concentre preferentmenet een sitios
en el sujeto y para que el anticuerpo marcado no unido se lave hasta el nviel de fondo es de 6 a 48 horas o de 6
a 24 horas o de 6 a 12 horas. En otra forma de realizacion, el intervalo de tiempo tras la administracion es de 5 a
20 dias o de 5 a 10 dias.

En una forma de realizacion, la monitorizacién de una enfermedad mediada por hLIGHT se lleva a cabo
mediante la repeticion del método de diagnéstico de una enfermedad mediad apor hLIGHT, por ejemplo, un mes
después del diagndstico inicial, seis meses después del diagnéstico inicial, un afio después del diagnoéstico
inicial, etc.

La presencia de la molécula marcada puede detectarse en el sujeto utilizando métodos conocidos de la técnica
para el escaneo in vivo. Estos métodos dependen del tipo de marcaje utilizado. El experto en la materia podra
determinar el método apropiado de deteccion de un marcaje particular. Entre los métodos y dispositivos que
pueden utilizarse en los métodos diagnésticos de la invencién se incluyen, aunque sin limitacion, la tomografia
computerizada (TC), el escaneo de cuerpo completo, tal como la tomografia de emision de positrones (TEP), las
imagenes de resonancia magnética (IRM) y la sonografia.

En una forma de realizacion especifica, la molécula se marca con un isétopo radioactivo y se detecta en el
paciente utilizando un instrumento quirdrgico sensible a la radiacion (Thurston et al., patente US n° 5.441.050).
En otra forma de realizacion, la molécula se marca con un compuesto fluorescente y se detecta en el paciente
utilizando un instrumento de escaneo sensible a la fluorescencia. En otra forma de realizacién, la molécula se
marca con un metal emisor de positrones y se detecta en el paciente utilizando tomografia de emision de
positrones. En todavia otra forma de realizacion, la molécula se marca con un marcaje paramagnético y se
detecta en el paciente utilizando la obtencion de imagenes de resonancia magnética (IRM).

Métodos de produccion de anticuerpos

Los anticuerpos de la invencidn que se unen inmunoespecificamente a un antigeno pueden producirse mediante
cualquier método conocido de la técnica para la sintesis de anticuerpos, en particular, mediante sintesis quimica
o preferentemente mediante técnicas de expresion recombinante. La préactica de la invencion utiliza, a menos
que se indique lo contrario, técnicas convencionales de biologia molecular, microbiologia, analisis genético, ADN
recombinante, quimica organica, bioquimica, PCR, sintesis y modificacion de oligonuclettidos, hibridacion de
acidos nucleicos y campos relacionados comprendidos dentro de los conocimientos que posee el experto en la
materia. Estas técnicas de describen en las referencias citadas en la presente memoria y se explican
completamente en la literatura. Ver, por ejemplo, Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1982; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; Ausubel et al.,, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987 y actualizaciones anuales); Current Protocols in Immunology, John
Wiley & Sons (1987 y actualizaciones anuales) Gait (ed.), Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL
Press, 1984; Eckstein (ed.), Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, IRL Press, 1991; Birren et al.
(editores), Genome Analysis: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999.

Los anticuerpos policlonales que se unen inmunoespecificamente a n antigeno pueden producirse mediante
diversos procedimientos bien conocidos de la técnica. Por ejemplo, puede administrarse un antigeno humano en
diversos animales huésped, incluyendo, aunque sin limitacion, conejos, ratones, ratas, etc., con el fin de inducir
la produccion de sueros que contienen anticuerpos policlonales especificos para el antigeno humano. Pueden
utilizarse diversos adyuvantes para incrementar la respuesta inmunolégica, segun la especie huésped, y entre
ellos se incluyen, aunque sin limitacion, solucion de Freund (completo e incompleto), geles minerales, tales como
hidroxido de aluminio, sustancias activas en superficie, tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
péptidos, emulsiones de aceite, hemocianinas de lapa americana, dinitrofenol y adyuvantes humanos
potencialmente utiles, tales como BCG (bacillus Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Dichos
adyuvantes también son bien conocidos de la técnica.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales utilizando una amplia diversidad de técnicas conocidas,
incluyendo la utilizaciébn de tecnologias de hibridoma, de recombinacion y de expresién fagica, o una
combinacién de las mismas. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos monoclonales utilizando técnicas de
hibridoma, incluyendo las conocidas de la técnica y que se ensefian en, por ejemplo, Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2a edicion, 1988); Hammerling et al., en: Monoclonal
Antibodies and T-Cell Hybridomas 563 681 (Elsevier, N.Y., 1981). La expresion “anticuerpo monoclonal” tal como
se utiliza en la presente memoria no se encuentra limitada a anticuerpos producidos mediante la tecnologia del
hibridoma. Otros métodos ejemplificativos de produccion de anticuerpos monoclonales se comentan en otros
sitios de la presente memoria, tal como, por ejemplo, la utilizacién de KM mouse™. Se proporcionan métodos
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ejemplificativos adicionales de produccién de anticuerpos monoclonales en los Ejemplos de la presente memoria.

Los métodos para producir y cribar anticuerpos especificos utilizando tecnologia del hibridoma son rutinarios y
bien conocidos de la técnica. Brevemente, pueden inmunizarse ratones con un antigeno hLIGHT y tras detectar
una respuesta inmunolégica, por ejemplo, se detectan anticuerpos especificos para el antigeno hLIGHT en el
suero del raton, se recolecta el bazo del ratén y se aislan los esplenocitos. A continuacion, se fusionan los
esplenocitos mediante técnicas bien conocidas con cualesquiera células de mieloma adecuadas, por ejemplo,
células de la linea celular SP20 disponible de la ATCC. Los hibridomas se seleccionan y se clonan mediante
dilucion limitante.

Ademaés, puede utilizarse una técnica RIMMS (sitios multiples de inmunizacién repetida) para inmunizar un
animal (Kilptrack et al., Hybridoma 16:381-9, 1997). A continuacion, los clones de hibridoma se someten a
ensayo mediante métodos conocidos de la técnica para células que secretan anticuerpos capaces de unirse a un
polipéptido e la invencion. El liquido ascites, que generalmente contiene niveles elevados de anticuerpos, puede
generarse mediante la inmunizacién de ratones con clones de hibridoma positivos.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona métodos para generar anticuerpos mediante el
cultivo de una célula de hibridoma que secreta un anticuerpo modificado e la invencion, en el que,
preferentemente, se genera el hibridoma mediante la fusién de esplenocitos aislados a partir de un raton
inmunizado con un antigeno hLIGHT, con células de mieloma, y después se criban los hibridomas resultantes de
la fusion para clones de hibridoma que secretan un anticuerpo capaz de unirse al antigeno hLIGHT.

Los fragmentos de anticuerpo que reconocen antigenos hLIGHT especificos pueden generarse mediante
cualquier técnica conocida por el experto en la materia. Por ejemplo, pueden producirse fragmentos Fab y F(ab’),
de la invencion mediante corte proteolitico de moléculas de inmunoglobulina, utilizando enzimas, tales como la
papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab’)z). Los fragmentos F(ab’),
contienen la regién variable, la regién constante de la cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada.
Ademas, los anticuerpos de la presente invencion también pueden generarse utilizando diversos métodos de
expresion fagica conocidos de la técnica.

Por ejemplo, también pueden generarse anticuerpos utilizando diversos métodos de expresion fagica. En los
métodos de expresion fagica, se expresan dominios de anticuerpo funcionales sobre la superficie de las
particulas fagicas que portan las secuencias polinucledtidas que los codifican. En particular, se amplifican
secuencias de ADN codificantes de los dominios VH y VL a partir de bibliotecas de ADNc animales (por ejemplo,
bibliotecas de ADNc humanas o murinas de los tejidos afectados). El ADN codificante de los dominios VH y VL
se recombina con un conector scFv mediante PCR y se clona en un vector fagémido. El vector se electropora en
E. coliy se utiliza éste es infectado por fago ayudante. El fago utilizado en estos métodos tipicamente es un fago
filamentoso, incluyendo fd y M13, y los dominios VH y VL habitualmente se fusionan recombinantemente al gen
fagico 1l o VIII. El fago que expresan un dominio de unién a antigeno que se une a un antigeno particular puede
seleccionarse o identificarse con antigeno, por ejemplo, utilizando antigeno marcado o antigeno unido o
capturado en una superficie sélida o perla. Entre los ejemplos de métodos de expresion fagica que pueden
utilizarse para generar los anticuerpos de la presente invencion se incluyen los dados a conocer en Brinkman et
al., J. Immunol. Methods. 182:41-50, 1995; Ames et al., J. Immunol. Methods 184:177-186, 1995; Kettleborough
et al.,, Eur. J. Immunol. 24:952-958, 1994: Persic et al., Gene 187:9-18, 1997; Burton et al., Advances in
Immunology 57:191-280,1994; publicacién de patente PCT n°® GB91/0O1 134, y las publicaciones de patente
internacional n® WO 90/02809, WO 91/10737, WO 92/01047, WO 92/18619, WO 93/1 1236, WO 95/15982, WO
95/20401 y WO97/13844, y las patentes US n° 5.698.426, 5.223.409, 5.403.484, 5.580.717, 5.427.908,
5.750.753, 5.821.047, 5.571.698, 5.427.908, 5.516.637, 5.780.225, 5.658.727, 5.733.743 y 5.969.108.

Tal como se ha indicado en las referencias anteriormente indicadas, tras la seleccion fagica, las regiones
codificantes del anticuerpo en el fago pueden aislarse y utilizarse para generar anticuerpos completos,
incluyendo anticuerpos humanos, o cualquier otro fragmento de unién a antigeno deseado, y expresarse en
cualquier huésped deseado, incluyendo células de mamifero, células de insecto, células vegetales, levaduras y
bacterias, por ejemplo, tal como se indica posteriormente. Las técnicas para producir recombinantemente los
fragmentos Fab, Fab’ y F(ab’), también pueden utilizarse mediante métodos conocidos de la técnica, tales como
los dados a conocer en la publicacién de patente PCT n°® WO 92/22324, Mullinax et al., BioTechniques 12(6):864-
869, 1992; Sawai et al., AJRI 34:26-34, 1995; y Better et al., Science 240:1041-1043, 1988.

Con el fin de generar anticuerpos completos, los cebadores de PCXR, incluyendo las secuencias de nucleétidos
de VH o VL, un sitio de restriccion y una secuencia flanqueante para proteger el sitio de restriccion, pueden ser
utilizados para amplificar las secuencias de VH o VL en clones de scFv. Utilizando técnicas de clonacion
conocidas por el experto en la materia, los dominios VH amplificados por PCR pueden clonarse en vectores que
expresan una region constante de VH, por ejemplo, la regiéon constante gamma 4 humana y los dominios VL
amplificados por PCR pueden clonarse en vectores que expresan una region constante de VL, por ejemplo,
regiones constantes kappa o lambda humanas. Los dominios VH y VL también pueden clonarse en un vector que
expresa las regiones constantes necesarias. Los vectores de conversién de cadena pesada y los vectores de
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conversion de cadena ligera seguidamente se cotransfectan en lineas celulares para generar lineas celulares
estables o transitorias que expresan los anticuerpos de longitud completa, por ejemplo, 1gG, utilizando técnicas
conocidas por el experto en la materia.

Para algunos usos, incluyendo el uso in vivo de los anticuerpos en seres humanos y los ensayos de deteccion in
vitro, puede resultar preferible utilizar anticuerpos humanos o hibridos. Los anticuerpos completamente humanos
resultan particularmente deseables para el tratamiento terapéutico de sujetos humanos. Pueden generarse
anticuerpos humanos mediante una diversidad de métodos conocidos de la técnica, incluyendo métodos de
expresion fagica indicados anteriormente, utilizando bibliotecas de anticuerpos derivadas de secuencias de
inmunoglobulinas humanas. Ver también las patentes US n° 4.444.887 y n° 4.716.111, y las publicaciones de
patente internacional n® WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO
96/33735 y WO 91/10741.

En formas de realizacion preferidas, se producen anticuerpos humanos. Los anticuerpos humanos y/o los
anticuerpos totalmente humanos pueden producirse utilizando cualquier método conocido de la técnica,
incluyendo los Ejemplos proporcionados en la presente memoria. Por ejemplo, ratones transgénicos que son
incapaces de expresar inmunoglobulinas endogenas funcionales pero que pueden expresar genes de
inmunoglobulina humana. Por ejemplo, los complejos de gen de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina
humana pueden introducirse aleatoriamente o mediante recombinacion homologa en células madre embrionarias
de ratén. Alternativamente, la region variable humana, la regién constante y la region de diversidad pueden
introducirse en células madre embrionarias de raton ademas de los genes de cadena pesada y ligera humanos.
Los genes de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina de ratéon pueden convertirse en no funcionales
separada o simultdneamente mediante la introduccion de loci de inmunoglobulinas humanas mediante
recombinacion homologa. En particular, la delecion homocigética de la region Jy evita la produccion de
anticuerpos enddgenos. Las células madre embrionarias modificadas se expanden y se microinyectan en
blastocitos para producir ratones hibridos. A continuacién, se crian los ratones hibridos para producir progenie
homaocigoética que expresa los anticuerpos humanos. Los ratones transgénicos son inmunizados de la manera
habitual con un antigeno seleccionado, por ejemplo, la totalidad o una parte de un polipéptido de la invencion.
Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno pueden obtenerse de los ratones transgénicos
humanizados utilizando tecnologia de hibridoma convencional. Los transgenes de inmunoglobulina humana
alojados en los ratones transgénicos se reorganizan durante la diferenciacion de las células B y posteriormente
experimentan cambio de clase y mutaciones soméaticas. De esta manera, utilizando dicha técnica resulta posible
producir anticuerpos IgG, IgA, IgM e IgE terapéuticamente Utiles. Para una vista general de esta tecnologia para
la produccion de anticuerpos humanos, ver Lonberg y Huszar, Int. Rev. Immunol. 13:65-93, 1995). Para un
comentario detallado de esta tecnologia para la produccién de anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales
humanos y protocolos para la produccion de dichos anticuerpos, ver, por ejemplo, las publicaciones de patente
PCT n° WO 98/24893, WO 96/34096 y WO 96/33735, y las patentes US n° 5.413.923, 5.626.126, 5.633.425,
5.569.825, 5.661.016, 5.545.806, 5.814.318 y 5.939.598. Se detallan otros métodos en los Ejemplos de la
presente memoria. Ademads, puede contactarse con compariias tales como Abgenix, Inc. (Freemont, CA), y
Genpharm (San Jose, CA) para suministrar anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado
utilizando tecnologia similar a la descrita anteriormente.

Un anticuerpo hibrido es una molécula en la que se derivan diferentes partes del anticuerpo a partir de diferentes
moléculas de inmunoglobulina. Los métodos para producir anticuerpos hibridos son conocidos de la técnica. Ver,
por ejemplo, Morrison, Science 229:1202, 1985; Oi et al., BioTechniques 4:214, 1986; Gillies et al., J. Immunol.
Methods 125:191-202, 1989, y las patentes US n° 5.807.715, 4.816.567, 4.816.397 y 6.331.415.

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo o su variante o fragmento del mismo que es capaz de unirse a un
antigeno predeterminado y que comprende una region marco con sustancialmente la secuencia de aminoacidos
de una inmunoglobulina humana y una CDR con sustancialmente la secuencia de aminoacidos de una
inmunoglobulina no humana. Un anticuerpo humanizado comprende sustancialmente la totalidad de por lo
menos un, y tipicamente dos, dominios variables (Fab, Fab’, F(ab’),;, Fabc y Fv) en los que la totalidad, o
sustancialmente la totalidad, de las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina humana (es decir,
el anticuerpo donante) y la totalidad, o sustancialmente la totalidad, de las regiones marco son de una secuencia
de consenso de inmunoglobulina humana. Preferentemente, un anticuerpo humanizado comprende ademas por
lo menos una parte e una regién constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. Habitualmente el anticuerpo contendra tanto la cadena ligera como por lo menos el dominio variable de
una cadena pesada. El anticuerpo puede incluir ademas las regiones CH1, bisagra, CH2, CH3 y CH4 de la
cadena pesada. El anticuerpo humanizado puede seleccionarse de entre cualquier clase de inmunoglobulina,
incluyendo IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo, incluyendo 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Habitualmente, el
dominio constante es un dominio constante que fija el complemento en donde se desea que el anticuerpo
humanizado muestre actividad citotoxica, y la clase tipicamente es IgG1. En el caso de que dicha actividad
citotoxica no resulta deseable, el dominio constante puede ser de la clase 1IgG2. Entre los ejemplos de dominios
constantes de VL y VH que pueden utilizarse en determinadas formas de realizacion dela invencién se incluyen,
aungue sin limitacién, C-kappa y C-gamma-1 (nG1M), descritos en Johnson et al., J. Infect. Dis. 175:1215-1224,
1997, y los indicados en la patente US n° 5.824.307. El anticuerpo humanizado puede comprender secuencias
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de mas de una clase o isotipo, y la selecciéon de dominios constantes particulares para optimizar las funciones
efectoras deseadas se encuentran comprendido dentro de los conocimientos que posee el experto ordinario en la
materia. Las regiones de marco y CDR de un anticuerpo humanizado no corresponden necesariamente de
manera perfecta con las secuencias parentales, por ejemplo, la CDR donante o el marco de consenso pueden
haber sido mutagenizados por sustitucion, insercion o delecién de por lo menos un residuo de manera que el
residuo de CDR o de marco en ese sitio no corresponda con el anticuerpo de consenso o el anticuerpo
importado. Sin embargo, dichas mutaciones no seran extensas. Habitualmente, por lo menos el 75% de los
residuos del anticuerpo humanizado corresponderan a los de las secuencias de FR y CDR parentales, con mas
frecuencia el 90%, y todavia mas preferentemente, mas del 95%. Los anticuerpos humanizados pueden
producirse utilizando una diversidad de técnicas conocidas, incluyendo, aunque sin limitacion, la injertacion de
CDR (patente europea n° 239.400, la publicacion de patente internacional n°® WO 91/09967, y las patentes US n°
5.225.539, 5.530.101 y 5.585.089), el recubrimiento o resuperficializacion (patentes europeas n° 592.106 y n°
519.596; Padla, Molecular Immunology 28(4/5):489-498, 1991; Studnicka et al., Protein Engineering 7(6):805-
814, 1994, y Roguska et al., PNAS 91:969-973), 1994; la reorganizacién de cadenas (patente US n° 5.565.332) y
las técnicas dadas a conocer en, por ejemplo, las patentes US n° 6.407.213 y n°® 5.766.886, el documento n® WO
9317105; Tan et al., J. Immunol. 169:1119 25, 2002, Caldas et al., Protein Eng. 13(5):353-60, 2000; Morea et al.,
Methods 20(3):267 79, 2000; Baca et al., J. Biol. Chem. 272(16):10678-84, 1997; Roguska et al., Protein Eng.
9(10):895 904, 1996; Couto et al., Cancer Res. 55 (23 Sup.):5973s-5977s, 1995; Couto et al., Cancer Res.
55(8):1717-22, 1995; Sandhu JS, Gene 150(2):409-10, 1994, y Pedersen et al., J. Mol. Biol. 235(3):959-73, 1994.
Ver también la publicacion de patente US n°® 2005/0042664 Al (24 de feb., 2005). Con frecuencia, los residuos
de marco en las regiones de marco se sustituiran por el residuo correspondiente del anticuerpo donante de CDR
para alterar, preferentemente para mejorar, la union del antigeno. Estas sustituciones de marco se identifican
mediante métodos bien conocidos de la técnica, por ejemplo, mediante modelado de las interacciones de los
residuos de CDR y de marco para identificar los residuos de marco importantes para la unién de antigenos y la
comparacion de la secuencia para identificar los residuos de marco no habituales en posiciones particulares (ver,
por ejemplo, Queen et al., patente US n° 5.585.089, y Reichmann et al., Nature 332:323, 1988).

Los anticuerpos de dominio Unico, por ejemplo, anticuerpos que no poseen cadenas ligeras, pueden producirse
mediante métodos bien conocidos de la técnica. Ver Riechmann et al., J. Immunol. 231:25-38, 1999; Nuttall et al.,
Curr. Pharm. Biotechnol. 1(3):253-263, 2000; Muylderman, J. Biotechnol. 74(4):277302, 2001; patente US n°
6.005.079 y publicaciones de patente internacional n® WO 94/04678, WO 94/25591 y WO 01/44301.

Ademas, los anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT pueden utilizarse, a su vez,
para generar anticuerpos anti-idiotipo que “imiten” un antigeno, utilizando técnicas bien conocidas por el experto
en la materia (ver, por ejemplo, Greenspan y Bona, FASEB J. 7(5):437-444, 1989; y Nissinoff, J. Immunaol.
147(8):2429-2438, 1991).

Polinucledtidos codificantes de un anticuerpo

La invencion proporciona polinucleétidos que comprenden una secuencia de nucleétidos codificante de un
anticuerpo de la invencién que se une inmunoespecificamente a un epitopo de hLIGHT. La invencion comprende
ademas polinucledtidos que se hibridan bajo condiciones de hibridacion de alta, intermedia o baja astringencia,
por ejemplo, tal como se ha indicado anteriormente, a polinucle6tidos que codifican un anticuerpo modificado de
la invencion.

Los polinuclettidos pueden obtenerse, y determinarse la secuencia de nuclettidos de los polinucleotidos,
mediante cualquier método conocido de la técnica. Debido a que las secuencias de aminoacidos de E1, E13,
E63, F19 y F23 son conocidas (ver, por ejemplo, las SEC ID n° 41, 42, 43, 44, 45, 102, 46, 103, 47, 48, 104, 49,
105, 106 y 50, y n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728, respectivamente,
las secuencias de nuclettidos codificantes de dichos anticuerpos y las versiones modificadas de dichos
anticuerpos pueden determinarse utilizando métodos bien conocidos de la técnica, es decir, los codones de
nucleétidos que es conocido que codifican aminoacidos particulares se ensamblan de manera que generen un
acido nucleico que codifica el anticuerpo. Dicho polinuclettido que codifica el anticuerpo puede ensamblarse a
partir de oligonuclettidos sintetizados quimicamente (por ejemplo, tal como se indica en Kutmeier et al.,
BioTechniques 17:242, 1994), que, brevemente, implica la sintesis de oligonucleétidos solapantes que contienen
partes de la secuencia codificante del anticuerpo, fragmentos o variantes del mismo, hibridando y ligando dichos
oligonucledtidos, y después amplifican los oligonucleétidos ligados, mediante PCR.

Alternativamente, un polinucleétido codificante de un anticuerpo de la exposicion puede generarse a partir de un
acido nucleico de un origen adecuado (por ejemplo, un hibridoma con un n° de acceso ATCC PTA-7729, PTA-
7842, PTA-7818, PTA-7819 o PTA-7728 (E1, E13, E63, F19 0 F23)). En el caso de que un clon que contiene un
acido nucleico codificante de un anticuerpo particular no se encuentre disponible, pero la secuencia de la
molécula de anticuerpo sea conocida, un acido nucleico codificante de la inmunoglobulina puede sintetizarse
quimicamente u obtenerse a partir de un origen adecuado (por ejemplo una biblioteca de ADNc de anticuerpos o
una biblioteca de ADNc generada de, o un acido nucleico, preferentemente ARN poliA+, aislado a partir de
cualquier tejido o células que expresan el anticuerpo, tal como células de hibridoma seleccionadas para expresar
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un anticuerpo de la invencion) mediante amplificacion por PCR utilizando cebadores sintéticos hibridables con los
extremos 3’ y 5’ de la secuencia o mediante clonacion utilizando una sonda oligonucleétida especifica para la
secuencia génica particular que debe identificarse, por ejemplo, un clon de ADNc de una biblioteca de ADNc que
codifica el anticuerpo. Los acidos nucleicos amplificados que se han generado por PCR seguidamente pueden
clonarse en vectores de clonacion replicables utilizando cualquier método bien conocido de la técnica.

En determinadas formas de realizacion, las moléculas de acidos nucleicos de la exposicion comprenden o
consisten en una secuencia de acidos nucleicos tal como se ilustra en cualquiera de las SEC ID n° 41, 42, 43,
44, 45 (codificante de un VH) y/o las SEC ID n° 102, 46, 103, 47, 48, 104, 49, 105, 106 o 50 ((codificante de un
VL), o cualquier combinacién de los mismos (por ejemplo como secuencia de nucleétidos codificante de un
anticuerpo de la invencién, tal como un anticuerpo de longitud completa, cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo, o un anticuerpo de cadena Unica de la invencion).

Expresion recombinante de un anticuerpo

La expresion recombinante de un anticuerpo de la invencion (por ejemplo, un anticuerpo de longitud completa,
cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo o un anticuerpo de cadena Unica de la invencion) que se une
inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT requiere la construccién de un vector de expresion que contenga
un polinucledtido que codifique el anticuerpo. Tras obtener un polinucleétido codificante de una molécula de
anticuerpo, una cadena pesada o ligera de un anticuerpo, o un fragmento del mismo (preferentemente, aunque
no necesariamente, que contenga el dominio variable de la cadena pesada y/o ligera) de la invencion, el vector
para la produccion de la molécula de anticuerpo puede producirse mediante tecnologia de ADN recombinante
utilizando técnicas bien conocidas. De esta manera, en la presente memoria se describen los métodos para
preparar una proteina mediante la expresion de un polinucledtido que contiene una secuencia de nucledtidos
codificante del anticuerpo. Los métodos, que son bien conocidos por el experto en la materia, pueden utilizarse
para construir vectores de expresion que contienen secuencias codificantes de anticuerpos y sefiales de control
transcripcional y traduccional apropiadas. Entre estos métodos se incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN
recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo. De esta manera, la invencion
proporciona vectores replicables que comprenden una secuencia de nucle6tidos codificante e una molécula de
anticuerpo de la invencion, una cadena pesada o ligera de un anticuerpo, un dominio variable de cadena pesada
o ligera de un anticuerpo o un fragmento de la misma, o una CDR de cadena pesada o ligera, operablemente
ligada a un promotor. Dichos vectores pueden incluir la secuencia de nuclettidos codificante de la regién
constante de la molécula de anticuerpo (ver, por ejemplo, las publicaciones de patente internacional n® WO
86/05807 y n°® WO 89/01036, y la patente US n°® 5.122.464) y el dominio variable del anticuerpo puede clonarse
en dicho vector para la expresion de la cadena pesada entera, la cadena ligera entera o las cadenas pesada y
ligera enteras.

El vector de expresion se transfiere a una célula hospedadora mediante técnicas convencionales y las células
transfectadas seguidamente se cultivan mediante técnicas convencionales para producir un anticuerpo de la
invencion. De esta manera, la invencion incluye células hospedadoras que contienen un polinucleétido
codificante de un anticuerpo de la invencion o fragmentos del mismo, o una cadena pesada o ligera del mismo, o
fragmento del mismo, o un anticuerpo de cadena Unica de la invencién, operablemente ligado a un promotor
heter6logo. En formas de realizacion preferidas para la expresion de anticuerpos de doble cadena, los vectores
codificantes de tanto la cadena pesada como la ligera, pueden coexpresarse en la célula hospedadora para la
expresion de la molécula de inmunoglobulina entera, tal como se detalla a continuacion.

Puede utilizarse una diversidad de sistemas de huésped-vector de expresion para expresar las moléculas de
anticuerpo de la invencion (ver, por ejemplo, la patente US n° 5.807.715). Dichos sistemas de huésped-expresion
representan vehiculos mediante los que pueden producirse las secuencias codificantes de interés y
seguidamente purificarse, aunque también representan células que pueden, al transformarse o transfectarse con
las secuencias de nucleétidos codificantes apropiadas, expresar una molécula de anticuerpo de la invencion in
situ. Entre ellas se incluyen, aunque sin limitacion, microorganismos, tales como bacterias (por ejemplo, E. coli y
B. subtilis) transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteriéfago recombinante, ADN plasmidico o
ADN cosmidico que contienen las secuencias codificantes de anticuerpo; levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces y Pichia) transformadas con vectores de expresion de levadura recombinantes que contienen
secuencias codificantes de anticuerpo; sistemas de células de insecto infectadas por vectores de expresion virus
recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen secuencias codificantes de anticuerpo; sistemas de
células vegetales infectadas por vectores de expresion viricos recombinantes (por ejemplo, el virus del mosaico
de la coliflor, CaMV; el virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion plasmidos
recombinantes (por ejemplo, el pldsmido Ti) que contienen secuencias codificantes de anticuerpo, o sistemas de
células de mamifero (por ejemplo, células COS, CHO, BHS, 293, NSO y 3T3) que alojan constructos de
expresion recombinantes que contienen promotores derivados del genoma de células de mamifero (por ejemplo,
el promotor metalotioneina) o de virus de mamifero (por ejemplo, el promotor tardio adenovirico, el promotor del
virus Vaccinia 7.5K). Para la expresion de una molécula de anticuerpo recombinante, preferentemente se utilizan
células bacterianas, tales como Escherichia coli, y méas preferentemente, células eucaridticas, especialmente
para la expresion de una molécula de anticuerpo recombinante completa. Por ejemplo, las células de mamifero,
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tales como las células de ovario de hamster chino (CHO), junto con un vector, tal como el elemento promotor
génico temprano intermedio mayor del citomegalovirus humano, es un sistema de expresion eficaz para
anticuerpos (Foecking et al., Gene 45:101, 1986, y Cockett et al., Bio/Technology 8:2, 1990). En formas de
realizacién preferidas, los anticuerpos de la invencion se producen en células CHO. En una forma de realizacion
especifica, la expresiéon de secuencias de nucleétidos codificantes de anticuerpos de la invenciéon que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno hLIGHT esté regulada por un promotor constitutivo, un promotor inducible
0 un promotor especifico de un tejido.

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse ventajosamente varios vectores de expresion, dependiendo del
uso pretendido para la molécula de anticuerpos que se esta expresando. Por ejemplo, en el caso de que deba
producirse una gran cantidad de dicho anticuerpo, para la generacion de composiciones farmacéuticas de la
molécula de anticuerpo, pueden resultar deseables vectores que dirijan la expresion de niveles elevados de
productos de proteina de fusion de facil purificacion. Entre estos vectores se incluyen, aunque sin limitacion, el
vector de expresion de E. coli pUR278 (Ruther et al.,, EMBO 12:1791, 1983), en el que la secuencia codificante
del anticuerpo puede ligarse individualmente en el vector en el mismo marco que la region codificante lacZ de
manera que se produzca una proteina de fusion; vectores pIN (Inouye e Inouye, Nucleic Acids Res. 13:3101-
3109, 1985; Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chem. 24:5503-5509, 1989) y similares. También pueden utilizarse
los vectores pGEX para expresar polipéptidos foraneos en forma de proteina de fusion con glutation-5-
transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de
las células lisadas mediante adsorcion y union a perlas de glutation-agarosa en una matriz, seguido de la elucion
en presencia de glutatién libre. Los vectores pGEX estan disefiados para incluir sitios de corte de proteasa de
trombina o factor Xa, de manera que el producto génico diana que se ha clonado pueda liberarse de la fraccion
GST.

En un sistema de insecto, se utiliza el virus de la polihedrosis nuclear Autographa califérnica (AcNPV) como
vector para la expresion de genes foraneos. El virus se multiplica en las células de Spodoptera frugiperda. La
secuencia codificante del anticuerpo puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, en
el gen polihedrina) del virus y situarse bajo control de un promotor AcNPV (por ejemplo, el promotor polihedrina).

En las células hospedadoras de mamifero, pueden utilizarse varios sistemas de expresion basados en virus. En
los casos en que se utilice un adenovirus como vector de expresion, la secuencia codificante de anticuerpo de
interés puede ligarse con un complejo de control de la transcripcién/traducciéon de adenovirus, por ejemplo, el
promotor tardio y la secuencia lider tripartita. A continuacién, este gen hibrido puede insertarse en el genoma
adenovirico mediante recombinacion in vitro o in vivo. La insercién en una region no esencial del genoma virico
(por ejemplo, la regidon E1 o E3) resultara en un virus recombinante que es viable y capaz de expresar la
molécula del anticuerpo en los huéspedes infectados (por ejemplo, ver Logan y Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:355-359, 1984). También pueden resultar necesarias sefiales de inicio especificas para la traduccion
eficiente de las secuencias codificantes de anticuerpo insertadas. Ademas, el coddn de inicio debe encontrarse
en la misma fase que el marco de lectura de la secuencia codificante deseada para garantizar la traduccion de
todo el inserto. Estas sefiales de control traduccional y codones de inicio exdgenos pueden ser de una diversidad
de origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficiencia de la expresién puede potenciarse mediante la
inclusién de elementos intensificadores de la transcripcion apropiados, terminadores de la transcripcion, etc. (ver,
por ejemplo, Bittner et al., Methods in Enzymol. 153:51-54, 1987).

Ademas, puede seleccionarse una cepa de célula hospedadora que module la expresion de las secuencias
insertadas, o que modifique y procese el producto génico en el modo especifico deseado. Dichas modificaciones
(por ejemplo, la glucosilacién) y procesamiento (por ejemplo, el corte) de los productos proteicos pueden resultar
importantes para la funcion de la proteina. Diferentes células hospedadoras presentan caracteristicas y
mecanismos especificos para el procesamiento y modificacion post-traduccional de las proteinas y productos
génicos. Pueden seleccionarse lineas celulares o sistemas huésped apropiados para garantizar la modificacion y
procesamiento correctos de la proteina foranea expresada. Con este fin, pueden utilizarse células hospedadoras
eucaridticas que presenten la magquinaria celular para el procesamiento correcto del transcrito primario, la
glucosilacién y la fosforilacion del producto génico. Entre dichas células hospedadoras de mamifero se incluyen,
aungue sin limitarse a ellas, CHO, VERY, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293, 3T3, WI138, BT483, HsS78T, HTB2,
BT20 y T47D, NSO (una linea celular de mieloma murino que no produce endégenamente ninguna cadena de
inmunoglobulina), CRL7030 y HsS78Bst. En formas de realizacion preferidas, los anticuerpos monoclonales
anti-HLIGHT de la invencién se producen en células de mamifero, tales como células CHO.

Para la produccién de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes, resulta preferente la expresion
estable. Por ejemplo, pueden manipularse las lineas celulares que expresan establemente la molécula del
anticuerpo. En lugar de utilizar vectores de expresion que contienen origenes de replicacion viricas, pueden
transformarse las células hospedadoras con ADN controlado por elementos de control de expresion apropiados
(por ejemplo, secuencias de promotor e intensificador, terminadores de transcripcion, sitios de poliadenilacion,
etc.) y un marcador seleccionable. Tras la introduccion del ADN foraneo, puede permitirse el crecimiento de las
células manipuladas durante 1 a 2 dias en un medio enriquecido y después cambiarse a un medio selectivo. El
marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccion y permite que las células
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integren establemente el pldsmido en sus cromosomas y crezcan formando focos que, a su vez, pueden clonarse
y expandirse en lineas celulares. Este método puede utilizarse ventajosamente para manipular lineas celulares
que expresan la molécula de anticuerpo. Dichas lineas celulares manipuladas pueden resultar particularmente
utiles en el cribado y evaluacién de composiciones que interactian directa o indirectamente con la molécula de
anticuerpo.

Pueden utilizarse varios sistemas de seleccion, incluyendo, aunque sin limitacion, los genes de timidina cinasa
del virus herpes simplex (Wigler et al., Cell 11:223, 1977), de hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
(Szybalska y Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:202, 1992) y de adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et
al., Cell 22:8-17, 1980) en células tk’, hgprt' y aprt, respectivamente. Ademas, puede utilizarse la resistencia
antimetabolito como base para la seleccion para los genes siguientes: dhfr, que confiere resistencia al
metotrexato (Wigler et al., Natl. Acad. Sci. USA 77:357, 1980; O'Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527,
1981); gpt, que confiere resistencia al acido micofendlico (Mulligan y Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072,
1981); neo, que confiere resistencia al aminoglucdsido G-418 (Wu y Wu, Biotherapy 3:87-95, 1991; Tolstoshev,
Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596, 1993; Mulligan, Science 260:926-932, 1993; y Morgan y Anderson,
Ann. Rev. Biochem. 62:191-217, 1993; TIB TECH 11(5):155-215, mayo de 1993), e hygro, que confiere
resistencia a la higromicina (Santerre et al., Gene 30:147, 1984). Los métodos comunmente conocidos de la
técnica de la tecnologia de ADN recombinante pueden aplicarse rutinariamente para seleccionar el clon
recombinante deseado, y dichos métodos se describen en, por ejemplo, Ausubel et al. (editores), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY, 1993; Kriegler, Gene Transfer and Expression, A
Laboratory Manual, Stockton Press, NY, 1990, y en los capitulos 12 y 13, Dracopoli et al. (editores), Current
Protocols in Human Genetics, John Wiley & Sons, NY, 1994; Colberre-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1, 1981.

Los niveles de expresién de una molécula de anticuerpo pueden incrementarse mediante amplificacion de un
vector (para una revision, ver Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the
expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, vol. 3 (Academic Press, New York, 1987)). En el
caso de que un marcador en el sistema vector que expresa el anticuerpo sea amplificable, el incremento del nivel
de inhibidor presente en el cultivo de la célula hospedadora incrementara el nimero de copias del gen marcador.
Debido a que la region amplificada estd asociada al gen de anticuerpo, también se incrementara la produccion
del anticuerpo (Crouse et al., Mol. Cell. Biol. 3:257, 1983).

La célula hospedadora puede cotransfectarse con dos vectores de expresion de la invencion, codificando el
primer vector un polipéptido derivado de la cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido
derivado de la cadena ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que
permitan la expresién igual de los polipéptidos de cadena pesada y de cadena ligera. Alternativamente, puede
utilizarse un Unico vector que codifique, y sea capaz de expresar, polipéptidos tanto de cadena pesada como de
cadena ligera. En estas situaciones, la cadena ligera deberia situarse antes de la cadena pesada para evitar un
exceso de cadena pesada libre toxica (Proudfoot, Nature 322:52, 1986; y Kohler, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:2197-2199, 1980). Las secuencias codificantes para las cadenas pesada y ligera pueden comprender ADNc o
ADN genoémico.

Tras la produccion de una molécula de anticuerpo de la invencion mediante expresién recombinante, puede
purificarse mediante cualquier método conocido de la técnica de purificacion de una molécula de
inmunoglobulina, por ejemplo, mediante cromatografia (por ejemplo, intercambio i6nico, afinidad, en particular
mediante afinidad para un antigeno especifico de la proteina A, y la cromatografia de columna de exclusion por
tamafio), la centrifugacion, la solubilidad diferencial o mediante cualquier otra técnica estandar de purificacion de
proteinas. Ademas, los anticuerpos de la presente invencién pueden fusionarse con secuencias de polipéptido
heterodlogo indicadas en la presente memoria o de otro modo conocidas de la técnica para facilitar la purificacion.

Kits

La invencion proporciona ademds un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas recipientes llenos
con uno o mas de los ingredientes de la composicion farmacéutica de la invencion, tal como uno o mas
anticuerpos proporcionados en la presente memoria. Opcionalmente asociado a dicho recipiente o recipientes,
puede encontrarse un impreso en la forma prescrita por la agencia gubernamental que regule la fabricacion,
utilizacion o comercializacion de los farmacéuticos o productos biol6gicos, que refleje la autorizacion por parte de
dicha agencia de la fabricacion, utilizacion o comercializacion para la administracion en el ser humano.

La presente invencion proporciona kits que pueden utilizarse en los métodos anteriormente indicados. En una
forma de realizacion, un kit comprende un anticuerpo de la invencion, preferentemente un anticuerpo purificado,
en uno o mas recipientes. En una forma de realizacion especifica, los kits de la presente invencion contienen un
antigeno hLIGHT sustancialmente aislado a modo de control. Preferentemente, los kits de la presente invencion
comprenden ademas un anticuerpo de control que no reacciona con el antigeno hLIGHT. En otra forma de
realizacion especifica, los kits de la presente invencion contienen medios para detectar la unién de un anticuerpo
modificado a un antigeno hLIGHT (por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con un sustrato detectable, tal
como un compuesto fluorescente, un sustrato enzimatico, un compuesto radioactivo o un compuesto
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luminiscente, o un segundo anticuerpo que reconozca el primer anticuerpo puede conjugarse con un sustrato
detectable). En formas de realizacion especificas, el kit puede incluir un antigeno hLIGHT producido
recombinantemente o sintetizado quimicamente. El antigeno hLIGHT proporcionado en el kit también puede
unirse a un soporte sdélido. En una forma de realizacion mas especifica, los medios de deteccion del kit
anteriormente indicado incluyen un soporte sélido al que se encuentra unido el antigeno hLIGHT. Dicho kit puede
incluir ademés un anticuerpo antihumano marcado con informador no unido. En dicha forma de realizacion, la
union del anticuerpo al antigeno hLIGHT puede detectarse a partir de la unién de dicho informador-anticuerpo
marcado.

Los ejemplos a continuacion se ofrecen a titulo ilustrativo y no a titulo limitativo.
Ejemplos
Ejemplo 1 — Generacion de anticuerpos anti-HLIGHT h  umanos

En el presente ejemplo, se describe la generacién de anticuerpos monoclonales anti-HLIGHT humanos utilizando
ratones transcromosémicos (ratones KM mice™) (documentos n° WO 02/43478 y n°® WO 02/092812; Ishida y
Lonberg, IBC'’s 11th Antibody Engineering Meeting, resumen, 2000; y Kataoka, IBC's 13th Antibody Engineering
Meeting, resumen, 2002) inmunizados con hLIGHT recombinante soluble. Los anticuerpos indicados
anteriormente tifien especificamente lineas celulares establemente transfectadas con hLIGHT (EL4-HLIGHT y
HEX 293-HLIGHT) y no las lineas celulares parentales. De manera similar, se unen a hLIGHT expresado
endogenamente sobre la superficie del hibridoma de células T humanas (11-23.D7) (Ware et al., Lymphokine Res.
5:313-24, 1986) con la activacion. Conjuntamente, estos datos indican que los anticuerpos se unen
inmunoespecificamente a hLIGHT. Los anticuerpos aislados reconocen uno de los dos epitopos sobre hLIGHT
segun se determiné mediante experimentos de bloqueo cruzado, tal como se indica posteriormente. Ademas, los
anticuerpos pudieron bloquear la unidon de hLIGHT expresado sobre la superficie celular a las formas de fusion
de receptor-Fc solubles de tanto HVEM como RLTB humanos. hLIGHT soluble induce la secrecion de las
quimioquinas CCL20 y RANTES a partir de la linea celular epitelial col6nica humana HT29.14s (ATCC HTB-38)
de una manera dependiente de la dosis. La incubacién de hLIGHT soluble con anticuerpos anti-HLIGHT bloquea
la secrecion mediada por hLIGHT de tanto CCL20 como RANTES a partir de células HT29.14s. Ademas, la
preincubacion de hLIGHT expresado sobre la superficie celular (EL4-HLIGHT) con dichos anticuerpos anti-
HLIGHT bloquea la secreciéon de quimioquinas inducida por hLIGHT unido a membrana a partir de las células
HT29. Conjuntamente, estos resultados ilustran las caracteristicas funcionales y estructurales de los anticuerpos
monoclonales anti-HLIGHT totalmente humanos y proporcionan evidencia de su utilidad en el tratamiento de las
enfermedades mediadas por hLIGHT.

Materiales y métodos

Preparacion del antigeno: el antigeno utilizado para las inmunizaciones en la generacion de anticuerpos anti-
HLIGHT totalmente humanos era una version soluble de hLIGHT que estaba truncada para incluir Gnicamente la
region extracelular, partiendo de la glicina en la posicion aminoacida 66 hasta la valina 240, y contenia un
epitopo FLAG en el extremo amino-terminal de la proteina (SEC ID n° 54). Se ha informado anteriormente de la
produccion de esta molécula (Rooney et al., J. Biol. Chem. 275:14307-15, 2000).

El &cido nucleico (SEC ID n° 51) codificante de la secuencia de aminoacidos de hLIGHT de longitud completa
(SEC ID n° 52) ha sido clonado a partir de células del hibridoma de células T 1123.D7 activadas mediante PCR
con transcriptasa inversa (Mauri et al., Immunity 8:21-30, 1998). La linea celular 11-23 (un subclén D7) es un
hibridoma de células T CD4" humanas (Ware et al., Lymphokine Res. 5:313-24, 1986). El producto de PCR de
hLIGHT se subclon6 en el vector de expresion de mamifero pcDNA3.1 (+), creando pcDNA3.1-HLIGHT. El
dominio extracelular (codificante de Gly66 a Val240) se amplifico a partir de pcDNA3-HLIGHT por PCR utilizando
los cebadores siguientes con los sitios de restriccion incorporados:

Directo, 5-GTAGGAGAGATGGTCACCCGCCT-3' (SEC ID n° 80).
Inverso, 5-GGAACGCGAATTCCCACGTGTCAGACCCATGTCCAAT-3' (SEC ID n° 81).

El producto de PCR de hLIGHT amplificado se digiri6 con EcoRIl y se ligd en los sitios SnaBl y EcoRI de
pCDNAS3.1-VCAM-FLAG, que codifica la secuencia lider de VCAM1 seguido del epitopo FLAG para la
produccion de la proteina secretada marcada N-terminalmente con FLAG (SEC ID n° 52).

Para producir una linea celular estable para la produccién de hLIGHT soluble, se transfectaron células HEK293
utilizando el método de fosfato de calcio, y se seleccionaron clones estables con G418 (Invitrogen, Corp.) y se
cribaron para la produccion de hLIGHT mediante ELISA. Se purificé hLIGHT soluble a partir de sobrenadantes de
cultivo de células cultivadas en DMEM que contenia suero fetal bovino definido al 1,0% (Hyclone Laboraotries,
Logan, UT). Se purific6 hLIGHT soluble mediante cromatografia de afinidad con anticuerpo anti-FLAG (M2)
acoplado a perlas de agarosa. Se eluy6 hLIGHT soluble de la columna utilizando glicina 20 Mm, NaCl 150 Mm,
pH 3,0 y se neutraliz6 el pH inmediatamente después de la recoleccion en Tris 50 Mm, pH 7,4. Se determind la
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concentracion de proteina a partir de la absorbancia a 280 nm.

Secuencia de nucledtidos de un hLIGHT desde el codédn de inicio (ATG) hasta la parada (TGA) (SEC ID n° 51):

ATGOAGGAGA
TTCACGAGGEC

GTCTCTTGC

CTGCACTEGET
GAGCAGCTGA
GCCAACTCCA
GCCTTOCTER GG

GTGTCGTRCG
TGEEACGRAG
TGTTGCTGAT
GTCTAGGAGA
TRCARGAGCS
GCTTGRCCES
SGCCTCAG

GCCCTCARGTG
CCRCCGGAGA
CGGGGILES
GATGETCACC
ARGGTCTCAC
CAGBCGGGEGEE
CTACCACGAT

TTTGTGETGEE
CAGTCETGCA

G CTGGCLETCC

CGCCTGCCTE
GRGBGTCANCC
CCECTGTTAT
GCEGGCCCTTIG

ATGGACAGAC
GICTGGCCCE
RAGGCTGETT
RCGGACCTGC
CRGCAGCGCA
GOGAGACTCA
TGGTCACCAS

CGACATCCCA
GOTGGETCTG
CCTCCTECAG
AGGCTICTG

TCTCACAGGS
GCTGEGEETTE
AGCTGGUTAC

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780

GCCOGUTGEG COTEGLCAGT
GGAGCEGTTG
GTGGEACAGT
CCATETECTG
TTTCATGGETGE

GGTETGEEECT

CCCGUTACC
ACCAGCAGCT
GCTGEEGREE
ACCCGGTCTY

GCAGCTGGEC
CARGCGCACA
CGGRCGGLCD
ACACCTGGRG
GCGTGARTGGT

TACTACATCT ACTCCRAGHT
ACCATCACCC
GCTCAGCZAGT
AGCTTCCTEG
GATGRACGCC

TGS

CCEAGCGAGCT
CCCOGETCTE
BEETEETCET
ACTTCGGGEGC

ACGGCCTCTA

AGTCACCCTG
GPGETGETGET
TGSTTCGALT

Secuencia de aminoacidos de un hLIGHT de longitud completa 240 aa (SEC ID n° 52):

60
120
180
240

GLLLLLMGAG LAVQGWNELLO
3 PLLWETQLGL
PRYPEELELL
TREYFGAEMY

FYVDGQTDIP FTRLUGRSHRR QSTSVARVGL
EVNPARHLTG A
GVGCPLGLAS
RGETVVVRVL

MEESVVRESV
LHWRLGEMVT
AFLRGLSYHD
VEQGSPLGRA

RLPDGPAGOW
GRELVVTKAGY
TESSRVWHWDE DERLVRLRDG

10
Secuencia de nucledtidos de un hLIGHT marcado con FLAG soluble (se muestran las secuencias lider de VCAM,

seguido de las secuencias codificantes de FLAG en negrita) (SEC ID n° 53):

15

ATPGCCTEGER

AGATGETCGT

GATCCTTGGA

GCCTCAARTA

TACTTTEGAT

AATGTTTECA

60

GCTTCTCAARG

CTGACTACAR

GGACGACGAT

GACAAGTACG

TAGGAGAGAT

CTGCCTGACG
GTCRACCCAS
CTETTRATGGEE
GCCCTTGTGE
GTGEECTECC
CGCTACCCCS
AGCAGCTCCC
GGGGAGGRGS
CGETCTTACT

GACCTSCAGG
CAGCGCAICT
AGACTCAGCT
TCACCRARGT

GEETCTEETS
TGETCETICG
TIGGGEGCTTT

CTCCTGGEAG
CACAGGGGCC
GGGECCTGEECC
TGEGCTRCTAC
CGCCAGCACC

L GCTETTEGETC

GGACAGCAGC
TETGCTGGAT
CATGGTGTGA

CRGCTGARTAC
AACTCCAGET
TTCCTCEAGGEE
TACRTCTACT
ATCACCCACH
RAGCCAGCAGT
TTCCTELEETG
GAACGCCTGEG

67

ARGAGCGARG
TGACCGGCAG
GCCTCAGCTR
CCRAGGTGCA
GCCTCTACAL
CACCCTGECGEE
GTGTGGTACA
TTCGRCTGOG

GETCRACCCGT
GTCTCACGAG
CEGEGEGLCE
CCACGATGSG
GCTEGECGET
GCGCACACCT
ACGGGCCACC
CCTEGAGGEIT
TGATGETACC

120
180
240
308
360
{20
480
540
€600
660
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Secuencia de aminoacidos de hLIGHT marcado con FLAG soluble 183 aa (FLAG en negrita) (SEC ID n° 54):
DYKDDDDKGE MVTRLPDGPA GSWEQLIQER REHEVNPARH LTGANSSLTG SGGPLLWETD 60
LGLAPLRGLS YHDCGALVVTE AGYYYIYSKEV QLGGVGCPLG LASTTTHGLY KRTPRYFEEL 12§
ELLVEOQSPC GRATSSSRVW WDSSFLGGVY HLEAGLEVVY RVLDERLVRL RDETRSYFGA 180
MV 240

Se transfectaron establemente células EL4 (ATCC n° TIB-39) con un retrovirus que contenia el ADNc codificante
de hLIGHT de longitud completa para la generacion de la linea celular EL4-HLIGHT.

Preparacion de proteina de fusion de Fc: la clonacién, expresion y purificacion de las proteinas de fusion de
receptor solubles que contenian la region Fc de la IgG1 humana y los dominios de union a ligando del RLTR
humano y HVEM humano han sido descritas anteriormente (Rooney et al., Methods Enzymol. 322:345-63, 2000).
Brevemente, se aislaron las regiones extracelulares de HVEM y RLTB mediante reacciones en cadena de la
polimerasa utilizando cebadores con sitios de endonucleasa de restriccion incorporados y se ligaron en el mismo
marco en el vector baculovirus pVL1392 (Pharmingen) que contenia la IgG1 de Fc humana. Se infectaron células
de insecto Trichoplusia ni High-Five BTI-TN-5b1-4 (Tn5) (Invitrogen Corp.) con los baculovirus recombinantes
RLTB:Fc o HVEM:Fc para la produccion de proteinas (ver purificacion de anticuerpos y proteinas).

Ratones: se obtuvieron de Kirin Brewery Co., Ltd., Japdn, ratones transcromosomicos humanos KM mice™
(documento n® WO 02/43478 y n°® WO 02/092812, Ishida y Lonberg, IBC’s 11th Antibody Engineering Meeting,
resumen, 2000; y Kataoka, IBC’'s 13th Antibody Engineering Meeting, resumen, 2002) que eran portadores de
fragmentos de cromosoma humano codificantes de la region de inmunoglobulina humana, y se alojaron en las
instalaciones para animales de Gemini Science (La Jolla, CA). Una vista general de la tecnologia de produccion
de anticuerpos humanos se describe en Lonberg y Huszar, Int. Rev. Immunol. 13:65-93, 1995. Los animales
transgénicos con uno 0 mas genes de inmunoglobulina humana (kappa o lambda) que no expresan
inmunoglobulinas enddgenas se describen en, por ejemplo, la patente US n° 5.939.598. Se describen métodos
adicionales de produccion de anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales humanos (ver, por ejemplo, los
documentos n® WO 98/24893, n°® WO 92/01047, n°® WO 96/34096 y n°® WO 93/33735, y las patentes US n°
5.413.923, 5.625.126; 5.633.425; 5.569.825, 5.661.016, 5.545.806, 5.814.318, 5.885.793, 5.916.771 y
5.939.598). El desarrollo de bovmos portadores de genes de inmunoglobulina humana, vacas TC, se describe en
Ishida y Lonberg (ver Ishida, 11™ Antibody Engineering Meeting, 2000; Kuroiwa et al., Nat. Genet. 36:775-80,
2004; Kuroiwa et al., Nat. Biotechnol. 20:889-94, 2002).

Inmunizacion: se mezclo proteina recombinante hLIGHT soluble marcada con FLAG con un volumen igual de
adyuvante completo de Freund (ACF, Sigma) y se preparé una emulsion. Los ratones fueron inmunizados con 10
a 50 ug de proteina por via subcutanea (s.c.) y recibieron un refuerzo s.c. de 10 a 20 pg de proteina emulsionada
en adyuvante incompleto de Freund (AIF, Sigma) a intervalos de 2 a 3 semanas durante 2 a 3 refuerzos. Se
administrd una inyeccion intravenossa (i.v.) final de 10 pg de hLIGHT soluble marcado con FLAG sin adyuvante 3
dias antes de la fusion.

Produccion de hibrfidoma: los ratones que mostraban el titulo de anticuerpos especificos anti-IgG de hLIGHT
méas alto en su suero, segin se determind mediante ELISA de hLIGHT y FACS utilizando células EL4
transducidas con hLIGHT frente a células EL4 parentales, se seleccionaron para la produccion de anticuerpo
monoclonales. Se recolectaron los bazos y se fusionaron suspensiones de células individuales con la linea
celular de mieloma SP2/0-Agl4 (ATCC, Manassas, VA) en una proporcién 5:1 con polietilenglicol al 50%
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). Las fusiones se sembraron en placas de fondo plano de 96 pocillos a
una densidad 6ptima (en este caso 1x10%ml) en medio DMEM-10 completo (medio de Eagle modificado por
Dulbecco con suero de feto bovino al 10% (FBS, Invitrogen, Corp.), aminoacidos no esenciales al 1%, L-
glutamina 2 Mm, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina (todos de BioWhittaker,
Walkersville, MD), complemento HAT (Sigma) y factor de clonacion de hibridoma al 10% (FCH, Biovaris, San
Diego, CA) y se cultivaron a 37°C en un incubador con 10% de CO.. Se cribaron aproximadamente 2.800 pocillos
de 2 fusiones mediante ELISA par anticuerpos especificos de hLIGHT que contenia kappa humana. Los
anticuerpos IgG anti-HLIGHT humanos se confirmaron mediante andlisis de citometria de flujo utilizando células
hLIGHT+EL4 frente a células EL4 parentales. Los pocillos positivos también se sometieron a ensayo para la
actividad de bloqueo de receptores mediante incubacion de medio de cultivo por agotamiento de hibridoma en
bruto con células EL4-HLIGHT vy tincion con HVEM:Fc o RLTR:Fc semisaturante. Los pocillos positivos se
expandieron y se sometieron a 3 a 5 rondas de clonaciéon por dilucion limitante, obteniendo anticuerpos
monoclonales.

Purificacién de anticuerpos y proteinas: para la purificacion de anticuerpos, se cultivaron hibridomas en botellas
de cultivo giratorias de 2 litros con 350 mililitros a 1 litro/botella o en un sistema Integra de 1 litro (INTEGRA
Bioscience, Inc., ljamsville, MD) con medio sin suero (SFM) para hibridoma (Invitrogen, Corp.) complementado
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con suero de feto bovino de contenido ultrabajo en 1gG (Invitrogen, Corp.).

La produccion de las proteinas recombinantes RLTR:Fc y de HVEM:Fc humanas y de ratén ha sido descrita
anteriormente (Rooney et al., Meth. Enzymol. 322:345-63, 2000) y se generaron mediante la infeccion de 1 litro
de células Tn5 en suspension durante 4 dias. Tanto los anticuerpos monoclonales humanos como las proteinas
de fusion de Fc se purificaron a partir de medios de cultivo utilizando proteina A recombinante-gel Sepharose
Fast Flow (Amersham Biosciences). El medio condicionado generado en las botellas giratorias en primer lugar se
concentrd utilizando un sistema de flujo tangencial Ultrasette (Pall Corp., East Hills, NY). El medio condicionado
se filtr6 con una unidad de filtro de vacio de 0,22 pm (Millipore, Bedofrd, MA) y se carg6 en una columna de
proteina A-Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences) de tamafio apropiado para la cantidad de anticuerpo
humano en el medio. La columna se lavd intensivamente con 20 volumenes de columna de PBS y el anticuerpo
se eluyd con Gly-HCI 0,1 M, pH 3,6, NaCl 0,15 M, y se neutraliz6 con Tris-HCI 1 M, pH 8,0. Las fracciones se
analizaron mediante SDS-PAGE vy las fracciones positivas se agruparon y se concentraron con un concentrador
centrifugo (Vivaspin, valor de corte de peso molecular (MWCO): 50.000: Sartorius, Gettingen, Alemania).

Se utilizaron columnas de desalado Sephadex G-25 (NAP, Amersham Biosciences) para el intercambio de
tampon a PBS, pH 7,4. Finalmente, el anticuerpo se esterilizé mediante filtracion utilizando filtros de jeringa con
diametros de poro de 0,22 um y se determind la concentracion de anticuerpo mediante el método de Lowry. Se
determiné el contenido de pirégenos utilizando un ensayo de lisado de amebocito de Limulus (LAL) (Associates
of Cape Cod, Falmouth, MA). Los limites de deteccion de este ensayo eran de 0,06 EU/mg. En el caso de que el
ensayo fuese negativo, se considerd que las muestras estaban libres de endotoxinas.

ELISA de cuantificacion de 1gG humana: para determinar la cantidad de anticuerpo humano presente en los
sobrenadantes y stocks purificados, se utilizd el protocolo siguiente. Se utilizé anticuerpo de cabra especifico
anti-Fcy humano (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) para recubrir placas de 96 pocillos
(Nunc, Dinamarca) en tampon carbonato a razén de 0,5 pg/pocillo durante 1 hora a 37°C. A continuacion, se
bloquearon las placas con Super block (Pierce, Rockford, IL) durante 30 minutos, seguido de la adicion de las
muestras a las placas. Se generaron curvas patrén utilizando 1IgG humana total (Sigma) o IgG1 o IgG4 humana
purificada (Kirin Brewery Co., Ltd.). Las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C, se lavaron en PBS/BSA al
1%/Tween-20 al 0,1% (Sigma) y el anticuerpo unido se detecté con anticuerpo de cabra especifico anti-Fcy
humano conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP, Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA) durante 1 hora a 37°C. Se afiadi6 el sustrato TMB (Sigma) durante 10 minutos y se detuvo la
reaccion con H,SO4 (LabChem, Pittsburgh, PA). Se midié la DO a 450 nm en un lector de microplacas.

Cultivo de células de mamifero: la linea celular 11-23 humana (subclon D7), una linea de hibridoma de células T
CD4" (Ware et al., Lymphokine Res. 5:313-24, 1986) se mantuvo en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10%
(HyClone Laboratories, Logan, UT) y 100 U/ml de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina (Life Technologies,
Gran Island, NY). La linea celular HT29.14s humana y la linea celular EL4-HLIGHT vy la linea celular 293-HLIGHT
se mantuvieron todas en DMEM que contenia FBS al 10% (HyClone Laboratories, Logan, UT). Todas las células
de mamifero se cultivaron en un incubador humidificado con 5% de CO, a 37°C.

ELISA de deteccién de anticuerpos anti-HLIGHT: los titulos de anticuerpo, especificidad y producido por los
hibridomas se determinaron mediante ELISA. Brevemente, se recubrieron placas de fondo plano de 96 pocillos
con 50 pl de hLIGHT soluble marcado con FLAG a una concentraciéon de 5 pg/ml en tampon carbonato (pH 9,4)
durante la noche a 4°C o0 a 37°C durante 1 hora. Tras lavar dos veces con PBS/Tween-20 al 0,1%, las placas se
bloguearon con PBS/BSA al 1%/Tween-20 al 0,1% a 37°C durante 1 hora. El suero, el sobrenadante y el
anticuerpo purificado se diluyeron en tamp6n de bloqueo, se afiadieron a los pocillos y las placas se incubaron
durante 1 hora a 37°C. Las placas se lavaron 4 veces con PBS/Tween-20 al 0,1% vy el anticuerpo de deteccion
de oveja anti-kappa humano conjugado con peroxidasa (The Binding Site, Birmingham, Reino Unido) se afiadio a
una dilucion de 1:2.000. Tras una incubacién de 1 hora a 37°, las placas se lavaron y se afadio el sustrato TMB
(Sigma) y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 a 30 minutos. Se detuvo la reaccién con HSO4
(LabChem) y se midi6 la densidad 6ptica a 450 nm con un lector de microplacas.

Citometria de flujo: se determinaron los titulos de anticuerpo, la especificidad y las afinidades de unién relativas
mediante analisis de citometria de flujo utilizando lineas celulares EL4 estables transducidas con hLIGHT o la
linea de células T 1123.D7 activada con PMA 6 a 15 h (40 ng/ml) + yonomicina (500 ng/ml). Las células se lavaron
una vez en tampén de tincion: PBS + FBS al 2% + NaNjs al 0,01% + EDTA 10 mM, y después se resuspendieron
en suero, sobrenadante o anticuerpos purificados en un volumen de 50 pl. Las células se incubaron con los
anticuerpos sobre hielo durante 20 minutos, se lavaron dos veces en tampon de tincion y después se
resuspendieron en anticuerpo secundario de cabra anti-lgG humana marcado con APC (anticuerpo de burro
antihumano-APC, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA). Tras una incubacion de 20 minutos
sobre hielo, las células se lavaron una vez y se fijaron durante 10 minutos con paraformaldehido al 1% o se
sometieron a un lavado final; a continuacion, las células se resuspendieorn en tampén de tincion y las muestras
se captaron utilizando citometros de flujo FACScan o FACS Calibur (Becton Dickinson Biosciences, Palo Alto,
CA). Los datos se analizaron utilizando el software CELLQUEST (Becton Dickinson Biosciences) o FLOW JO
(TreeStar, Inc., San Carlos, CA).
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Ensayos de bloqueo cruzado de anticuerpo anti-HLIGHT: se utiliz6 un protocolo de ELISA para determinar si los
anticuerpos se unian al mismo epitopo de hLIGHT. Se recubrieron placas de ELISA de fondo plano de 96
pocillos NUNC con los anticuerpos anti-LIGHT humanos en tamp6n carbonato a una concentracién de 2 pg/ml
durante 1 hora a 37°C. Las placas se lavaron y después se bloquearon con PBS/BSA al 1%/Tween-20. A
continuacion, los anticuerpos humanos anti-HLIGHT se preincubaron con hLIGHT soluble marcado con FLAG
humano recombinante durante 30 minutos a 4°C. las combinaciones de anticuerpo-proteina hLIGHT se
afadieron a la placa y se incubaron durante 1 hora a 4°C. Tras 3 lavados, se detecté el hLIGHT unido con Ig
anti-marcador de epitopo FLAG de ratdon-M2 conjugado con peroxidasa (Sigma). Se determino el porcentaje de
inhibicion utilizando la DO de cada muestra segun la formula siguiente: % de inhibicion = (max. — muestra/max.)*
100.

Analisis de citocinas humanas: se midié un panel de 8 citocinas humanas en el medio crecimiento de las células
HT29.14s tratadas, utilizando tecnologia multiplex y siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). La deteccion de CCL20 en el medio de cultivo de las células HT29.14s se llevo a
cabo mediante ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ensayo in vitro del blogueo mediado por anticuerpo de la unién de LIGHT expresado sobre la superficie celular, a
proteinas de fusion receptor soluble-Fc. Se incubaron células EL4 1e5 hLIGHT con concentraciones gradas de
cada anticuerpo durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, se afiadieron cantidades subsaturantes de HVEM:Fc-
biotina (3 pg/ml) o RLTR:Fc-His (3 pg/ml) (Alexis Biochemicals) a las células y se incubaron durante 30 minutos a
4°C. Seguidamente las células se lavaron 2x con 200 pl de tampon de FACS (1X PBS, FBS al 2% + azida al
0,02%). Se detectd6 HVEM:Fc-biotina o RLTR:Fc:His mediante una incubacion de 30 minutos con SA-APC a 2,5
pg/ml o anti-His-HRP, respectivamente. A continuacion, las células se analizaron en citdmetros de flujo
FACScaliber (Becton Dickinson). Las células muertas se separaron del grafico de dispersion directa vs.
Dispersion lateral y se calcularon las medias geomeétricas de cada histograma utilizando FLOWJO (TreeStar, San
Carlos, CA, USA).

Aislamiento de genes de anticuerpo humano anti-HLIGHT. Se recolectaron mediante centrifugacion células de
hibridoma en cultivo (124E63, 124F23, 124E1, 124E13 y 124F19), que producen los anticuerpos E63 (IgG3), F23
(IgG4), E1 (1gG1), E13 (IgG1) y F19 (IgG1), respectivamente. Se purific el ARN total de estas células utilizando
el kit RNEASY (QIAGEN Inc., Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizo el kit de
amplificacion de ADNc SMART RACE (Clontech Co., Ltd., Palo Alto, CA) para la clonacion del ADNc que
codificaba la region variable de los genes de inmunoglobulina a partir del ARN celular total del hibridoma.
Brevemente, se prepar6 el ADNc de primera cadena mediante transcripcion inversa a partir de 2 microgramos de
ARN. Se utiliz6 este ADNc como molde para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la
region variable y una parte de la regiéon constante de las cadenas pesada y ligera (VH y VL, respectivamente).
Los cebadores 3’ utilizados para la amplificacion de los genes de cadena pesada y ligera en las regiones 5’
RACE eran HH-2 (SEC ID n° 64) (region constante de cadena H) y HK-2 (SEC ID n° 65) (region constante de
cadena ligera), respectivamente. Las secuencias amplificadas también contenian las secuencias lider. La
reaccion era la siguiente: 2,5 unidades de ADN polimerasa PFU ULTRA (Stratagene, La Jolla, CA), cebador 3’
0,2 uM (para la cadena pesada: IgG1p; para la cadena ligera: hk5, Tabla 2); 1X mezcla de cebadores universales
para el extremo 5’ (mezcla de cebadores UMP A incluida en el kit SMART RACE); 200 uM de mezcla de dNTP;
MgCl> 1 Mm; tampén Puff Ultra (concentracion final: 1x) y molde de ADNCc.

El programa de termociclado era 5 ciclos de: 94°C x 30 s, 72°C x 3 min.; 5 ciclos de: 94°C x 30 s, 70°C x 30 s,
72°C x 3 min. 25 ciclos de: 94°C x 30 s, 68°C x 30 s, 72°C x 3 min., seguido de una extension a 72°C x 7 min.
Los fragmentos de ADN amplificado se recolectaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se purificaron
con el kit de extracciéon de gel QIAQUICK (Qiagen Co., Ltd., Alemania). Los fragmentos de ADN purificados de
VH y LV se integraron en el vector PCR 4 Blunt-TOPO utilizando el kit de clonaciéon por PCR Zero Blunt TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y cada constructo plasmido se transformé en E. coli y después se clond. Las
secuencias de nucledtidos de cada inserto (HV y LV) en los constructos plasmidos se analizaron utilizando
cebadores universales especificos de vector M13F (SEC ID n° 58) y M13R (SEC ID n° 59). Basandose en la
secuencia obtenida de VH y VL, se disefiaron cebadores oligonuclettidos para amplificar VH y VL respectivos
(ver la Tabla 2).

Los ADNc codificantes de VH y VL de E63, F23, E1 y F19 se subclonaron por PCR a partir de los vectores PCR4
Blunt-TOPO en el vector de expresion de IgG1l. Debido a que E13 es un subtipo de IgG1 con un hibridoma con
una Unica cadena kappa (ver a continuacién), no resultd necesario subclonar el ADNc de E13 en un vector de
IgG1 para los andlisis posteriores.

En primer lugar, se disefiaron cebadores oligonuclettidos que contenian los sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccién 5’-Sall y 3'-Nhel para amplificar la region variable de la cadena pesada (VH) mediante PCR. Por
ejemplo, en el caso de VH de E63, se llevd a cabo la PCR utilizando ADN mini-prep de pTopoE63VH como
molde, y E63HF85 (SEC ID n° 60) y E63HR38 (SEC ID n° 61) como cebadores (ver la Tabla 2) con la ADN
polimerasa PFU ULTRA. Tras la digestién con Nhel y Sall, el producto de PCR se subclon6 en el vector de
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expresion de 1gG1l (IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA, NS5KGA1-Val Lark (un vector de modificado de
N5KG1 (patente US n° 6.001.358)) que se predigiri6 con Nhel y Sall (fragmento de ADN de 8,9 kilobases). La
existencia de VH se analiz6 mediante digestion de restriccion.

A continuacién, los cebadores oligonucledtidos que contenian los sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion 5" Bglll y 3’ BsiWI se disefiaron para amplificar la region variable de la cadena ligera (VL) mediante
PCR. Por gjemplo, tras la subclonacion de VH de E63 indicada anteriormente, se insert6 VL de E63 en el vector
N5KG1- Val Lark-VH mediante la digestion del vector de ADN con Bglll y BsiWI. A continuacion, se aislo el
fragmento de ADN de 9,1 kb. De manera similar al constructo de VH, se disefi6é un juego de cebadores para la
PCR de VL que contuviese los sitios de reconocimiento para 5'Bgll y 3'BsiWI. Estos cebadores, E63LF84 (SEC
ID n° 62) y E63LR43 (SEC ID n° 63) fueron utilizados para amplificar VL a partir del ADN plasmidico mini-prep de
pTopoE63VL. El producto de PCR se digiri6 con Bglll y BsiWI y se aisl6 mediante electroforesis en gel de
agarosa y purificacion en gel. Este fragmento, que contenia E63VL, se ligd con el vector preparado de 9,1 kb con
ADN ligasa de T4 y se utilizd para transformar células Top10 (Invitrogen). Se seleccionaron los transformantes
de E. coli positivos. Este vector de expresion, pG1K112E63 se purificé y la presencia de ambas regiones, E63VL
y E63VH, se confirm6 mediante andlisis de restriccion.

La generacion de vectores para producir los anticuerpos recombinantes F23G1, E1G1 y F19G1 se llevé a cabo
de esencialmente la misma manera que para E63G1. La amplificacién por PCR de VH de F23 se llevd a cabo
utilizando F23HF86 (SEC ID n° 66) y F23HR55 (SEC ID n° 67). Los cebadores de amplificacion de VL de F23
eran F23LF36 (SEC ID n° 68) y F23LR43 (SEC ID n° 69). La amplificacion por PCR de VH de E1 se llevé a cabo
utilizando E1HFSall (SEC ID n° 70) y E1IHRNhel (SEC ID n° 71). La amplificacion por PCR de E1VL kappa(A),
E1VL kappa(B) y E1VL kappa(C) se llevd a cabo utilizando E1KF2+3Bglll (SEC ID n® 74) emparejado con
E1KR2BsiWI (SEC ID n°® 75) o E1KR3BsiWI (SEC ID n° 76). La amplificacion por PCR de VH de F19 se llevé a
cabo utilizando F19HFSall (SEC ID n° 72) y F19HRNhel (SEC ID n° 73). La amplificacién por PCR de F19L
kappa(A) y F19L kappa(B) se llevé a cabo utilizando F19KR1+2BsiWI (SEC ID n° 77) y F19KF1+2+3Bglll (SEC
ID n° 79). La amplificacion por PCR de F19L kappa(C) se llev6 a cabo utilizando F19KR3BsiWI (SEC ID n° 78) y
F19KF1+2+3Bglll (SEC ID n° 79). Los vectores resultantes, pKLG1/F23, pKLG1/E1 y pKLG1/F19, también se
confirmaron medinate digestié ncon enzimas de restriccion y secuenciacion. F19L kappa(D) no se amplificé por
PCR debido a un desplazamiento del marco de lectura, que se detecté medinate analisis de las escuencias, que
produjo un segmento C-terminal del anticuerpo.

Secuencia de nucledtidos del ADNc de la region variable de cadena pesada (VH) de E63 (entre el coddn de inicio
(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 43):

ATGAAACACS TOTGETTCTT CCTCCTCCTG GTGGCAGTTC CCAGATGEGET CCTGTUCCRG
60
CTGCAGCTGC ASGAGTCGGE CCCAGGACTG GTEAAGCCTT CCEAGACZLIT CGTCCCTTALC

120

TGCATTGTCT CTGOTGECTC CETCAGCAGT GOTGGTTACT ACTGGABCTSE GATCL AG

)
Gl
{3

180
CCCUCRGEGA AGGOACTGGA GTGGATTGEES TATATCTATY ACAGTGGIEAGS CACCAACTALC
2490
AACCCCTCCC TCRAGRGTCG AGTCAUCATA TCAQGTAGRCR CETCCAAGAA COAGTTOTCC

2
G}

CCCTGT ATTACTOTGC CGAGATGGAIT

ot

[$]
T

CTGAAGCTGA GUTCTCTGAC CECTGCEGAC A
360

ACTATETTTC GGGGACGTTGE GUTCGACCCC TGEGGCCAGE GARACCOTGET CACIZGTITCC
420

TCA

480

Secuencia de nucleétidos del ADNc de la regién variable de cadena ligera (VL) de E63 (entre el coddn de inicio
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(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 48):

ATGTCGCCAT CACARCTCAT TGGGTTTCTG

ATTETGCTGA
BCCTGLOCGGE
CAGICTCCAR

TTCAGTGGCA
GATGCTGCAG
ACCARGCTGE

Secuencia de nucledtidos de ADNc de la region variable de cadena pesada de F23 (entre el coddn de inicio

CTCAGTCTES
CCAGTCAGAG
BGCTCCTCAT
GTGGATCTGS
CATRTTACTG

AGATCRAR

BGACTTTORG
CATTGEETAGT
CRAGTATECT
GACAGATTTC
TCATCRAGRGT

CTGCTCTGGE
TCTGETGAITC
ARGUTTACACT

TCCCAGTCCT

ACCCTCACCA TCAATAGCCT
CTCTCACTTT

BAGTAGTTTAC

(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 45):

ATGGACCTCE
CCCAGATGGG
TCGGRGACCT
ARCTGGATCC
ARCCCETCCC
CTGARGCTGA
GCAACAGCTS

GTCTCOTCR

Secuencia de nucleétidos del ADNc de la region variable de cadena ligera kappa de F23 (entre el coddn de inicio

TGCACAAGAA
TCCTETCCCA
TGTCCCTCAC
GCCAGCCCCr
TCARGACGTCG
GCTCTETGAC
ATAARGGGTA

CATGRAACAC
GGTGCAGCTA
CTGCGLTETC
AGGGRAGGGS
AGTCACCRTA
CCCCGLGGAC
CTRCGGTTTG

CTETGGTLTCT
CAGCAGTGEES
TATGGTGGET
CTGGAGTGEA
TCAGTAGATA
ABCGGLTETET
GACGTCTEESE

(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 50):

ATGGACATGA
AGATGTGCCA
GTCRCC
AAACCAGGGA
COATCRAAGET
CAGCCTGRAG
GGCEGAGGGA

TCA

Secuencia de nucleétidos del ADNc de la region variable de cadena pesada de E1 (entre el cod6n de inicio

GGETCCCCEE
TCCRGTTGAC

TTGCLGEGC
BRGCTCCTAR
TCRGCGGCAG
ATTTTGCARS
CCAAGGTGGA

TCAGCTCCTG GGGCTTCTGC
CCAGTCTCCA TCCTCCCTGTY
AREZTCACGGS ATTAGCRGTG
GCTCCTGATC TATGATGLCCY
TGGATCTGGE ACACGATTTCA
TTATTACTGT CARCAGTTTA

GATCRAR

(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 41):

ATGGAGTTGG
GTGCAGCTGG
TGTGCAGCCT
GGGRAGEGEC
GACTCTGTGA
CRARTGAACH
GCAGCTTTTG

Secuencia de nucledtidos del ADNc de la region variable de cadena ligera kappa de E1 region n° 1 (entre el

GGCTGETGCTG
TGCAGTCTGG
CTGGATTCAC
TGCAGTGGEET
AGGGCCGATT
GCCTGAGAGA
BCTACTGGEE

GGTTTTCCTT
GEGAGGCTTG
CTTCACTAGA
TTCATACATT
CACCATCTCC
COARGEACACE
CCAGGGAGCT

CTTGCTATTT
GTACRGCCTS
TTTARCATGA
ACGTAGTAGTR
AGAGACAATG
GCTOTGTATY

CTGGTCACCS

TTCCAGCCTC
CABAGGAGAA
GETARCCAGCA

TCTCREGEET

TCCTCCTCCT
GCGCAGGACT
CCTTCAGTGESE
TTGGGGRAAT
CGTCCARGAR
ATTACTCTGEC
GCCRAGGGAC

TGCFCTGECT
CTGCRTCTET
CTTTAGCITG
CCAGTTTGGA
CTCTCACCAT
ATAGTTACCC

TAGARGGTCT
GGGGLTCOCCT
ACT3GETCCG
STTATACCAT
CCARGBRCTC
ACTGTGIGRG

TCTCOTCA

codon de inicio (ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 102):

72

CAGGGOTGAR
RGTCACCATC
GRARCCAGAT

CTCCOTCGRGE

GGRAGCTGAA
CGGCGGAGEG

GGTGGTAGCT
GTTGRAGCCT
TTACTACTGG
CARTCAGLAC
CCRGTTCTCC
GAGAGAGATA
CACGGTCRCC

CLCCAGETGCC
RAGGAGRCAGA
GTRTCAGCAG
BRAGTGGGETC
CAGCAGCCTG
GCTCACTTZC

CCAGTGTGAG
GAGACZTCTCC
CCAGGCTCCA
ATACTACGCH
BOTGGATCTG
GAGTATAGCH

360
360
420

60
120
180
240
300
360
420
480

60
120
1B0
240
3006
360
420

&0
120
180
240
300
360
§20
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BIGGACATGA
AGETGTGCCR
GTCACCATCE
AARCCAGGGE
CCATCRAGST
CAGCCTGRAG

GCCRGGGGARL

Secuencia de nucledtidos del ADNc de la region variable de cadena ligera kappa de E1 region n° 2 (entre el

GGETCICTGC

CCAGTTGARC
CTTGCCEGEEC
BAGCTCCTAR
TCAGCGECAG
ATTTTGCRAC

CRAGCTGGAG

ES 2 643 687 T3

TCAGITCCTS
CCAGTCTCCA
ABGTCAGGLC
GCTCCTGRTC
TEEATCTIEGESE

TTATTACTST

ATCRAA

GGGCTTCTGL
TCCTCCCTGT
ATTAGCAGTS
TRTGATGCCT
ACAGATTTCA
CARCAGTTTA

TGCTCTGECT
CTGCAT
CTTTRG
CCAGTTTGCA
CTCTCACCAT
ATAGTTACTG

Fe
CTaT
m
CCTe

codon de inicio (ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 46):

ATGGARRCCC
GAAATTGTGT
CTCTCOTGCA
CCTGGOCAGE
GRCAGGTTCA
CCTGRAGATT
CAGGGGACCA

Secuencia de nucledtidos del ADNc de la region variable de cadena ligera kappa de E1 region n° 3 (entre el

CAGCGCAGLCT
TGACECAGTC
GGGCCAGTCA
CTCCCAGECT
GTGGCAGTEG
TTGCRGTGTA
RGCTGGEAGAT

TCTCTTCCTC CTGCTACTCT GGCTCTCACA
TCTAGGLACC CTGTCTTTET
AGCAGCTACT
SGTGCATCCA

GACTTCACTC

CTCCAG3GGAR
TAACCTGGTA
CGCAGGGCCAC
TCACCATCAG
GCTCARTGTA

GAGTGTTAGC
CCTCATCTAT
GTCTGGGARCAR
TTACTGTCAG CAGTATGET
CRBA

codon de inicio (ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 103):

\TGEARACCC
GEARTTGTGT

CAGCGCAGCT
TGACGCAGTC

CTCTCOTACA GGLCCRGTCR

CCTGGCCAGG
GACAGGTTCA
CCTCAAGATT
CARGGGACTHE

Secuencia de nucleétidos del ADNc de la region variable de cadena pesada de E13 (entre el codon de inicio

CTCCCAGGCT
GTGGCAGTGG
TTGIAGTGTA
AGGTGGARAT

TCTCTTCCTC
TCCAGGCALZC
GRAGTGTTAGC
CCTCATCTAT
GTCTGGEACA
TTACTETCAG
CARE

CTGCTIACTCT
CTGTCTTTGT
AGCAGCTACT
GGTGCATCCA
GACTTLACTC
CAGTATGGTA

GGCTLCCRGA
CTCCAGGGGA
TAGCCTGGTA
ACAGGGCCAC
TCACCATCAG
GCTCACCETG

(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 42):

ATGGASTTTG GICTGAGCTS GATITTTCCTT GCTOCSATTT TAARAGGTCT

69
GTGCAGCTSEE
120
TITGCAGCCT
18¢
GGGAAGGGRC
240
TACGCTGCAC
300
TTTCTGCARA
3580
ATGGCTGETG

TOCAGTCTGE

CTRGATTCAC

TGGAGTGGET

CCETGARAGG

TCAACAGCCT

COTTTEGECTT

GGOACGCCTG GTAARGCUTG GGOGGTCCCT

TCTCAGTAAC GCCTGGEATGA CGCTGGETCLG

TGECCETATT AAAAGCAARA TAGATGCTGG

CAGATICACC ATCTCARAGAG ATGATTUAAAM

GRABACCGEAG GACACRGUCGE TGITATTACTA

GGAATZCCTGG TCACCQETLTC

73

GTATCAGCRG

WAETGGEECETC
CAGCAGCOTG
TACACTTTTG

TRCCACCGGA
AAGAGCCACC
CCAGCAGAAA
TEGEIATCCL

CRGATTGGAG
CACTTTOGGC

TACCACCGGA
ARGAGCCALCC
CCAGCAGRAR
TGECRTCCCA
CAGACTICAG
GAZCTTCGGL

CCASTITCAG

TAGACTCTCC

CCAGGCTCCA

GARIMACAGAC

ARACACGCTG

TACCACRGCA

CTCa

60
120
180
248
300
360

420

60
120
180
240
300
360
420

60
120
180
240
300
360
429

420
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Secuencia de nucleétidos del ADNc de la regién variable de cadena ligera kappa de E13 (entre el coddn de inicio
(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 47):

ATGGARRCCC
GARATTGTET
CTCTCCTGCA
CCTGGECAGE
GACAGETTCA
CCTGRAGRTT

GCCAGLGGE

CRGCGCAGCT
TGACGCAGTC
GGGECCAGTCA
CTCCCAGGCT
CTGGCAETGG
TTGCAGTGTA
CCRAGCTGG

TCTCTTCCTC
TCCAGGCACC
GASTCTTAGC
CCTCATCTAT
GTCTGGGRCR
TTACTGTCAG
GATCARACGA

CTGCTACTCT
CTETTTITGT
AGCAGCTACT
GGETGCATCCA
GACTTCACITC

CREGTATGGETA

GGCTCCCAGR
CTCCAGGEEA
TAGCCTGGTA
GCAGGGCCAC
TCACCATCAG
GCTCRCCCAT

TRCTACCGEGR
ARGAGCCACT
CCAGCAGRAR
TGECATCCCA
CAGACTGGAG
GTACACTTTT

50
120
180
240
300
360
£20

Secuencia de nucleotidos del ADNc de la region variable de cadena pesada de F19 (entre el codon de inicio
(ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 44):

ATGAARCACT
GTGCAGCTAS
TGCGCTGTCT
GGGRAGGEGET
TCCCTCARGA
CTGRGCTCTG
GCTGGTACGS
TCA

Secuencia de nucleétidos del ADNc de la region variable de cadena ligera kappa de F19 region

TETGGETTCTT
AGCABTGGGE
ATGETGGGTC
TGGAGTGEART T
CATATCAGTA
GEATACGECT
TATGGRCETC

GTCGAGTCAC
TGACCGCCG
GCTACTACGE

CCTCCTCCTS
CGCAGLACTE

~
N

TTCAGTGGT
GGEEARRTC

GTEECAGCTC
TTEAAGICTT
TACAACTGGC
ACTCATAGTG
GACRCGTCCR
GTGTATTACT
TGEEGUCUARG

CCAGATGGET
CEGRGRCCCTY

CTHGERTCCE
GRAGCACCRR
RAEGARCCAGTT
GTGTGCCGAGA
GGACCACGGT

codon de inicio (ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 104):

ATGGACATGR

AGATGTCACAH
GTCACCATCA
ABACCAGESGA

CCRTCTCGET

GECGCAGGGA

Secuencia de nucleétidos del ADNc de la region variable de cadena ligera kappa de F19 regién

GGETOCCCEC
TCCAGTTGAC
CHIGCOGEST
ARGTTCCTAA
TCRGTGGCAG T
ATGTTGCRAC
CCRAGGTGGA

TCRGETCCTG
CCRGTCTCCR
GAGTCAGGS

GCTCCTGATC

TTATTRCGGET

GEATCTHEE

GATCAAR

GGGCTCCTAC
TCCTCCUTGT
ATTAGCAGTT
TATAGTGCAT
BRURGATTTCA
CBRRCGGACTT

TGCTCTGGET
CTGCATCTGT
ATTTARATTG
CCRATTTGCA
CTCTCROTAT
ACARTGCLCC

codon de inicio (ATG) y el final de la regién variable) (SEC ID n° 49):

ATGEACATGR
AGATGTGCCA
GTCACCATCA
ARWCCAGGEA
CCATCARGST

GGETICCCTGC
TCCAGTTGAL
CTTGCCGEGEL
BAGCTCCTRA
TCAGCGEGCRG
ATTITSCAARD
CCAAGGTGGA

TCRGCTCCTS
CCAGTCTCCA
BRGTCGGGEGET
GCTCCTGATC
TGGRTCTGEGE
TTATTACTGT
GATIARE

GGEETTTITGE
TCCTCCCTEY
ATTARCAGTE
TATGATGCCT
ACRGATTTCA
CARRCAGTTTA

TGCTCTGGCT
CTGCATCTET
CTTTTECCTG
CCAGTTIGGA
CTCTCACCAT
RBTRGTTACCC

CCTGTCCCAG
GTICCTCACC
CCAGCCTCCR
TTRCARCCCE
CTCCCTGRAG
GATTGCAGTG
CRCCGTITCC

AGGAGRCAGA
GTATCGGLCRG
ATCTGGRGTC
CAGCAGCCTG
TCCCRCTTTC

CCCRGGTGLC
AGGAGACAGA
GTATCARGCAE
ARGTGGGETC
CAGCAGCCTG
TCTCRCTTTC

60
120
10
240
300
360
420
480

n° 1 (entre el

60
120
1BC
240
300
360
420

n° 2 (entre el

60
12¢
1890
240
360
360
£20

Secuencia de nucledtidos del ADNc de la region variable de cadena kappa de F19 region n° 3 (entre el codon de
inicio (ATG) y el final de la region variable) (SEC ID n° 105):
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ATGOACATGE GGETCOCCEC TCAGLTCCTGE GGECTCUTGC TECTCTGGECT CCCAGGTGLC 80
AGATGTCETCA TCTGGATGAC CCAGTCTCCA TCCTTACTIT CTGCATCTAC AGGAGACRGA 12¢
GTCACCATCA GTTGTCGGAT GAGTCAGGGC RTTAGCAGTT ATTTAGCCTGE GTATCAGCAA 180G
ARACCAGGGA AAGCCCCTGA GCTCCTIGATC TATGCTGCAT ZCACTTTGCA AAGTGGGEGETC 240
CCATCAAGGET TCAGTGGCAG TGGRTCTGEG ACAGATTTCA CTCTCACCAT CARGLUTGCCTS 306
CAGTCTGRAG ARTTITTGCRAC TTATTACTGT CARCAGTATT ATAGTTTICC GTACACTTTT 360
GGCCAGGGEA CCAARGCTGGA GATCRAA 420

Secuencia de nucledtidos del ADNc de la regiéon variable de cadena kappa de F19 region n° 4 (entre el codén de

inicio (ATG) y el final de la regidn variable) (SEC ID n° 106):

ATEGRAGCCC CAGCGCRGCT TCICITCCTC CTGCTACTCT GGUTCCCAGA TRCCACCGSA 60
GAARTTGTGET TGACACALTC TCCAGCCACT CTGTCTTTIGT CTCCRGGGGA ARGAGCCACC 120
CTCTCCTGCR GGGCCAGTCA GLETETTAGC AGCTATTTAG CCTGETACCA GCAGARACCT 180
GGCCRGGCTC CCAGECTCCT CATCTATGAT GCATCCARMCA GGGCCACTGE CATCCOCAGCC 240
RGGTTCAGTG GCAGTGGGCC TGGGACAGRC TTCACTCTCA CCATCAGCZAG CCTAGAGCCT 300
GARGATTTTG CAGTTTATTA CTGTCARGCRAG CGTAGCRRCT GGCATCCCET TLGGULARGSE 360
GACCRAGGTG GAGATTCAAR 420

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de E63 (secuencia lider (en negrita) y region
variable) (SEC ID n° 3):

MKRIWEFFLLL VAAPRWVLE( VOLOESGPGL VEPSLETLELT CIVSCCEVES GOYYWEWIRG 50
PPEKGLEWIG YIYYSGSTNY NPSLKSRVTI SVDTEKNQEFS LKLESVTAAD TAVYYCARWI 120
TMERGVGEDE WGRGTLVTVS S 180

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de E63 (secuencia lider (en negrita) y region
variable) (SEC ID n° 8):

MEPSOLIGEL LIWVPASRGE IVLTQSPDFQ SVIPKEKVTI TCRASQSIGS SLHWYQQKPD 60
QSPKLLIKYRA SQST5GVPER FPSGSGSGTDF TLTINSLEAE DAAARYYCHQS SSLPLTTGGG a2¢
TRVEIK

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de F23 (secuencia lider (en negrita) y regién
variable) (SEC ID n° 5):

MDLTHENMEH LWEFLLLVAA FRWVLSQOVQL QQWGAGLLKP SETLSLTCAV YGGSEFSGYYW 60
NWIRQPPGKSG LEWIGEINQY NPSLKSRVTI SVDTSRNQEPS LKLSSVTARARD TAVYYCAREI 120
ATADKGYYGL DVWGQGTTIVT VSS 186

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de F23 (secuencia lider (en negrita) y
region variable) (SEC ID n° 10):

MDMRVPAQLL GLLLIWLPGA RCAIQLTQSP SSLSASVGDR VITITCRASCE ISSALAWYQD 60
KPGKAPKLLI YDASSLESGV PSRESEIGSG TDFTLTISSEL QPEDFATYYC QOFHSYPLTF 12¢
GGETKVEILK 1806

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada de E1 (secuencia lider (en negrita) y regién
variable) (SEC ID n° 1):

MELGLCWVYFL VAILEGVQCE VQLVESGEGL VQPGGSLRLE CARBEFTESR FRMEWVROAP 60

GHGLEWVSYIL SSESYTIYYA DSVKGRETIS RDNAKNSLDL QMNSLRDEDT AVYYCARSIA 126
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ARFDYWGOGA LVTVES 180

Secuencia de aminoéacidos de la region variable de cadena ligera kappa de E1 regién n° 1 (Elkappa(A))
(secuencia lider (en negrita) y region variable) (SEC ID n° 82):

MDMRVEAQLL GLLLIWLPGER RCAICQLTQSP BSLSASVGDR VITITCRASQE ISSALAWYQD G0
KPGKRPKLLI YDASSLESGV PSRFSGSEGSG TDFTLTISSL QPEDFATYYC QUFNSYRTLL 120
ARGPSWRS 18¢C

Secuencia de aminoéacidos de la region variable de cadena ligera kappa de E1 regién n° 2 (Elkappa(B))
(secuencia lider (en negrita) y regioén variable) (SEC ID n° 6):

METPAQLLFL LLIWLPDITG EIVLTQSPCT LSLSPGERAT LOCRASQSVS SSYLTWYQOK 60
PGOAFRLLIY GASSRATGIP DRFSGEGSGT DETLTISRLE FEDFAVYYZIQ QYGSSMYTRG 120
QGTKLEIK 180

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de E1 region n® 3 (Elkappa(C))
(secuencia lider (en negrita) y region variable) (SEC ID n° 83):

METRPAQLLEL LLIWLEDTIG EIVLTQSPGT LSLSPGERAT LSYRASQSVE SSYLAWYQQK 60
PGQRPRLLIY GASNRATGIP DRFSGSGIGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYGSSPWTFG 120
OGTKVEIK 18¢C

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de E13 (secuencia lider (en negrita) y region
variable) (SEC ID n° 2):

MEFGLSWIFL AARILKIVQCE VDRLVESGGGL VEPGTRILELS CAASGFTLEN AWMSWVROAPR €0
GKGLEWVGRI KSKIDGETTD YARPVEGRET IIZRDDSKNTL FLOMNELKTE DTAVYYCTTA 12¢
MAGAFGEWGQ GTLVIVSS 180

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de E13 (secuencia lider (en negrita) y
region variable) (SEC ID n° 7):

METPAQLLEL LLIWLPDTTG TIVLTQSPCT LSLSPGERAT LECRASQSVE ESYLAWYQQK &0
PGOEPRLLIY GASSRATEIP DREFSCRESGT LFRTLTISRLE PERERVYYCDH QVGESPMYTE 120
GOGTHLETIKR 180

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de F19 (secuencia lider (en negrita) y regién
variable) (SEC ID n° 4):

MKELWFFLLL VAAPRWVLSQ VOLOOWIRAGL LKPSETLSLT CARVYGGSFSSG YNWHWIRCPE 60
GKSLEWIGEI THSGSTNYNP SLKSRVTISV DTSKNDEFSLE LESVTAADTE VYYCVREIAYV 120
AGTGYYGMDV WEQGETTVTIVS § 1890

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de F19 regién n° 1 (F19kappa(A))
(secuencia lider (en negrita) y region variable) (SEC ID n° 90):

MDOMRVPAQLL GLLLLWVPGEA RCDIQLTQSP SSLSASVGDR VTITCRVIDG ISEYLNWYRQ &0
KPGKVPXLLI Y3IASNLQIGV 2PHRTSGSGEES TOFTLTISSL QPEDVATYYG DRTYNAPPTE 120
GEETKVEIK 180
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Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de F19 regién n° 2 (F19kappa(B))
(secuencia lider (en negrita) y regién variable) (SEC ID n° 9):

MDMRVPAQLL GLILIWLRPGA RCAIQLTQSP SELSASVGDR VIITCRASRG INSAFAWYQQ 60C
KPGKAPKLLI YDRSSLESGV PSRFSGSGSCG TDFTLTIESL QPEDFATYYC QQFNSYPLTFE 120
GGGTKVEIK 180

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de F19 region n° 3 (F19kappa(C))
(secuencia lider (en negrita) y region variable) (SEC ID n° 91):

MDMRVPAQLL GLLLLWLPGA RCVIWMTQSP? SLLSASTGDR VIISCRMSQGC ISSYLAWYQQ 6L
KPGKAPELLI YRRSTLQSGY PSREPSGHGSS TDFTLTISCL QSEDFATYYC QOYYSERYTE 12¢
GOGTKLEIK 180

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera kappa de F19 region n° 4 (F19kappa(D))
(secuencia lider (en negrita) y region variable) (SEC ID n° 92):

MEAPAQLLFL LLIWLPDTTG EBIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQGVS SYLAWYQQKRE 60
GQAPRLLIYD ASNRATZIPR RPSGSGPGYD FTLTISSLEP EDFAVYY(QQ RSNWHEVRPR 120
DQGGDS 18¢

Tabla 2: cebadores de ADN sintetizados

EOEC D1 Nombre Secuencia5'a 3' Longitud
55 RACEUPSS' CTAATACGACTCACTATAGGGC 22-mero
56 IgG1lp TCTTGTCCACCTTGGTGTTGCTGGGCTTGTG 31-mero
57 HKS AGGCACACAACAGACGCAGTTGCAGATTTC 30-mero
58 M13F GTAAAACGACGGCCAGTG 18-mero
59 M13R CAGGAAACAGCTATGAC 17-mero
60 E63HF85 AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTTC 41-mero
61 E63HR38 GAGAGAGAGAGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 37-mero
62 E63LF84 AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGTCGCCATCACAACTCATTG | 42-mero
63 E63LR43 AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCACCTTGGTCCCTCC 40-mero
64 HH-2 GCTGGAGGGCACGGTCACCACGCTG 25-mero
65 HK-2 GTTGAAGCTCTTTGTGACGGGCGAGC 26-mero
66 F23HF86 AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACCTCCTGCACAAGAAC | 41-mero
67 F23HR55 AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCGT 34-mero
68 F23LP36 AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTC | 42-mero
69 F23LR43 AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCACCTTGGTCCCTCC 40-mero
70 E1HFSall AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGAGTTGGGGCTGTGCTGG | 41-mero
71 E1HRNhel AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGC 37-mero
72 F19HFSall AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTTC 41-mero
73 F19HRNhel AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCGTGGT 37-mero
74 E1KF2+3Bglll AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTC | 42-mero
75 E1KR2BsiWI AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCCCTG 40-mero
76 E1KR3BsiWI AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATTTCCACCTTGGTCCCTTG 40-mero
77 F19KR1+2BsiWI| | AGAGAGAGAGCGTACGTTTGRTCTCCACCTTGGTCCCTCC 40-mero
78 F19KR3BsiWI AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCCCTG 40-mero
79 F19KF1+2+3Bglll | AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTC | 42-mero

Se describe KM mouse™ en, por ejemplo, Fishwild et al., Nat. Biotechnol. 14:845-51, 1996; Lonberg et al., Nat.
Biotechnol. 9:1117-1125, 2005; Tomizuka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-7, 2000; Tomizuka, Nat.
Genet. 16:133-43, 1997. Debido a la naturaleza de KM mouse™ (por ejemplo, se ha integrado mas de un gen de
cadena kappa en el genoma murino al generar la cepa transgénica kappa) resultd posible disponer de mas de un
ADNCc de cadena ligera kappa expresado a partir de un hibridoma clonal. Para determinar si ello era de esta
manera, se secuencié un minimo de diez clones de ADNc. En los casos en que se aislaba mas de un ADNc de
anticuerpo de cadena ligera kappa (por ejemplo, E1 y F19), se generaron varios constructos que contenian las
diversas parejas de ADNc de cadena pesada combinados con cada ADNc de kappa. Estos constructos de
expresion se transfectaron en células 293F utilizando 293FECTIN (Invitrogen, San Diego, CA). A continuacion,
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se sometieron a ensayo sobrenadantes del cultivo de setenta y dos horas para actividad de anticuerpo con el fin
de identificar la pareja o parejas de cadena pesada y ligera correctas que se unian inmunoespecificamente a
hLIGHT (por ejemplo, mediante transferencia western, ELISA u otro método similar). Hacer referencia al Ejemplo
3, posteriormente, para un método ejemplificativo de caracterizacion de anticuerpos (por ejemplo, E1 y F19) con
multiples cadenas kappa.

Produccion de anticuerpo anti-HLIGHT humano recombinante a partir de células 293F: se mantuvieron cultivos
en suspension de células 293F en medio de expresiéon Freestyle 293 bajo agitacion a ~120 rpm/min. En un
incubador humidificado con 8% de CO; a 37°C. Para la expresion transitoria de anticuerpos recombinantes, se
transfectaron 3x10° células 293F con 30 pg de cada plasmido codificante de las versiones de IgG1
recombinantes de los anticuerpos anti-HLIGHT E63 o F23 utilizando 293-fectin (Invitrogen, Carlsbad, CA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dejo que los transfectantes creciesen en suspensiéon en 30 ml de
medio de expresion FREESTYLE 293 durante 5 dias bajo condiciones de crecimiento normales. Se recolect6 el
medio de crecimiento y se separaron las células mediante centrifugacion a una velocidad de 300 g seguido de
filtracion a través de un filtro de 0,22 pm. Se determiné la concentracion de anticuerpo presente en este material
no purificado mediante ELISA de IgG_h y se utilizd para los ensayos in vitro con el fin de evaluar las propiedades
funcionales de los anticuerpos de cambio de subclase.

Resultados

Se inmunizaron ratones KM mice™ con hLIGHT marcado con FLAG soluble recombinante en CFA/IFA. Algunos
de los ratones generaron anticuerpos especificos anti-HLIGHT, con un abanico de titulos especificos de 1gG
humano de hLIGHT medidos mediante ELISA y andlisis de FACS con tincion de células EL4-HLIGHT. Los
esplenocitos de los respondedores mas altos se fusionaron con células de mieloma para generar hibridomas
productores de anticuerpos anti-HLIGHT humanos. La produccion de anticuerpos anti-HLIGHT por los
hibridomas individuales se determiné en el cribado primario mediante ELISA anti-ELISA_h. En este cribado, se
utilizé el anticuerpo anti-FLAG para recubrir la placa de captura de hLIGHT recombinante marcado con FLAG en
un esfuerzo que tuvo éxito de enmascarar el epitopo FLAG y evitar el aislamiento de hibridomas productores de
anticuerpos anti-FLAG. Los medios de los clones positivos en el ELISA se utilizaron en un cribado secundario
mediante tincion en citometria de flujo de la linea celular EL4-HLIGHT con el fin de confirmar la identificacién de
los anticuerpos que se unian inmunoespecificamente a la forma nativa de hLIGHT.

Se sometieron a ensayo los hibridomas positivos para actividad antagonista mediante la clasificacion de la
capacidad de los anticuerpos producidos por el hibridoma de bloquear la uniéon de HVEM:Fc y de RLTB:Fc a las
células EL4-HLIGHT. Esta actividad de bloqueo se normaliz6 respecto a la concentracion de anticuerpo
determinada mediante el ELISA de IgG humana. Los 15 mejores candidatos se clonaron mediante dilucion
limitante para rendir hibridomas monoclonales, mientras que el resto se congel6. Se produjeron purificaciones a
pequefia escala a partir de los cultivos de extincién (<1 mg) de dichos 15 anticuerpos para la caracterizacion
adicional y clasificacion basandose en los criterios siguientes: afinidad de union relativa para hLIGHT, capacidad
de bloquear la unién de HVEM:Fc y de RLTR:Fc humanas a las células EL4-HLIGHT, bloqueo cruzado entre si'y
capacidad de bloquear la secrecion de quimioquinas mediada por hLIGHT expresado en la superficie celular y
soluble a partir de la linea celular epitelial colonica HT29.14s. Basandose en estos estudios, se presentan las
propiedades de los 5 mejores candidatos (E1, E13, E63, F23y F19) en la figura 3.

Los anticuerpos monoclonales anti-HLIGHT E1, E13, E63, F23 y F19 se unieron, cada uno, de manera especifica
a la linea de células T humanas activadas (1123.D7) y a la linea celular expresante de hLIGHT estable EL4-
HLIGHT, pero no a la linea EL4 parental ni a las células en reposo 1123.D7 (figura 1A). La union de dichos
anticuerpos humanos anti-HLIGHT alcanz6 la saturacion (figura 1B). La afinidad de union de estado estable
funcional de cada anticuerpo se determind medinate titulacion de la cantidad de anticuerpo necesaria para
marcar las células EL4-HLIGHT (figuras 2A y 2B). Se llevé a cabo un analisis de regresién no lineal para
determinar la medicién de afinida dde unién funcional o EC50 de cada candidato (figura 3). Se observd un
abanico de afinidades funcionales. Se consider6 que una EC50 baja, asi como un nviel elevado de tincion
(intensidad media de fluorescencia (IMF)) en la saturacién eran ideales durante el procedimiento de clasificacion
y seleccion.

Los anticuerpos se sometieron a ensayo mediante ELISA para determinar si competian entre si para la union a
hLIGHT soluble (figura 4). Se identificaron en este analisis dos grupos de epitopo de hLIGHT. Los “anticuerpos
E” (E1, E13 y E63) se bloqueaban cruzadamente entre si, y los “anticuerpos F’ (F19 y F23) se bloqueaban
cruzadamente entre si. Sin embargo, los “anticuerpos E” no eran capaces de bloquear cruzadamente a los
“anticuerpos F”, y viceversa. Tal como se esperaba, todos los anticuerpos se blogueaban a si mismos en este
ensayo.

La capacidad de E1, E13, E63, F23 y F19 de bloquear la unién de las proteinas de fusion humanas HVEM:Fc y
RLTB:Fc a hLIGHT expresado en la superficie celular utilizando ensayos basados en la citometria de flujo se
muestra en las figuras 5A y 5B, y en las figuras 6A y 6B, respectivamente. En estos experimentos, se afiadieron
cantidades gradadas de cada anticuerpo a la linea celular EL4-HLIGHT, seguido de la adicion de una cantidad
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subsaturante de la proteina de fusion de receptor. Las proteinas de fusidon de receptor de detectaron con
anticuerpos anti-His para RLTR:Fc marcado con His o estreptavidina-PE para HVEM:Fc biotinilado. Tal como se
muestra, cada uno de los anticuerpos bloqueé la union de cualquiera de las proteinas de fusion de receptor a
hLIGHT, en contraste con el anticuerpo de control anti-M2 de influenza totalmente humano, que no present6
ningun efecto sobre la unién de ninguno de los receptores de Fc. En cada experimento, todos los anticuerpos
bloguearon la unién de receptores de una manera dependiente de la dosis, permitiendo el analisis mediante
regresion no lineal para determinar la dosis ICso (figura 3). Estos valores se tomaron en consideracion al
clasificaron los potenciales candidatos.

Para demostrar directamente que los anticuerpos antagonistas de la invencion bloguean la sefializacion mediada
por hLIGHT, se realiz6 un ensayo para medir la sefializacion mediada por hLIGHT in vivo. Con este fin, la linea
celular epitelial colénica HT29.14s, que expresa tanto RTLB como HVEM, se traté con cantidades gradadas de
hLIGHT soluble y se analizé el medio de crecimiento para la presencia de citocinas secretadas durante un curso
temporal de varios dias. Utilizando ELISA estdndares y analisis multiplex de matrices de suspension, se
determindé que hLIGHT inducia CCL20, IL-8 y RANTES de una manera dependiente de la dosis (figura 7 y figuras
8A y 8B). La figura 7 representa una titulacion de dosis de hLIGHT soluble recolectado el dia 3. Se utiliz6 FNT
recombinante a modo de control positivo para la inducciéon de quimioquina mediante los receptores de FNT,
mientras que se utiliz6 la linfotoxina (LTa1f2) como control positivo para la sefializacion mediante RLTB. Se utilizd
fosfatasa alcalina bacteriana marcada con FLAG (FLAG-BAP) como proteina irrelevante marcada de control
negativo. Tal como se esperaba, los niveles de quimioquinas producidos mediante el contacto de las células con
hLIGHT fueron equivalentes a los inducidos por LTaf3, mientras que FNT resulté més eficaz en la induccion de
CCL20 e IL-8, aunque indujo niveles similares de RANTES. Se utilizé este ensayo de respuesta celular para
medir la sefalizacion de hLIGHT y para evaluar la capacidad de los anticuerpos de la invencion de bloquear los
sucesos de sefializacion mediada por hLIGHT in vitro.

En el ensayo de induccion de HT29.14s mediada por hLIGHT de CCL20, se preincubaron cantidades gradadas
de los anticuerpos nati-HLIGHT con una cantidad constnate de hLIGHT soluble recombinante y después se
afadié a las células HT29.14s (figura 9). Se sometieron a ensayo los niveles de quimioquina el dia 3 0 4 después
del tratamiento y se compararon con los niveles inducidos por hLIGHT soluble sola o hLIGHT soluble
preincubado con una protreina anti-M2 de influenza totalmente humana irrelvanete a modo de control de isotipo.
En estos ensayos, los anticuepros de la ivnencion sometidos a ensayo en la present ememoria bloquearon la
induccion de CCL20 mediada por hLIGHT soluble de una manera dependiente de la dosis. En algunso casos el
andlisis de rgresion no lineal pudo producir valores de IC50.

Sin deseo de restringirse a ningln mecanismo o teorai en particular, se cree que la sefializacion iniciada por la
union de LIGHT en la superficie ceular a sus receptores afines sobre otras células podria resultar crucial para
gjercer la actividad coestimuladora de las células T observada mediante interacciones de HVEM o una
produccion de quimioquinas incremnetada mediante RLTP expresada sobre las células de origen estromal o
epitelial en el itnestino, bazo o ganglios linfaticos. La induccién de CCL20 en el itnestino aparentemente esta
regulada mas por la expresion de los ligandos de RLT sobre las células que entran en contacto con las células
epiteliales que por factores oslubles (Rumbo et al., Gastroenterology 127:213-23, 2004). Por lo tanto, se
desarorllé un ensayo de sefializacion de LIGHT _ en la superficie celular con el fi nde evaluar la capacidad de los
anticuerpos de la presente invencién de bloquear hLIGHT en la superficie celular. En este ensayo, se utilziaron
células EL4-HLIGHT fixadas con formalina de inducir quimioquinas medinate la incubacion de las mismas con
células HT29.14s de una manera similar al ensayo con hLIGHT soluble. Estas células indujeron CCL20 y
RANTES a niveles equivalentes a hLIGHT soluble. Al preincubar cantidades gradadas de anticuerpos anti-
HLIGHT con células EL4-HLIGHT fijada, se bloqued la inducciéon de RANTES a niveles observados al no afiadir
células expresantes de hLIGHT (figura 10). En experimentos idénticos, de manera similar resulté inhibido CCL20.
Conjuntamente, estos datos indican que los anticuerpos de la invencion pueden bloquear la sfiealizacion in vitro
tanto de hLIGHT soluble cmo de hLIGHT unido a membrana.

Ejemplo 2 - Caracterizacion de antiuerpos monoclona les de raton anithumanos disponibles
comercialmente

Bloqueo cruzado de anticuerpos. Se llevaron a cabo expeirmentos de bloqueo cruzado tal como se indica en el
Ejemplo 1, utilizando anticuerpos monoclonales anti-HLIGHT de ratén disponibles de R&D Systems (“mAb de
ratén de R&D”) y Abnova (“mAb de ratén de Abnova”), asi como los anticuepros monoclonales anti-HLIGHT
humanos identificados en el Ejemplo 1, para evaluar qué epitopo de hLIGHT se une a los anticuerpos. Se
presentan los resultados en la figura 11

Los resultados demuestran que el mAb de ratobn de R&D se une al mismo epitopo que los anticuerpos
monoclonales humanos E1, E13 y E63 (“anticuerpos E humanos”), asi como al mismo epitopo que los
anticuerpos monoclonales humanos F19 y F23 (“anticuerpos F humanos”). De esta manera, en contraste con los
antiuerpos monoclonales E y F anti-HLIGHT humanos identificados en el ejemplo 1, en el que se encontré que se
unian inmunoespecificamnete a s6lo uno de dos epitopos diferentes, el mAb de ratén de R&D se unia a ambos
grupos de epitopos de hLIGHT. Es decir, los anticuerpos E humanos y los anticuerpos F humanos identificados
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en le Ejemplo 1 no se bloquearon cruzadamente entre si. Los anticuerpos E humanos bloquearon cruzadamente
otros santicuerpos E humanos, y los anticuerpos F humanos bloguearon cruzadamente otros naticuerpos F
humanos, mientras que los antcieurpos E humanos y los anticuerpos F humanos fueron todos capaces de
bloguear cruzadamente el mAb de raton de R&D. De manera similar, el mAb deratén de R&D bloqued
cruzadamente los anticeurpos E humanos, asi como los anticuerpos F humanos.

Los resultados también demuestran que el mAb de ratén de Abnova no se une a ninguno de los epitopos al que
si se unian los anticuerpos E humanos y los anticuerpos F humanos. Es decir, el mAb de ratén de Abnova no
resulté bloqueado cruzadamente por ninguno de los anticuerpos humanos E1, E13, E63, F19 o F23, ni el mAb de
raton de Abnova pudo bloquear cruzadamente ninguno de los anticuerpos humanos E1, E13, E63, F19 o F23.

Actividad de bloqueo de anticuerpos de la unién de HVEM:Fc a las células 293 hLIGHT.

Los anticuerpos monoclonales humanos anti-HLIGHT E1, E13 y F19, el mAb de ratén de R&D, los anticuerpos
policlonales de cabra anti-HLIGHT disponibles comercialmente (R&D Systems) y los anticuerpos policlonales de
conejo anti-HLIGHT (eBioscience) fueron sometidos a ensayo para su capacidad de bloquear la unién de
HVEM:Fc a las células 293 que expresan hLIGHT tal como se indica en el Ejemplo 1. Se muestran los resultados
en la figura 12 y en la figura 14B. La totalida dde los cuatro anticuerpos moncolonales pudo inhibir la unién de
una manera dependiente e la dosis, segun se determind medinate analisis de FACS. Los anticuerpos
policlonales de cabra de R&D también pudieron inhibir la union de HVEM:Fc, mientras que el anticuerpo
policlonal de conjeo de eBioscience no inhibié la unién.

Actividad de blogueo de anticuerpos de la unién de RLTB:Fc a las células 293 hLIGHT.

Se sometieron a ensayo para su capacidad de bloquear la union de RLTR:Fc a las células 293 que expresan
hLIGHT tal como se indica en el ejemplo 1, los anticuerpos monoclonales humanos anti-HLIGHT E1 y E13, el
mAb de raton de R&D, los anticuerpos policlonales de cabra anti-HLIGHT disponibles comercialmente (R&D
Systems) y los anticuerpos policlonales de conejo anti-HLIGHT (eBioscience). Se muestran los resultados en la
figura 13 y en la figura 14B. La totalidad de los cuatro anticuerpos monoclonales pudo inhibir la unién de una
manera dpeendiente de la dosis, segun se determind mediante analisis de FACS. Los anticuerpos policlonales
de cabra de R&D también pudieron inhibir la unién de RLTR:Fc, minetras que el anticuerpo policlonal de conejo
de eBioscience no pudo.

Unién a hLIGHT nativa y desnaturalizada. Se sometieron a ebullicion cinco microgramos de LIGHT humano
soluble en 2x tampon para muestras SDS (desnaturalizado) o no se trataron (nativo) y después ambos fueron
diluidos en serie en incrementos de 6x. Se aplicaron puntos de 5 pl de cada dilucion de hLIGHT simultdneamente
sobre membranas de PVDF de 0,2 um hidratadas (Invitrogen, Carlsbad, CA) utilizando una pipeta multicanal de 8
canales. Se dejo que las membranas se secasen al aire y después se rehidrataron, se bloguearon (1x TBST
(solucion salina tamponada con Tris Tween-20) + leche desnatada al 2,5% + azida sodica al 0,02%). Cada
membrana se sonde6 con 5 pg/ml de cada anticuerpo primario (ver posteriormente). Las membranas se lavaron
3x en 1x TBST seguido de anticuerpos secndarios biotinilados (biotina-a de cabra antihumano (Vector Labs,
Burlingame, CA), biotina-ade cabra antiratén (Jackson Labs, Bar Harbor, ME), biotina-a de ratdn anticabra
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO)) a una concentraciéon de 5 pg/ml. Las membranas se lavaron 3x en 1x TBST
seguido de super SA-HRP (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Se utilizé la quimioluminiscencia para la
deteccioén utilizando el kit de deteccién ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y se visualizé la sefial
mediante exposicion a pelicula de obtencion de imagenes X-OMAT AR (Kodak, Rochester, New York).

Los anticuerpos primarios sometidos a ensayo eran los mAb humanos anti-HLIGHT E1, E13, E63, F19 y F23
(Ejemplo 1), anticuerpos monoclonales murinos anti-HLIGHT disponibles comercialmente de R&D Systems
(“mAb de raton de R&D”) y de Abnova (“mAb de raton de Abnova”), una preparacion de anticuerpo policlonal de
cabra anti-HLIGHT (“pAb de cabra de R&D", de R&D Systems) y dos preparaciones de anticuerpo policlonal de
conejo anti-HLIGHT (“pAb de conejo de eBioscience”, de eBioscience, y “pAb de conejo de Preprotech”, de
Preprotech).

Los resultados se muestran en la figura 15 y en la figura 16. Los “anticuerpos E” monoclonales humanos anti-
HLIGHT de la exposicion (E1, E13 y E63) sometidos a ensayo en el presente ensayo Se unen
inmunoespecificamente a formas tanto nativas como desnaturalizadas de hLIGHT soluble (figura 15A vy figura
16). El anticuerpo E63 se une inmunoespecificamente a concentraciones mas bajas de hLIGHT nativo (limite
inferior de deteccion: 3,9 ng de hLIGHT nativo) que hLIGHT desnaturalizado (limite inferior de deteccion: 139 g
de hLIGHT desnaturalizado). El anticuerpo E1 también se une inmunoespecificamente a concentraciones mas
bajas de hLIGHT nativa (limite inferior de deteccién: 23 ng de hLIGHT nativa) en comparacion con hLIGHT
desnaturalizado (limite inferior de deteccion: 139 ng de hLIGHT desnaturalizado). El anticuerpo E13 se une
inmunoespecificamente a formas tanto nativas como desnaturalizadas de hLIGHT con el limite inferior de
deteccién en 0,64 ng para ambas formas de hLIGHT.

En contraste con los “anticuerpos E” monoclonales humanos anti-HLIGHT, los “anticuerpos F’ monoclonales
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humanos anti-HLIGHT de la invencién (F19 y F23) sometidos a ensayo en el presente ensayo se unen
inmunoespecificamente a la forma nativa de hLIGHT soluble (limite inferior de deteccién: 23 ng de hLIGHT
nativo) pero no a la forma desnaturalizada, incluso a las concentraciones mas altas (>5.000 ng) de hLIGHT
desnaturalizado (figura 15A y figura 16).

Cada uno de los anticuerpos monoclonales de ratén anti-HLIGHT disponibles comercialmente (mAb de ratén de
R&D y mAb de raton de Abnova) sometidos a enayo en el presente ensayo se unen inmunoespecificamente a
las formas tanto nativa como desnaturalizadas de hLIGHT soluble. EI mAb de raton de R&D se une
inmunoespecificamente a concentraciones mas bajas de hLIGHT nativo (limite inferior de deteccién: 23 ng de
hLIGHT nativo) en comparacién con hLIGHT desnaturalizado (limite inferior de deteccion: 139 ng de hLIGHT
desnaturalizado). EI mAb de raton de Abnova se une inmunoespecificamente a concentraciones
aproximadamente iguales de las formas tanto nativa como desnaturalizadas de hLIGHT soluble (limite inferior de
deteccioén: 0,64 ng de hLIGHT nativo o desnaturalizado, respectivamente).

Las tres preparaciones de anticuerpo policlonal anti-HLIGHT disponibles comercialmente (pAb de cabra de R&D,
pAb de conejo de eBioscience y pAb de conejo de Preprotech) se unieron, cada uno, a las formas tanto nativa
como desnaturalizadas de hLIGHT soluble. EI pAb de cabra de R&D se une inmunoespecificamente a
concentraciones ligeramente inferiores de hLIGHT soluble (limite inferior de deteccion: 0,04 ng de hLIGHT
nativo) en comparacion con hLIGHT desnaturalizado (limite inferior de deteccién: 0,13 ng de hLIGHT
desnaturalizado). El pAb de conejo de eBioscence también se une inmunoespecificamente a concentraciones
ligeramente inferiores de hLIGHT nativo (limite inferior de deteccion: 0,4 ng de hLIGHT nativo) en comparacion
con hLIGHT desnaturalizado (limite inferior de deteccién: 1,2 ng de hLIGHT desnaturalizado). De manera similar,
el pAb de conejo de Preprotech también se unié inmunoespecificamente a concentraciones ligeramente
inferiores de hLIGHT nativo (limite inferior de deteccion: 0,04 ng de hLIGHT nativo) que de hLIGHT
desnaturalizado (limite inferior de deteccion: 0,13 ng de hLIGHT desnaturalizado).

Inhibicién de la actividad biol6gica de células gue expresan un receptor de hLIGHT. También se llevaron a cabo
experimentos tal como se indica en el Ejemplo 1, con el fin de determinar si los anticuerpos monoclonales de
raton anti-HLIGHT disponibles comercialmente podian bloquear competitivamente la unién de hLIGHT soluble a
RLTR expresado sobre la superficie celular y HVEM sobre células HT29.14s. Se presentan los resultados en la
figura 17 (CCL20) y en la figura 18 (RANTES) y demuestran que ni el mAb de ratén de R&D ni el mAb de ratén
de Abnova eran capaces de inhibir la produccién de las quimioquinas CCL20 o0 RANTES mediada por LIGHT por
dichas células, mientras que los mAb humanos E13 y F23 si fueron capaces de reducir la secrecion de
quimioquinas a niveles de fondo.

Ejemplo 3 — Caracterizacion de cadenas kappa de los  anticuerpos humanos anti-HLIGHT F19y E1

Se utilizaron los procedimientos comentados en el Ejemplo 1 para encontrar una pareja preferente de cadena
kappa-cadena pesada de los anticuerpos producidos por los hibridomas de E1 y F19. Basandose en los
resultados de estos experimentos, se demostré que Elkappa(B) (SEC ID n° 6) es la cadena ligera kappa
preferente de los anticuerpos de hLIGHT producidos por el hibridoma de E1 y F19kappa(B) (SEC ID n°® 9) es la
cadena ligera kappa preferente de los anticuerpos de hLIGHT producidos por el hibridoma de F19.

Se generaron anticuerpos recombinantes de cadena kappa Unica mediante transfeccion transitoria de los
vectores de expresion de mamifero que contenian los genes de cadena pesada emparejados con cada uno de
los genes de cadena kappa individual que existen en las células de hibridoma parental. A continuacién, este
material se sometio a ensayo en paralelo con los anticuerpos purificados que se habian generado a partir de los
hibridomas parentales respectivos.

Se llevaron a cabo ensayos de union de anticuerpos tal como se indica en el Ejemplo 1. La pareja de cadena
kappa-cadena pesada que comprendia Elkappa(B) o F19appa(B) tifi6 especificamente las lineas celulares
establemente transfectadas con hLIGHT (HEK 293-HLIGHT) en un grado equivalente al de los anticuerpos
respectivos producidos por el hibridoma parental (figura 19).

Se llevaron a cabo experimentos ELISA de blogueo cruzado tal como se indica en el Ejemplo 1y los resutlados
indican que estos anticuerpos recombinantes reconocen los mismos epitopos sobre hLIGHT que sus anticuerpos
del hibridoma parental (figura 20).

Los anticuerpos recombinantes de cadena kappa Unica se sometieron a ensayo adicionalmente tal como se
indica en el Ejemplo 1 para su capacidad de bloquear la unién de hLIGHT expresado en la superficie celular a
formas de fusion de receptor soluble-Fc de tanto HVEM como RLTB humanas (figura 21). Los niveles de bloqueo
no fueron idénticos a los de los anticuerpos parentales.

Finalmente, se sometieron a ensayo los anticuerpos recombinantes de kappa Unica para su capacidad de inhibir

la secrecion de CCL20 mediada por LIGHT a partir de células epiteliales col6nicas HT29, tal como se indica en
los Ejemplos 1 y 2 (figura 22 y figura 23). En estos experimentos, la incubacién de hLIGHT soluble con
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anticuerpos anti-HLIGHT bloqueé la secrecion mediada por hLIGHT de CCL20 a partir de células HT29.14s de
manera similar a los hibridomas parentales.

Ademas, los recombinantes de cadena kappa Unica también mantuvieron la especificidad de los anticuerpos
producidos por el hibridoma parental en la evaluacion de transferencia por puntos de LIGHT nativo vs.
Desnaturalizado (datos no mostrados).

Conjuntamente, estos resultados indican que Elkappa(B) (SEC ID n° 6) es la cadena ligera kappa preferente
para la utilizacién en combinacién con la cadena pesada de E1 (SEC ID n° 1) y F19kappa(B) (SEC ID n°® 9) es la
cadena ligera kappa preferente para la utilizacion en combinacion con la cadena pesada de F19 (SE CID n° 4).

Ejemplo 4 — Unidén de anticuerpos y bloqueo mediado por anticuerpos de la unién de HVEM:FC y
RLTB_FC a variantes de polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) de LIGHT

Existen por lo menos dos variantes de polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) no sinénimas de la LIGHT
humana (figura 24). Una variante SNP codifica un acido glutdmico (E) o una lisina (K) en la posicion aminoacida
214, y la otra variante SNP codifica una serina (S) o una leucina (L) en la posicion aminoacida 32. Tal como se
muestra en las figuras 24A-24B, la frecuencia alélica de cada variante SNP en una diversidad de poblaciones
étnicas varia. De esta manera, los anticuerpos de hLIGHT que se unen a una variante SNP dada pueden resultar
mas eficaces en el tratamiento o prevencion de una enfermedad mediada por hLIGHT, o sintoma de la misma,
en dichas poblaciones étnicas con una incidencia méas elevada de la variante SNP dada.

En el presente ejemplo, se demuestra que los anticuerpos de hLIGHT proporcionados en la presente memoria se
unen a variantes SNP de hLIGHT no sindnimas que se encuentran presentes en los dominios extracelulares y
citoplasmaticos de hLIGHT. La unién de dichos anticuerpos a las variantes SNP también se correlaciona con la
capacidad del anticuerpo de bloquear eficazmente HVEM:Fc y RLTB:Fc a la variante SNP de hLIGHT y también
bloquea eficazmente la actividad biolégicas de las células que expresan un receptor de hLIGHT.

Unién de anticuerpos. Se llevaron a cabo titulaciones de dosis de los anticuerpos F23 y Elkappa(B) tal como en
el Ejemplo 1, con el fin de determinar si dichos anticuerpos se unian a variantes SNP de hLIGHT expresadas en
la superficie celular. Se utiliz6 una linea celular EL4 en estos experimentos, que se prepard esencialmente tal
como se indica en el Ejemplo 1, que expres6 establemente sobre la superficie la variante SNP de hLIGHT
respectiva. Tal como se muestra en las figuras 25A y 25C, respectivamente, cada uno de los anticuerpos F23 y
Elkappa(B) se uni6 a ambas variantes SNP: 214E-32S y 214E-32L. Sin embargo, tal como se muestra en la
figura 25B, Unicamente el anticuerpo F23, y no Elkappa(B), reconocio la variante SNP 214K-32S.

Los anticuerpos F23 (una IgG1), F19, E63 y Elkappa(B) también se sometieron a ensayo para determinar si
existia una diferencia entre la capacidad de los “anticuerpos F” y los “anticuerpos E” de reconocer cualquiera de
las formas de variante SNP. Tal como se muestra en la figura 26A y en la figura 26B, los anticuerpos F23 y F19
se unen a las formas SNP tanto 214E como 214K de hLIGHT. Sin embargo, los anticuerpos E63 y Elkappa(B)
se unen unicamente a la forma predominante de LIGHT, 214E, y no a 214K (figuras 26A y 26B).

Actividad de blogueo de los anticuerpos de la unién de HVEM:Fc y RLTB:Fc a la variante SNP de LIGHT, 214k-
32S. Debido a que el anticuerpo F23 se unia tanto a la forma predominante (214E) como a la forma menos
predominante (214K) de variantes de LIGHT, a continuacion se determind si el anticuerpo F23 podia bloquear la
union de HVEM:Fc o de RLTR_Fc. Se llevé a cabo el bloqueo mediado por anticuerpos de las proteinas de fusion
de receptor tal como en el Ejemplo 1. Brevemente, se incubd la linea celular EL4-214K-32S con cantidades
crecientes de anticuerpos anti-LIGHT seguido de la adicion de HVEM:Fc o RLTR:Fc. Se evaluaron los efectos de
esta preincubacion sobre la unién de los receptores mediante la deteccion de HVEM:Fc o de RLTB:Fc y de la
union de RLTR:Fc a la variante 214K-32S de LIGHT.

Inhibicién de la actividad biolégica mediada por la variante SNP de LIGHT de superficie celular de las células que
expresan un receptor de LIGHT. El presente estudio se llevd a cabo para determinar si los anticuerpos
monoclonales anti-HLIGHT humanos que previamente se habia demostrado que se unian a ambas variantes
SNP de hLIGHT, 214K y 214E, también eran capaces de bloquear eficazmente la secrecién de RANTES en
células epiteliales col6nicas humanas, HT29.14s, que expresan tanto RLTB como HVEM, por la variante SNP
214E o 214K de hLIGHT expresada sobre la superficie celular, o las variantes SNP de hLIGHT solubles de las
mismas. En el ensayo de induccion de RANTES a partir de HT29.14s mediada por LIGHT expresado sobre la
superficie celular, se preincubaron cantidades gradadas de anticuerpos anti-HLIGHT con un ndmero constante
de células que expresaban variantes SNP de hLIGHT (214K o 214E). Se sometieron a ensayo los niveles de
quimioquinas el dia 3 después del tratamiento y se compararon los niveles inducidos por hLIGHT soluble solo,
por células que expresaban hLIGHT solo o por células preincubadas con IgG humana irrelevante a modo de
proteina de control de isotipo.

En dichos ensayos, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria (F19 y F23) bloquearon hLIGHT
soluble y ambas variantes SNP de hLIGHT expresadas sobre la superficie celular (214E y 214K) mediaron en la
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induccion de RANTES de manera dependiente de la dosis. El anticuerpo monoclonal de raton anti-HLIGHT
disponible comercialmente de R&D Systems (el mAb de ratén de R&D del Ejemplo 1) no pudo bloquear la
secrecion de quimioquinas mediada por hLIGHT expresado sobre la superficie celular o soluble, con
independencia de la variante SNP. Tanto las variantes de hLIGHT expresadas sobre la superficie celular como
los controles positivos de hLIGHT recombinante soluble indujeron niveles equivalentes de RANTES, y la
preincubacion de la IgG_h de isotipo de control negativo con variantes de hLIGHT expresado en la superficie
celular o con hLIGHT recombinante soluble no redujo los niveles de RANTES significativamente.

Comentario. De los més de treinta polimorfismos de nucle6tido Gnico (SNP) en el locus genémico de hLIGHT,
existen por lo menos dos hLIGHT no sin6nimos, con datos de frecuencias asociados a ellos (figura 24). Uno
codifica un &cido glutamico (~0,9) o una lisina (0,1) en la posicion aminoacida 214 de hLIGHT vy reside en la
region extracelular de hLIGHT. El otro codifica una serina (0,99) o una leucina (0,011) en el residuo aminoacido
32 y reside en la region citoplasmatica de hLIGHT. El locus genémico de LIGHT_ reside en una region
cromosomica, ch19p13.3, que contiene un locus de susceptibilidad a la enfermedad intestinal inflamatoria (Rioux
et al., Am. J. Hum. Genet. 66:1863-70, 2000) y sugiere de esta manera que un SNP podria estar correlacionado
con la frecuencia de la enfermedad Ell. Por lo tanto, resultaba interesante determinar si los anticuerpos anti-
HLIGHT antagonistas proporcionados en la presente memoria eran capaces de reconocer variantes SNP no
sinénimas de hLIGHT.

En el presente ejemplo, los presentes inventores sometieron a ensayo la capacidad de los anticuerpos anti-
HLIGHT de unirse a variantes SNP de hLIGHT expresadas establemente sobre la superficie de las lineas de
células EL4. Tal como se muestra en las figuras 25A y 25B, F23 se une a ambas variantes SNP, 214E y 214K,
mientras que Elkappa(B9 se une Unicamente a la forma predominante: 214E. De manera similar, F23 bloquea la
union de HVEM:Fc o RLTRB:Fc a estas células (figura 25D). Tal como se esperaba, el SNP citoplasmatico
aparentemente no afecta a la unién de ninguno de los anticuerpos (figura 25C). Al someter a ensayo los
“anticuerpos E” y los “anticuerpos F”, sélo los anticuerpos F fueron capaces de unirse a ambas variantes SNP,
tanto 214K como 214E (figuras 26A y 26B). El anticuerpo mAb de ratén comercial de R&D también fue capaz de
unirse a ambas variantes SNP (datos no mostrados).

Ademaés del bloqueo de anticuerpo anti-HLIGHT de las versiones solubles de los receptores de variantes SNP de
LIGHT in vitro, la induccién de quimioquinas mediada por SNP de hLIGHT de superficie celular también resultd
inhibida por los anticuerpos anti-HLIGHT de la presente invencion. En el presente ensayo, las lineas celulares
EL4 que expresaban las variantes SNP de hLIGHT 214E o 214K se fijaron con formalina y se utilizaron para
tratar la linea celular epitelial colénica HT29. Tal como se muestra en la figura 27, sélo estas lineas celulares
indujeron niveles similares de RANTES a los inducidos por 1 pg de LIGHT soluble. Se sometieron a ensayo
“anticuerpos F”’ anti-HLIGHT mediante la preincubacion de linea expresantes de hLIGHT con cantidades
gradadas de anticuerpo y se compararon con controles de isotipo o el mAb de raton de R&D disponible
comercialmente. Tanto F23 como F19kappa(B) inhibieron la secrecion de RANTES mediada por cualquiera de
las lineas celulares expresantes de variante SNP. Sin embargo, el mAb de ratén de R&D y el control negativo de
isotipo humano no inhibieron la secrecién de RANTES mediada por cualquiera de las variantes SNP de LIGHT.
Ello a pesar del hecho de que el mAb de ratdon de R&D pudo unirse a ambas variantes SNP. Estos resultados no
s6lo demuestran que los anticuerpos F23 y F19kappa(B) de la presente invencion bloquean cualquier
sefializacion por variantes SNP de LIGHT, sino que también se muestran superiores al mAb de ratén de R&D
comercial.

Ejemplo 5 — Estudio de eficacia in vivo de 124F23 en el modelo de enfermedad aguda de inje rto
xenogénico contra huésped

En el presente ejemplo, se evalud la eficacia in vivo de un anticuerpo anti-HLIGHT proporcionado en la presente
memoria en un modelo de enfermedad murina aguda de injerto xenogénico-contra-huésped (EICH). Se demostré
que el anticuerpo F23 en este modelo reducia la patologia macroscépica global (diarrea, inflamacion peritoneal y
ascites, y la inflamacion intestinal) y la histopatologia (severidad de la inflamacion, extension de la inflamacion,
dafio/atrofia de las vellosidades y porcentaje de afectacion), asi como reducia el nimero de células T en el bazo.

Purificacién de PBMC humanas a partir de sangre completa. Se recolectdé sangre completa de donantes sanos
de edades comprendidas entre los 18 y los 50 afios a través del programa habitual de donantes de sangre del
Scripps Green Hospital (La Jolla, CA) y se afiadié heparina para evitar la coagulacion. No se especificé la raza,
etnicidad o género. La sangre fue diluida en PBS y después se aplicé una capa subyacente de Ficoll-Plaque Plus
(Amersham Biosciences). Se separaron las células mononucleares del suero y las plaquetas mediante
centrifugacion a 1.800 rpm sin freno. A continuacion, se recolecto la interfaz que contenia las PBMC y se lavaron
dos veces con PBS.

Modelo in vivo de enfermedad aguda del injerto contra el huésped: se utiliz6 un modelo de enfermedad aguda de
injerto xenogénico contra el huésped para someter a ensayo el potencial terapéutico del anticuerpo humano anti-
LIGHT humano de F23 (124F23G1) in vivo (Watanabe et al., Clin. Immunol. 120:247-59, 2006), esencialmente tal
como se indica de manera general en la figura 28. Brevemente, en ratones macho con inmunodeficiencia
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combinada grave (SCID) de edades comprendidas entre las 5 y 10 semanas, el dia -2 se inyectaron 20 pg de
anticuerpo de rata anti-cadena beta de receptor de IL-2 de raton (IL2RB) (TMB, Tanaka et al., J. Exp. Med.
178:1103, 1993) para reducir el nimero de células asesinas naturales murinas endégenas. Al dia siguiente (dia -
1), los ratones recibieron 2,5 Gy de irradiacion subletal utilizando una fuente de cesio para permitir la migracion
de las células humanas al tracto intestinal. Al dia siguiente (dia 0), los ratones recibieron 10 millones de células
mononucleares sanguineas periféricas humanas totales en PBS mediante inyeccion intraperitoneal seguida
inmediatamente por la inyeccion intravenosa de anticuerpo humano anti-LIGHT humano (124F23G1) o IgG1_h
de control negativo (anti-dinitrofenol (anti-DNP), Kirin Brewery Co., Ltd.) a una dosis de 100 pg en 100 pl de PBS.
Las células T humanas se expanden e inducen una enfermedad de tipo injerto contra el huésped y sintomas de
la misma, resultando en, por ejemplo, pérdida de peso, hematuria, hidroperitoneo, infiltrados de células
inflamatorias en el higado y en el tracto intestinal, y finalmente, la muerte. La enfermedad estd mediada
principalmente por células T humanas, ya que la transferencia de células T solamente induce sintomas similares.
Se determiné el peso corporal cada 3-4 dias y los ratones recibieron el anticuerpo anti-IL2Rf3 semanalmente. El
dia 12 los ratones fueron sacrificados y se analizaron para la patologia macroscopica y sintomas de la
enfermedad; se recolectaron los bazos para el analisis de citometria de flujo y los ciegos para la histologia y se
recolecté suero para el andlisis de citocinas y anticuerpos humanos (Watanabe, Clin. Immunol. 120:247-59,
2006).

Analisis funcional in vivo de anticuerpos monoclonales humanos anti-LIGHT humano. La patologia macroscépica
observada el dia 12 se puntud de la manera siguiente: diarrea (0 o 1), hemorragias en el intestino y cavidad
peritoneal y peritonitis (cada uno puntuado como 0, 1, 2 o 3, segin si nulo, leve, moderado o grave,
respectivamente). Se utiliz6 la suma de todos los sintomas de enfermedad para determinar la puntuacion total de
patologia macroscopica. Tal como se muestra en la figura 29, los ratones que recibieron el anticuerpo de control
o PBMC solas (sin inyeccion de anticuerpo) mostraron todos sintomas de EICH, con puntuaciones de patologia
superiores a las de ratones que habian recibido el anticuerpo anti-LIGHT 124F23G1.

Se llevé a cabo un analisis histopatolégico de las secciones H+E del ciego y se puntuaron de la manera
siguiente: gravedad de la inflamacion, extension de la inflamacion, dafio/atrofia de las vellosidades y porcentaje
de afectacion (cada uno puntuado como 0, 1, 2 o 3 segun si nulo, leve, moderado o grave, respectivamente). La
puntuacion final era la suma de cada categoria, con una puntuacion maxima de 12 para cada raton. Tal como se
muestra en la figura 30, los ratones que habian recibido el anticuerpo de control o s6lo PBMC (sin inyeccion de
anticuerpo) presentaron histopatologia similar, mientras que los ratones que habian recibido inyeccion de
124F23G1 no mostraron signos histologicos de la enfermedad. Un ejemplo de la histologia del ciego observado
en los animales tratados con anti-LIGHT se ilustra en la figura 31A, que muestra una estructura uniforme de las
vellosidades, de la submucosa y de la capa muscular, asi como una ausencia de ascites o sangre. En contraste,
la histologia del ciego de un animal tratado con anticuerpo de control presentaba signos prominentes de
enfermedad, incluyendo una submucosa llena de ascites, signos de sangrado intestinal, indicado por
agrupaciones de eritrocitos e infiltrados prominentes de linfocitos (figura 31B).

Los andlisis de los bazos concordaron con la patologia macroscopica y la histopatologia. Se encontraban
presentes células T humanas en los bazos de los ratones tratados con los anticuerpos de control pero el nimero
de células T humanas en los animales tratados con 124F23G1 eran significativamente inferiores a los nimeros
de células T en los animales de control (figura 32).

En los estudios de seguimiento, puede utilizarse tanto la version reductora de células T (IgG1) y/o la no reductora
de células T (IgG4PE) de los anticuerpos anti-HLIGHT para evaluar el mecanismo de mejora de la enfermedad,
tal como si las células T estan siendo bloqueadas por el anticuerpo o por el contrario estdn experimentando
apoptosis.

Comentario: la enfermedad aguda del injerto contra el huésped (EICH) es una complicacion mayor asociada al
trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas. La EICH se define de manera general como un ataque
amplio contra los tejidos del huésped por parte de las células T del donante. Tras el trasplante, la
inmunosupresion sistémica es el método actual para prevenir la EICH; sin embargo, ello puede conducir a
infecciones de patdégenos oportunistas y la recaida de la leucemia. Por lo tanto, el bloqueo de las sefiales
coestimuladoras de las células T es una de las alternativas méas prometedoras a los inmunosupresores. Los
ultimos informes indican que la coestimulacion de LIGHT-HVEM de las células T desempefia un papel
patogénico crucial en la EICH (Xu et al., 109:4097-4104, 2007). De esta manera, los anticuerpos anti-LIGHT
antagonistas podrian poseer eficacia terapéutica para la EICH. La eficacia in vivo en el modelo de EICH
xenogénico agudo demuestra este potencial.

Modelo xenogénico agudo de EICH en el que se inyectan PBMC humanas en ratones SCID irradiados
subletalmente con reduccion del niumero de células NK (figura 28). En este modelo, la irradiacién inicia el dafio
intestinal y las células T median en la inflamacién intestinal de la enfermedad. Los animales muestran signos
graves de la enfermedad aproximadamente 12 dias después de la inyeccion de las PBMC. Entre los signos
caracteristicos de la enfermedad se incluyen la inflamacién intestinal que se manifiesta en hemorragias, ascites y
atrofia de las vellosidades. En un estudio inicial, el tratamiento de los ratones con 100 microgramos de anticuerpo
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anti-LIGHT (124F23G1) redujo la patologia macroscopica observada en el intestino (figura 29). De manera
similar, esta reduccion resulté corroborada por un analisis mas fino de la histopatologia del ciego, en el que el
tratamiento de anticuerpos anti-LIGHT no condujo a enfermedad detectable (figura 30). La figura 31A muestra
una seccion representativa tefiida con H+E del ciego de un animal tratado con anti-LIGHT. En contraste, el ciego
de un animal tratado con anticuerpo de control muestra signos caracteristicos de inflamacién grave del intestino,
incluyendo manchas rojas de células indicativas de hemorragia, liquido extremadamente internalizado llenando la
submucosa e infiltrados de linfocitos (figura 31B). En este modelo, las células T humanas transferidas son las
principales responsables de la induccién de la enfermedad y el nimero de células T esplénicas tiende a
correlacionarse con la gravedad de la enfermedad. El tratamiento con anticuerpo anti-LIGHT reduce
significativamente el nimero total de células T humanas en el bazo (figura 32). De esta manera, conjuntamente,
estos datos indican que los anticuerpos anti-LIGHT muestran eficacia in vivo en este modelo, reduciendo
significativamente los signos de enfermedad respecto al control negativo.

Ejemplo 6 — Anadlisis cristalografico de rayos X de una interaccion de LIGHT humano / anticuerpo anti-
LIGHT humano (F23)

Se utilizé el anticuerpo F23G1 (o fragmento Fab del mismo) para evaluar la naturaleza del reconocimiento
preferente de hLIGHT trimérico nativo. El analisis estructural permitié la identificacion de residuos aminoacidos
de contacto especificos entre el anticuerpo anti-HLIGHT y la molécula de hLIGHT para definir adicionalmente el
epitopo conformacional reconocido por el anticuerpo. La cristalizacion de complejos de LIGHT-Fab anti-LIGHT se
llevé a cabo mediante métodos estandares de difusion de vapor de gota sedente (ver, por ejemplo, McRee, en:
Practical Protein Crystallography (Academic Press, San Diego, CA), paginas 1 a 23, 1993; Rhodes, en:
Crystallography Made Crystal Clear (Academic Press, San Diego, CA), 29-38, paginas 8 a 10, 1993). Los
cristales se analizaron utilizando un SYNCHROTRON vy los datos se analizaron utilizando el paquete de
programas CCP4 (Science & Technology Faciliies Council, Computational Science and Engineering
Department), que es una coleccién de diferentes programas que cubren la mayoria de los calculos necesarios
para la cristalografia macromolecular. Tal como apreciara el experto en la materia, pueden utilizarse de manera
similar otros anticuerpos de hLIGHT proporcionados en la presente memoria para determinar la uniéon de
epitopos de hLIGHT y los residuos aminoéacidos de contacto.

Ejemplo 7 — Estudio de eficacia in vivo de 124F23 en el modelo de enfermedad colitis

Modelo de colitis de transferencia de células T humanas. De manera analoga al modelo de transferencia de
CD4'/CD45Rbhi de colitis en el raton descrito en Morrissey et al., J. Exp. Med. 178:237, 1993, se inyectaron
células T no expuestas humanas (CD45RA+CD45RO-) en ratones RAG-/-. En este modelo, una cepa
transgénica de HLA (C57BL/6NTac-[KO]Abb-[Tg]DR-4) compatible con el tipo de HLA de un donante humano se
retrocruzé con un fondo RAG-/- ((B6.129S6-Rag2™™*N12) para permitir la presentacion de antigenos entre las
APC de los ratones receptores y las células T donantes humanas. Esta interaccion resulta necesaria para el
reconocimiento de las células T de la microflora intestinal, que se cree que es responsable de la activacion y
retorno de las células T al intestino. Los animales experimentaron pérdida de peso y caquexia, junto con
inflamacién intestinal, que no se observo en los ratones RAG-/-.

En determinados grupos, se administra un anticuerpo humano anti-HLIGHT (por ejemplo, F23) a una dosis de
100 pg (o, por ejemplo, comprendida entre 2 pg y 500 pg) por cada animal mediante inyeccién intravenosa
simultaneamente con la administracion de células T donantes humanas. En determinados grupos, el anticuerpo
anti-HLIGHT se administra en diversos intervalos de tiempo antes y/o después de la administracion de células T
donantes humanas. Debido a que los anticuerpos anti-LIGHT se unen a LIGHT expresado sobre la superficie de
las células T activadas, se previenen y/o tratan los sintomas de la enfermedad. En los estudios de seguimiento,
pueden utilizarse versiones tanto reductoras del nimero de células T (IgG1) y/o no reductoras (IgG4PE) de los
anticuerpos anti-HLIGHT para evaluar el mecanismo de mejora de la enfermedad. Por ejemplo, los anticuerpos
19G4 anti-LIGHT son capaces de bloquear la coestimulacion y supervivencia de las células T.

Ejemplo 8 — Modelo de Ell de enfermedad humana en r atones con activacion (“knock in”) de LIGHT
humano

Tal como se comenta en otros sitios en la presente memoria, se ha relacionado anteriormente LIGHT con la
patologia de la enfermedad Ell (ver, por ejemplo, Wang et al., J. Immunol. 174:8173-82, 2005; Wang et al., J.
Clin. Invest. 113:826-35, 2004; Cohavy et al., J. Immunol. 174:646-53, 2005). En el presente ejemplo, se cre6 un
modelo de Ell de ratén de activacion de hLIGHT y se administraron anticuerpos monoclonales humanos anti-
HLIGHT en el animal para evaluar la eficacia in vivo de estos anticuerpos en el tratamiento de la Ell. Debido a
que se ha demostrado que dichos anticuerpos bloquean la unién de receptores a hLIGHT, blogueando la
actividad biologica de hLIGHT (ver, por ejemplo, los Ejemplos 1 a 4) y el tratamiento de la EICH (Ejemplo 5), se
espera que los anticuerpos de hLIGHT de la invencion también resulten eficaces en el tratamiento de la Ell.
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Generacion de activacion (“knock in”) de LIGHT. Se generaron ratones con alteracion del gen de LIGHT de ratn
qgue también presentaban una insercion dirigida del gen de LIGHT humano, utilizando métodos estandares de
insercién génica dirigida mediante recombinacion homéloga. Brevemente, se produjeron células ES de raton
dirigida a gen mediante electroporacion de un constructo de insercion dirigida de genes en células ES de tipo
salvaje. La recombinacion homéloga entre el genoma de la célula ES y dos regiones de homologia en el vector
de insercion dirigida que flanquean el gen de LIGHT humano resultan en la sustitucion del gen de LIGHT de
raton por el gen de LIGHT humano. A continuacion, se implant6é un blastocisto en hembras pseudogestantes,
conduciendo a la generacion de ratones hibridos. La cria produjo los animales con activacion de LIGHT
homalogo.

Modelos de Ell de enfermedad humana. Se utilizaron los animales con activacién de hLIGHT en modelos
establecidos de Ell. Un modelo establecido de Ell incluye la administracién de dextran sulfato sédico (DSS) en
agua de boca (ver, por ejemplo, Mahler et al., Am. J. Physiol. 274G544-51, 1998). Brevemente, se indujo colitis
experimental mediante la administracion de DDS al 3,5% (p/v) (p.m. de 36.100-45.000; TbD Consultancy,
Uppsala, Suecia) en agua de boca acidificada ad libitum durante 5 dias. A continuacion, se detuvo la
administracion de DDS vy los ratones recibieron agua de boca acidificada sola durante 16 dias, hasta la necropsia
el dia 21. Esta dosis induce colitis moderada a grave, minimizando la mortalidad, aunque pueden utilizarse otras
dosis. A continuacién, se recogié el intestino grueso y se separ6 el ciego del colon. Seguidamente se llevd a
cabo la fijacién estandar de los tejidos y la tincién con H+E para determinar la severidad de la inflamacién y las
lesiones. Los ratones fueron evaluados para patologia, histopatologia, sindrome caquéctico y/o muerte.

Un segundo modelo establecido de Ell incluye la administracién rectal de &cido trinitrobenceno-sulfénico (TNBS)
(ver, por ejemplo, Neurath, J. Exp. Med. 182:1281-90, 1995). Brevemente, para inducir colitis, los ratones son
brevemente anestesiados con metorfano y seguidamente se inserta cuidadosamente un catéter 3.5F en el colon,
de manera que la punta se encuentra aproximadamente a 4 cm del ano. Para inducir la colitis, se introducen 0,5
mg de reactivo hapteno TNBS (Sigma, St. Louis, MO) en etanol al 50% (para romper la barrera intestinal) en el
lumen del colon por el catéter fijado a una jeringa de 1 ml. En experimentos de control, los ratones recibieron
etanol al 50% unicamente. El volumen total de inyeccion fue de 100 pl en ambos grupos, permitiendo que el
TNBS o el etanol alcanzase a todo el colon, incluyendo el ciego y el apéndice. A continuacion, los animales se
mantuvieron en posicion vertical durante 30 segundos y se devolvieron a sus jaulas, o el modelo de transferencia
de CD4'/CD45Rbhi de colitis en el raton (ver, por ejemplo, Morrissey et al., J. Exp. Med. 178:237-44, 1993).
Seguidamente pueden utilizarse anticuerpos anti-LIGHT para el tratamiento y la prevencién de la enfermedad
establecida, tal como en dosis de 2 a 500 pg en cada animal, esencialmente tal como se ha indicado
anteriormente. Seguidamente se recoge el intestino grueso y se separa el ciego del colon. En diversos puntos
temporales posteriores, se extrae el intestino y después se lleva a cabo una fijacion estandar de los tejidos y
tincion con H+E, para determinar la gravedad de la inflamacién y las lesiones. Los ratones fueron evaluados para
patologia, histopatologia, sindrome caquéctico y/o muerte.

Un tercer modelo establecido de Ell es el modelo de transferencia de CD4*/CD45RBhi de colitis en el raton (ver,
por ejemplo, Morrissey et al., J. Exp. Med. 178:237-44, 1993). Brevemente, células T de ganglio linfatico CD4"
purificadas fueron separadas segin su expresion de CD45RB e inyectadas en ratones con activacion de
hLIGHT. A continuacion, se llevé a cabo fijacion estandar de los tejidos y tincion con H+E para determinar la
gravedad de la inflamacion y las lesiones. Los ratones fueron evaluados para patologia, histopatologia, sindrome
caquéctico y/o muerte.

Los anticuerpos anti-LIGHT (por ejemplo, dosis de 2 a 500 pg por cada animal) pueden utilizarse con cualquier
modelo de Ell, tal como los indicados anteriormente, para evaluar la eficacia en el tratamiento y la prevencion de
la Ell, esencialmente tal como se ha indicado anteriormente. Debido a que se ha demostrado anteriormente que
estos anticuerpos bloquean la union de receptores de hLIGHT, bloquean la actividad biologica de hLIGHT (ver,
por ejemplo, los Ejemplos 1 a 4), tratando la EICH (Ejemplo 5), se espera que los anticuerpos de hLIGHT de la
invencion también resulten eficaces en el tratamiento de la Ell.

Las formas de realizacion de la presente invencién indicadas anteriormente son proporcionadas Unicamente a
titulo de ejemplo y el experto en la materia reconocerd, o podra determinar utilizando nada mas que
experimentacion rutinaria, numerosos equivalentes de los procedimientos especificos descritos en la presente
memoria. La totalidad de dichos equivalentes se considera que se encuentra comprendida dentro del alcance de
la presente invencion y se encuentran cubiertos por las reivindicaciones a continuacién. Ademas, tal como se
utiliza en la presente memoria y en las reivindicaciones, las formas singulares “un”, “una” y “el” o “la” incluyen las
formas plurales, a menos que el contenido indique claramente lo contrario. De esta manera, por ejemplo, la
referencia a “un anticuerpo” incluye una mezcla de dos o mas de dichos anticuerpos, y similares. Ademas, el
experto ordinario en la materia reconocera que las secuencias de operaciones deben indicarse en algin orden
especifico con el proposito de explicacion y reivindicacion, aunque la presente exposicion contempla diversos
cambios més alla de dicho orden especifico.

Otras formas de realizacion se encuentran comprendidas dentro de las reivindicaciones a continuacion.
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Listado de secuencias

<110> Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd.
La Jolla Institute for Allergy & Immunology

<120> Anticuerpos monoclonales humanos especificos de hLIGHT antagonistas
<130> 7505-049-228

<140>
<141>

<150> 60/840,774
<151> 2006-08-28

<150> 60/897,875
<151> 2007-01-25

<160> 106

<170> FastSEQ for Windows version 4.0
<210>1

<211> 136

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena pesada de E1

<400> 1

Met Glu Leu Gly Leu Cys Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Glu Gly

1 5 10 15

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

35 40 45

Ser Arg Phe Asn Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

50 55 60

Glu Trp Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Ser Tyr Thr Ile Tyr Tyr Ala
65 70 75 80
Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn

85 90 95
Ser Leu Asp Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Ile Ala Ala Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
115 . 120 125
Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135
<210> 2
<211> 138
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena pesada de E13

<400> 2

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Ala Ala Ile Leu Lys Gly

1 5 - 10 15

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
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15

20

Pro
Ser
Glu
65

Tyr
Lys

Ala

Gly

Gly Gly
35

Asn Ala

50

Trp Val

Ala Ala
Asn Thr
vVal Tyr

115

Gln Gly
130

<210>3
<211> 141
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena pesada de E63

<400> 3

Met
1
val
Pro
Ser
Gly
65
Asn
Asn

val

Asp

Lys His
Leu Ser

Ser Glu
35

Ser Gly

50

Leu Glu

Pro Ser
Gln Phe
Tyr Tyr

115

Pro Trp
130

<210> 4

<211> 141
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena pesada de F19

<400> 4

Met
1
Val
Pro

Ser

Glu
65

Lys His
Leu Ser

Ser Glu
35

Gly Tyr

50

Trp Ile

20
Ser

Trp
Gly
Pro
Leu
100
Tyr

Thr

Len
Gln
20

Thr
Gly
Trp
Leu
Ser
100
Cys

Gly

Leu
Gln
20

Thr

Asn

Gly

Leu
Met
Arg
Val
85

Phe

Cys

Leau

Trp
5
Val
Leu
Tyr
Ile
Lys
85
Leu

Ala

Gln

Trp
5
Val
Len
Trp

Glu

Arg
Ser
Ile
70

Lys
Leu

Thr

val

Phe
Gln
Ser
TYyr
Gly
70

Ser
Lys
Arg

Gly

Phe
Gln
Ser
His

Ile
70

Leu
Trp
55

Lys
Gly
Gln

Thr

Thr
135

Phe
Leu

Leu

Trp
55

Tyr
Arg
Leu

Trp

Thr
135

Phe
Leu
Leu
Trp

55
Thr

ES 2 643 687 T3

25
Ser Cys
40
Val Arg

Ser Lys
Arg Phe

Met Asn
105

Ala Met

120

Val Ser

Lau Leu

Gln Glu
25

Thr Cys

40

Ser Trp

Ile Tyr
Val Thr

Ser Ser
105

Ile Thr

120

Leu Vval

Leu Leu

Gln Gln
25

Thr Cys

40

Ile Arg

His Ser

Ala Ala

Gln Ala

Ile Asp
75

Thr Ile

90

Ser Leu

Ala Gly

Ser

Leu Val
10

Ser Gly
Ile Val
Ile Arg
Tyr Ser

75

Ile Ser
20

Val Thr
Met Phe

Thr val

Leu Val
10
Trp Gly

Ala Vval
Gln Pro

Gly Ser
75

88

Ser
Pro
60

Gly
Ser

Lys

Ala

Ala
Pro
Ser
Gln
60

Gly
Val
Ala
Arg

Ser
140

Ala
Ala

Tyxr

Gly
Gly
Gly
Arg
Thr

Phe
125

Ala
Gly
Gly
45

Pro
Ser
Asp
Ala
Gly

125
Ser

Ala
Gly

Gly

" 45

Pro
60
Thr

Gly

Asn

30
Phe

Lys
Thr
Asp
Glu

110
Gly

Pro
Leu
30

Gly
Pro
Thr
Thr
Asp

110
val

Pro
Len
Gly
Lys

Tyr

Thr
Gly
Thr
Asp
95

Asp

Phe

Arg
15

Val
Ser
Gly
Asn
Ser
95

Thr

Gly

Arg
15

Leu
Ser

Gly

Asn

Leu
Leu
Asp
Ser

Thr

Trp

Trp
Lys
val
Lys
Tyr
80

Lys
Ala

Phe

Trp
Lys
Phe
Leu

Pro
80
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15

20

25

Ser
Phe
Tyr

Asp

Leu
Ser
Cys

Val
130

<210>5

<211> 143
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena pesada de F23

<400> 5

Met
1
Leu

Trp
Ala
Gln
65

Asn
Asn

Val

Gly

<210> 6

<211> 128
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> region variable n° 2 de cadena ligera kappa de E1 (E1 kappa(B))

<400> 6

Met
1
Asp
Leu
val
Pro
65
Asp

Ser

Gly

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Arg
Arg
Arg

Ser

<210>7

<211> 130
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Lys
Leu

val
115

Trp

Asp
Val
Gly
Val
50

Pro
Pro
Gln
Tyr

Leu
130

Thr
Thr
Pro
35

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
115

Ser

Lys
100
Arg

Gly

Leu
Ala
Ala
35

Tyx
Pro
Ser
Phe
Tyr

115
Asp

Pro
Gly
20

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

100
Met

Arg Val
85
Leu Ser

Glu Ile

Gln Gly

Leu His
5
Ala Pro

Gly Leu
Gly Gly
Gly Lys
Leu Lys
85

Ser Leu
100

Cys Ala

Val Trp

Ala Gln
5
Glu Tle

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
70

Gly Ser

85

Pro Glu

Tyr Thr

Thr
Ser
Ala

Thr
135

Lys
Arg
Leu
Ser
Gly
70

Ser

Lys

Gly

Leu
val
Ala
Thr
55

Gly
Gly
Asp

Phe

Ile
Val
Val

120
Thr

Asn
Trp
Lys
Phe
55

Letu
Arg
Leu

Glu

Gln
135

Leu
Leu

Thr
40
Trp

Ala
Ser
Phe

Gly
1290
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Ser
Thr
105
Ala

Val

Met
val
Pro
40

Ser
Glu
Val
Ser
Ile

120
Gly

Phe
Thr
25

Leu
Tyx
Ser
Gly
Ala

105
Gln

vVal
D]
Ala

Gly

Thr

Lys
Leu
25

Ser
Gly
Trp
Thr
Ser
105
Ala

Thr

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
20

Val

Gly

Asp
Ala
Thr

val

His
10

Ser
Glu
Tyr
Ile
Ile
20

Val
Thr

Thr

Leu
Ser
Cys
Gln
Arg
75

Asp
Tyr

Thr

89

Thr
Asp
Gly

Ser
140

Leu
Gln
Thr
Tyr
Gly
75

Ser
Thr

Ala

val

Leu
Pro
Arg
Lys
60

Ala
Phe
Tyr

Lys

Ser
Thr
Tyr

125
Ser

Trp
Val

Leu

Trp
60

Glu
Val
Ala

Asp

Thr
140

Leu
Gly
Ala
45

Pre¢
Thr
Thr
Cys

Leu
125

Lys

Ala
119
Tyr

Phe
Gln
Ser
45

Asn
Ile
Asp
Ala
Lys

125
val

Trp
Thr

30
Ser

Gly
Gly
Leu
Gln

110
Glu

Asn
95
val

Gly

Phe
Leu
30

Leu
Trp
Asn
Thr
Asp
110
Gly

Ser

Leu
15

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
95

Gln

Ile

Gln
Tyr

Met

Leu
15

Gln
Thr
Ile
Gln
Ser
95

Thr
Tyr

Ser

Pro
Ser
Ser
Ala
Pro
80

Ile

Tyr

Lys

Leu
Gln
Cys
Arg
Tyr
80

Lys
Ala

Tyr
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<220>
<223> Region variable de cadena ligera kappa de E13

<400>7

Met
1
Asp
Leu
val
Pro
65
Asp
Ser

Gly

Lys

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Arg
Arqg
Arg

Ser

Arg
130

<210>8

<211> 126

Thr
Thr
Pro
35

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
115

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena ligera kappa de E63

<400> 8
Met Ser Pro Ser

1
Ser

Thr
Gly
Leu
65

Phe

Leu

Leau

Arg
Pro
Ser
50

Leu
Ser

Glu

Pro

<210>9

<211> 129

Gly
Lys
35

Ser
Ile
Gly

Ala

Leu
115

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region variable de cadena ligera kappa de F19 n°® 2

Pro
Gly
Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

100
Pro

Glu
20

Glu
Leu
Lys
Ser
Glu

100
Thr

Ala
5
Glu
Glu
Tyr
Ile
Gly

85

Pro

Met

Gln
5
Ile
Lys
His
Tyr
Gly

85
Asp

Phe

Gln
Ile
Arg
Leu
Tyr
70

Ser

Glu

Tyr

Leu
val
val
Trp
Ala
70

Ser

Ala

Gly

Leu
Val
Ala
Ala
55

Gly
Gly

Asp

Thr

Ile
Leu
Thr
Tyr
55

Ser
Gly
Ala

Gly

Leu
Leu
Thr
49

Trp
Ala
Ser

Phe

Phe
120

Gly
Thr
Ile
40

Gln
Gln
Thr
Ala

Gly
120

ES 2 643 687 T3

Phe
Thr
25

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

105
Gly

Phe
Gln
25

Thr
Gln
Ser
Asp
Tyr

105
Thr

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
2¢

Val

Gln

Leu
10

Ser
Cys
Lys
Phe
Phe
90

Tyr

Lys

Leu
Ser
Cys
Gln
Arg
75

Asp
Tyr

Gly

Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
75

Thr

Cys

Vval

90

Leu
Pro
Arg
Lys
60

Ala
Phe
Tyr

Thr

Leu
Asp
Ala
Asp
Gly
Leu
His

Glu

Leu
Gly
Ala
45

Pro
Thr
Thr
Cys

Lys
125

Trp
Phe
Ser
45

Gln
val
Thr

G1ln

Ile
125

Trp
Thr
30

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

110
Leu

val
Gln
30

Gln
Ser
Pro
Ile
Ser

110
Lys

Leu
15

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
95

Gln

Glu

Pro
15

Ser
Ser
Pro
Ser
Asn

95
Ser

Pro
Ser
Ser
Ala
Pro
80

Ile
Tyr

Ile

Ala
Val
Ile
Lys
Arg
80

Ser

Ser



ES 2 643 687 T3

<400> 9
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45
Arg Gly Ile Asn Ser Ala Phe Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
50 55 60
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val
65 70 75 80
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
85 20 95
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
100 105 110
Phe Asn Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
115 120 125
Lys
<210> 10
<211> 129
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Region variable de cadena ligera kappa de F23
<400> 10
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Leu Pre Gly Ala Arg Cys Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 3¢
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45
Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
50 55 60
Ala Pro Lys Leu Leu Ille Tyr Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val
65 70 75 80
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
85 %0 95
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
100 105 110
Phe Asn Ser Tyx Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
115 120 125
Lys
<210> 11
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> CDR1 de laregion variable de cadena pesada de E1
<400> 11
Arg Phe Asn Met Asn
1 5
<210> 12
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena pesada de E1
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<400> 12

Tyr Ile Ser Ser Ser Ser Tyr Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 0 15

Gly

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable de cadena pesada de E1

<400> 13
Ser Ile Ala Ala Phe Asp Tyr
1 5

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de laregion variable de cadena pesada de E13

<400> 14
Asn Ala Trp Met Ser
1 5

<210> 15

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena pesada de E13

<400> 15

Arg Ile Lys Ser Lys Ile Asp Gly Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala Pro
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 16

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable de cadena pesada de E13

<400> 16
Ala Met Ala Gly Ala Phe Gly Phe
1 5

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de laregion variable de cadena pesada de E63

<400> 17

Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5
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<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena pesada de E63

<400> 18
Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 19

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable de cadena pesada de E63

<400> 19
Trp lle Thr Met Phe Arg Gly Val Gly Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 20

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable n° 2 de cadena pesada de F19 (F19 kappa(B))

<400> 20
Gly Tyr Asn Trp His
1 - 5

<210> 21

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 2 de cadena pesada de F19 (F19 kappa(B))

<400> 21
Glu Ile Thr His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu lys Ser
1 5 10 15

<210> 22

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 2 de cadena pesada de F19 (F19 kappa(B))

<400> 22
Glu Ile ARla Val Ala Gly Thr Gly Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 23

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
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<223> CDR1 de la region variable de cadena pesada de F23

<400> 23
Gly Tyr Tyr Trp Asn
1 5

<210> 24

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena pesada de F23

<400> 24
Glu Ile A=n Gln Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10

<210> 25

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable de cadena pesada de F23

<400> 25
Glu Ile Ala #w Ala Asp Lys Gly Tyr Tyr Gly Leu Agp Val
1 Thr 5 10

<210> 26

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable n° 2 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(B))

<400> 26
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Thr
1 5 10

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de region variable de cadena ligera de E1 n° 2 (E1 kappa(B))

<400> 27
Gly ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 2 de la cadena ligera de E1 (E1 kappa(B))

<400> 28

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Met Tyr Thr
1 5
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<210> 29

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable de cadena ligera de E13

<400> 29
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena ligera de E13

<400> 30
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 31

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable de cadena ligera de E13

<400> 31
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Met Tyr Thr
1 5 10

<210> 32

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable de cadena ligera de E63

<400> 32
Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Ser Ser Leu His

1 5 10

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena ligera de E63

<400> 33
Tyr Ala Ser Gln Ser Phe Ser
1 5

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
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<223> CDR3 de la region variable de cadena ligera de E63

<400> 34
His Gln Ser Ser Ser Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 35

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable n° 2 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(B))

<400> 35
Arg Ala Ser Arg Gly Ile Asn Ser Ala Phe Ala
1 5 10

<210> 36

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 2 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(B))

<400> 36
Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 2 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(B))

<400> 37
Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 38

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de laregion variable de cadena ligera de F23

<400> 38
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala
1 5 10

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable de cadena ligera de F23

<400> 39

Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5
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<223> CDR3 de la region variable de cadena ligera de F23

<400> 40

Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Pro Leu Thr

1

<210> 41
<211> 408
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> ADNCc de la region variable de cadena pesada de E1

<400> 41

atggagttgg ggctgtgetg ggttttectt gttgetattt

gtgeagetgy

tgtgcagect
gggaagggge
gactctgtga
caaatgaaca
geagetttitg

<210> 42
<211> 414
<212> ADN

toggagtcetgy

ctggattcac
tggagtgggt
agggecgatt
gcctgagaga
actactggay

<213> Homo sapiens

<220>

gggaggettg

cttcagtaga
ttecatacatt
caccatctce
cgaqggacacg
ccagggagec

gtacagectg

tttaacatga
agtagtagta
agagacaatg
getgtgtatt
ctggteaceg

tagaaggtgt -
gggggteect

actgggtccg
gttataccat
ccaagaacte
actgtgegag
tctectea

<223> ADNCc de la region variable de cadena pesada de E13

<400> 42

atggagtttg
gtgcagcetgyg
tgtgcagect
gggaaggggc
tacgctgcac
tttctgcaaa
atggctggtg

<210> 43
<211> 423
<212> ADN

ggctgagetg
tggagtetgy
ctggattcac
tggagtgggt
cegtgaaagg
tgaacagcct
cgtttggctt

<213> Homo sapiens

<220>

gattttcett
gggaggecty
tectcagtaac
tggccgtatt
cagattcace
gaaaaccgag
ttggggeecag

gectgegattt
gtaaagectg
gectggatga
aaaagcaaaa
atctcaagag
gacacageeg
ggaaccectgg

taaaaggtgt
gggggtecet
gctgggtceg
tagatggtgg
atgattcaaa

tgtattactg
tcacagtete

<223> ADNCc de la region variable de cadena pesada de E63

<400> 43
atgaaacacc
gtgcagetge
tgecattgtct
ccecccaggga
aaceaeteec
ctgaagectga
actatgttte
tca

<210> 44
<211> 423

tgtggttctt
aggagtceggg
ctggtggcte
agggactgga
tcaagagteg
gctetgtgac
ggggagttgg

cctectectg
cccaggactg
cgtecageagt
gtggattggg
agtcaceata
cgetgeggac
gttcgaccce

gtggcagectce
gtgaagcctt

ggtggttact
tatatctatt
tecagtagaca
acggcegtgt
tggggecagyg

97

ccagatgggt
cggagaccct
actggagetg
acagtgggag
cgtecaagaa
attactgtge
gaaccectggt

ceagtgtgag
gagactetee

¢caggcteca
atactacgea
actggatctg
gagtatagea

ccagtgtgag
tagactctee
¢caggetcea
gacaacagac
aaacacgetg
taccacagca
ctca

cetgteccag
gteectcace
gateeggeag
caccaactac
ccagttetee
gagatggatt
caccgtetec

60
120

180
240
300
360
408

60

120
180
240
300
360
114

60

120
180
240
300
360
420
423
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<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> ADNCc de la region variable de cadena pesada de F19
<400> 44
atgaaacacc tgtggttett cctectectg gtggecagectc cecagatgggt cctgtcccag 60
gtgcagetac agcagtgggyg cgcaggactyg ttgaagectt cggagaccet gtecctecace 120
tgcgetgtet atggtgggte cttecagtggt tacaactgge actggatceg ccagccccca 180
gggaagggge tggagtggat tggggaaatc actcatagtyg gaagcaccaa ttacaacceg 240
tecectcaaga gtcgagtcac catatcagta gacacgtecca agaaccagtt ctecctgaag 300
ctgageteoctg tgacegeege ggacacgget gtgtattact ghtgtgegaga gattgecagtg 360
getggtacgg getactacgg tatggacgte tggggccaag ggaccacggt caccgtctce 420
tca 423
<210> 45
<211> 429
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> ADNCc de la region variable de cadena pesada de F23
<400> 45
atggacctcc tgcacaagaa catgaaacac ctgtggttct tectcctect ggtggecaget 60
cecagatggg tcctgtcceca ggtgeagcta cageagtggg gegeaggact gttgaagect 120
teggagacce tgteecteac ctgegetgte tatggtgggt ccttcagtgg ttactactgg 180
aactggatec gecagoccec agggaagggg ctggagtgga ttggggaaat caatcagtac 240
aaccegtecee tcaagagteg agtecaccata tcagtagaca cgtccaagaa ceagttetec 300
ctgaagctga getetgtgac cgoccgeggac acggetgtgt attactgtge gagagagata 360
gcaacagetyg ataaagggta ctacggtitg gacgtetggyg gecaagggac cacggtcace 420
gtctectea 429
<210> 46
<211> 384
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> ADNCc de la region variable n° 2 de cadena ligera kappa de E1 (E1 kappa(B))
<400> 46
atggaaacce cagcgcaget tetettecte ctgetactet ggcoctceccaga taccaccgga 60
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacce ctgtetitgt cteccagggga aagagecacce 120
ctetectgea gggecagtea gagtgttage ageagetact taacctggta ccageagaaa 180
cctggecagg cteccagget cctcatctat ggtgeatcca geagggecac tggeatecca 240
gacaggttea gtggcagtgg gtetgggaca gacttcacte teacecatecag cagackggag 300
eetgaagatt ttgcagtgta ttactgtceag cagtatggta getcaatgta cacttttgge 360
caggggacca agotggagat caaa 384
<210> 47
<211> 390
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> ADNCc de la region variable de cadena ligera kappa de E13
<400> 47
atggaaacce cagegcaget tctcttcoete ctgetactcet ggectceccaga taccaccgga 60
gaaattgtgt tgacgcagte tcocaggeace ctgtettigt ctocagggga aagagecace 120
ctetectgea gggccagtea gagtgttage agcagectact tagectggta ccagcagaaa 180
cctggecagy cteccagget cetcatcetat ggtgoateca gecagggocac tggceatecca 240
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcacte tcaccatcag cagactggag 300
cctgaagatt ttgecagtgta ttactgtcag cagtatggta getcacecat gtacactttt 360
ggecagggga ccaagetgga gatcaaacga 390
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<210> 48
<211> 378
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

ES 2 643 687 T3

<223> ADNCc de la region variable de cadena ligera kappa de E63

<400> 48

atgtegecat
attgtgetga
acctgecggy
cagtctccaa
ttcagtggca
gatgetgeag
accaaggtgg

<210> 49
<211> 387
<212> ADN

cacaacteat
ctecagtetee
ccagtcagag
agctcectecat
gtggatctgg
catattactg
agatcaaa

<213> Homo sapiens

<220>

tgggtttectg
agacttteag
cattggtagt
caagtatget
gacagattte
tcatcagagt

ctgectetggg
tetgtgacte
agcttacact
tecececagtect
accctcacca
agtagtttac

ttecagecte

caaaggagaa
ggtaccagca
tctcaggggt
tcaatagect
ctctcacttt

caggggtgaa
agtcaccatc
gaaaccagat
ccectecgagg
ggaagctgaa
cggeggaggyg

<223> ADNCc de la region variable n° 2 de cadena ligera kappa de F19 (F19 kappa(B))

<400> 49

atggacatga
agatgtgeca
gteaccateca
aaaccaggga
ceatcaaggt
cagectgaag
ggcggaggga

<210> 50
<211> 387
<212> ADN

gggteccege
tecagttgac
cttgecggge
aagctcctaa
tcageggeag
attttgcaac
ccaaqgtgga

<213> Homo sapiens

<220>

<223> ADNCc de la region variable de cadena ligera kappa

<400> 50

atggacatga
agatgtgeca
gtceaccatea
aaaccaggga
ccatcaaggt
cagectgaag
ggcggaggga

<210> 51
<211> 723
<212> ADN

gggtececcge
teccagttgac
cttgceggge
aagctcctaa
tcagcggcag
attttgecaac
ccaaggtgga

<213> Homo sapiens

<220>

tcagetectg
acagteteca
aagteggggc
gctectgatc
tggatetggg
ttattactagt
gatcaaa

tecagctcetg
ccagteteeca
aagtcaggge
gctectgate
tggatectggg
ttattactgt
gatcaaa

gggcttetge
tectecetgt
attaacagtg
tatgatgecct
acagattteca
caacagttta

gggcttctge

teccteectgt

attagecagtg
tatgatgcet
acagattteca
caacagttta

<223> Secuencia de nucleétidos de hLIGHT

tgctetgget
ctgeatetgt
cttttgectg
ccagtttgga
ctetecaceat
atagttacce

de F23

tgctctggct
ctgecatctgt
ctttagecetg
ccagtttgga
ctctcaccat
atagttacec

99

cccaggtgece
aggagacaga
gtatcagecag
aagtggggtc
cageagectg
tcoteacttte

cecaggtgec
aggagacaga
gtatcagecag
aagtggggtc
cagcagcectg
gctcacttte

60

120
180
240
300
360
378

60

120
180
240
300
360
387

60

120
180
2440
300
360
387
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<400> 51
atggaggaga
ttecacgagge
ggtctcttge
c¢tgcactgge
gagcagetga
gecaacteca
gecttectga
tactacatct
accatcacee
gtcageeage
agettoecotgg
gatgaacgece
tga

<210> 52
<211> 240
<212> PRT

gtgtegtacyg
tgggacgaag
tgttgctgat
gtctaggaga
tacaagageg
gcttgacegy
ggggcctcag
actccaaggt
acggectcecta
agtcacecetg
gtaggtgtggt
tggttcgact

<213> Homo sapiens

<220>

gccctecagtg
ccaceggaga
gggggceggg
gatggtecace
aaggtctecac
cagegggggg
ctaccacgat
gcagetggge
caagegeaca
cggacgggcc
acacetggay
gegtgatggt

<223> hLIGHT de longitud completa

<400> 52
Met Glu

1
Thr Asp

Cys Ser

Ala Gly
50
Leu Gly
€5
Glu Gln

His Leu

Leu Trp

Glu

Ile
val
Leu
Glu
Leu
Thr

Glu

Ser

5
Pro Phe
20
Ala Arg

Ala Val

Met Val

val val Arg

Thr
val
Gln

Thr

Pro

Arg Leu

Gly Leu
Gly

Arg

70

Ile Gln

Gly ala
100

Thr Gln

115

His Asp

130
Ser Lys
145
Thr Ile

Leu Glu

Ser Ser

Gly
val
Thr
Leu

Arg

Ala Len

Gln Leu

Glu
Asn
Leu
val

Gly

Arg

Ser Ser
Leu
120
Thr

Gly

val
135

Gly Val

150

His Gly
165
Leu Val
180"

val Trp

1985

Leu Glu
210
Val Arg

225

<210> 53
<211> 630
<212> ADN

Ala

Leu

Gly Glu

Arg Asp

Leu
Ser
Trp
Glu

Gly

Tyr Lys

Gln Gln
Ser
200
val

Asp

val
215

Thr Arg

230

<213> Homo sapiens

<220>

ES 2 643 687 T3

tttgtagtygg
cagtegtgea
ctggcegtec
cgectgectyg
gaggtcaacce
cegetgttat
ggggcecttg
ggtgtggget
cecegetace
accagcaget
getggggagg
accecggtett

Ser Val Phe

10
Gly Arg Ser
25
Gly

Leu Leu

Phe Leu ILeu

Pro Asp Gly
75
His Glu
90
Thr

Ser

Leu
105
Ala

Gly

Phe Leu

Lys Ala Gly
Pro
155

Pro

Gly Cys
Thr
170
Fro

Arg

Ser
185
Ser

Cys

Phe Leu

Val Arg Val
Phe

235

Ser Tyr

<223> hLIGHT soluble marcado con FLAG (240 aa)

atggacagac
gtgtggeceyg
aaggctggtt
acggacctgce
cagcagegea
gggagactca
tggtecaccaa
gecegetggyg
cegaggaget
ccegggtetg
aggtggtegt
acttcggggce

Val val

His Arg
30

Leu

45

Leu

Leu

Gln
60
Pro Ala

Val Asn

Ser Gly

Asp

Arg
Leu
His
Gly
Pro

Gly

cgacatceca
gatgagtetg
cctectgeag
aggctectygy
tetecacaggy
gctgggeetyg
agetggetac
cetggeecage
ggagctgttg
gtgggacagc
ccgtgtgetyg
tttecatggtg

Gly Gln
15
Gln Ser

Met Gly

Trp Arg

Ser Trp
80
Ala Ala
95

Pro Leu

110

Gly
125
Tyr

Arqg

Tyr
140
Leu Gly

Arg Tyr

Gly Arg

Leu
TYyT
Leu
Pro

Ala

Ser Tyr

Ile Tyr

Alz Ser
160
Glu Glu
175

Thr Ser

190

Gly
205
Asp

Gly

Leu
220

Gly Ala

100

Val

Glu

Phe

Val His

Arg Leu

val
240

Met

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
120
123
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<400> 53
atgectggga agatggtegt gatecettgga gectcaaata
getteteaag ctgactacaa ggacgacgat gacaagtacg
ctgcetgacg gacetgecagg ctectgggag cagectgatac
gtcaacccag cagcegeatet cacaggggee aactccaget
ctgttatggg agactcagct gggectggec ttcootgaggg
gececttgtgg tecaccaaage tggetactac tacatctact
gtggactgee cgetgggeet ggeocagecace atcacccacy
cgctaccecg aggagectgga getgttggtce agecagcagt
agcagetece gggtctggtg ggacagcage ttectgggtyg
ggggaggagyg tggtcegteeg tgtgetggat gaacgectgy
cggtcttact tecggggettt catggtgtga
<210> 54
<211>183
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> hLIGHT soluble marcado con FLAG (183 aa)
<400> 54
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Glu Met
1 5 10
Asp Gly Pro Ala Gly Ser Trp Glu Gln Leu Ile
20 25
His Glu Val Asn Pro Ala Ala His Leu Thr Gly
35 40
Thr Gly Ser Gly Gly Pro Leu Leu Trp Glu Thr
50 55
Phe Leu Arg Gly Leu Ser Tyr His Asp Gly Ala
65 70 75
Ala Gly Tyr Tyr Tyr Ile Tyr Ser Lys Val Gln
85 90
Cys Pro Leu Gly Leu Ala Ser Thr Ile Thr His
100 105
Thr Pro Arg Tyr Pro Glu Glu Leu Glu Leu Leu
115 120
Pro Cys Gly Arg Ala Thr Ser Ser Ser Arg Val
© 130 135
Phe Leu Gly Gly Vval Val His Leu Glu Ala Gly
145 150 155
Arg Val Leu Asp Glu Arg Leu Val Arg Leu Arg
165 170
Tyr Phe Gly Ala Phe Met Val
180
<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador RACEUPS5'
<400> 55
ctaatacgac tcactatagg gc 22
<210> 56
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador IgG1p

tactttggat
taggagagat
aagagcgaag
tgaccggecag
gecteageta
ccaaggtgca
gectetacaa
cacectgegg
gtgtggtaca
ttegactgeg

val Thr

Gln Glu Arg

30

Ala Asn Ser
45

Gln Leu
60

Leu

Gly

val val

Leu Gly Gly

Gly Leu Tyr
110
Ser Gln
125

Trp

Val

Trp Asp

140

Glu Glu val

Asp Gly Thr

101

Leu
15

Arg
Ser
Leu
Thr
val
a5

Lys
Gln
Ser

val

Arg
175

aatgtttgca
ggtecaccege
gteteacgag
cggggagecyg
ccacgatggg
gctgggeggt
gegeacacee
acgggecacc
cetggagget
tgatggtacc

Pro

Ser

Leu
Ala
Lys
80

Gly
Arg
Ser
Ser
val

160
Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
630
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<400> 56
tcttgtccac cttggtgttg ctgggcttgt g 31

<210> 57

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador HK5

<400> 57
aggcacacaa cagaggcagt tccagatttc 30

<210> 58

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador M13F

<400> 58
gtaaaacgac ggccagtg 18

<210> 59

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador M13R

<400> 59
caggaaacag ctatgac 17

<210> 60

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E63HF85

<400> 60
agagagagag gtcgaccacc atgaaacacc tgtggttctt c

<210> 61

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E63HR38

<400> 61
gagagagaga gctagctgag gagacggtga ccagggt

<210> 62

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E63LF84

37

41

102



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 643 687 T3

<400> 62
agagagagag atctctcacc atgtcgccat cacaactcat tg 42

<210> 63

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E63LR43

<400> 63
agagagagag cgtacgtttg atctccacct tggtccctec 40

<210> 64

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador HH-2

<400> 64
gctggagggc acggtcacca cgetg 25

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador HK-2

<400> 65
gttgaagctc tttgtgacgg gcgagce 26

<210> 66

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F23HF86

<400> 66
agagagagag gtcgaccacc atggacctcc tgcacaagaa ¢ 41

<210> 67

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F23HR55

<400> 67
agagagagag gctagctgag gagacggtga ccgt 34

<210> 68

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F23LF36

103
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<400> 68

agagagagag atctctcacc atggacatga gggtccecgc tc

<210> 69

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F23LR43

<400> 69
agagagagag cgtacgtttg atctccacct tggtccctec

<210> 70

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E1HFSall

<400> 70

agagagagag gtcgaccacc atggagttgg ggctgtgcetg g

<210> 71

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador EIHRNhel

<400> 71
agagagagag gctagctgag gagacggtga ccagggc

<210> 72

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F19HFSall

<400> 72
agagagagag gtcgaccacc atgaaacacc tgtggttctt c

<210> 73

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F19HRNhel

<400> 73
agagagagag gctagctgag gagacggtga ccgtggt

<210> 74

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E1KF2+3Bglll

42

40

41

37

41

37

104



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 643 687 T3

<400> 74
agagagagag atctctcacc atggaaaccc cagcgeagct tc 42

<210> 75

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E1IKR2BsiWI

<400> 75
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtccectg 40

<210> 76

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador E1IKR3BsiWI

<400> 76
agagagagag cgtacgtttg atttccacct tggtcccttg 40

<210> 77

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F19KR1+2BsiWI

<400> 77
agagagagag cgtacgtttg atctccacct tggtccctec 40

<210> 78

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F19KR3BsiWI

<400> 78
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtcccctg 40

<210> 79

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador F19KF1+2+3Bglll

<400> 79
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtccecgc tc 42

<210> 80

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo

105
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<223> region variable n° 1 de cadena ligera kappa de E1 (E1 kappa(A))

<400> 80
gtaggagaga tggtcacccg cct
<210> 81
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador inverso
<400> 81
ggaacgcgaa ttcccacgtg tcagacccat gtccaat
<210> 82
<211> 128
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<400> 82
Met Asp Met Arg Val
1 5
Leu Pro Gly Ala Arg
20
Leu Ser Ala Ser Vval
35
Gln Gly Ile Ser Ser
50

Ala Pro Lys Leu Leu
65

Pro Ser Arg Phe Ser

85
Ile Ser Ser Leu Gln
100
Phe Asn Ser Tyr Arg
115

<210> 83

<211> 128

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de ADNc de region variable n° 3 de cadena ligera kappa de E1 (E1 kappa(C))

<400> 83
Met Glu Thr Pro Ala
1 5
Asp Thr Thr Gly Glu
20
Leu Ser Pro Gly Glu
35
Val Ser Ser Ser Tyr
50
Pro Arg Leu Leu Ile
65
Asp Arg Phe Ser Gly
85
Ser Arg Leu Glu Pro
100
Gly Ser Ser Pro Trp
115

<210> 84
<211>11
<212> PRT

Pro
Cys
Gly
Ala
Ile
70

Gly

Pro

Thr

Gln
Ile
Arg
Leu
Tyr
70

Ser

Glu

Thr

Ala Gln
Ala Ile
Asp Arg
40

Leu Ala
55

Tyr Asp
Ser Gly
Glu Asp

Leu Leu
120

Leu Leu
Val Leu
Ala Thr
40

Ala Trp
55

Gly Ala
Gly Ser
Asp Phe

Phe Gly
120

Leu
Gln

25
val

Trp
Ala
Ser
Phe

105
Ala

Phe
Thr
25

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

1405
Gln

Leu
190

Leu
Thr
Tyr
Ser
Gly
90

Ala

Arg

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
90

Val

Gly

Gly
Thr
Ile
Gln
Ser
75

Thr

Thx

Gly

Leu
Gln
Thr
Gln
60

Leu
Asp
Tyr

Pro

Leu
Ser
Cys
45

Lys
Glu
Phe
Tyr

Ser
125

Leu
Pro
34

Arg
Pro
Ser
Thr
Cys

110
Trp

Leu lLeu Leu Trp

Ser
Tyr
Gln
Arg
75

Asp
Tyr

Thr

106

Pro
Arg
Lys
60

Ala
Phe
Tyr

Lys

Gly
Ala
45

Pro
Thr
Thr
Cys

Val
125

Thr
30

Ser
Gly
Gly
Leun
Gln

110
Glu

Leu Trp
15

Ser Ser
Ala Ser
Gly Lys
Gly Val

80

Leu Thr
95

Gln Gln

Arg Ser

Leu Pro
Leu Ser
Gln Ser
Gln Ala
Ile Pro
80

Thr Ile
95

Gln Tyr

Ile Lys
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<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable n° 1 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(A))

<400> 84
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu RAla
1 5 10

<210> 85

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR1 de la region variable n° 3 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(C))

<400> 85
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 86

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 1 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(A))

<400> 86
Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5

<210> 87

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 3 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(C))

<400> 87
Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 88

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 1 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(A))

<400> 88
Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Arg Thr
1 5

<210> 89

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 3 de cadena ligera de E1 (E1 kappa(C))
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<400> 89
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5
<210> 90
<211> 129
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Region variable n° 1 de cadena ligera kappa de F19 (F19 kappa(A))
<400> 90
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 i35
Val Pro Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Val Ser
35 40 45
Gln Gly Ile Ser Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Arg Gln Lys Pro Gly Lys
50 L1 60
Val Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val
65 70 75 g0
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
85 20 95
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Gly Gln Arg
100 105 110
Thr Tyr Asn Ala Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
115 120 125
Lys
<210> 91
<211> 129
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Region variable n° 3 de cadena ligera kappa de F19 (F19 kappa(C))
<400> 91
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Leu Pro Gly Ala Arg Cys Val Ile Trp Met Thr Gln Ser Pro Sar Leu
20 25 30
Leu Ser Ala Ser Thr Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Met Ser
35 49 45
Gln Gly Ile Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
50 55 60
Ala Pro Glu Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val
€5 70 75 80
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
85 90 95
Ile Ser Cys Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
100 105 110
Tyr Tyr Ser Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
115 120 125
Lys
<210> 92
<211> 126
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de ADNc de la region variable n® 4 de cadena ligera kappa de F19 (F19

kappa(D))
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<400> 92
Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu
1 5 10 15
Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
20 25 30
Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
35 40 45
Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
50 55 60
Arg Leu Len Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Arxrg Ala Thr Gly Ile Pro
65 70 15
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Prc Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 20 a5
Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg
100 105 110
Asn Trp His Pro Vval Arg Pro Arg Asp Gln Gly Gly Asp Serx
115 120 125
<210> 93
<211>11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> CDR1 de laregion variable n° 1 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(A))
<400> 93
Arg Val Ser Gln Gly Ile Ser Ser Tyr Leu Asn
1 5 10
<210> 94
<211>11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> CDR1 de la region variable n° 3 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(C))
<400> 94
Arg Met Ser Gln Gly Ile Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
<210> 95
<211>11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> CDR1 de laregion variable n° 4 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(D))
<400> 95
Arg Ala Ser Gln Gly Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
<210> 96
<211>7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 1 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(A))
<400> 96
Ser Ala Ser Asn Leu Gln Ser
1 5
<210> 97
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<211>7
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 3 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(C))

<400> 97
Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1 5

<210> 98

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR2 de la region variable n° 4 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(D))

<400> 98
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 99

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 1 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(A))

<400> 99
Gln Arg Thr Asn Ala Pro Pro Thr
1 5

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 3 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(C))

<400> 100
Gin Gln Tyr Tyr Ser Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 101

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CDR3 de la region variable n° 4 de cadena ligera de F19 (F19 kappa(D))

<400> 101
Gln Gln Arg Ser Asn Trp His Pro
1 5

<210> 102

<211> 386

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> ADNCc de la region variable n° 1 de cadena ligera kappa de E1 (E1 kappa(A))
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<400> 102
atggacatga
agatgtgeea
gteaccatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
cagectgaag
gecaggggac

<210> 103
<211> 384
<212> ADN

gggtceccege
tecagttgac
cttgeeggge
aagctcctaa
tcageggeag
attttgceaac
caagetggag

<213> Homo sapiens

<220>

tcagectoctg
cecagtcteoea
aagtcaggge
gctectgate
tggatctggg
ttattactgt
atcaaa

ES 2 643 687 T3

gggcttetge
tectecctgt
attagcagtyg
tatgatgcoct
acagatttca
caacagttta

tgctctgget
ctgeatetgt
ctttagectg
ccagtttgga
ctctecaccat
atagttaceg

cccaggtgee
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggggtc
cageagectg
tacacttttg

<223> ADNCc de la region variable n° 3 de cadena ligera kappa de E1 (E1 kappa(C))

<400> 103
atggaaacee

gaaattgtgt

ctctectaca
cctggecagy
gacaggttea
cetgaagatt
caagggacca

<210> 104
<211> 387
<212> ADN

cagcgeaget
tgacgecagtc
gggccagtca
cteccagget
gtggeagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat

<213> Homo sapiens

<220>

tctettecte
tececaggeace
gagtgttage
cctcatetat
gtetgggaca
ttactgteag
caaa

ctgctactcet
ctgtetttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactce
cagtatggta

ggcteoccaga
ctecagggga
tagectggta
acagggecac
tcaccatcag
gatecacegtg

taccaccgga
aagagccace
ccagcagaaa
tggcatcecea
cagactggag
gacgttegge

<223> ADNCc de la region variable n° 1 de cadena ligera kappa de F19 (F19 kappa(A))

<400> 104

atggacatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ceatcteggt
cagectgaag
ggcggaggga

<210> 105
<211> 387
<212> ADN

gggtecccge
tecagttgac
cttgecgggt
aagttectaa
tcagtggcag
atgttgecaac
ccaaggtgga

<213> Homo sapiens

<220>

tcagectectg
ccagtcteca
gagtecaggge
getectgate
tggatctggg
ttattacggt
gatcaaa

gggcteoctac
tectcectgt
attagcagtt
tatagtgcat
acagatttca
caacggactt

tgctetgggt
ctgcatctgt
atttaaattg
ccaatttgea
ctetecactat
acaatgeceee

cccaggtgec
aggagacaga
gtatcggeag
atctggagte
cageageetg
teccacttte

<223> ADNCc de la region variable n° 3 de cadena kappa de F19 (F19 kappa(C))

<400> 105

atggacatga
agatgtgtca
gtcaccatea
aaaccaggga
ccatcaaggt
cagtctgaay
ggcecagggga

<210> 106
<211> 380
<212> ADN

gggtoccage
tctggatgac
gttgtcggat
aagceectga
tcagtggecag
attttgecaac
ccaagctgga

<213> Homo sapiens

<220>

tcagectectg
ccagtcteca
gagtcagggc
gctectgate
tggatectggg
ttattactgt
gatcaaa

gggctcetge
tocttactet
attagcagtt
tatgetgeat
acagatttca
caacagtatt

tgctetgget
ctgecatctac
atttagecctg
ceactttgea
ctctecacecat
atagttteoce
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cccaggtgee
aggagacaga
gtatcagcaa
aagtggggte
cagctgectg
gtacactttt

60

120
180
2490
300
360
386

60

120
180
2490
300
360
384

60

120
180
240
300
360
387

60

120
i80
240
300
360
387
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<223> ADNCc de la region variable n° 4 de cadena kappa de F19 (F19 kappa(D))

<400> 106
atggaagcoe
gaaattgtgt
ctetectgea
ggccaggete
aggttcagtg
gaagattttyg
gaccaaggtg

cagegeaget
tgacacagte
gggccagtca
ccaggetect
gecagtgggee

cagtttatta

gagattcaaa

tetettecte
tccagecace
gggtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtecageaqg

ctgctactet
ctgtctttgt
agctacttag
gcecatccaaca
ttecactetea
cgtageaact

ggct.occaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcageag
ggcateeegt

112

taccaccgga
aagageccace
gcagaaacct
catccecagee
cotagageet
teggecaagg

60

1290
180
240
300
360
380
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo aislado o fragmento de unién a hLIGHT del mismo, en el que el anticuerpo y el fragmento del
mismo se unen a la forma trimérica pero no a la monomérica de hLIGHT, en el que la unién al epitopo de
hLIGHT por el anticuerpo y por el fragmento resulta bloqueada competitivamente por un anticuerpo producido por
el hibridoma de n° de acceso de ATCC PTA-7819, y en el que la unién no resulta bloqueada competitivamente
por los anticuerpos producidos por los hibridomas de n® de acceso de ATCC PTA-7729, PTA-7842 y PTA-7818,
en el que el anticuerpo y el fragmento inhiben la unién de HYEM y LTBR a hLIGHT, y en el que el anticuerpo y el
fragmento se unen a las variantes de polimorfismo de nucle6tido Unico (SNP) 214E-32S y 214K-32S, 214E-32L y
214K-32L de hLIGHT, en el que el anticuerpo es un anticuerpo antagonista.

2. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun la reivindicacion 1, en el que la unién al epitopo
de hLIGHT por el anticuerpo y por el fragmento resulta competitivamente blogqueada por un anticuerpo producido
por el hibridoma de n° de acceso de ATCC PTA-7728.

3. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el anticuerpo
compite con HVEM, LTBR o una proteina de fusion de los mismos, para unirse a hLIGHT expresado sobre la
superficie celular o hLIGHT soluble.

4. Anticuerpo o fragmento de union a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que el anticuerpo comprende: un dominio VH que presenta la secuencia de aminoacidos desde el residuo 27 al
residuo 143 de la SEC ID n° 5 y un dominio VL que presenta la secuencia de aminoacidos desde el residuo 23 al
residuo 129 de la SEC ID n° 10.

5. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que el anticuerpo comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de VH que presenta la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 23, una CDR2 de VH que presenta la secuencia de aminoéacidos de SEC ID n°
24 y una CDR3 de VH que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 25; y

(b) una region variable de cadena ligera que comprende la CDR1 de VL que presenta la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 38, una CDR2 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°
39 y una CDR3 de VL que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 40.

6. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que el anticuerpo comprende VH y VL de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta el n° de acceso
de ATCC PTA-7728.

7. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que el anticuerpo comprende (a) una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y una CDR3 de VH y (b) una CDRL1 de VL,
una CDR2 de VL y una CDR3 de VL de un anticuerpo producido por un hibridoma que presenta el n® de acceso
de ATCC PTA-7728.

8. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo es
producido por un hibridoma que presente el n° de acceso de ATCC PTA-7728.

9. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el
que el anticuerpo es un anticuerpo totalmente humano, un anticuerpo hibrido o un anticuerpo humanizado.

10. Anticuerpo o fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el
que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

11. Anticuerpo o fragmento de union a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el
que el anticuerpo es un anticuerpo recombinante.

12. Fragmento de unién a hLIGHT segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el fragmento es un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’);, un Fv de cadena Unica (scFv), un dianticuerpo, un trianticuerpo o un
minianticuerpo.

13. Composicion que comprende el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12.

14. Molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
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15. Vector que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 14.

16. Célula hospedadora que comprende el vector segun la reivindicacion 15.

17. Procedimiento de produccion del anticuerpo o del fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende: cultivar la célula hospedadora segun la reivindicacion 16, que
presenta expresado el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo y recuperar el anticuerpo o el
fragmento de unién a hLIGHT del mismo.

18. Hibridoma que produce el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

19. Hibridoma segun la reivindicacion 18 que produce el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o
3 al2, en el que el hibridoma presenta el n° de acceso de ATCC PTA-7728 (124 F23).

20. Composicion farmacéutica que contiene el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en un portador farmacéuticamente aceptable.

21.Kit que comprende el anticuerpo o el fragmento de unién a hLIGHT del mismo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, o kit que comprende la composicién segun la reivindicacion 13.
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