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DESCRIPCION
Uso terapéutico de un antagonista de DII4 y un inhibidor de VEGF para inhibir el crecimiento tumoral
Antecedentes de lainvencion
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a la inhibicién del crecimiento tumoral con antagonistas del ligando de tipo delta 4
(Dll4) e inhibidores de VEGF. Los antagonistas de DIl4 pueden ser particularmente (tiles para tratar el crecimiento
tumoral en tumores que no son sensibles a otros agentes antitumorales.

Descripcion de la técnica relacionada

La ruta de sefializacion de Notch es un sistema para comunicacién entre células usado por una amplia serie de
eucariotas para muchos procesos biolégicos, tales como diferenciacion, proliferacion y homeostasis. El tipo delta 4
(DlI4) o ligando de tipo delta 4 (DlI4) (en lo sucesivo en este documento “DIl4”) es un miembro de la familia delta de
los ligandos de Notch que muestra expresion altamente selectiva por el endotelio vascular (Shutter et al. (2000)
Genes Develop. 14:1313-318). DIll4 es un ligando para receptores Notch, incluyendo Notch 1 y Notch 4. Las
secuencias de acido nucleico y aminoacidos para DIl4 humano y de ratén se muestran en SEC ID N°: 1-2 y SEC ID
N°: 3-4, respectivamente. Se han generado ratones con DIl4 dirigido a genes (Duarte et al. (2004) Genes & Dev 18:
doi: 10.11 01/gad.1239004; Krebs et al. (2004) Genes & Dev 18: doi: 10.1101/gad.1239204; Gale et al. (2004) Proc
Natl Acad Sci USA 101:15949-15954).

Patel et al. (Cancer Research, Vol. 65, paginas 8690-8697 (2005)) describen regulacién positiva del ligando de tipo
delta 4 en la vasculatura tumoral humana y el papel de la expresion basal en la funcién celular endotelial. Gale et al.
(PNAS, Vol. 101, paginas 15949-15954 (2004)) describen que la insuficiencia haploide del ligando de tipo delta 4 da
como resultado letalidad embrionaria debido a defectos importantes en el desarrollo arterial y vascular. Noguera et
al. (Proceedings of the Annual Meeting of the American Association for Cancer Research, Vol. 46, SuplS., pagina
1104 (2005)) describen la expresion del ligando de tipo delta 4 (DIl4) en modelos de tumorales de raton. Mailhos et
al. (Differentiation, Vol. 69, paginas 135-144 (2001)) describen delta 4, como un ligando de Notch especifico
endotelial expresado en sitios de angiogénesis fisiolégica y tumoral. El documento WO 03/050502 describe posible
identificacion y caracterizacion de células madre de cancer de mama. El documento WO 03/042246 describe un
inhibidor de la ruta de sefializacion de Notch en la fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento de
cancer.

Breve sumario de la invencion

Los experimentos descritos posteriormente muestran que los antagonistas de DII4 son eficaces en la inhibicion del
crecimiento tumoral, particularmente en tumores que no son sensibles a otros agente terapéuticos antitumorales,
tales como un antagonista del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

La invencion presenta antagonistas de Dll4 capaces de inhibir DIl4. En una realizacion, el antagonista de DIl4 es un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a DIl4 y bloquea la unién de DIl4 con un receptor
Notch, tal como por ejemplo, Notch 1. En otra realizacion, el antagonista de Dll4 de la invencién es una proteina de
fusién.

La invencién proporciona de este modo un antagonista del ligando de tipo delta 4 (DIll4) y un inhibidor del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) para su uso en un método para tratar el desarrollo o crecimiento tumoral, en
el que dicho antagonista de DIl4 es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a Dll4 y
bloquea la unién de DII4 con un receptor Notch, o una proteina de fusién que comprende un dominio extracelular de
Dll4 y un dominio Fc humano de SEC ID N°: 20.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo usado en la invencién puede ser policlonal o monoclonal, y puede ser
humanizado, quimérico o completamente humano. Preferentemente el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o
fragmento de anticuerpo monoclonal completamente humano. El fragmento de anticuerpo puede ser, por ejemplo,
un anticuerpo de cadena sencilla, un Fab, un F(ab')2, un pepticuerpo, etc.

Cuando el antagonista de DIl4 es una proteina de fusion, el dominio extracelular de DIl4 o un fragmento o fragmento
modificado del mismo se fusiona con un componente de multimerizacion. El componente de multimerizacion es un
Fc humano de SEC ID N°: 20. La proteina de fusién puede comprender opcionalmente una secuencia sefial, que
puede ser nativa de la célula, recombinante o sintética.

También se describe en este documento una composicién farmacéutica atil para inhibicion del crecimiento o
desarrollo de vasos sanguineos, que comprende un agente capaz de inhibir la actividad de DIl4 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, el agente es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
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bloquea la uniéon de DIl4 con un receptor Notch. Preferentemente, el antagonista de DIl4 es un anticuerpo
completamente humano o fragmento del mismo capaz de inhibir la unién de DII4 con el receptor Notch 1. En otra
realizacién, el agente es una proteina de DIl4 modificada que es capaz de unirse a su receptor Notch pero dicha
unién no da como resultado activacion del receptor.

Se describe ademas en este documento un método para tratar una afeccién mediada por DIl4, que comprende
administrar un agente capaz de inhibir la actividad o expresion de DIl4. La afeccion mediada por Dll4 es una afeccion
en la que es deseable inhibir el crecimiento o desarrollo de vasos sanguineos. El antagonista de Dll4 de la invencion
puede ser particularmente Util en el tratamiento de tumores que no son sensibles 0 son sensibles de forma menor
que la 6ptima a otros agentes terapéuticos. El antagonista de DIl4 puede bloquear la produccién de vasos
sanguineos funcionales y suministro de oxigeno a los tumores. En realizaciones especificas, el antagonista es un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-DIl4 o una proteina de fusion. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo
anti-DIl4 preferentemente inhibe la unién de DIl4 con el receptor Notchl. La proteina de fusiéon de la invencion
comprende un fragmento de la region extracelular nativa que conserva la capacidad para unirse a receptores Notch
y carece de una region transmembrana y la cola citoplasmética de DIl4. En una realizacion, el antagonista de Dll4 de
la invencion se usa de forma terapéutica para tratar tumores que no son sensibles al tratamiento con un antagonista
de VEGF.

También se describe en este documento el uso de un agente capaz de inhibir la actividad del ligando de tipo delta 4
(DlI4) para un sujeto que lo necesite para inhibir el desarrollo o crecimiento tumoral. En una realizacion, el agente es
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, policlonal o monoclonal. Cuando el agente es un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo, puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado, quimérico o completamente
humano. En algunas realizaciones, el fragmento de anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla, un Fab o un
F(ab").. En una realizacion, el antagonista de DIl4 es un fragmento de DIl4 fusionado con un componente de
multimerizacion. Se describe adicionalmente en este documento el uso de un agente capaz de inhibir la actividad de
DIllI4 como se ha definido anteriormente como un primer agente terapéutico, y un agente terapéutico adicional que es
un inhibidor de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en la fabricacién de un medicamento para inhibir el
desarrollo o crecimiento tumoral. Preferentemente, el inhibidor de VEGF es anticuerpo anti-VEGF o un bloqueador
de VEGF. Cuando el inhibidor de VEGF es un bloqueador de VEGF, el agente es la proteina que tiene la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 19.

Otros objetos y ventajas resultaran evidentes a partir de una revision de la descripcion detallada a continuacion.
Breve sumario de las figuras

La Figura 1 muestra que la sobreexpresion de DII4-Fc por células tumorales C6 da como resultado tumores C6 més
pequefios.

La Figura 2 muestra que Dll4-Fc suministrado por via sistémica es altamente eficaz en la reduccién de tumores
HT1080 en relacion con un antagonista de VEGF basado en receptor. Panel izquierdo: DIl4-Fc o proteina
bloqueadora de VEGF en un momento del implante tumoral, tumores recogidos el dia 25; Panel derecho: Dll4-Fc o
proteina bloqueadora de VEGF proporcionada el dia 15 después del implante, tumores recogidos el dia 25.

La Figura 3 muestra que los anticuerpos policlonales de Dll4 o proteina Dll4-Fc purificada inhiben el crecimiento
tumoral de HT1080.

La Figura 4 muestra la inhibicion de la unién de DIl4 con el receptor Notch 1 por los anticuerpos policlonales para
Dll4, en un ensayo de resonancia de plasmén superficial (BiaCore®).

Descripcion detallada

Antes de describirse los presentes métodos, debe entenderse que la presente invencién no se limita a métodos
particulares, y las condiciones experimentales descritas, ya que tales métodos y condiciones pueden variar. También
debe entenderse que la terminologia usada en este documento es para el fin de describir solamente realizaciones
particulares, y no se pretende que sea limitante, puesto que el alcance de la presente invencion se limitara
solamente por las reivindicaciones adjuntas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un” y “el”
incluyen referencias plurales a no ser que el contexto claramente indique otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo, las
referencias a “un método” incluyen uno o mas métodos, y/o etapas del tipo descrito en este documento y/o que
resultaran evidentes para los expertos en la materia tras leer la presente descripcién y asi sucesivamente.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que se entiende habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en este
documento en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen ahora los métodos y materiales
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preferidos.
Definiciones

Por la expresion afecciéon o enfermedad “asociada con DIl4” o “mediada por DIl4” se entiende una afeccién que esta
afectada directa o indirectamente por la modulacién de la actividad de DIl4. Mas especificamente, se ha mostrado
ahora que DIl4 esta implicado en el crecimiento y desarrollo de vasos sanguineos. En consecuencia, en una
realizacién, una afeccién asociada con DIl4 que puede tratarse por el método de la invencién es una en la que es
deseable inhibir o reducir el crecimiento, desarrollo o maduraciéon de vasos sanguineos mediado por Dll4, por
ejemplo, inhibir el desarrollo tumoral.

Por el término “inhibidor” o “antagonista” se entiende una sustancia que retarda o evita una reaccién o respuesta
guimica o fisiolégica. La inhibicion de la actividad de DIll4 puede ser directa, a través de la inhibicidn de la activacién
de receptores con un anticuerpo de bloqueo, por ejemplo, o indirecta, resultante de la interferencia con la expresién
del gen que codifica DIl4. Los inhibidores habituales incluyen pero sin limitacion moléculas antisentido, anticuerpos,
receptores solubles, antagonistas y sus derivados, y ligandos de DIl4 modificados que se unen a su receptor Notch
pero son incapaces de activar la sefializacion a través de dicha unién.

Un anticuerpo “neutralizador” o “de bloqueo”, pretende referirse a un anticuerpo cuya uniéon con DIl4 da como
resultado inhibicién de la actividad biol6gica de DIl4. Esta inhibicién de la actividad biolégica de Dll4 puede evaluarse
midiendo uno o mas indicadores de la actividad biolégica de DIl4. Estos indicadores de la actividad biologica de DIl4
pueden evaluarse por uno 0o mas de varios ensayos in vitro o in vivo convencionales conocidos en la técnica.
(véanse ejemplos posteriores). Preferentemente, la capacidad de un anticuerpo para neutralizar la actividad de Dll4
se evalla por la inhibicién de la unién de Dll4 con un receptor Notch, tal como Notch 1.

Descripcion general

La ruta de sefializacion de tipo delta/Notch es necesaria para establecer una vasculatura organizada y jerarquica
durante el desarrollo. Las deleciones dirigidas de diversos genes de tipo delta/Notch, incluyendo DIl4, dan como
resultado ratones que mueren durante el desarrollo embrionario debido a defectos vasculares graves. Usando
analisis de micromatrices, los inventores descubrieron que el ligando de tipo delta 4 (DIl4) es un gen regulado por
VEGF en modelos tumorales de xenoinjerto de raton. Ademas, se descubrid que en estos modelos tumorales, la
expresion de DIl4 era significativamente mayor en vasos tumorales en comparacion con los de piel normal
adyacente. Para explorar los efectos de bloguear la sefializacion de DIl4/Notch en tumores, se realizaron estudios de
xenoinjerto en ratones, en los que se suministrd6 una molécula de DIll4-Fc soluble localmente por sobreexpresion
mediada por retrovirus en células tumorales o se suministré de forma sistémica usando un enfoque adenoviral o
inyectando proteina purificada. Todos los métodos para suministrar DIl4-Fc dieron como resultado crecimiento
tumoral reducido en comparacién con controles. Adicionalmente, los vasos tumorales tratados con DIl4-Fc fueron
més ramificados que los controles, formando finas redes con crecimiento vascular denso, pero estos vasos eran
menos eficaces que los de los tumores de control. Como se reveld por andlisis de matriz y Tagman™, estos efectos
se asociaron con una reduccion de la sefalizacion de Notch. También se observaron efectos similares en el
crecimiento tumoral usando una solucién de anticuerpo policlonal que se inyectdé en ratones por via sistémica.
También se descubrié que esta solucion de anticuerpos policlonales inhibia la union de DIl4 con el receptor Notch 1.
Adicionalmente, se descubrié que Dll4-Fc es més eficaz en la reduccion del crecimiento de ciertos tumores que un
bloqueador basado en receptor de VEGF (“bloqueador de VEGF”, Patente de Estados Unidos N° 7.070.959). Estos
hallazgos muestran que Dll4 desempefia un papel clave en el crecimiento tumoral y apoyan el DIll4 como una diana
para el desarrollo de terapias antiangiogénicas.

Antagonistas de DIl4

Los antagonistas de DII4 incluyen anticuerpos para DIl4 y fragmentos de los mismos capaces de bloquear la union
de DIl4 con un receptor Notch (tal como Notch 1), proteinas de fusién que comprenden el dominio extracelular de
Dll4 fusionado con un componente de multimerizacion, o fragmentos del mismo, y péptidos y pepticuerpos (véase
por ejemplo, Publicacion de Patente de Estados Unidos 2003/0229023 Oliner et al.).

Anticuerpos de DIl4. La expresién “inmunoglobulina o anticuerpo” como se usa en este documento se refiere a un
polipéptido de mamifero, incluyendo humano, que comprende una region marco conservada de un gen de
inmunoglobulina o fragmentos de la misma que se une especificamente y reconoce a un antigeno, que, en el caso
de la presente invencion, es una proteina de DIl4 o parte de la misma. Si el anticuerpo o proteina de tipo de
anticuerpo pretendido se usa como un compuesto terapéutico o de mamifero, las regiones de uniéon a
inmunoglobulina deberian derivar de las inmunoglobulinas de mamifero correspondientes. Si se pretende que la
molécula sea para uso no terapéutico, tal como para diagnéstico y ELISA, las regiones de unién a inmunoglobulina
pueden derivar de mamiferos humanos o no humanos, tales como ratones. Los genes o fragmentos de genes de
inmunoglobulina humana incluyen las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi
como los multiples genes de region variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o
lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases
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de inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dentro de cada clase de IgG, hay diferentes isotipos
(por ejemplo, 1gG1, 19G2, IgGs, I9G4) asi como alotipos de los mismos.

Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) ejemplar de IgG humana, comprende un tetramero. Cada
tetramero estd compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, tendiendo cada par una cadena ligera
(aproximadamente 25 kD) y una cadena pesada (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N terminal de cada
cadena define una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables
del reconocimiento de antigenos. Las expresiones “cadena ligera variable” (V.) y cadena pesada variable (V) se
refieren a estas cadenas ligeras y pesadas respectivamente.

Existen anticuerpos como inmunoglobulinas intactas, o como varios fragmentos bien caracterizados producidos por
digestion con diversas peptidasas. Por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo por debajo de los enlaces de
disulfuro en la region bisagra para producir F(ab)'z, un dimero de Fab que es en si mismo una cadena ligera unida
con Vy-Cy por un enlace disulfuro. El F(ab)', puede reducirse en condiciones suaves para romper el enlace disulfuro
en la region bisagra, convirtiendo de este modo el dimero F(ab)’>, en un mondmero Fab'. El mondmero Fab' es
esencialmente Fab con parte de la region bisagra. Aunque se definen diversos fragmentos de anticuerpo con
respecto a la digestién de un anticuerpo intacto, un experto apreciara que tales fragmentos pueden sintetizarse de
nuevo de forma quimica o usando metodologia de ADN recombinante. Por lo tanto, el término anticuerpo, como se
usa en este documento, también incluye fragmentos de anticuerpo producidos por la modificacién de anticuerpos
completos o los sintetizados nuevos usando metodologias de ADN recombinante (por ejemplo, dominios variables
sencillos (Dab) de Fv de cadena sencilla (scFv)) o los identificados usando bibliotecas de presentacién tales como
bibliotecas de presentacion de fagos, E. coli o levadura (véase, por ejemplo. McCafferty et al. (1990) Nature
348:552-554).

Se conocen en la técnica métodos para preparar anticuerpos. Véase, por ejemplo, Kohler y Milstein (1975) Nature
256:495-497; Harlow y Lane (1988) Antibodies: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab. Cold Spring Harbor,
NY). Los anticuerpos que se aislan de organismos distintos de seres humanos, tales como ratones, ratas, conejos,
vacas, pueden hacerse més de tipo humano a través de quimerizacion o humanizacion.

Son formas “humanizadas” o quiméricas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) las inmunoglobulinas,
cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab"), u otras subsecuencias
de union a antigenos de anticuerpos) que contienen secuencias minimas requeridas para unién de antigenos
derivadas de inmunoglobulina no humana. Tienen la misma o similar especificidad de union y afinidad que un
anticuerpo de raton u otro no humano que proporcione el material de partida para construccion de un anticuerpo
qguimérico o humanizado. Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos cuyos genes de cadena ligera y pesada se
han construido, tipicamente por ingenieria genética, a partir de segmentos génicos de inmunoglobulina que
pertenecen a diferentes especies. Por ejemplo, los segmentos variables (V) de los genes de un anticuerpo
monoclonal de ratén pueden unirse a segmentos constantes humanos (C), tales como IgG1 e IgG4. Un anticuerpo
quimérico tipico es por lo tanto una proteina hibrida consistente en el dominio de unién a antigeno o V de un
anticuerpo de ratén y el dominio efector o C de un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados tienen restos
marco de region variable sustancialmente de un anticuerpo humano (denominado un anticuerpo aceptor) y regiones
determinantes de complementariedad (regiones CDR) sustancialmente de un anticuerpo de raton (denominado la
inmunoglobulina donadora). Véase, Queen et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 86:10029-10033 (1989) y documento
WO 90/07861, Patentes de Estados Unidos 5.693.762, 5.693.761, 5.585.089, 5.530.101 y 5.225.539. La region o las
regiones constantes, si estan presentes, también son sustancialmente o completamente de una inmunoglobulina
humana. Los dominios variables humanos se seleccionan habitualmente de anticuerpos humanos cuyas secuencias
marco conservadas muestran un alto grado de identidad de secuencia con los dominios de regién variable murinos
de los que derivaron las CDR. Los restos marco de regién variable de cadena ligera y pesada pueden derivar de la
misma o diferentes secuencias de anticuerpos humanos. Las secuencias de anticuerpos humanos pueden ser las
secuencias de anticuerpos humanos de origen natural o pueden ser secuencias consenso de varios anticuerpos
humanos. Véase documento WO 92/22653. Ciertos aminoacidos de los restos marco de region variable humana se
seleccionan para sustitucion basandose en su posible influencia en la conformacién de CDR y/o unién con antigeno.
La investigacion de tales posibles influencias es por realizacion de modelos, examen de las caracteristicas de los
aminoéacidos en localizaciones particulares, u observacion empirica de los efectos de sustitucién o mutagénesis de
aminoéacidos particulares. Por ejemplo, cuando un aminoacido difiere entre un resto marco de region variable murina
y un resto marco de region variable humana seleccionado, el aminoacido marco humano deberia sustituirse
habitualmente por el aminoacido marco equivalente del anticuerpo de ratén cuando se espera razonablemente que
el aminoacido: (1) se una de forma no covalente directamente al antigeno; (2) sea adyacente a una regién CDR; (3)
interaccione de otro modo con una regién CDR (por ejemplo esté a una distancia de aproximadamente 6 A de una
region CDR), o (4) participe en la interfaz V -Vy. Otros candidatos para sustitucién son aminoacidos marco humanos
aceptores que son poco habituales para una inmunoglobulina humana en esa posicién. Estos aminoacidos pueden
sustituirse con aminoacidos de la posicién equivalente del anticuerpo donador de ratdbn o de las posiciones
equivalentes de inmunoglobulinas humanas mas tipicas. Otros candidatos para sustitucién son aminoacidos marco
humanos aceptores que son poco habituales para una inmunoglobulina humana en esa posicién. Los armazones de
region variable de inmunoglobulinas humanizadas habitualmente muestran al menos 85% de identidad de secuencia
con una secuencia marco conservada de region variable humana o consenso de tales secuencias.
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Los métodos para generar anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo, Velocilmmune™ (Regeneron
Pharmaceuticals), tecnologia XenoMouse™ (Abgenix), el enfoque de “minilocus”, y presentacion de fagos. La
tecnologia Veloclmmune™ (documento US 6.596.541) abarca un método para generar un anticuerpo
completamente humano de alta especificidad para un antigeno seleccionado. Esta tecnologia implica la generacién
de un ratén transgénico que tenga un genoma que comprenda regiones variables de cadena pesada y ligera
humanas unidas operativamente con loci de regién constante de ratén endégenos de modo que el ratén produzca un
anticuerpo que comprenda una regioén variable humana y una region constante de ratén en respuesta a estimulacion
antigénica. EI ADN que codifica las regiones variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo se aisla y se
une operativamente al ADN que codifica las regiones constantes de cadena pesada y ligera humanas. El ADN se
expresa después en una célula capaz de expresar el anticuerpo completamente humano. En realizaciones
especificas, la célula es una célula CHO.

La tecnologia de XenoMouse ™ (Green et al. (1994) Nature Genetics 7: 13-21) genera un ratén que tiene regiones
tanto variables como constantes humanas de los loci tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera kappa. En
un enfoque alternativo, otros han utilizado un enfoque de “minilocus” en el que se imita un locus de Ig exégeno a
través de la inclusion de genes individuales del locus de Ig (véase, por ejemplo, documento US 5.545.807). El ADN
gue codifica las regiones variables puede aislarse estando unido o no operativamente con el ADN que codifica la
region constante de cadena pesada y ligera humana.

Como alternativa, puede usarse presentacion de fagos o tecnologias de presentacion relacionadas para identificar
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, tales como dominios variables, y fragmentos Fab heteroméricos que se unen
especificamente a Dll4. (Véase, por ejemplo, Publicacion de Patente de Estados Unidos 2003/0229023).

La exploracion y seleccion de inmunoglobulinas (anticuerpos) preferidas puede realizarse por una diversidad de
métodos conocidos en la técnica. Puede realizarse exploracion inicial con respecto a la presencia de anticuerpos
monoclonales especificos para DIl4 a través del uso de métodos basados en ELISA o presentacion de fagos, por
ejemplo. Se realiza preferentemente una exploracion secundaria para identificar y seleccionar un anticuerpo
monoclonal deseado. Puede realizarse exploracién secundaria con cualquier método adecuado conocido en la
técnica. Un método preferido, denominado “Realizacion de Perfiles Asistida por Modificacion de Biosensores”
(“BiaMAP”) se describe en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos 2004/101920. BiaMAP permite
la identificacion rapida de clones de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales con caracteristicas
deseadas. Mas especificamente, los anticuerpos monoclonales se clasifican en grupos relacionados con epitopos
definidos basandose en la evaluacién de las interacciones anticuerpo:antigeno. Como alternativa, pueden usarse
ensayos de competicion basados en ELISA; basados en perlas o basados en Biacore® para identificar pares de
unién que se unen a diferentes epitopos de DII4 y por lo tanto es probable que cooperen en la unién del ligando con
alta afinidad.

Proteinas de fusién de DIll4. Cuando el antagonista de DIl4 es una proteina de fusién, el componente de
multimerizacion puede seleccionarse del grupo que consiste en (i) un dominio de inmunoglobulina, (ii) un
componente de multimerizacion truncado, (iii) una secuencia de aminoacidos de entre 1 y aproximadamente 500
aminoacidos de longitud, que comprende opcionalmente al menos un resto de cisteina, (iv) una cremallera de
leucina, (v) un motivo de hélice bucle y (vi) un motivo de superenrollamiento. De acuerdo con la invencion, el
componente de multimerizacion es un Fc humano de SEC ID N°: 20. La proteina de fusion puede comprender
opcionalmente una secuencia sefial, que puede comprender cualquier secuencia conocida por un experto en la
materia para dirigir la secrecion de un polipéptido o proteina de una célula, incluyendo secuencias naturales o
sintéticas. Generalmente, se sitla una secuencia sefial al comienzo o en el extremo amino terminal de la proteina de
fusion de la invencion. Dicha secuencia sefial puede ser nativa de la célula, recombinante o sintética. Los
componentes de la proteina de fusion de la invencién pueden conectarse directamente entre si o conectarse
mediante una 0 mas secuencias espaciadoras. En una realizacién preferida, los componentes se fusionan
directamente entre si. En otra realizacién preferida, los componentes se conectan con una secuencia de &cido
nucleico que codifica un espaciador de 1-200 aminoacidos. Puede usarse cualquier espaciador conocido en la
técnica para conectar los componentes proteicos. Una secuencia espaciadora también puede incluir una secuencia
usada para potenciar la expresion de la proteina de fusién, proporcionar sitios de restriccion y permitir que los
dominios componentes formen estructuras terciarias y cuaternarias optimas y/o potencien la interacciéon de un
componente con su receptor. En una realizacion, la proteina de fusion comprende una 0 mas secuencias peptidicas
entre uno 0 mas componentes que es o son de entre 1 y 25 aminoécidos.

El dominio extracelular de DIl4 estd compuesto de un dominio Delta/Serrado/Lag-2 (DSL) y un tandem de ocho
repeticiones de tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF). En general, se reconoce que los dominios EGF
aparecen aproximadamente en la posicién 218-251 (dominio 1), 252-282 (dominio 2), 284-322 (dominio 3), 324-360
(dominio 4) y 362-400 (dominio 5), con el dominio DSL aproximadamente en la posicion 173-217 y el dominio N-
terminal aproximadamente en la posicion 27-172 de hDIl4 (SEC ID N°: 2). En realizaciones especificas, el
antagonista de hDIl4 capaz de inhibir la actividad de DIl4 es DSL-hFc que comprende de aproximadamente el
aminoacido 27 a aproximadamente 172 de SEC ID N°: 2 fusionado con hFc (SEC ID N°: 20) (SEC ID N°: 21),
dominio N-terminal-DSL-hFc que comprende aproximadamente 27-217 de SEC ID N°: 2 fusionado con hFc (SEC ID
N°: 22), dominios EGF 1-5-hFc que comprenden aproximadamente 218-400 fusionado con hFc (SEC ID Ne°: 23),
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dominios EGF 1-4hFc que comprende aproximadamente 218-360 fusionado con hFc (SEC ID N°: 24), dominios EGF
1-3-hFc que comprende aproximadamente 218-322 fusionado con hFc (SEC ID N°: 25), dominios EGF 1-2-hFc que
comprenden aproximadamente 218-282 fusionado con hFc (SEC ID N° 26) o variantes de los mismos que
comprenden opcionalmente engarces entre los componentes de dominio. Los componentes de la proteina de fusion
también pueden disponerse en una diversidad de configuraciones conservando a la vez la capacidad para actuar
como antagonistas de DIl4.

Métodos de administraciéon

Se describen en este documento métodos de tratamiento que comprenden administrar a un sujeto una cantidad
eficaz de un agente de la presente descripcion. En un aspecto preferido, el agente esta sustancialmente purificado
(por ejemplo, sustancialmente sin sustancias que limiten su efecto o produzcan efectos secundarios no deseados).
El sujeto es preferentemente un animal, por ejemplo, tal como vacas, cerdos, caballos, pollos, gatos, perros, etc., y
es preferentemente un mamifero, y mas preferentemente ser humano. Se conocen diversos sistemas de suministro
y pueden usarse para administrar un agente de la presente descripcién, por ejemplo, encapsulacion en liposomas,
microparticulas, microcdpsulas, células recombinantes capaces de expresar el compuesto, endocitosis mediada por
receptor (véase, por ejemplo, Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262: 4429.4432), construccidon de un acido nucleico
como parte de un vector retroviral u otro, etc. Los métodos de introduccion pueden ser entéricos o parenterales e
incluyen pero sin limitacion las vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal,
epidural y oral. Los compuestos pueden administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo por infusién o
inyeccion de embolada, por absorcién a través de revestimientos epitelial 0 mucocutédneo (por ejemplo, mucosa oral,
mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes bioldgicamente activos. La
administracion puede ser sistémica o local. Ademas, puede ser deseable introducir composiciones farmacéuticas
descritas en este documento en el sistema nervioso central por cualquier via adecuada, incluyendo inyeccion
intraventricular o intratecal; la inyeccion intraventricular puede facilitarse por un catéter intraventricular, por ejemplo,
unido a un depdsito, tal como un depdsito Ommaya. También puede emplearse administracién pulmonar, por
ejemplo, mediante el uso de un inhalador o un nebulizador, y formulacién con un agente de aerosolizacion.

En una realizacion especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas descritas en este
documento por via local al &rea que necesite tratamiento; esto puede conseguirse, por ejemplo, y sin limitacién, por
infusién local durante la cirugia, aplicacion tépica, por ejemplo, por inyeccion, por medio de un catéter, o por medio
de un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, tales
como membranas de sialastic, fibras o sustitutos cutdneos comerciales.

En otra realizacion, el agente activo puede suministrarse en una vesicula, en particular un liposoma (véase Langer
(1990) Science 249: 1527-1533). En otra realizacion mas, el agente activo puede suministrase en un sistema de
liberacion controlada. En una realizacién, puede usarse una bomba (véase Langer (1990) mencionado
anteriormente). En otra realizacion, pueden usarse materiales poliméricos (véase Howard et al. (1989) J. Neurosurg.
71: 105). En otra realizacién en la que el agente activo de la presente descripcidén es un acido nucleico que codifica
una proteina, el &cido nucleico puede administrase in vivo para promover la expresion de su proteina codificada,
construyéndolo como parte de un vector de expresion de acido nucleico apropiado y administrandolo de modo que
se haga intracelular, por ejemplo, mediante el uso de un vector retroviral (véase, por ejemplo, Patente de Estados
Unidos N° 4.980.286), o mediante inyeccion directa, o mediante el uso de bombardeo de microparticulas (por
ejemplo, una pistola génica; Biolistic, Dupont) o recubriendo con lipidos o receptores de superficie celular o agentes
de transfeccion, o administrandolo en enlace con un péptido de tipo caja homedtica que se sabe que entra en el
ndcleo (véase por ejemplo, Joliot et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1864-1868), etc. Como alternativa,
puede introducirse un acido nucleico por via intracelular e incorporarse dentro del ADN de la célula hospedadora
para expresioén, por recombinacién homodloga.

Composiciones farmacéuticas

Se describen en este documento composiciones farmacéuticas. Dichas composiciones comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente activo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
“farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno Federal o uno estatal o
enumerada en la Farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea reconocida generalmente para su uso en
animales, y mas particularmente en seres humanos. El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto terapéutico. Tales vehiculos farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, tales
como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los excipientes
farmacéuticos adecuados incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de
silice, estearato sédico, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada en polvo, glicerol,
propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, también puede contener cantidades menores
de agentes humectantes o emulsionantes, 0 agentes tamponantes de pH. Estas composiciones pueden tomar la
forma de soluciones, suspensiones, emulsion, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion
sostenida y similares. La composicién puede formularse como un supositorio, con aglutinantes y vehiculos
tradicionales tales como triglicéridos. La formulacion oral puede incluir vehiculos convencionales tales como usos
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farmacéuticos de manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sodica, celulosa, carbonato de
magnesio, etc. Se describen ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados en “Remington's Pharmaceutical
Sciences” por E.W. Martin.

En una realizaciéon preferida, la composicion se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios como una
composicion farmacéutica adaptada para administracién intravenosa a seres humanos. Cuando sea necesario, la
composicion puede incluir también un agente solubilizador y un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el
dolor en el sitio de la inyeccion. Cuando la composicion debe administrase por infusién, esta puede distribuirse con
un frasco de infusién que contenga agua o solucion salina de uso farmacéutico estéril. Cuando la composiciéon se
administra por inyeccion, puede proporcionarse una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucién salina de
modo que los ingredientes puedan mezclarse antes de la administracion.

Los agentes activos de la presente descripcién pueden formularse como formas neutras o salinas. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con grupos amino libres tales como las derivadas de acidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxdlico, tartarico, etc., y las formadas con grupos carboxilo libres tales como las
derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol,
histidina, procaina, etc.

La cantidad del agente activo en la presente descripcion que sera eficaz en el tratamiento de una afeccion mediada
por DIl4 puede determinarse por técnicas clinicas convencionales basadndose en la presente descripcion. Ademas,
pueden emplearse opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar los intervalos de dosificacion 6ptimos. La
dosis precisa para emplear en la formulacién también dependera de la via de administracion, y la gravedad de la
afeccion, y deberia decidirse de acuerdo con el criterio del facultativo y las circunstancias de cada sujeto. Sin
embargo, los intervalos de dosificacion adecuados para administracion intravenosa son generalmente de
aproximadamente 0,5 a 20 mg de compuesto activo por kilogramo de peso corporal. Los intervalos de dosificacion
adecuada para administracion intranasal son generalmente de aproximadamente 0,01 pg/kg de peso corporal a 1
mg/kg de peso corporal. Las dosis eficaces pueden extrapolarse a partir de curvas de respuesta a dosis derivadas
de sistemas de ensayo in vitro o de modelo animal.

Terapias de combinacién

La presente invencion proporciona un antagonista de DII4 y un inhibidor de VEGF para su uso en un método para
tratar el desarrollo o crecimiento tumoral. En numerosas realizaciones, los antagonistas de DIl4 para su uso de
acuerdo con la presente invencion pueden administrarse en combinaciéon con uno 0 mas compuestos o terapias
adicionales. Por ejemplo, pueden co-administrarse mudltiples proteinas de fusion o anticuerpos anti-DIl4, o
administrase junto con uno 0 mas compuestos terapéuticos. En una realizacion preferida, el inhibidor de DII4 de la
invencién se administra con un antagonista de VEGF, tal como un anticuerpo anti-VEGF o un bloqueador de VEGF
de SEC ID N° 19. Un bloqueador de VEGF (como se describe en el documento WO 00/75319) es
VEGFR1R2FcAC1(a).

La expresion “agente citotoxico” como se usa en este documento se refiere a una sustancia que inhibe o previene la
funcion de células y/o provoca destruccion de células. La expresiéon pretende incluir isotopos radioactivos (por
ejemplo 1" 1'%, Y%y Re'®), agentes quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas enzimaticamente activas de
origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas.

La terapia de combinacion incluye administracion de una formulacién de dosificacion farmacéutica Unica que
contiene un antagonista de DIl4 y uno o mas antagonistas de VEGF; asi como administracién de un antagonista de
Dll4 y uno 0 mas agentes adicionales en su propia formulacién de dosificacion farmacéutica separada. Por ejemplo,
un antagonista de DII4 y un agente citotoxico, un agente quimioterapéutico o un agente inhibidor del crecimiento
pueden administrase al paciente juntos en una composicion de dosificacion sencilla tal como una formulacion
combinada, o cada agente puede administrarse en una formulaciéon de dosificacion separada. Cuando se usan
formulaciones de dosificacion separadas, puede administrase una proteina de fusién para su uso de acuerdo con la
invencion y uno o mas agentes adicionales simultaneamente, o en momentos escalonados por separado, es decir
secuencialmente.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN®); alquil sulfonatos
tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa y
uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietlenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; mostazas de nitrégeno tales como clorambucilo, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de oxido de mecloretamina, melfalan,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibidticos tales como aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, calicheamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina, epirubicina,
esorrubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido micofenélico, nogalamicina, olivomicinas, paplomicina,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 400 666 T3

potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico
tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; suministrador de acido félico tal como acido frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida;
acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona;
elfornitina; acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; éacido podofilinico; 2-etilhidrazida;
procarbazina; PSK®; razoxano; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazonico; triazicuona; 2,2’,2”-triclorotrietilamina;
uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabindsido (“Ara-
C”); ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, por ejemplo paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.) y docetaxel (TAXOTERE®; Aventis Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopésido (VP-16);
ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina;
aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO);
acido retinoico; esperamicinas; capecitabina; y sales, acidos y derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los anteriores. También se incluyen en esta definicibn agentes anti-hormonales que actian para
regular o inhibir la accion hormonal en tumores tales como anti-estrégenos incluyendo por ejemplo tamoxifeno,
raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores de aromatasa, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY 117018,
onapristona y toremifeno (Fareston); y anti-andrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolide, y
goserelina; y sales, 4cidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa en este documento se refiere a un compuesto o composicion
que inhibe el crecimiento de una célula, especialmente una célula cancerosa in vitro o in vivo. Los ejemplos de
agentes inhibidores de crecimiento incluyen agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un lugar distinto
de la fase S), tales como agentes que inducen detencién de G1 y detencion de la fase M. Los bloqueadores de fase
M clasicos incluyen las vincas (vincristina y vinblastina), TAXOL® e inhibidores de topo Il tales como doxorrubicina,
epirubicina, daunorrubicina, etopésido y bleomicina. Los agentes que detienen G1 también se extienden a detencién
de fase S, por ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina,
mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo y ara-C.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos habituales en la materia una descripcion y
divulgacion completa de cémo preparar y usar los métodos y composiciones de la invencidn, y no se pretende que
limiten el alcance de lo que los inventores consideran su invencion. Se han realizado intentos de asegurar la
precision con respecto a los niumeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero deberian tenerse en
cuenta ciertos errores y desviaciones experimentales. A no ser que se indique de otro modo, las partes son partes
en peso, el peso molecular es peso molecular medio, la temperatura esta en grados centigrados y la presion es
atmosférica o cercana.

Ejemplo 1: Direccidn al gen Dll4 en ratones.

Direccion génica. Se uso6 tecnologia VeIocigeneT'\’I (Valenzuela et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21: 652-9) para generar
una delecion precisa e intercambio de la region codificante de Dll4, que se extiende desde el codon de inicio hasta el
de terminacion (correspondiente a una region de 8,1 kB que comprende todo los exones codificantes e intrones
intermedios), con el gen indicador de -galactosidasa asi como un casete de seleccién de neomicina. Brevemente,
se modificé un cromosoma artificial de bacteria (BAC) que contenia la region codificante de DIl4 de 8,1 kb y 140 Kb
de secuencias flanqueantes (clon 475d4 de una biblioteca de BAC 129/SvJ obtenida de Incyte Genomics) para
generar un vector de direccion basado en BAC que después se linealizd y se us6 como un vector de direccion para
remplazar el gen de DIll4 en células madre embrionarias de ratén (ES) F1H4 (hibrido C57BUG6:129). Las células
madre embrionarias correctamente dirigidas se identificaron usando el ensayo de pérdida de alelo nativo (LONA)
(Valenzuela et al. (2003) mencionado anteriormente). Se usaron dos lineas de ES dirigidas correctamente
independientes para generar ratones macho quiméricos que eran transmisores completos de esperma derivado de
ES. Después las quimeras se reprodujeron con hembras C57BUG6 y/o ICR para generar ratones o embriones F1, que
se genotiparon por ensayos de LONA y ensayos histoquimicos de -galactosidasa. Los ratones derivados de ambas
lineas de ES se comportaron de forma idéntica, y se usaron datos agrupados de ambos clones para estadistica.

Resultados. La direccion del gen DII4 en ratones dio como resultado letalidad embrionaria y graves defectos
vasculares, incluso en ratones marcados en un Unico alelo (véase Gale et al. (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:
15949-15954).

Implantaciones tumorales. Se implantaron por via subcutanea células de carcinoma de pulmoén de Lewis (ATCC) en
el flanco de ratones quiméricos para DIl4, se recogieron después de 16 dias, se cortaron en secciones de 80
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micrometros y se tifieron con respecto a CD31/PECAM o B-galactosidasa como se ha descrito (Holash et al. (2002)
Proc Natl. Acad. Sci. USA 99: 11393-8).

Tincién de PECAM e indicadora. Se realiz6 tincion de embriones montados completos, asi como secciones tisulares
de embriones y adultos como se ha descrito previamente para CD31/PECAM para definir el endotelio vascular y
para -galactosidasa para visualizar el producto del gen indicador de DIl4 (Gale et al. (2004) PNAS 101: 15949-54).

Ejemplo 2. Construccion de Dll4-Fc y estudios de xenoinjerto de ratén.

Construccién de DIlI4-Fc (-TM). Se construyd una secuencia de acido nucleico que tenia 2297 nucleétidos
correspondiente al dominio extracelular de DlI4 de ratén (SEC ID N°: 3) sin el dominio transmembrana (-TM), con un
dominio Fc humano. La secuencia de aminoacidos codificada tenia 765 aminodacidos incluyendo la proteina de DIl4
(SEC ID N°; 18) y un peso molecular de aproximadamente 85 kDa.

La Figura 1 muestra que la sobreexpresion de DIl4-Fc por células tumorales C6 dio como resultado tumores C6 méas
pequefios (media + DT).

Ingenieria retroviral de células tumorales para sobreexpresar Dll4-Fc. Se infectaron células tumorales de glioma de
rata C6 (ATCC) con retrovirus para sobreexpresar la proteina verde fluorescente (GFP) y Dll4-Fc soluble; las células
infectadas solamente con GFP se usaron como controles. Las células se separaron por FACS con respecto a
fluorescencia de GFP dos veces.

Dll4-Fc_suministrado por retrovirus. Se implantaron 10° células/ratén por via subcutanea en el flanco derecho
afeitado de ratones SCID/CB17 macho (8-10 semanas de edad) con células C6 modificadas por ingenieria retroviral
con GFP o Dll4-Fc.

Mediciones del volumen tumoral: Después de que los tumores se hicieran palpables, se registraron las mediciones
de tamafio cada tres dias usando un calibrador (tamafio = (longitud x anchura®)/2). Una vez que se habian
sacrificado los animales, se obtuvieron mediciones ex vivo con calibradores y se calculé el volumen usando la
férmula longitud x anchura x altura).

Histologia tumoral. De doce a dieciséis dias después de la implantaciéon de células tumorales, los tumores se
recogieron y se procesaron para analisis histolégico o de expresion. Los tumores se cortaron en secciones de 80
um, se tifieron con anticuerpos para CD31/Pecam-1 seguido de reaccion de peroxidasa-DAB, y se contratifieron con
pironina Y. Se realiz6 analisis morfométrico de los vasos usando el programa de analisis de imagenes NIH 1.62.

Transferencia de Northern y PCR en tiempo real. Se prepar6 ARN total de tejido tumoral usando el reactivo Trizol
(Life Technologies, Grand Island, NY). EI ARN (10 mg) se separd en geles de agarosa al 1,2%, se transfiri6 a una
membrana de nylon y se inmovilizd por reticulacion de UV. Después de prehibridacién, se afiadieron sondas
especificas para gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o DIl4 marcado con 32P, y los filtros se
hibridaron a 42 °C durante una noche. Se realizaron lavados rigurosos por protocolos convencionales (un lavado de
tampon SSPE 0,5 X seguido de dos lavados con tampdn SSPE 0,2 X realizado a 55 °C durante 30 minutos cada
uno). Se obtuvo una autorradiografia después de 48 horas de exposicién a pelicula de rayos x con pantallas
intensificadoras. Ademas, se analiz6 la expresion especifica de tejido en reacciones separadas usando la quimica
de PCR en tiempo real Tagman® (Applied Biosystems, Foster City, California) y sistema de deteccion con los pares
de cebadores y sondas marcadas especificas para DIl4, los receptores Notch 1y 4 y dianas cadena abajo de Notch,
Hes1, Hey2, HeyL y Nrarp. Se obtuvo el niUmero de ciclos necesario para alcanzar el umbral para amplificacion del
ADNc (o valores de CT), y se normalizé a una referencia constitutiva (GAPDH) (= 2-DCT). Los resultados se
normalizaron a una linea basal, el control de vehiculo para el experimento, que proporciona el cambio de
abundancia de ARNm relativo (= 2DDCT) y se expresa como la media + E.T.M. para al menos 4 muestras
separadas procesadas por triplicado (Livak y Schmittgen (2001) Methods. Dic; 4:402-8).

Analisis de RT-PCR cuantitativa para DIl4, HeylL, Nrarp y Hesl. El andlisis de RT-PCR se realizé como se ha
descrito (Livak et al. (2001) Methods 24:402-8). Los resultados se expresan como la relacién de la cantidad del ARN
de interés y la cantidad de ARN de control (GAPDH) como se ha descrito (Daly et al. (2004) Genes Dev. 18:1060-71)
en un 7900HT de Applied Biosystems usando cebadores y sondas especificos como sigue: cebadores de DIl4: Dll4-
1574F (SEC ID N°: 9) y DIl4-1644R (SEC ID N°: 10) y sonda de Dll4: DIi4-1594T (SEC ID N°: 11); cebadores de
HeyL: mHeyL-135F (SEC ID N°: 12) y mHeyL-216R (SEC ID N°: 13) y sonda HeyL: mHeyL-154T (SEC ID N°: 14);
cebadores de Nrarp: mNrarp-350F (SEC ID N°: 15) y mNrarp-418R (SEC ID N°: 16) y sonda de Nrarp: mNrarp-373T:
(SEC ID N°: 17) y mHesl (ID Mm00468601 m1, Hes1) (ABI, servicios de ensayo a peticion). Los ADNc derivaron de
tumores de C6-Dll4 y Dll4-Fc.

Ensayo in vitro para determinar si el DIl4-Fc secretado expresado en células C6 puede activar sefializacion de Notch
en HUVEC. Se sembraron 4 x 10° células HUVEC en una placa de 60 mm para obtener cultivos confluyentes a ~
50% al dia siguiente. Al dia siguiente, se sembraron 8 x 10° células C6 sobre las HUVEC. Después de 24 horas de
cultivo conjunto, las células se pasaron por raspado a 1 ml de reactivo Tri y se prepard6 ARN total como se ha
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descrito previamente. Se analizaron las muestras por Tagman® usando sondas de Hesl, HeyL y Nrarp especificas
humanas.

Ejemplo 3. Efecto de la administracion sistémica de Dll4-Fc.
Proteina de DIl4-Fc. Se transfectdé un plasmido que codificaba la construccion de ADNc de DIl4-Fc descrita

anteriormente en células CHO, y se purificé la proteina secretada del sobrenadante. Se purificé proteina Dll4-Fc y se
usO para tratar ratones portadores de tumores mediante inyeccion subcutanea (10 mg/kg, 3 por cada semana).

Resultados. Se realizaron experimentos en los que se implantaron tumores HT1080 en ratones como se ha descrito
anteriormente el dia 0. Comenzando el dia 0 o dia 15 (a 100 mm? de tamafio), los ratones se trataron con proteina
Dll4-Fc purificada (10 mg/kg, 3 por cada semana) o proteina de control. Otros grupos se trataron con antagonista de
VEGF (bloqueador de VEGF, SEC ID N°: 19) a una dosis de 25 mg/kg, tres veces por semana. Los resultados se
muestran en la Figura 2. En tumores tratados desde el dia 0 (lado izquierdo), tanto el antagonista de VEGF como
Dll4-Fc fueron eficaces en el control del crecimiento tumoral. En tumores tratados a partir de 100 mm? de tamario
(lado derecho), Dll4-Fc fue eficaz de nuevo en el control del crecimiento tumoral, y fue de hecho més eficaz que el
antagonista de VEGF.

Cuantificacion de Dll4-Fc y hFc en circulacion. Se analizaron muestras de suero obtenidas de ratones tratados con
GFP o Dll4-Fc portadores de tumores por ensayo de ELISA. Se realizd ELISA recubriendo placas con hFc como el
anticuerpo de captura, bloqueado con solucién de blogueo | 0,2% (Tropix) y usando hFc conjugado con peroxidasa
como un anticuerpo indicador. Se incluyeron proteinas hFc y DIl4-Fc purificadas como curvas patron.

Tratamiento con inhibidor de VEGF. Se administr6 bloqueador de VEGF (R1 R2) (Regeneron Pharmaceutlcals)
(SEC ID N°: 19) o placebo (PBS/glicerol 5% viv) por via subcutanea a ratones que portaban tumores de 100 mm? a
una dosis de 25 mg/kg cada tres dias hasta el final del estudio.

Suministro de DIl4-Fc por adenovirus. Otros experimentos no mostrados han usado adenovirus para suministrar
Dll4-Fc por via sistémica. Se implantaron células tumorales C6, HT1080 o MMT por via subcutanea en el flanco
derecho afeitado de ratones SCID/CB17 macho (8-10 semanas de edad). Después de 24 horas, se inyectaron 1 x
10° UFP de adeno-hFc o adeno-DIl4-Fc en la vena yugular de los ratones. Se vieron resultados similares en el
crecimiento tumoral con adeno-DIl4-Fc que con el tratamiento sistémico con proteina DIl4-Fc.

Ejemplo 4. Efecto de los anticuerpos policlonales para Dll4-Fc en tumores HT1080.

Se realizaron experimentos en los que se implantaron tumores HT1080 en ratones el dia 0 como se ha descrito
anteriormente. Cuando los tumores alcanzaron 100 mm?® (aproximadamente el dia 15), los ratones se trataron tres
veces por semana con Dll4-Fc solamente (25 mg/kg), anticuerpo de control (Ig de conejo) o anticuerpos policlonales
anti-DIl4 empobrecidos con respecto a unién con Fc humano (10 mg/kg). Los resultados muestran el tamafio tumoral
en cada grupo de tratamiento + D.T. (Figura 3) Los anticuerpos de Dll4 fueron altamente eficaces contra crecimiento
tumoral de HT1080 y tuvieron una eficacia similar a la vista con DIl4-Fc. Estos resultados muestran que un
bloqueador especifico de Dll4 es un agente antitumoral potente.

Se realizaron ensayos de resonancia de plasmén superficial (BiaCore®) que confirmaban que los anticuerpos de
Dll4 eran capaces de bloquear la unién de Dll4 con receptor Notch. Se recubrié la superficie de la microplaca con
Notch 1 y se incubé DIll4-Fc con cantidades crecientes de anticuerpo anti-DIl4 policlonal de conejo (descrito
anteriormente). Los resultados en la Figura 4 muestran que la cantidad creciente de anticuerpo de DIl4 bloqueé de
forma creciente la unién de Dll4-Fc con Notchl (control = DIl4-Fc + anticuerpo policlonal de conejo no especifico).
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<170> FastSEQ para windows version 4.0

<210> 1

<211> 2058
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

+

atggcyggeag
cagcagcgey
<goyggegtac
tgecttaage
acgeaggtat
aagettetec
gettggcacry
AGCARPALCY
accagcacce
ggagacaact
cagocagatg
atctgocttt
tgoagececay
cacggcacet
tgtgaccaag
tccaacagty
tatgagetady
gaccaggagy
cacagcacct
aaccagoggg
aagaaagegg
ggtocaagee
gtcagegact
gggctratge
atcgatgect
acagacacct
gtgggctige

cgtecocggag
cggecggete
tgaccagtay
acttocaggce
tgggeaccas
aactgecert
ggcoaggaga
ceatccaggg
tcacaaggot
getecogeet
gocaacrtetgte
cgggctgtea
goetggcaddyg
gcagcactec
akctcaacta
ggcagegeag
agetcagega
atggotacea
tgagetgege
ccaactatge
aociggtacas
gratgtgcecy
gtgcoegtaa
gracctgeoc
grgectoygag
ttgtgtgcaa
cgeccagott

cgeetetgge
cggecgteste
geagectios
gotcgteteg
ctootteget
caatttecace
cgaccLgeay
ctocetageo
gogocaceet
gtgcaagaag
ctgoccgoes
tgaacagaat
coggetgtgt
ctageaatgt
ctgcacceac
ckacaccege
gtotgacage
ctgcctgtat
cgactccoes
ttotgaatgt
cageaacocc
ergeogtoct
coonrgogee
rgecggotte
tooctgoute
ctgeecttat
ccectgogtyg

tgggcgetac
cagctgcage
gagecegget
cocoggaceot
gtocagagacy
tggccggagta
elagaggect
grgugtaaga
tacogggeca
cgeaacgace
ggttgpacty
ggotactgoa
aacgaacgca
acttgtgatg
cactceoceat
acctgtcoges
aacceotgtc
cetococgyact
tgcttcaaty
ccooetaast
cotgocaacy
ggacteacyg
cacggtggeca
tctggocgac
aacagggeea
ggeettgtay
gocoegtoctoge

tgetgetoggt
tgcaggagtt
geeggacitt
geacctteay
acagtagoyg
sottoteget
tgocagiaga
actggtracc
tctgeagrga
acttcggeca
gggaatattyg
gcaagecage
tcoocecacaa
agggctgguy
geaagaatag
caggoetacas
goaatggagg
actatggcet
ggggcteocty
tcaccggete
goggacagty
geacctackg
ctrgecatga
getgogagyt
cotgetacac
gecagccgocyg
tggytgtgyy

ggcactitgg
¢catcaacgag
cteecgogte
gaccgtetee
cygaqgqugege
catecategaa
tgcacteate
ggatgageas
caactactat
ctatgtgrge
ccaacageot
agagtgeete
tggctgtege
aggcctogttt
ggcaacgtge
tgogtgtggac
cagetgtaay
gcattgtgaa
cogggagcyc
caactgegag
aecgiacega
tgaactceac
cerggagaat
gcggacatce
cgacctetec
cgagtteccce
getggoagtyg

60
1z2¢
ia80
240
309
aso0
420
480
sS40
600
660
720
780
840
J0¢
260
1020
1080
1140
1200
1250,
13290
1380
la40
1300
1560
1820

ctgctggtac
gacgacggea
gotgecgace
gacaagtcca
cecotgggge
aaggegerac
cccagggact
atctyccacgg

cgcrgggeac
gcagggaage
agcttaasaa
actgkbggcaa
gggugaccat
tgeggttaca
ccatgtacca
aggtatcasa

ggtggcagtg
catygaacaac
cacaalaccay
acagcaaaac
goccaggaaag
cagtgaaaay
gtetgtgtgt

gctgtgogge
tegecggact
aagaaggagc
cacacattgg
trtocccaca
ccagagtgte
ttgataktcay

agcrgeggact
tocagaagga
tggaagtgyga
actacaatct
gtgecaagay
ggatatcage
aggagaggaa

tcgacggecyg
caacctgatt
ctgtggeetyg
ggccccagyg
cttaggagay
gatatgetce
tgaatgtgtc

1680
1740
1300
1360
1520
1980
2040
2058
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Asn Tyr Ala Cys
385
Liys Lys Val Asp
Cys Leu Asn Arg
420
Thr Gly Thxr Tyr
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Cys Ala His Gly
450
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Ile Asp Ala Cys
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500
Val Gly Ser Arg
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Leu Gly Met Val
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Glu Leu Glu Val
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¢togoagyct aggaaccoga
tecetcacta gococgerega
agcgcceagt cgecoreacs
aaggrgacaa gggagcagoed
cgggacttge gggagagega
acaccccaay ggatgacgec
geggtactgt ggecgcagea
gaghbtogtoa ACCAQCaeTT
actttottce goatttgeot
terggraaty vocccacgos
agcggcageg gtegoaacee
tcactesaca tecaagettyg
ggaaactete tcatgageca
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Asn Fhe
Asn Pro

- 410
Met Cys
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Ala Val
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Ala Val
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Asn
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Gly Lys
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ggecaagage
gacectagga
tggattacct
tceccgagggyg
catcectaac
tgcgtcccocyyg
gegegectgey
tatgetygee
taagcactte
ggtatcggyc
tctgcagreg
gcacacacog
aatcatcate

Axg Asp

Glu Cye

His

Ser
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Gly Lau

AST
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Leu Pro
Ala val
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555 -
Ser
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Pro Gly
&20
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Pro Glu
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Ser
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tctgetocayg
accgaggcat
aatcagotth
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caagycLore
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gacacgtact
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tgeggecaga
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Ser
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Asn Cys
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Qlu
400
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415
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Gly Lea
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493
Gly

510
Pro Ser
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Leu Val
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Phe
Pro
Cys
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Pro

Leun
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575
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Cys Gly
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Pro Len
Leu
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Ile
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Ser
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val
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val
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tgecagtgtac
cagageageg
ageretrtgag
ggctggcaga
agtggagagg
acrgetgcty
geggekgeag
gggctgcceg
accctgeace
ggacaagaat
gggaacctic
gacttcgeaea
taagattitgg
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300
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420
480
540
600
€60
720
780
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cgaacagacqg
agtgacaact
ggacattatg
tactgtgace
ccagatgagt
cacaatgget
tggggaggre
aacggatcaa
tacactggtg
ggtggraget
ggocagoact
tottgoecggg
ggecetaact
cagrgcotga
cactgtgaac
cacgatctgg
gaggtgegyga
tacactggec
cgcrcgegagt
otggggetag
cygcttaggn
2aggacaace
gtggactgty
aatctageee
aagagottag
tcagocattt
aggaacgagt

-coggocoage

trtagtatge
Cgaacoogoc
gggcagecco
ctaaggtgec
ctgttctooca
goatctgtat
gaaagcagag
tggeattaag
tectgcctas
ttcecttggt
ttgceageca
taaggugagac
tgggecotegy
cgacttocaa

, teggataatt

ataatgtgta
aanaaaa

agcaaaatga
actatggaga
agtgccages
agectataty
geatctgocg
gtegiecatgy
tgttttgtga
cgrgttecaa
agcactgtga
grtazggacca
gtyagcacag
agcgeaacoca
gtgagaagasa
acagaggtce
tgcacatcag
agaargggcc
caacccacga
tetocceccaaa
trecegtagy
tggtactget
dacoccyatgs
taatcoctge
gtetggacaa
cgguactece
gagagaaggt
goLotococag
grgtgactge
agecgggect
acagtgetge
aagagttgca
gocaagggaa
totcgaacke
gagagtggca
ttccapagtyg
aggaggcttyg
caggagctac
aaseccagcsa
cctggtgogt
gagetacags
ggogggaagg
agectgaget
asatcaatan
taagaakcag
tttataacac
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cagectoace
gagetgtter
agatggcage
teotkectgge
tccaggttgg
cacectgeage
ccaagatcke
cagtgggeca
getgggacte
ggagaatage
racottgace
gaggtocagt
agtagacagg
aagecgaacc
cgatrgtgoe
tgtgrgcacc
tgcctgtgce
caacttegte
cttgocance
gatgctactg
cyagagcagyg
cgeccageto
gtecaattge
aggacgyggc
gecacttcgg
ggactotaty
cacagagtta
tocetotgoa
Lctgcggagy
ceggerotge
cagagtcgaqg

.ggacttgrcre

gtaggccctag
cctttgooea
caaaggatag
tetgocaggtg
gatggggtgc
ctooggétcat
cotocagtoggy
gggotgtgoge
ccaccagtge
catgaggeee
Iagcactgge
gaaacagatg

<210> 4

<211> 686

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4
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h | 5

Ala Val Leu Trp Pro Gln Gln

20

Leu Gln Glu Phe Val
'35

Sar Cys Glu Pro Gly Cys
S0 5%
¥he Gia Ala Thr Phe Sqr

Leu Arg
Gln

Hie

agactgaget
cgectakgea
ctgtectgce
tgtcatgadac
cagggtcger
atcecotgge
aactactgta
aagggctata
agcaagtygtg
taccactcgec
cgtgcggact
tatgecegeg
tgraccagca
tgeoegergoe
cgaagtccct
tgecoccoegetg
tcoguacect
tgcaactgte
agcttooect
gtcatggtag
gaagccatga
aaaaacacaa
ggcasactge
ageatgectg
ttacacagtg
taceaatcag
taaggcagga
ttgrtcacat
aggagggaat
acacerccag
gagttagagq
tgccaacagt
Lgggtctegy
gactocatco
gcctocecgea
aggaangcce
cacctgcage
gtagaacagak
gagctcagay
ctaggccett
ccacgtgtege
rgrecegray
ctttctacat
tgtacacaaa

Ala Cys Arg Trp Ala Leu Leu
10

actottaceqg
agaagcgoga
tgococgggotg
agaatyggtta
cgtgcaatga
agtgtgeetg
ctcaccacte
cctgcacetg
crageaacces
tgrgtoccen
caccctgott
aatgogooes
arcogrtgtge
ggoetgygatt
gtgeccacgg
gettertecbgy
gettcaatbgg
cettacggete
gogtagckgr
tagtggekgt
acaatcrgre
accagaagaa
agaaccacac
ggaagtatee
agaagcecaga
tgtgtrtgat
geeccactcag
tgoatoctge
ggcatgaact
gageorgest
agcatcagtt
ggrcatcatg
cgctgotgta
tcacagcktgyg
ggcagaacag
gaggagggga
ctctaggeaa
gggcttaggg
cottcacgel
cretecctea
copgagacea
tttatttegyg
tttataagat
azaaanaaak

ggtaatetge
tgaccactte
gactgogaag
ctgcagcaag
atgtatecoc
cgatgaggga
tecgtygcaay
tcteccagac
cLgtogazat
aggetactat
caatggggyc
caacttradc
caatggaggc
cacaggeacc
gggcactrgd
caggcgctge
ggccacctgo
tatgggcaac
ctocgetgguc
dgogscagety
agacttccag
ggagctggaa
attagactace
tcacagtgac
gtgtcgaata
atcagaagag
acacpcagec
atgggacate
gaacagaccyg
ggottcagat
gagocgatat
gagctcttga
gocteotgtgyg
goccaaatga
céttggagtt
cacgtgtgac
gagttggees
cacgcccoctt
aaagLoccaa
cacecatttt
acccrgasge
aacctagrat
tatcotgtac
aaazaaaaaas

15

840

300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
is30

‘1740

1800
1e60
1920
1980
2040
2100
2160
23220
2280
23490
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3427

Lew Leu

Arg Ala Ala Gly Ser Gly Ile Phe Gln

25

30

Asn Gln Arg Gly Met Leu 2la Asn Gly
45
Arg Th; Fha Phe Arg Ile Cys Leu Lys

4C

&0

Glu Gliy Fre Cys Thr Phe Gly Asna Val

15



Ser

Ser
225
Ile

Cys

Gly
305
His

ser
k3
Glu
Gln

Fhe

Qly
Gly
130
Ile
Asn
Asp
Asp

210
Gly

Asn
Asp

290
Pro

Gly
Gly
a7ro
Ser

Lys

Ser
115

Gln

Asn
His

195
Pro

Arg
Gly
Glu

275
His

Glu

Sex

355

Lys

Gly
438
Ala

Asp

Gly

Gly
51§
val

Val

val

Gly
His
Pro
260
Gly
Hisg
Gly
Leu
Cys
340
Cvs
Ala
val
Asn

420

His

Ala
Leu
S00
Ser
Ala

Mat

Lau
85

Arg
Ser
Glu

Ser

165

Gly

Glu

Gly
245

Ber

Gly
2%
Lys
Gly

Phe

Gly
a
Cys

485
Ser

Val

val

ES 2 400 666 T3

70
Gly

Asn

Leu

Lev
150
Gly

His

Gln
230
o
Hie
Gly

Pro
310

Asp
cin
Asn
Glu
390

Gly

Gly
Gly
470
Ala

Pro

Sar

val
550

Thr
Pro
Asn
Ser
135
Ala
Arg

Glu

Gly
215
Asn
Gln
Gly

Gly

295

Ser

Gln

Cly
375
Cys
Pro

Glu

455

Ser
Asn
Glu
Leu

535
Val

Asn Ser

Leu Gln
105
Ile Gln
120 .
Pro Gly

Val Gly

Leu Ser’

Ser Cys
188

.Glu Cys

200
Lys Tyr

Gly Tyx
Gly Arg

265
Leu Fhe
230
Lys Asn

Glu Asn
345

Cys Glu
is0
Gly Ser

Pra Pro
Thr Sex
Sar Arg
425
Ly His
440
Ser Gly
Gly Pro
hAsn Phe
505
Fhe Pro
520
Gly val

Ala Vval

16

Asn

170
Ser

Gln
Cys
Cys
Leu

250
Ser

Gly

Lew

‘Ala

33
Serx

Hie

Asn
Aszn
410
Ile
Asp
Arg
490
val
Val
Gly

Ay

15
val

Pro

Ser
Ile
155
sex
Arg

Pro

ser
238

cys.

Ile

Ser

315
Ser

Eer

Axg

i9s
Pxo

Sar

Arg
a7s
Phe

Gly
au

Gln
555

Val Arg Asp

Phe

- His

Leu
140

Asp

Gln
220

Lys
Asn
Pro
Gln
Thr
ino
Gly
Asn

Hia

Glu
3so

Arg

Glu
450
Azsn
Asn
Leu
Val

540
Leu

Asn

125
Ile

Cys
Gly
205
Pro

Glu

ABD
285
Cys

Pro
Cys
365
Arg
Gly

Ala

44%
Asn

Gliu

Cly

Pro
525
val

Phe
110

Pro

Ser

val
Lys
190
Ser
Ile
Asp
Cys
Cln
270

Ser

Leu
350

Asn

Ser

Asn’

Arg
434
Gly
val
Ala
Pro
510
Pro

Lau

1le
175
Lys

Leu

Glu
Ile
255
Asn
Asn
Gly

33s
Cys

Gln
Asn
Gly
415
PTO

Arg

Thr
435

Leu

80
Asn

Ila
Glu
160
Cys
Argl

Ser

Cysa
240

Ala

Ser
Glu
3240
Asn
Pro
Ala
Gly
Cys
400
Gly
Gly
Sey
Val
Ile
480

Gly

val

Arg Leu Arg Arg

560
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Pro ASp ASP Glu Ser Arg Glu Ala Mac Asnm
565 STQ
Lys Asp Asn Leu Ile Pro Ala Ala Gin Leu
580 585 ’
Lys Glu Leu Glu Val Asp Cys Gly Leun Asp
595 6040
Leu 6ln Asp His Thr Leu Asp Tyxr Asn Leu
610 815
Arg Gly Ser Met Pro Gly Lys Tyr Pro His
625 630
Glu Lys Val Pro Leu Arg Leu His Ser Glu
645 650
Ser Ala Ile Cys Ser Pro Arg Asp Ser Met
650 665
Ile Ser Glu Glu Avrg Asn Glu Cys Val Ile
675 114

<210>5

<211> 9312

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgeoecgocge
ggccegogat
aatggcacgg
aacccgtgoe
ggcgtggcag
ccoctggaca
acgcetgacgg
getgaceogt
tcctacatct
gagtgtggec
tcctaccget
ccotgoagee
cacgagegtg
tgtccaggaa
tgecgotygee
ctgatgocaa
tgegegegeyg
agcgeccgect
tgtecccecatg
tgtaacgagg
cecteggggt
aaccCcCtycy
ctgcaggget
tgccagaacg
ggetacgagg
cacaaktgged
actgggeatc
gecaagtgee
acgcactgeg
aaggacggcg
gagaccaaca
cgegacaacy
aacctggatg
ggctacgagt
gagtgtgecgyg
acctgecget
aacagcaace

tcctggegee
getcecages
aggecetgegt
teageacece
actatgecty
atgccrgect
agtacaagtyg
gcgectocaa
gecactgeec
agaageccgyg
gegtetgecy
cectegeceng
cctgectgee
acaactgcaa
cgeccagagty
acgcotgeca
tcaaeggeoty
gettecacyy
gecgcacagy
gctccaactg
acacgggeoco
agcatgogyy
acacgggcce
acgccacctg
gtgtgecacty
gctgectgga
Cgtgccagta
tggacggace
aggtggacat
tegecacett
tcaacgagtyg
cg¢tacecerctg
actgtgecag
gtgectgtga
geaaccecty
gccecgaggg

ectgcgtcca

coctgetctge
cggtgagace
cLgtggcggg
ctgcaagaac
cagctgtgec
caccaaccco
cecgetgoecy
cscctgecygee
acccagcttc
getttgcege
¢gecacceae
ccagaacgyy
aggettcacs
gaacgggagt
gacaggteag
gaacggeggg
gactgotygad
cgecacetge
tetgetgtge
cgacaccaac
ggectgcayc
caagtgcatc
ccgatgogag
cctggaccag
cgaggteaac
caagatcaat
cgatgbggac
caacacttac
cgatgagtgc
cacctacete
ctccagccay
ccrctgoceg
cagooactge
gecgggetac
ccacaacgag
ctaccacgac
cggggcctge

ctggegotge
cgoctgaatg
goettegtgg
gecgggacat
ctgggcttct
tgccgecaacy
cecggetggt
aacggtggcce
catggcceca
cacggaggca
actggececca
gogeacctgse
ggccagaact
geetgtgtay
cactgtaccg
acctgoccaca
gactgeagey
catgaccgtg
cacctcaacy
cgogtcaaty
caggacgtgg
aacacgctgg
atcgacgeca
attggggagt
acagacgagt
gagtcceagt
gagtgtgocca
acctgtgtgt
gaccocgace
tgecgeeccag
ecsEgccgec
aaggggacca
gactegggea
acagggagea
ggcagergcy
ceeacetgee
cgggacagee

17

Asn Leu Sar Asp Pha Gln

575

Lys Asn Thr Asn Gln Lys

Lys Ser Asn

550

605 .
Ala Pro Gly Leu Leu Gly

620

Ser Asp Lys

€35

Cys Gly Lys

Ser L=y Gly
640
Lys Pro Glu Cys Axg Ile

635

Tyr Gln Ser Val Cys Leu

670

Ala Thr Qlu val
685

tgcecgeget
gcgggaageg
geecgegatg
gecacglggt
ctgggccect
gggucacctg
cagggaaate
agtgcctgcce
cctgcegaca
cctgccacaa
actacgageg
gececacaay
gtgaggaaaa
acggcgrgaa
aggatgtgga
acacccacqy
agaacatrga
cggcecgcete
acgcatgeac
geaaggceat
atgagtgctc
getockbega
acgagtgcgt
tccagtgcat
gtgccagcag
gegagtagcee
gcaceeoctyg
geacggaagqg
cetgecacta
getacacagg
acgggggcac
caggacccaa
cctgtetgga
egegtaacatc
aggacagecat
tgtctgaggt
ccaacgggtea

cgcogeacga
tgaagcggec
ccaggaccce
ggacogcaga
ctgcctgaca
cgacctgete
gtgoccageag
cttogaggec
ggatgtcaac
cgaggtcgge
gcectacgty
egacgtcace
tatcgacgac
cacctacaac
cgagtgccag
tggctacaas
tgactgrgee
ctactgcgag
cagcaacceee
crgeaccrge
getgggtgoe
gtgooeagtgt
ctcgaaceceyg
ctgcatgecc
ecectgoceg
cacggocttc
caagaatggt
gtacacgggg
cggectoectge
ccacecactyge
ctgccaggac
ctgcgagate
¢aagatcgat
caacatecgat
caatggetee
caatgagtge
caagtgcgac

60
1240
180
240
300
360
420
480
540
600
560
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1500
1560
1620
180
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



tgrgaceecg
cotEgtgtea
gagggctica
cctgaaccagy
tacacaggty
ggocggggagt
tggcaagcay
cacggcgeat
agtgggcgea
ggcractgea
actttetgeyg
tgcacggact
cgtgagaaca
gacggeacea
cacgatgtea
tgecggotect
dgtgcactggt
cagtaccget
tcctgtoagyg
guggetergty
agetactgtyg
tgeacggact
tgcectoctgagyg
gaceteceea
atcaacgtgy
aacaacggeca
gtgggtgagce
ggcacccaga
accgggeogeco
ggcacctgeg
ttocgaggacy
ggcggcacat
goccocogaat
caggggacckt
ttcaacggge
atcceooege
aacaaggtct
tececectecaact
ttcagtgacyg
gactagocage
ttcagegacy
gactgtgegy
actgeoegceay
ctgcacacea
tacggcsygcy
gcacctgacy
gggcggcggc
attgacaacc
geegeatteo
gecgtgeaga
gcggeggocg
<gccggcggc
aagaagaagce
gettcagacy
accaagaagt
caccgycagt
cecacacege
gatggectca
agcgaggaag
ctgcacaacc
cgotatgaty

ggtggagtyg
acggcggeac
gocgglocccaa
geacgcgtat
ccacgtgtaa
gcaggcaatc
ggcagacctg
cergeococagaa
Actgogagac
cagacggcat
aggaggacart
goegtggacag
acacgeccga
actcgregac
acgagtgcga
acaggtgecag
gtgactccte
gcgagtgoed
tggctgcgea
tggacgegay
aggacctgygt
acetgggcgg
agatcgacga
acaccracaa
acgacrgeaa
cctgegtygyga
gctgtgaggg
actgegtgca
gctgegagtc
ccgtggecte
ccacgtgtga
gecatctcegg
goccagteceos
gtgagcccac
tetrgtgeca
cgctgatega
gocagecctgca
tcaatgacec
gecactgtoa
gktgeggaagy
ggcactgoga
ageatgrace
agcagctgeyg
acgtggrett
aggaggaget
ccoctgotyggy
ggagggagect
ggeagcgtge
tgggageget
grgagacegt
ccttegtget
agcatggeca
ggcgggagee
gtgcectcat
tceggttcga
ggactcagca
cccagggtga
csecgeteat
aggaggacge
agacagaccyg
ecgocaagoy

ES 2 400

gaccasctgt
ctgcaaagac
cLgccagacc
cgacgacgtt
ggrggtgetyg
cgaggactat
tgaggtegac
cacccacgge
egacategac
caacacgges
caacgagcgt
ctacacgrge
ctgcacagag
ctygcctgtgt
ctcacagecce
crgoocceay
geecoctgoaag
cagcggctgy

‘gogacaaggot

caacacgcac
ggacgagtge
etactectge
gtgecteteg
gtgctcctge
tccoccogte
ccaggeagge
ggatgtcaac
gogogtcaat
cgtcaktcaat
caacaccges
gaatgacgct
cccgogcagc
ggccagceagec
atcocgagage
catectggac
ggaggcgtyge
gtgcaacaac
ctggaagaac
cagccagtge
ecagtgcaac
ccagggetqge
cgagaggctg
caacagetec
caagegegac
gogoaageoac
ccaggtgaag
ggaccecatyg
gcaggeeteg
cgocctegetg
gyagceoygcco
tcogttettco
getetggtee
cctocggegag
ggacgacaac
ggagceegtyg
gcacctggat
agttgaegec
gategectee
gecggccgte
cacgggcgag
cotgotggag

666 T3

gacatcaaca
atgaccagtg
aacaccaacy
gcogggtaca
geocccghgty
gagagcteet
arcaacgagc
ggcraceget
gactgeegge
ttctgegact
gocagtgace
acctgeccoy
agctectgot
cLacccggct
tgcctgeaty
ggctacacty
aacggcoggca
accggecttt
gttgacgttyg
cactgcegch
toacecagec
aagtgecgtay
cacecectygce
cCacgaggca
gaceccgtgt
ggetacagect
gagtgectgt
gacttecact
ggccgcaaag
cgeoggoteca
cgtacctgcg
coracctgoe
cecotgectgy
cccttctace
tacagcttog
gagctgcceg
cacgegtgcy
tagcacgcagt
aacteagecyg
cecctgtaco
aacagcgegyg
gcggocggca
ctecactiee
gcacacggee
cccatcaage
goctegotge
gacgtcogoeg
tegeagtget
ggecagectea
cegecggego
grggactgeyg
cctgaggact
gacteegtgy
cagaatgagt
gtectgcetyg
gecgetgace
gactgcatgyg
tgcagegggg
atetccgact
agccgectige
geeagegeag

18

acaatgagtyg
getacgrgcg
agtgtgogic
agtgcaactyg
coeecageee
cctgtgtctg
gocgctoctgay
gecactgeca
cQaaccogtg
gectgeccogy
cetgoeegeaa
caggetteag
tcaacggtgg
tcacgggcag
geggeacctyg
gecccaactg
aatgetggea
actgcgacgt
cecgoctgtyg
gecaggeager

cctgeccagaa -

ceggctaccea

agaacgggdg

cceagggtge
coceggageec
geacetgece
ccaatcecctg
gegagrgecy
gcaagccctg
totgoaageyg
geagoctgcy
tgtgcctgog
gocggeaaccc
gttgectgty
ggggtaggge
agtgccagga
gotoggacay
ctetgcagty
goetgectett
accagtactg
agtgcgagtg
cgcrggrggtc
tgcgggagete
agcagacgat
gtgecgccga
tecctgotgy
gctccatoge
tccagagtge
acatccceccta
agctgcactt
gggtgctgat
tocaaagtgte
gocetoaagee
ggggggacga
acctggacga
tgcgcacgte
acgtcaatgt
goggoetgga
tcatctacca
acctggeege
atgccaacatc

tgaatccaac
cacctgeeygy
caacccatgt
cetgetgeee
ccgeagaaac
ccccacggge
ceoogegeegg
ggceggctac
tcacaacggg
cttecgggye
cggggccaac
egggatccace
cagctgegtyg
ctactgecag
tcaggacgge
ccagaacett

gacccacacc,

gcecagegtg
ccagcatgga
ctacacagge
cggggceaca
<¢ggggtgaac
caccegocete
geactgtgag
caagtgecteet
geeggactte
cgacgcccgt
tgeceggtecac
caagaatggyg
cootgoegage
ctygcctcaac
ccccttoacy
ctgctacaac
CcCccgccaaa
caggcgogac
ggacgcgeuc
cggtgactgce
ctggaagtac
cgacggeotet
caaggaccac
ggacgggctyg
ggtggtgctg
cagecgogtyg
cLLogootac
gggctaggec
cagcgaggge
ctacceggag
cacegacgtyg
caagatogag
cactgtacgtg
gtcccgcaag
tgaggecage
cctgaagaac
ggacctogag
ccagacagac
tgccatggce
cegegggcet
gacggacaac
gggcgecagce
ecgctacteca
ccaggacaac

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2706
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3g40
3300
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
3100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880



atgggecgea
ctgatccgga
atcctggeeg
gacgteaacg
aatgtggacg
agggaggaga.
ctgetggace
atcgeacagy
cgcagecccge
tgctcogooca
aagcoccagea
aggaagaagt
gtggictcec
cegteceogt
acegacotgg
gggggeggec
tetggeacea
aggtocacea
ccgaaccaat
egeEceetge
teecagatga
gtgcagaces
gcaaacatece
ggcgtgaget
caggeagacyg
gagagccecg
cagttoectga
caccagctac
tggtecaget
cccaccagea
cocacgagac
ccagggecga
atteeaattt
ttacttatat
caagcaagtt
taaaatataa
aaaatccaaa
cotggggegt
cgeteocacea
agecoggetcea
atatgggeta
gtgrtotegg
caggtteagt
coccggeceo
ggactgtggc
actgectogg
ttecgaagaa
gtgggotece
cgtgggctge
ggggctggag
tbtttgeaat
gtggatccety
cgtcagactt
cegtygcegee
atccoccaggy
atagagtgta
tgeateettte
aaaaaaaaaa

cceecgetgceca
acecgagecac
cocegeceygge
cegtagatga
cogcagotgt
cacccetgte
acttrgecaa
agegcatgca
agctgcacgy
acggctacct
gcaaaggect
cccaggacgy
toggagtcace
tccagcagte
gratcgggca
ggotggecte
goaccgteoct
gtttgaatgg
acaacceotec
agcatggeat
tgagctacca

‘ageaggtgca

agcagcagca
cagcagccag
tgeagocact
ccectgeecae
cgccecocecte
aggtgectga
cgteecegea
tgcagtcceca
cccggettce
ccagaggagce
tetctagtake
gtactgtttt
ctgagageca
acaaagatte
aagaaatgac
eccaggeecgeg
gcatecacety
cetteegeac
gatgrtgcea
agcgtgraco
accartgtage
ctgeecgtece
acccgoctgg
ctgacccegg
gactgetoccag
gtgttetgea
gtectttggt
Suagucgogy
accaagcaca
trtaaaaaat
ggctcagete
tgecactecte
ggtatgacca
gtttacagaa
geacecete
aa
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tgeggetgtg
egacctggat
cgtggagggc
cctgggcaag
getcctgaag
tetggeegec
ccgggacate
tcacgacate
agececgoty
gggcagcete
ggcectgtaga
caagggetgc
ccatggctac
tcocgoecaty
cctgaacgty
tgagactgge
gggctccage
tcaatgogag
gegggggage
ggtaggeccy
gggcetgese
gecacaaaac
aagoctgeay
cggecacetg
gggcoocage
gtogetgeca
gcagcacage
gcaccccl:tc
ttccaacgte
gatcgecege
tttcccaage
ctttttaaaa
ttatctatgt
atctggeese
gggtttcect
atgatttata
gttggagaaqg
ccetttocce
ectgttagga
gceggateaac
cgtgrtteag
ceaagagege
Tgrtogreyag
ttgaaatgta
gtcacacacg
tggcgocece
caacacagos
ggagacttge
cctgtscong
gctgeocttg
gectatggea
cttaatgaat
ggggagcctt
agggcagect
gatgegteee
aaagacctta
tgttaactga

tctgcegacyg
gcccgcatge
atgctggagg
tecgeoctge
aacggggcta
cgggagggea
acggatcata
gtgaggetge
gagugeacgs
aagcecggca
agcaaggagg
ctgetggaca
ctgtcagacy
ccectcaace
goggecaage
acaceteqgte
ageggagady
tggctatece
gcggoaceadg
cegeacagta
agcaceegae
coacagacge
cegecaceas
ggocggagect
agectggcegg
tectcgetay
tactcctogo
ckcaccoogt
tccgactggt
attccyggagy
cttegggegt
cacatgtttt
ackecteatee
aggtagaaac
acgtaggatg
aatgecatctt
ggaagttgaa
gaegecceace
gaagetgoat
ttgecatctga
atggttecee
acccatggta
ctatacaagt
ggcateatge
gaggcatccee
agcacctoay
tgggooecag
cagagccgog
cageccecectgge
ggccacecete
gaaaaaatgt
gagtctgtty
agcoegeccat
cccocggoce
aagatgttga
aaagtgatet
tttgeaataa

<210>6

<211> 2556

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

19

cacaaggtgt
atgatcggcac
acctecatcaa
actgggccge
acaaagatat
gctacgagac
tggaccgect
tggacgagra
ccaccctakte
tgcagggcaa
ccaaggacet
geteeggeat
tggccteace
acctgcetag
cecgagatgge
tetogoacat
¢cctgaatit
ggctgcagag
gececectgag
geettgetge
tggccaceca
agcagcagaa
caccaccaca

tcoctgagcgg

tgcacactat
tecccacecgt
ctgtggacaa
cecccLgagrce
ceogagggegt
ccttcaagta
ctagtgtgcgc
tatacaaaat
tacacagaaa
ctttatctak
aaaagattct
atttactgat
cgagcatagt
caaceccaag
ccagaggsaa
aataggaaac
gcaagcatgo
ccaatcatga
Ecttggtece
atgteaaaca
accetcteck
cctgecacagt
ttcgoegggac
cacattgagc
aggggycaty
cctagctegy
ctgtaaatat
tgtgtcatge
gcactgggga
cacgggggcc
ctittrcLgt
acatgaggaa
aaatgatact

cttccagate
gacgcecactg
creacacgec
cygcegtyaac
gcagaacaac
cgccaaggtg
gccgegegac
caacetggtyg
gccecegete
gaaggtecge
caaggcacgg
getetegece
geccactgetg
gatgccogac
ggcgetgggt
gectgtggee
cactygtggge
cggcatggatg
cacacaggeo
cagegecetyg
goctcacotg
ceotgcagecca
gccogeoacett
agageccgage
tetgecccag
gaccgcagee
caccceccage
ccctgaccag
ctcecageect
aacggegoge
tctgtggatg
aagaacgagg

‘cackgectte

tctgagaaaa
tctgrgtrta
toctettete
ccaaadaget
ccagesegge
acggaggcaa
aagtgaaagec
ttgtgaaaac
atcreegtee
tecagaacca
tgagatgrgt
ggggaaagac
gtocecceagg
ccgacccoes
tgtgcaacge
cagtogggea
gaggagcaga
gttcttaaag
cagtgaggga
cgoLcocgetyg
gegeggegec
greecataaa
cLgtagatga
gatggtgaaa



Met
Leu
Asn
Gly
Ser

65
Gly

Ala
148
Sar

Gly

Ser
3as
Pro
Ser

Léu

Pro
Ala
Gly
Gly
SO

Thr

val

Gly
Pxo

130
Ser

His
210
Pro
Glu
Ile
Asp
Gln
290
val

Asp

i7o
Asn

Ser

Gly

Pro
Ala
Gly
Ala
Pxa

Ala

Gly
115
Pro
ASn
Ile

val

Gly
275

Gln

Ala
355
Hisg

Gly

‘Gly

Ser

Sf &

Lys

AsSp
Thr
100
Gly

Pro

Asn
180
His
Gly
Gln
Ala
Asp

260
val

Asn
val
Ala
340
Ser

Leu

Ala
420
Phe

Leu

Gly

val
Lys
8s

Pro

Cys

Hig
165
Glu
Asn

Pro

Gly
Asn

325
ser

Asn

405
Asan

Glu
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Ala

Glu
Gly

70
Ala

Ser

Ala
1590

Glu
Asn
Gly

230
Leu

Thr
‘Glu
Gly
310
Gly

Ala

Asn
390

Pro

Cys

Pro
Axg
Ala
Pro

55
Ala

Cys
Asp
Leu
Cly

135
Asn

Gly
val
Cys

215
Gly

Pro

Gly

Asp
295

Ala

Ala
275
Pro

Pro

Gln

Leu
Cys
Ala

40
arg

Gly
Ser
Asn
120
Lys
Gly
Pro
Gln
Gly

200
Glu

Gly
Asn
Asn
280
Val

Cys

Cys
Glu
360
Val
Ala
clu

Cys

20

Leu

Ser
25
Asn

cys

10 -

Gln
Gly

Gln

Ala

- 90

Ala
105
Sar
Gly

Ser

Lys
188
Ser

Phe
Asn

265
Cys

Asp
Hig

Gly

345

Cys

Ile

Asn

His
425
Leu

Cys
Leu
Cys
Gln

170
Pxo

Pro

250.

Cys
Axg
Glu
B
Glu
330
Hina
PTO
Ser
Gly
Ser
410
Ala

Gln

Leu
PT0O
Thr
Asp

3

His
75

Leu
Leu
Thr
Gln
Cys
158
His
Gly
Arg
TyT

Pro
235

Ala
aly
Glu

Pro
60

val

Gly

Glu
Gln
140
Leu
Cly
Liey
Cys
val

220
Thr

Gly Gln

Lys
Cys
Cys
Thr
315
Asp

Gly

Asn
Pro
Gln
300
His
Cys

Ala

His Gly

Asn
Lys
395
Gln
Gly

Gly

ProO
380
Ala
Asp
Lys
Tyr

Lew
Glu
Ala
45

Asn
val
Phe
aAsn
125
Ala

Pro

Pro

Cys

val
205
Pro

Gly

Gly
Pro
285
Leu

Gly

Ser

365
Cys

Ile
val

Cys
Thr

Gly
270
Glu
Met
Gly
Gla

Cys
330

Asn

Ile
430
Gly

Pro
15

Val

Gly
2%

Pro

Glu

Cys
175
His

Ser
val
Glu

255
Ala

Pro

Asn
335
Hig
Gly

Glu

Glu
41s
Asn

PIo

5T 38 ¢

Gly
Ala
Pro

240
Glu

Thx
Asn
aAsh
320
Ile
Asp

Leu

ély

# 983

Arg



Ala
465
Gly
Ser

Gln

{ BE§ E

Pro

Ser
625

Asp

Ser

Lys
Gly

78%
Leau

cys
Cys
Asp
Gln
a¢s
His

Gln

ASp
530
Gly

Gly
adly
Gln
610
Lean
Lean
Ly=
Mat
Gly
€90
Glu
Ser
Lys
Asn
770
Pro
AsSn

Leu

Ala

850

Gly
Ala

Pro

435
Ila

Glu

Cya
Glu
515
Glu

Proe

Ser
595
Pro
Cys
ASpD
Iie
Cys
675
Gly
Gly

Asn

aAsn
755

Gln

Leu

835
Glu

Ala

RSpD
Leu
Gly
Leu
500
Cys
Cys
Asn
Glu
Cys
580
Phy
Cys
Phe
AsD
Asp

Asn

AsSp
7440
alu

Cys
Gly
PIo
820
Ser
Ser
Glu

Ser

Gly Tyr

Asn
915

900
Pro

val
Asp
val
48S
His
Pro

Ala

Yal
565
Ly3a

Gly

645
Gly

Ile

His
728
Cys
Cys
Sex

G_ln
205

Pro
Phe
val
Cys
ass
Sar

Cvya
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Asn
Gln
470
His

Asn

Ser

550
Asp

Leu
630
Ala

Asn
Glu
710
Val
Asp
Glu
Gly

730
Cys

Cyn
Ser
Asp

870
Gln

Glu
458
Ile

615

Sex

Glu

Ile

Asp
69S

Fro

Hig

Ser

175

Ile

Gcly

855
Ila

Gly Arg

His

440

Gly
Glu
Arg
Phe

520
Pro

Asp
Val
500
Gly
Gly

Ser

Asp
680
Gly

Gly
Gly
Asn
760
val
Ile
Asp
Ala
Asn

B840
Val

Gly
920

21

Val
Glu

Val

Cys
505
Cys
val
Glu
Ala

585
Glu

Ser

Phe

490

Gly
Lys
cys

Cys
570

Thr

Pro Cys

Ala
665
Glu
Ila
Cys
Ala

745
Pro

Asn

T30
Ser

Glu

val
810

Cys

825 -

Gly

Glu

His

905
aly

oly
Pro
Cvs
Gly

899
Glu

Gln
a1s
Asp
His

AsSn

555

Phe
Asn
Gln
Gly
§35

Glu

Gly
Ser
715
Gly

val

795
Ala

Glu
Glu
Thr
val
875
Gly

Thr

. 460
Cys

Asp
Lys
Len
Gly
540
Glu

Pro

Ile
Asp
620
Fro

Ser

Gly
Phe
700
Glu

hsp

Asn
780
Ala
Gly
val
Cys
Gly

860
Leu

Tyr
Asp

Ser Cys Thr

a4s
Cys

Ile

Gln

Cys

Glu Cys

ABD
Met

Ala
498

Ile Asa Glu

52%
Ala

Gly

Asn
605

Gly
Gly
Asn
€8s
Thx
val
Ser
AsSn
aly
765
Glu

Ser

val
845
TR
Ser
Arg
Ile

Asp
928

S1¢
Gln

Ren
Leu
750
Gly
Gly
ABn
Ly=s
Leu
830
Gln
Gln

Pro

210
Gly

Cys .

5758

Asn

3 B3 E

Glu
Asn
738
ASp
Thr
Phe
Prxo
cy=s
815
Ala
ser
Ala
cys
His

ass

Ile

480
Serx

Phe

Gly
5680
His

Seyr
Ala
Il=
€40
Gly
His
Cys
720
Gly

Ile

Ser

800

ASn

Pro

Glu

Gly

2 2%

Asn
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Thr Ala Phe Cys Asp Cys Leu Pro Gly FPhe Arg Gly Thr Phe Cys Glu
930 935 940
Glu Asp Ile Asn Glu Cys2 Ala Ser aAsp Pro Cys Arg Asn Gly Ala Asn
945 . 950 955 960D
Cys Thr Asp Cys Val Asp Ser Tyr Thr Cys Thr Cys Pro Ala Gly Phe
965 970 975
SQr Gly Ile His Cyes Glu Asn Asn Thr Pro Asp Cye2 Thr Glu Ser Ser
980 985 990
Cys Phe Asn Gly Gly Thr Cys Val Asp Gly Ile Asn Ser Phe Thr Cys
995 1000 1005
leu Cys Pro Pro Gly Phe Thr Gly Ser Tyr Cys Gln His Asp Val Asn
1010 1015 1020
Glu Cys Asp Ser Gln Pro Cys Leu His Gly Gly Thr Cys Gln Asp Gly
1028 1030 1035 1040
Cys Gly sear Tyr Arg Cys Thr Cye malnclywrmclymm
. 3045 1050 1055
Cys G1ln Asn Leu Val His Trp Cys Asp Sar Ser Pro Cys Lys Asn Gly
1060 . 10658 1070
Gly Ly= Cys Trp Gln Thr His Thr Gln Tyr Arg Cys Glu Cys Pro Ser
1075 1080 1085
4dly Trp Thxr Gly Leu Tyr Cys Asp Val FPro Ser Val Ser Cys Glu Val
1030 <1095 1100
Ala Ala Gin Arg CGln Gly Val Asp val Ala Arg Leu Cys Gln His Gly
1105 1110 1115 1120
Gly Lau Cvs Val Asp Ala Gly Asn Thr His His Cys Arg Cys Gln Ala
1125 1130 1135
Gly Tyr Thxr Gly Ser Tyr Cva Glu Asp Leu Val Asp Glu Cys Ser Pro
1140 1145 ~ 1150
Ser Pro Cys Gln Asn Gly Ala Thr Cys Thr Asp Tyr Leu Gly Gly Tvr
1155 1160 1165
fer Cys Lya Cys Val Ala Gly Tyr His Gly val Asn Cys Ser Glu Glu
1170 1175 1180
Ile Aep Glu Cys Leu Ser His Pro Cys Gln Asn Gly Qly Thr Cyé Leu
1185 1130 . 1195 1200
Asp Leéeu Pro Asn Thr TyTr Lys Cys Ser C¥s Pro Arg Gly Thr Gln Gly
1205 1210 1215
Vval His Cys Glu Ile Asn Val Asp Asp Cys Asn Pro Pxo Val Asp Pro
1220 1225 1230
val Ser Arg Ser Pro [.ys Cys Phe Asn Ash Gly Thr Cys Val Asp G6ln
1235 1240 1245
Val GLy Gly Tyx Ser Cys Thr Cys Pro Pro Gly Fhe Val Gly Glu Arg
1250 1255 1260
¢ys Glu Gly Asp Val Asn Glu Cys Leu 3Zar Asn Pro Cvs Aspua&rq
1265 1270 1275 1280
Gly Thr Gln Asn Cys Val Gln Arg Val Asn Asp Phe His Cys Glu Cys
1288 1290 1295
Arg Ala Gly His Thr Gly Arg Arg Cys Glu Ser Val Ile Aan Gly Cys
1300 1305 1310
Lys Gly Lys Pro Cys Lys Asn Gly Gly Thr cys Ala Val Ala Ser Asn
1315 1320 1328
Thr Ala Arg Gly Fhe Ila Cys Lys Cys Pro Ala Gly Phe Glu Gly Ala
1330 13135 1340
Thr Cys Glu Asn Asp Ala Arg Thr Cys Gly Ser Leu Arg Cys Leu Asn
1345 1350 1355 1360
Gly Gly Thr Cys ITle Ser Gly Pro Arg Sexr Pro Thr Cys Leu Cys Leu
13165 1370 13715
Gly Pro Phe Thr Gly Pro Glu Cys Gln FPhe Pro Ala Ser Ser Pro Cys
1380 1385 1330
Lau Gly Gly Asn Pro Cys Tyr Asn Gln Gly Thr Cys Glu Pro Thr Ser
1395 1400 1405
Glu Ser Pro Phe Tyxr Arg Cys Leu Cya Pro Ala Lys Fhe Asn Gly Leu

22
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1410 1415 1420
Leu Cys His Ile Leu Asp Tyr Ser Phe Gly Gly Gly Ala Gly Arg Asp
1425 1430 1435 1440
Ile Pro Pro Pro Leu Ile Glu Glu Ala Cys Glu Leu Pro Glu Cys Gln
1445 1450 ) 1455
Glu Asp Ala Gly Asn Lys Val Cys Ser Leu Gln Cys Asn Asn His Ala
1460 1465 1470
Cya Gly Trp Asp Gly Gly Asp Cys Ser Leu Asn Phe Aan Asp Pro Trp
1475 1480 1485
Lys Asn Cys Thr Gln Ser Leu Gln Cys Trp Lys Tyr Phe Ser aAsp Gly
1490 1495 1500
Hia Cys Asp Ser Gln Cys Asn Ser Ala Gly Cys Leu Pho Asp Gly Phe
1505 15190 1515 1520
ASp Cys Gln Arg Ala Gilu Gly Gln Cys Asn Pro Leu Tyr Asp Gln Tyr
1525 1530 1538
Cys Lys Asp His Phe Ser Asp Gly His Cys Asp Gln Gly Cys Asn Serx
1540 1545 1550
Ala Glu Cys Glu Trp Asp Gly Leu Asp Cys Ala Glu His val Pro Glu
1555 1560 1565 -
Arg L2u Ala Ala Gly Thr Leu val Val val val Leu Mat Pro Pro Glu
1579 157S . 1580
Gln Leu Arg Asn Ser Ser Fhe His Phe Leu Arg Glu Leu Ser Arg Val
1585 1590 - 1595 1600
Leu Hie Thr Asn val val Phe Lye Avg Asp Ala His Gly Gln Gln Met
1605 1610 1618
Ile Fhe Pro Tyr Tyr Gly Arg Glu Glu Glu Leu Arg Lys His Pro Xle
1620 " 1625 1630
Lys Arg Ala Ala Glu Gly Trp Ala Ala Pro Asp Ala Leu Leu Gly Gln
1635 1640 ° 16458
Val Lys Ala Ser Leu Leu Pro Gly Gly Ser Glu Gly Gly Axg Arg Arg
1650 16557 1660
Arg Glu Leu Asp Pro Met Asp Val Arg Gly Ser Ile val Tyr Leu Glu
1665 1670 1675 1680
Ils Asp Asn Awxg Gln Cyn Val Gln Ala Sex Sex Gln Cys Fhe Gln Ser
1585 1690 1695
Ala Thr Asp Val Ala Ala Fhe Leu Gly Ala Leu Ala Ser Leu Gly Ser
1700 1705 1710
Leu Asn Ile Pro Tyr Lys Ila Glu Ala Val Gln $er Glu Thr Val Glu
1715 ’ 1720 172S%
Pro Pro Pro Pro Ala Gln Leu Bis Pbe Met Tyr Val Ala Ala Ala Ala
1730 1735 - 1740
Phe Val Leu Lem Phe The Val Gly Cys Gly Val Lesu Lau Saer Arg Lys
1745 1750 1755 1760
Arg Arg Arg OGln His Gly Gln Leu Trp Phe Pro Glu Gly Phe Lys Val
1765 1770 1778
Ser Glu Ala Ser Lys Lys Lys Arg Arg Glu Pro Leu Gly Glu Asp Ser
1780 1785 1790
Val Gly Leu Lys Pro Leu Lys Asn Ala Ser Asp Gly Ala Leu Met Asp
1795 1300 1805
ASp Asn Gln Asn Glu Trp Gly Asp Glu Asp Leu Glu Thr Lys Lys Phe
1810 1815 1820
Arg Fhe Glu Glu Pro Val Val Leu Pro Asp Leu Asp Asp Gln Thr Asp
1825 1830 1835 1840
His Arg Gln Trp Thr Glo Gln RHis Leu Asp Ala Ala Asp Leu Arg Met
1845 . 1850 - 1855
Ser ALa Met Ala Pro Thr Pro Pro @ln Gly Glu Val Asp Ala Asp Cys
1860 1865 1870
Met Asp Val Asn Val Arg Gly Fro Asp Gly FPhe Thr Pro lLeu Met Ile
1879 1880 1885
Ala Ser Cys Ser Cly Gly Gly Leu Glu Thr ¢ly Asn Sar Glu Glu Glu
183%0 1895 1500

23
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Glu Asp ala Pro Ala val Ile Ser Asp Phe Ila Tyr Gin Gly Ala Ser
1905 1910 1915 1%20
Lau His Asn Gln Thr Asp Arg Thr Gly Glu Thr Ala Leu His Leu Ala
1925 1930 1935
Ala Arg Tyr Ser Arg Ser asp Ala Ala Lys Arg Leu Leu Glu Ala Ser
1940 1345 1950
Ala Asp. Ala Asn Ile Gln Asp Asn Met Gly Arg Thr Pro Leu His Ala
185% 1960 1985
Ala Val Ser Ala Asp Ala Gln Gly Val Phe Gln Ile Leu Ile Arg Asn
1970 19375 1980
Arg Aa Thr Asp Leu Asp Ala Arg Met His Asp Gly Thr Thr Fro Leu
1985 1990 1995 2000
Ile Leu Ala Ala AYg Leu Ala Val Glu Gly Met Leu Glu Asp Leu Ile
2005 2010 2015 .
Asn Ser His Ala Asp Val Asn Ala Val Asp Asp Leu Gly Lys Ser Ala
2020 2025 2030
Leu His Trp Ala Ala Ala Val Asn Asn Val Asp Ala Ala Val Val Leu
2035 2040 2045
Leu Lys Asn Gly Ala Asn Lys Asp Mat Gin asn Asn Arg Glu Glu Thr
. 2050 2055 2060
Pro Len Phe Leuw Ala Ala Arg Glu Gly Ser Tyr Glu Thr Ala Lys Val
2065 2070 2075 2080
Leu Leu Asp His Phe Ala Asn Axg Asp Ile Thr Asp His Met Asp Arg
2085 2080 2095
Leu Pro Arq Asp Ile Ala Gln Glu Arg Met His His Asp Ile Val Axg
2100 ] 2105 21190
Leau Leu Asp Glu Tyr Asn Leu Val Arg Ser Pro Gln Leu His Gly Ala
2115 2120 2125
Pro Lew Gly Gly Thr Pro Thr Leu Ser Pro Pro Leu Cys Sex ¥zo Asn
2130 - 2135 2140
Gly Tyr lLeu Gly Ser Lau Lys Pro Gly Val Gln Gly Lys Lys Val Arg
2145 2150 2158 2160
Llys Pro Ser Ser Lys GLy Lau Ala Cys Gly Sar Lys Glu Ala Lys Asp
216% 2170 21758
Lou Lys Ala Arg Arg Lys Lvs Ser Gln Asp Gly Lys Gly Cys Leu Leu
21840 2185 21940
Asp Ser Ser Gly Met Leu Ser Pro Val Asp Sar Lew Glu Ser Pro His
2195 2200 2205
Gly Tyr Leu Ser Asp Val Ala Ser Pro Pro Leu Leu Pro Ser Pro Phe
2210 2215 . 2220
Gln Gln Ser Pro Ser Val Pro Lau Asn His Leu Pro Gly Mst Pxro Asp
222% 2230 2235 2240
Thr Hia Leu Gly Ile Gly His Leu Asn Val Ala Ala Lys Pro Glu Met
2245 2250 2as5
Ala Ala Leu Gly Gly Gly Gly Arg Leu Ala Pha Glu Thr Gly Pro Pro
2260 2265 2270
Arg Leu Ser His Leu Pro Val Ala Ser Gly Thr Ser Thx Val Leu Gly
2275 2280 . 2283 :
S@r Ser Ser Gly Gly Ala Leu Asn Phe Thr Val Gly Gly Ser Thr Ser
2290 2295 2300
Leu Asn Gly.Gln Cys Glu Trp Lem Ser Arg Leu Gln Sex Gly Met Val
2305 2310 2315 -2320
Pro Asn Gln Tyr Asn Pro Leu Arg Gly Ser val Ala Pro Gly Pro Leu
2328 2330 2335
Sar Thr Gln Ala Pro Sar Lew Gln His ¢ly Met Val Gly Pro Len His
2340 2345 2350
Sexr Ser Leu Ala Ala Ser Ala Leu Ser Gln Mat Met Sar Tyr Gln Gly
2355 23680 2385
Leu Pro Ser Thr Arg Leu Ala Thr Gln Pro His Leu Val Gla Thr Gln
2370 2375 2380
Gln Val Gln Pro Gln Asn Leu Gln Met ¢ln Gln Gln Asn Leu Gln Pro

24
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2385
Ala

Gin
sSar
Pro
Leu

2465
Gln

Asn Ila Gln

Pro His Leu

2420

FPhe Leu Ser
2435

Sar Saer Leu

2450

Pro Thr Sar

Phe Leu Thr

Asn Thr Pro Sexr

2500
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23990 2395 2400
Gln Gln Gln Ser Leu Gln Pro Pro Pro Fro Pro Pro
2405 24190 2415
Gly Val Ser Ser aAla Ala Ser Gly His Leu Gly Arg

2425 . 243¢
Gly Glu Pro Sar Gln Ala AsSp Val Gln Pro Leu Gly
2440 2445
hAla val Ris Thr Ile Leu Pro Gln Glu Ser Pra Ala
2455 2460
Lau Pro Ser Ser Leu Val Pro Pro Val Thr Ala Ala

2470 2475 2480
Pro Pro Ser Gln His Ser Tyr Ser Ser Pro Val Asp
2485 2490 2495
His G1ln lLeu Gln Val Pro Glu His Pro Phe Leu Thr

2505 2510

Prxo Ser Pro Glu Ser Pro Asp Gln Trp Ser Ser Ser Sex Pro His Ser

2515

2520 2525

Asn Val ser Agp Trp Sar Glu Gly Val Ser Ser Pro Pro Thr Ser Mst

2530

2535 2540

Glp Ser Gln Xle Ala Arg Ile Pro Glu ala Phe Lys

2545

<210>7

<211> 6009
<212> ADN
<213> Homo sap

<400> 7

iens

2550 2555

atgcagccce
agacccagag
ctgagectgt
taccagttte
goectgctte
ttgtgcactt
cgtococtecect
cagtgeteet
gecaacocat
tgecccaceayg
ccaggacect
tgecetatgy
ggcegrLcga
tgcctetgte
agccaccaat
tgcccagaaa
ggroceccote
gtgtgcgtga
gccacetgtg
ccacctggac
catggggatg
ccLtggetate
ggcooaagte
ctcetgteccac
cagccctgee
cecgecagact
tgectgaace
ggattctecg
aatggtggge
gaagggecac
geceagetgec
cagetetgtyg

cttcactget
ggctgctgtg
ctctgggaca
ctgaccecty
ccgectoococt
gecocrecetgy
cettetgtte
gcatgeetygg
gtgttaatgg
gocttcgagyy
gccecaaagg
ggcaggagoy
atgagggeac
ccecaggttt
gtcagaatgg
cctggacagy
actgcagaaa
gtggoctgggg
ceeegggace
gcacaggact
cccaatgoag
cggggeccac
cctgtgaaca
ctggctacac
acccaggaag
cagaagggea
acgeggattyg
gcacccgatdg
agtgccagga
getgtcaaac
ttgatcttce
aggttocact

getgeegety
tgggagtite
agggacctgc
ccagaacges
agggctoces
cttcactgat
caalagggae
atggacaggt
aggggtgtgc
ccatgeocegt
cacceoctge
cecacgttgt
ctgoccagetg
cataggcecy
gggcacttge
ctgggactyc
cgogggcacs
gggcacaages
cacctgeatc
cctgtgecac
caccaacece
ctgccaccag
tggcggttee
aggeteeogt
cacctgtcty
gctetgtgay
ccatgacoctg
tgaggaggat
ceagootoga
agaggtgsat
aggagecttce
gtgtgetace

ctgetgetge
ccagaaccct
cagtgtgecc
cagctetgee
agctetcoct
gagagatgoec
cgetgecaca
gagcagtgoed
ctggccaecgt
gaacgtgacyg
cataacacce
gagetgegoy
acrgccagaga
ggctgtgagy
caggatgggc
tccgaagaty
tgecagaact
tgtgaggaga
gaccgggtgg
ttggaagaca
ctcacaggcet
gacetggacg
egectcaaca
tgtgaggecty
gacctacerg
gtggagacea
crgaacgge
atcgatgagt
geettccace
gagtgectga
ttttgectet
aacctgigeoo

25

tgctacgtgt
gtoccaatgg
ctagettect
aaaacggagy
ctccatcgac
aggccaagct
tecaggoetc
agetteggga
accdecagat
ccascgagtg
tgggcteett
‘caggaccetg
aagactccac
tgaatccaga
tggacaccca
tggatgagtg
ctgcrggtag
acctggatga
gecctttote
tgtgtctgag
ccacactcocty
agtgtctgat
ctectggete
atcacaatga
coacoctoeoa
acgagtgtge
cecagtgeat
geagaagece
gcaagtgtct
gtgacccaty
geegctcigg
agcccaagca

ctcagtggte
aggeacctge
gggtgagacy
cagotgccaa
acccocagctee
tgaagaccct
aggoogecea
cttectgttea
ccagtgccac
cttccaggac
ccagtgecte
ccckbectagy
ctrceagccte
caactatgtc
cacctgoete:
tgaggecccag
cctecactge
ctgtattget
ctgeetetbge
cecagcegtge
cctytgtcag
ggeccagcaa
cttcaactge

gtgectetec,

ctgoctctge
ctecagetcee
ctgeetgect
teectgtgee
cccaggottt
tececegttgga
ttteocacagge
gatatgtaag

60
126
180
240-
300
&0
430
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1500
1569
1620
1680
1740
1800
1860
1920



gaccagaaag
gaggacaact
ggttggacygg
catguggadga
acaggaccca
ggctectgea
ceocagtgee
tgtgtgaaca
tgtgagggaa
caggacagec
cagactctga
actgggeecet
ccactgtoet
cacaatggag
ttccaaggca
ggggccacet
ggacagaact
acgtgtacte
cgetgtgaag
geetgecact
tgovgtgagy
gaggocacayg
cccacctgea
tgtetgeoeet
ggtectgact
tacaatgygca
cotecacaget
agtggagacg
gactgccctc
cetctcttee
ggctacgact
cacttccaca
gytgactgca
gtactgagee
actctgaggy
ctatcctgggyg
agagcagees
gtggtggtca
' egetgggace
gagecoecoLge
gccaaccage
ctaggygete
tggetgeeee
cececactay
gaggatggag
gaaacaggec
cetcaggcay
acccgiggac
toccgggacet
ggaggggcet
geccgactet
cagcecagace
gtctgecago
accacaccet
gcageccaaqg
getgeegtga
geecaggaca
gtageccage
gcgcoggegy
gcetgggecac
cgegcacgga

acaaggccaa
geacctgeca
gaccagagty
cctgctacec
cetgtagtga
accctageec
asaccagcac
ggectggeac
agctoegeos
ctcagggteg
tggactcacyg
cetoooacey
catgccagaa
goceketgtge
gocokgtgeea
geatggecca
gctcaaagga
ccaaacctag
gagacgtgga
ctctagecaa
tggagataga
caggatcace
gcocacaggace
cccctaageo
goocgasces
gotgotcaga
ctecagggcc
gggooctgoga
tgggagtcec
gggacgggca
gtgagaccege
acgggcactg
ggcetgaaga
ccécagecct
taggactcty
coegggetga
ctcaaacaca
tgggtgegga
crgggcttet
tgectggace
tteectgged
ttetogtect
ctggtitcac
gcgaggacag
ttgtogatgtg
cacecectecac
ccatactaac
ctgatggagt
tecaaggyge
geocccagyge
cooggocaac
gggcagggceyg
ttetgetecog
tgatgctggc
Ccagacgtggg
acaacgcecy
acagggagca
taccgetggg
acgtegetca
cagaggeecy
cggtgtcagt

ES 2 400 666 T3

ctgectatgt
ccacgggcac
tgaggcagagy
ccagoeeetct
qggagacgaca
cggagactac
tgactaccgt
cttetcerge
cagetgtgea
ccgctgegtc
tgcccagaag
cttgegeces
ggctgcaccy
cgacagegge
ggatcacgty
geccagtogy
actecgatget
aggcttccac
cgagtgtety
tgeettetac
eececktgccac
coctgggtttc
coctecctge
aggecctecea
accagetect
gaccacggge
ceggrgtcag
tgctggotge
agaccootgg
gtgceaceca
tccagoectgo
tgagaaaggc
tggggaceca
agaccagcay
ggtaaggaag
agasaagcta
gccocctggge
tcegtecege
actccgette
actgetgget
cgtgetgtge
ceageceate
cegacggeet
cattggtcte
ctcaggceet
gegecagetce
tocteeccayg
gacaceccty
atggttggga
ccacaccgrg
ggetgecoge
cacacceeet
tagcagacaa
tgoccaggetyg
ggccagagat
agecegecege
gacgcegeta
gctgggggca
ccaacgtaac
tcacaaagee
aagegtgcee

26

cctgatggaa
tgccagagat
ctagggggct
ggctacaact
goctgtcact
tactgcacct
gtgtctgeece
ckcrgtgeeca
gacagcccoet
tgececactyg
ccctgcocac
cagggatgga
agccaaggca
coetecate
aacccatgtg
tatctetgee
tgtcagtcee
tgtgectgece
gaccagcect
tgecagtgte
agocaaceet
atctgecact
ggettoeate
ccacgorgtyg
aaaggocgtyg
ttgagggges
aaacceggag
agtggcocgg
aagggckgoe
cagtrtgtgact
actecagoet
tgcaacactg
yagtugggge
cegttigece
gaccgtgatyg
ggaggaactce
aaggagaccg
tgtggcecty
cttgctgega
grocacccte
tocccagtgg
cggegLcgac
cggactcage
aaggeactga
gaggagggag
tggteectyga
gaatetgaga
actgtcagcag
tgrcctgage
ggcactgggg
cgcoctectty
catgetgetg
ac tgcagt.q o
gcggtggaag
aaatgggoga
tegettetee
Etcotggegyg
gcccgagage
cactgggatc
acgecggges
scgcatgagg

gococctggetg
cctocactgigt
geatctotgo
geacctgeec
cagagccatg
gccctoccaag
cgtgettecaa
tgggettcea
gtaggaatag
gocracacegy
gcaactccca
cegggectet
tagacgtctc
tctgecactg
agtccaggcee
agtgtgocec
aaccetgtea
ctocaggott
gccaccccac
tgcetggaca
gecttcatgg
gococaaggy
actgccaccoa
getgoetocag
geocteoece
caggeLcicg
coaaggggtg
gaggaaactg
cetoccacte
ctgaagagtg
atgaccagta
cagagtugcgg
cercoctgge
tggcccggat
geagggacat
gggaccccac
actcoccctcag
agccaescgge
tggctgcagt
acgcagagac
ccggggtgat
gccgagagea
cagetcecea
agecaaagge
aggagotogy
gtagtggetg
tggaagacee
tttgctgtgy
cctgggaace
agacceccocct
aggctggage
tggetgctga
acgctocgecac
acctggttga
aaactgegct
agaccggage
cgcgggaagg
tgcaggacca
tgctgacgct
gégaggetgg
gcgggactct

tgcocccacet
gtgtgacgtg
accctgtgec
tacaggctac
tctcaatgge
ccacacaggyg
tgggggtaca
gggcecgage
ggcaacctgce
aggcagcergeo
ctgectocag
ctgcaacett
ttcococtttge
cecocctgga
ttgecagaac
aggctacgat
caaccatgga
tgtggagcta
aggcactgca
casaggecag
agggacctgt
ttttgaagge
cggaggectyg
cggcratggy
coccatgqocta
atgetectge
tgagggcaga
agatggaggg
tcggtygoegyg
tctgtttgac
ctgccatgac
ctgygatgga
cetgetggtg
getgtcoocty
dgtgtaccco
ctatcaggag
tgctgggttt
ateccgotgt
gggagcccty
cgcaccceoet
tetectggec
cggagetete
ccgacgccay
agaagttgat
ccaggctgaa
tggggegcktc
tgacctggas
ggaagtacag
tcctgetggac
gcacctggee
caacecocaac
tgctegggag
agaggacggg
agaactgatt
gocacogggce
cgataaagac
ageggtggaa
ageLgggcta
actggaaggy
geecttececg
gecgcgctgc

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
30690
3120
2180
3240
3300
3380
3420
3420
asao
3600
3660
37120
3780
3840
3900
3960
4020
4080
41490
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
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cggacgctgt cagccggagc
tggtecegtag acttggetge
ggagtaggayg caggaggagg
gggcctogge ccaaccetge
ggcagggtct caacggatga
gcctccaaca cttocgatecce
caacttgact grggtccece
asaanaatag

<210> 8

<211> 2003

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Gln Pro Pro

Val val

20

Ser

Cys
35

Cys Gln

7]
5
§sg §

Gln Ala Leu

Leu Pra Ser

100

Gln aAla
118

Lys Arg Gly

130

Metc

Arg
Cys Pro
145
Ser

Gly

Ala Asn Pro

Ser
val

Ala Asn

&ln

Pro

Lys
Cys

D

ES 2 400 666 T3

aggccctegt
gcgugggggc
ccegaceoet
gataatgega
ctggcsckgt
gectectege
agcectocaa

Leu Leu

Axra Pro

Ala Pro
55
aAsn Ala
T0
Ala Pra
Leu Cys

Glu

Leu

Gly Gly Thr
40
Gly

QGln

gggggcggay
ggggcectatt
cgeggeegta
ggaagatacy
gattggotayg
cttaccocge
gaaatgcoea

Gly
25

Pha

Gly

B85 3 8 § §°h

105

120

His Ile

135

150

Val Asn

165

Gln Ile Gln Cys

180
Asn

Arg val

195

hsp

Ser His
210

6ly Gla Glu

2258

Gly

Gly Ser
His
260
Asn

Ser

Glu val

275

Cys

Givy

290
Thr Trp
308

Gln

Gly

Gly Pro Pro

His
Glu

Asn

Asn
245

Pro
Gln Asp
TP

His

Cys Pro

Fha

Gln
Glu
Cly
Pro

Gln

Ala
G@ln Cys

Gly val

170
Gly
i85
Pro

200

Leu
215
Cys

Gly

230
Gly

Asp Asn

Gly Leu
29%
Asp
310
cys

325

Phe Hig

340

Gly ser

val cys

Gly

Glu

529 3 #

Val

Ser

Leu Arg

Gln
250
Pro
265
Val Ser
Thr Tyx

Glu Asp

Arg Asn Gly Gly

330
Ser Gly
43S

27

chtgtctgca
ctcactgeeg
ggetotetge
gagtggctge
cectgyggage
cococgygagegy
taaaccaagy

i

Gly

Ser
45

Ser

Gly Glu
) (]
Gln Asn Gly

Sar Sar

Gly Fhe
Pro Ser
125

Pro
140

Ala
Gly His
Pro

Cys
205

220
aly Pro

Leu Met Pro

Phe Ile

Gln
285

Cys Lea
300

Val Asp

318

Glu
Cys Gln

Trp Gly Gly

Cys .

ggetecggact
gagcctcteg
aggeatgege
cgggcgegga
ctagcggrtce
gggatcacct
aggagagggt

Ser
30

5640
5700
5760

5820

5880
5940
8000
6009

Leu Gly Gln

S REF
$838

331

Glu

Gly
270

§ ¢3¢

Ser
338
Thr
350

Cys
160
Pro

Val

320
Ala -

Ser Cys

Gly alu
Ser

Ser

Gly

Pro
240
Asp

Asp
Gly

Glu



Glu

Gly
Pro
465
Ber
Phe
Glu
His

aly
545

Aa.

Gly
Glu
625
Lys
Gly
Gln

Glu

Glu

370

His

Gly
450
Gly
Gln
Hig
The
Asp
530
AsSn
Len
Leu
Ala
610
Val

Asp

Arg

Ala
690
Cys

Asn
355
Ile
Gly

Gly

Glu
435
Ser

fro
Gln
Ala
Ser

675
Glu

Gly
Leu
155
Cys
Gly
Glu
Ala

Gly

Leu
Asp

Leu

Cys
420

Cys

S00
Glu

Leu

Gly
Gly
580
Phe
Leu
Lys
Pro

660
Ser

Pro

Asn
740

val

Gly

The
820
YT

Asp

Leu
Ala
405
Gln
Leu
Leu
aly
His
485
Cys

Cys

Glu

Gln
5&5

cys.

CyE
Rep

645
Exo

Gly

Gln

735

Gly

Pro

Lys
805

Thy

ES 2 400 666 T3

Asp
Val

390

Pro
Met
Asn
Ser
470
Pro
Pro
Ala
Gly

Gl
550

Cys
Glu

Lou
Ala
630
Lys
Glu
val
Gly
Pro
710
Cys
Gly
Sar
Ala
Ser
790
Gln

Gly

Cys
Gly
a7s
Hig

Gly

Ala
455

Gly

Sex
Fhe
535
Asp
Gln

Gly

615
Pro

Ala

Sex
His

Pro
775

asp
Gly

Ile
360
Ser
Leu

Sar

Gla
440
Pro

Ser

Gly

Ma

520
Gln

Ile

val
600

Asn
680
Ile
Gly

Glu

760
CYs

Leu
Pro
Ser

Ser

28

Ala
Phe

Glu

Seyx
425
Gln
Gly
Glu
Thr
505
Pro

Cys

Asp

Arg
505
Gly
Sar
Leu
Cye
665
Val

Sex

Glu
Asn
745
Gly

Fhe

Ala Thr Cys Ala

Ser
ASD
Asn
410
Gly
Gly
Ser
Ala

490
Glu

Cys
Ile
Glu

Fro
570

Cys
Ala

Gly

Lau
650
Gly
Ala
Asn

Met
730

‘Pro

Pro
Agn
Aa
Cys
810
Gln

Gln

Cys
Het
395
Fro

Pro

the

475

Gly

588
Gly

Gln
Ser
Phe

cln
635

Pro
Cys
715
Sex
GCln
Gly
Met
795

Gly

Ieu
380

Cys

Lau

Sar
Asn
460
His
A3p
Gla
Asn
Lasu
540
Arg

Ala

Cys
620
Pro
Pro

His

700
Thr

Ala

Gly
780
Gly

Asp

Leu

iss
Cys

Leu

Pro
445

His
5235
Pro
Ser
Phe
Glu
Leu
605
Gly

Lys

His
Gly

685
Ala

Gly
Gln
765
Phe

Sar

Met

Pro
Pro
Ser
Gly
His
430
Cvs
Leu
Glu
Leu
S1¢
Ala
Gly
Ser
His
val
590
Asp
Gln
Gln
Gly
Gly
670
Pro

Hig

Pro

His-

Gly

Gln
Ser
415
Gin

Glu

Cys
Ala
495
Glu
Aap

Phe

575
Asp

Ile

Ser
Gly
Pro
400
Thr

Asp
His

Leu
480

val

Ser

Cys
560

Glu

Pro

Sar Pro

655

His Cys

Glu Cys

Gly

Ser
735
Ser
val
Gly
Cys

815
Leu

Gly

Gly
720
aly

‘thr

Fro
800
Arg

33



ES 2 400 666 T3

835 840 845
Ala Gln Lys Pro Cys Pro Arg Asn Ser His Cys Leu Gln Thr Gly Pro
850 ass 860
Ser Phe His Cys Leu Cys Leu Gln Gly Trp Thr Gly Pro Leu Cys Asn
865 870 875 880
Leu Pro Leu Ser Ser Cys Gln Lys Ala Ala Leu Ser Gln Gly Ile Asp
ass 890 895
Val Ser.Ser Leu Cys His Asn Gly Gly Leu Cys Val Asp Ser Gly Pro
900 205 910 ’
Ser Tyx Phe Cys His Cys Pro Pro Gly Fhe Gln Gly Ser Leu Cys Glan
9185 929 925
Asp Hizs val Asn Pro Cys Glu Ser Arg Pro Cys Gln Asn Gly Ala Thr
934 - . 935 940 .
Cys Met Ala Gln Pro Ser Gly Tyr Leu Cys Gln Cys Ala Pro Gly Tyr
845 950 955 960
Agp Gly Gln Asn Cys Ser Lys Glu Lau Asp Ala Cys Gln Ser Glm Pro
965 970 975
Cys His Asn His Gly Thr Cys Thx Pro Lys Pro Gly Gly Phe Hiz Cys
980 985 890
Ala Cye Pro Pro Gly Fhe Val Gly Leu Arg Cys Glu Gly Asp Val Asp
. 995 1000 1005
Glu Cy=s Leu Asp Gln Pro Cys His Pro Thr 6ly Thr Ala Ala Cys His
1010 1015 1020 )
Ser Leu Ala Asn Ala FPhe Tyr Cys Gln Cys Leu Pro Gly His Thr Gly
1025 1030 . 1035 1040
Gln Trp Cys Glu Val Glu Ile Asp Pro Cys His Ser Glan Pro Cys Phe
- 1045 1050 : ) 1055
His Gly €ly Thr Cys Glu Ala Thr Ala Gly Ser Pro Leu Gly Phe Ile
1060 1065 1070
Cys His Cys Pro Lys Gly Fhe Glu Gly Pro Thr Cys Ser His Arg Ala
1075 1080 1085
Pro Ser Cys Gly Pne His Hig Cys His Higs Gly Gly Leu Cys Leu Pro
1090 10958 1100 -
Ser Pro Lys Pro Gly Phe PBro Pro Arg Cys Ala Cys Leu Ser Gly Tyx
1105 1110 1118 1129
Gly Gly Fxro Asp Cys Leu Thr Pro Pro Ala Pro Lys Gly Cvs Gly Pro
1125 1130 1135
Pro Ser Pro Cys Leu Tyr Asn Gly Ser Cys Ser Glu Thy Thx Gly Leu
1140 1145 1150
Gly Gly Froe Gly Phe Arg Cys Sex Cys Pro His Ser Ser Pro Gly Pro
1158 1160 1168
Arg Cys Gln Lys Pro Gly Ala Lys Gly Cys Glu Gly Axrg Ser Gly Asp
. 1170 1175 1130
Gly Ala Cys Asp Ala Gly Cys Ser Gly Pro Gly Gly Asn Trp Asp Gly
1185 1190 1185 1200
Gly Asp C¥s Ser Leu Gly Val Pro Asp Pro Trp Lys Gly Cys Pro Ser
12405 1210 1215
His Ser Arg Cys Trp Leu Leu Phe Arg Asp Gly Gln Cys His Pro Gln
1220 1225 1230
Cys Asp Ser Glu Glu Cv3 Leu Phe Asp CGly Tyr Asp Cys Glu Thr Pro
1235 1240 1245
Pro Ala Cye Thy Pxo Ala Tyx Asp Gln Tyr {ys His Asp His Phe His
1250 1255 1260
Asn Gly His Cys Glu Lys Gly Cys Asn Thr Ala Glu Cys Gly Trp Asp
1265 1270 1278 1280
Gly Gly Asp Cys Arg Pro Glu Asp Gly Asp Pro Glu Trp Gly Pro Ser
1285 1250 1295
Leu Ala Leu Leu val Val Leu Ser Pro Pro Ala Leu Asp Gla Gln Leu -
1300 1305 1310
Phe Ala Leu Ala Arg Val Leu Sox Lau Thr Leu Arg Val Gly Leu Trp
1315 1320 1325

29
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val Arg Lys
1330

Ala Arg Ala

1345

Glu Axg Ala

AsSp Arg Rsp Gly Arg Asp Met val Tyr Pro Tyr Pro Gly
1335 1340
Glu Glu Lys Leu Gly Gly Thr Arg Asp
1350 1355
Ala Pro Gln Thr Gln Pro Leu Gly Lys
1365 1370 .
Gly Phe val vVal val Met Gly Val asp
1330 1288
Gly Pro Asp His Pro Ala Ser Arg Cys Pro Trp Asp
13558 1400 .
Leu Arg Phe Leu Ala Ala Met Ala Ala Val Gly Ala
- 1410 1415 1420
Leu Pro Gly Pro Leu Leu Ala Val His Pro His Ala Gly Thr
1425 1430 1435 '
Pro Ala Asn Gln Leu Pro Trp Pro Val Leu Cys Ser Pro Val
1445 1450 ’
Val Ile Leu Leu Ala Leu Gly Ala Leu Leu Val Leu Gla Leu
1460 1465 1470
Arg Arg Arg Arg Glu His Gly Ala Leu Trp Leu Pro Pro Gly Phe
1475 1480 1485
Arg Arg Pro Arg Thr Glm Sexr Ala Pro His Arg Arg Arg Pro Pro
1490 1498 1500
Gly Glu Asp Ser Ile Gly Leu Lys Ala Leu Lys Pro Lys Ala Glu
1505 1510 1515
Asp Glu Asp Gly Val Val Mat Cys Ser Gly Pro Glu Glu Gly Glu Glu
152s ) 1530 1535
val Gly Gln Ala Glu Glu Thr Gly Pro Pro Ser Thr Cys Gln Leu Trp
1540 154§ 1550

Irce Thr Tyr Gln

1360

Glu Thr aAsp Ser
137s

Leux Ser Arg Cys

1380

Pro Gly
1405

Leu Glu

Leu Ser Ala

Leu Leu
Pro Leu

Ala Pro
1440
Ala Gly
1455
Ile Axg

Thr
Leu

val
1520

Ssr Leu Ser Gly Gly Cys Gly Ala Leu
1588 . 1860
Pro PTo Gln Glu Ser Glu Met Glu Ala
1570 15758
Pro Asp Gly val Thr Pro Lau Mat Sar
1585 1550
Gln Ser Gly Thr Phe Gln Gly Ala Trp
" 1605
Glu Pro Leu Leu Asp Gly Gly Ala Cys
1620
Thr Gly Glu Thr Pro Leu His Leu Ala
1635 ' 16540

1625

Pro Gla Ala Ala Met Leu Thr
1565

Pro AsSp Leu AsSp Thr Arg Gly .

1580
Ala val Cys Cys Gly Glu Val
. 1598 1600

Leu Gly Cys ¥Fro Glu Pro Trp

1610 1615

Pro Gln Ala His Thr Val Gly

1630,

Ala Azxg FPhe Ser Arg Pro Thr

1645

Ala Ala Arxrg Arg Leu Leu Glu Ala Giy Ala Asn Pro Asn Gln Pro Asp
1650 1655 1650
Arg Ala Gly Arg Thr Pro Leu His Ala Ala Val Ala Ala Asp Ala Arg
1665 1670 . 1675 1680
Glu Val Cys Gln Leu Leu Leu Arg Ser Arg Gln Thr Ala vVal Asp Ala
1685 1690 1695
Arg Thr Glu Asp @ly Thr Thry Pro Lau Mat Lewu Ala Ala Aryg Leu Ala
1700 1708 1710
val Glu Asp Leu Val Glu Glu Leu Ile Ala Ala Gln Ala Asp Val GlLy
1715% 1720 1725 .
Ala Arg Asp Lys Trp Gly Lys Thr Ala Leu His Trp Ala Ala Ala Val
1730 1735 1740
Asn Asn Ala Arg Ala Ala Arg Ser Leu Leu Gln Ala Gly Ala Asp Lys
1745 1750 1755 1760
Asp Ala Gln Asp Asn Arg Glu Gln Thr Pro Leun Phe Lew Ala Ala Arg
) 1765 1770 17175
Ala Val Glu Val Ala @Gin Leu Leu Leu Gly Leu Gly Ala Ala
1780 1785 1750
Leu Arg Asp Gln Ala Gly Leu Ala Pro Ala Asp Val Ala His
1795 1800 1805
Asn His Trp Asp Leu Leu Thr Leu Leu Glu Gly Ala dGly Pro

Glu Gly

Arg Glu
Gln Arg

30
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1810 1815 1820
Pro Glu Ala Arg His Lys Ala Thr Pro Gly Arg Glu Ala Gly. Pro Phe
1825 1830 1835 1040
Pro Arg Ala Arg Thr Val Sexr Val Ser Val Pro Pro His Gly Gly Gly
1845 1850 1855
Ala Leu Pro Arg Cys Arg Thr Leu Ser Ala Gly Ala Gly Fro Arg Gly
1860 1865 1870
Gly Gly Ala Cys Leu Gln Ala Arg Thr Trp Sexr Val Asp Leu Ala Ala
1875 1830 1885
Arg Gly Gly Gly Ala Tyr Ser His Cys Arg Ser Leu Ser Gly Val Gly
1890 189S 1900 -
Ala Gly Gly Gly Pro Thx Pro Arg Gly Arg Arg Phe Ser Ala Gly Met
1305 1910 1915 : 1920
Arg Gly Pro Arg Pro Asn Pro Ala IlerMec Arg Gly Arg Tyr Gly Val
1925 1930 1935
Ala Ala Gly Arg Gly Gly Arg Val Ser Thr Asp Asp Trp Pro Cys Asp
1540 1945 1950
Trp Val Ala Leu Gly Ala Cys Gly Ser Ala Ser Asn Ile Pro Ile Pro
19585 . 1960 1965

Fro Fro Cys Leu Thr Pro Ser Pre Glu Arg Gly Ser Pro Gln Leu Asp
1970 1975 - -1980

Cys Gly Pro Pro Ala Leu Gln Glu Met Pro Ile Asn Gln Gly Gly Glu

1985 1950 1995 2000

Gly Lys Lys

<210>9

<211>19

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400>9
gaggtccaag ccgaacctg 19

<210>10

<211>21

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 10
atcgctgatg tgcagttcac a 21

<210>11

<211> 20

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 11
cgctgeeggce ctggattcac 20

<210>12

<211>18

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 12
gatgcaagcc cggaagaa 18

<210> 13
<211>22

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 13
tcgcaattca gaaaggctactg 22

<210> 14

31
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15

20

25

30

35

40

<211> 17
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 14
cgcagaggga tcataga

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 15
ctacacatcg ccgctttcg

<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 16
cgcgtacttg gecttggt

<210> 17

<211>15

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 17

ccaccaggac atcgt 15

<210> 18
<211> 530
<212> PRT

17

19

18

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 18

Met Thr
1
Ala Val

Leu Arg

Gln Sar
50

His Phe

65

Ser Thr

Pro Ala

Leu Trp
. 20
Leu Gln
35

cys Glu

Gln Ala

Pro Val

ES 2 400 666 T3

Sar Arg Ser Ala Cys Arg Trp Ala
5 10
Pro Gln Gln Arg Ala Ala Gly Ser
25
Glu Phe Val Asn Gln Axg Gly Met
40
Pro Gly Cys Arg Thr Phe Pha Arg
55 60
Thr Phe Sex Glu Gly Pro Cys Thr
70 75
Leu Gly Thr Asn Ser Phe Val val

32

Leu Lex Leu Lau

. 15

Gly Ile Fhe Gln
a0

Leu Ala Asn Gly

45

Ila Cys Lau Lys

Phe Gly Asn Val
80

Arg Asp Lys Asn
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<210>19
<211> 458
<212> PRT

Ile
145
Gln

Ser
225
Ile

Gly
3os
His

Glu
Gln

Phe

Gly
Gly

Lau
130

Sar

Thx
115

Arg

Ile Gln

Asn

Asp

Asp Asn

Asp
210
Gly
Cys
Asn
Asp
290
Pro
Cys
Gly
Gly
Ser
370
Ser
Lys
Cys
Thr
Cys
450
His
Thr

Val

530

His
195
Cys
Arg
Gly
Glu
275
His
LYs
Glu
Sex

355
Pro

Lys
Leu
Gly

435
Ala

Gly

Gly
515

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 19

85
Gly Arg
100
Phe Ser
Pro Glu
Gly
Thr

180
Phe

¢ 988 &

Gly Trp
His Glu

Pro Gly
245

Cys Arg

250

Gly Trp
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Asn

Leu

Lau
156
Thy
Gly

His

Gln
230

His

Gly

His Ser Pro

Gly Tyr Thy

Leu Gly Leu

325
Cys Lys
340
TYT Gly

Cys Phe
Ala Cys

val Asp
405

‘Asn Arg

420
Thr His

His Gly

Gln

Glu
390
Arg

cly

Gly
Gly

470
Ala

Cys

Fro
Asn
Seyr

135
Ala

Glu

Gly
215
Asn
Gla
Gly

Gly
295

Ser
Gln
His

Gly
375

Pro
Glu
Thr
455
Phe
Ser

Asn

Glu

Leu
Ile
120
Pro
val
Leay
Ser
Glu
200
Lys
Gly

Gly

Leu
280
Lye

Lys

Glu

as0
Gly

Pro
Ser
440
Cys

sSer

Gly

Phe
520

33

Pha’

Asn

Serx

425
His

‘Hig

90

Ala

ASn

Lys

170

Gln

250
Ser

Cys
Gly
Leu
Ala
330
Sax

His

rp

sSar
Ile

155
Ser

Pro

Ser
235
Ile

Asp

Pro
315
Ser

Asn Phe

Asn
410

Ils

Asp

395

3§

Ser

Lau

Gly Arg Arg

Phe
505

4990
val

val

475
Phe

Cys
Gly

Phe

His

a0
Trp

Leu
Asp
Gln
220
Lys
Asn
Pro
Gln
ago
Gly
Asn

His

Glu
380

Cys

Glu
460

Asn

Asn

128
Ile

Arg

Gly
205
Pro

Glu

Asp
285
cys

Pro

Leu
365
Arg
Gly
Ala
Cys
445
Asn
Gln

Gly

Pro
535

Phe
110
Pro

Ser

val
190
Ser
Ile
Asp
Cys
Gln
270

Ser

Cys
Leuw
350
Thy
Asn
Ser
Asn
Aryg
430
Ala
Gly
val
Ala
Pro

510
Pro

95
Thr

Gly

Rsp
Ile
175
Lys
Leu
Cys
Glu

Ile
255

Asn

Gly

aas

Cys
Gla
Asn
Gly

415
Prxo

PFro

{58 &

Ser

TP
Asp
Ile
Glu
160
Cys
Arg

Ser

Cys
240
Pro

Ala

Serx
Glu
320
Fro
Ala
Gly

400
Gly

Gly °

Ser

Ile
480
Cys

Gly

Phe



Lau
Asp
Lys

145
Asp

Leu

Phe
225
Pro
Lys
Val
GElu
305
His

Lys

Gln

Pro
385
Asn

Leu

val

Gln

<210> 20
<211> 227
<212> PRT

val

Val
Arg
S0

Ile

Lys

val
130
Leu
Phe
Asn
Ser
Thr
210
val
ala
Pro
val
val
2350
Gln
Gln
Ala
Pro

370
Ser

fhe

Lys
450

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ser

Law

Glua

Glu

1la
Glu
115
val
val

Asn

5 3kd

Pro
Lys
val
275
ABD

Tyr

355
Lys

Agp

Lys

Ser
435
Ser

g5

Met

Lys
Trp
Ile

100
Thx

Trp

Asp
180
Leun

Val
Glu
Asp
260
Gly

Asn

Pro
40
Glu

Ila

Lys
420

Leu

Ser

ES 2 400 666 T3

Gly
Ser
Ile

Phe

Leu

Pro

Asn Cys

czlu
A6S
Thr
Ala

245

val
val
Saxr
Leu

325
Ala

Gln
Ala
Thy

405
Leu

Sor

Ser

150

Lys
Ile
ser
Glu
230
Leu
Leu

Sex

Glu

3l1o

Pro
Gin
val
val
350
Pro

Thy

Val

Leu

Ser

Glu

Asp
215
Lys
Gly
Met
Hig
val
295
Gly
Ile
Val
Sar
375
Glu
PTro

val

Met

Ser
455

Gly
Ser

Ile

120

Hig

Ala
Sexr
Gln
Gly
200
Gly
Asp
Gly
Ile
Glu

28¢
Hia

Lys

Glu

360

Trp
val

Asp

His
440

val
Ser
25

Pro
Arg
Asp

Gly

10
Gly

Glu

Vval

Phe
90
Glu

105 .

Hig

Gly

Sar
Ser

185
val

Lys
Pro
Ser
265

Asn

Arg

Ile

Lys
170
Gly

Met

Ser

250

Ala

Val

330
Thr

410
Sex

Glu Ala

Pro Gly Lys

34

Leu
Sar
Ile
Thr
Leu
75

Ile
Ala
Gln
Blu
Glu
15%
Hig

Ser

val

Glu

Sar

s

Lys

Ile

398
Ser

hxg

Cys Ala
Asp ThT

Ila His
a5
Ser Pro
60 ]
Ile Pro

Ile Sar
Thr Val

™y Agsn
125

Leu Ser

140

Leu Asn

Gln His
Glu Mec

Ser Asp
205

Lys Lys

220

Thr Cys

the Lea
Pro Glu

Val Lys
285

Thxr Lys

300

Vval Leu

Cys Lys
Ser Lys
Pro Ser
365
Val Lys
390
Gly Gln
Asp Gly

Trp Gln

Lau Hia Asn

445

Lan
Gly
30

Mec
Asn
Asp
Asn
Asn
110
Val

Val

Lys
190
Gln

Asn

FPhe
Val
270

Pro

val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Sex
Gln
4130

His

Leu
1s

Arg

Ile
Gly
Ala
95

Gly
Ile
Gly
Gly
Lys
175

Gly

Ser
Pro

Glu

Lys
80

His
Ile
Glu
Ile
160
Leu

Phe

Leu

Cys
240
Pro

Trp
Glu

Leu

" 320

Ser
33s

Lys

Phe
Glu
Phe

415
Qly

Asn
Gly

Glu

Asn
400
Phe
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<210> 21
<211> 272

ASp
Gly
Ile
Glu
His
Arg
Lys

Glu

Leu
145

Trp
val

His

Bro
225

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 21

val Ile Cys Ser

1

Lys
Pro
Ser
Asp
50

aA=n
val
Glu

Lys

130

Glu

Lys

Glu
210
Gly

Ser
Arg
Pro
Ala

val

Thr
115

Cys:

Ser
Asp
Ser
195
Ala

Lys

His

val

Gla
Lys
Sex
Lys
100
Ile

Pro

ASn

Ser
180

Leu

A

Thr

Pro

val

val
85

Ser
Pro
Val
Gly

165
Asp

His

S

ES 2 400 666 T3

Leu
Glu
Lys
ys
70

Lau

Lys

Ser
Lys
150
Gin
Gly
Gln

Asn

Phe
val
Phe

55
Pro

val
Ala
Arg
‘135
Gly
Pro
Ser

Gln

Hig
215

val
Sex
Lys
120
Phe
Glu
Fhe

Gly
200

sp Asn Tyr Tyr

Lys Lys Arg Asn Asp His Fhe Gly

20

Asn Leu Ser Cys Leu Pro Gly Trxp

35

40

Mis Thr Cys Fxo pPro Cys Fro Ala

SO

S5

val Phe Leu Pho pPro Pro Lys Pro

35

Cys Pro ala Pro Glu Leu leu Gly
) 10 . 1s

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
25 30

Cys val val Val Asp Val Ser His

Trp Tyr Val

Glu Glu Gln Asn Ser Thr Tyr
5 80

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
S0 ' 25

Asn lys Ala Pro Ala Pro Ila
110

Glu Fro Gln Val

125 .

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

140
Tyxr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
. 155 160

Asn Aen Tyr Lys Thr Thr Pro Pra
170 15

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

185 190 .

Asn Vval Phe Ser Cys Ser Val Met

208
Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
220

Gly Val Glu Val

N85

Gly 61ln Pro

i

Gly Asp Asn Cys Ser Arg Leu Cys
10 15
His Tyr Val Cys Gln Pro Asp Gly
25 3¢
Thr Gly Glu Tyx Cys Asp Lys Thx
a5

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
&0

Lys hAsp Thr lL¢u Mat Ile Ser Arg
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65

Glu
Lys
Ser
Lys
145
Ile

Pro

Asn
Ser
225

Leu

<210> 22
<211> 418
<212> PRT

Pro
val
Thr
Val
130
Ser
Pro
val

Gly
210

Glu

Lys
115
eu
Lys
Lys
Ser
Lys
195
Gln
Gly

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 22

Ser

val

val
65

His

Leu

Trp

1425
Léu

ASp

Gly
Leu
val
Phe
30

Asn
Ala
Ile

Leu
130

Gly

val
Ala
35

Gly

Asp

Fro

Ser

val
Phe

100
Pro

val
Ala

180
Gly

Ser
Gin

Hia
260

Phe

Ser
20
Leu

ABD

Gly
100
Lys

115 -

val

Lys

His

Asp

Ile

180

7

Gln
Gly
Lys
val
Sar
85

ASP
Ila
Glu
cys

163
Ser

ES 2 400 666 T3

70
cys

Glu

Asn
150
Gly

cla

ASn
Phe

230
A3n

Arg
His
Ser
ser
70

ASp
Ala
Gln
ser
150

Asn

Cys

val

Tyr
Glu

»

Hig
13s

Lys
Gln

Pro
hAsn
215
Val

Gln

Gln
Pro
Phe
55

Gly
Gly
Lau
Ila
Thx
135
ABP

Asp

Pro

val
val
Gla
128
Gln
Ala
P‘ro
Thr
Ser
200
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Gln
40
Pro

Gly

Axg
Gln
120
Asn
His
Pro

Cys

36

75
val asp val
920
Asp Gly Val

195
Tyx AsSn Ser

Asp Trp Leu

Leu Pro Ala
155
Axrg Glu Pro
170
Lys Asn Gln
i85 .
Asp Ile aAla

Lys Thr Thr

Ser Lys Leu

235

Sexr Cyn Ser
250

Ser Leu Ser
265

Gln Glu Fhe
10

Glu Pro Gly

25

Ala Val val

Val Leu Gly

Gly Arg Asn
75
Phe Sar Leu
90
Pro Glu Ala
105
Gly Ser Leu

Thry Leu Thr

Tyx Tyr Gly
155
Pha Gly His
1740
Gly Trp Thr
185
Pro Ala Pro

Sar
Glu
The
Asn
140
Bro
Gln
Val
Val
Pro
220
Thr
Val

Leu

Ile
Cys
Ser
Thr
60

Pro
Ile
Leu
Ala

140
Asp

Tyr

Cly

Glu

His

Vval

TvVE
125
Gly
Ile
val
Ser
Glu
205
Pro
Val
Mat

Ser

Asn
Arg
‘Pxo
Asn
Leu
Il=
Pro
val
125
Leu
Asn
Val
Glu

Leu

Glu
His
110
Arg
Ly_s

Clu

His

Pro
270

Glu

Gly
Ser
Gln
Glu
Pro

110
Gly

Asp
Azsn
val
Glu

Lys

175

Glu

Leu

Glu
258
Gly

Arg
Phe
Pro

Phe

Ala
95
Asp

Gln

Ser

Gin
175

Gly

8d
Pro

Ala

vai

160
Lau

Cys

Ser

Ser
240
Ala

Lys

Gly

Phe

Ala
Pxo
80

TP
Ala
Asn
Ser
Arg

150
Pro

Gly
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Ser
225

Ser
210
Arg

Ala

Val val

Glu

Lys
305
Thr

Glu

Lys
3as
Glu

Gly

<210> 23
<211> 410
<212> PRT

290

cys
Ser
Asp
370
Sey

Ala

195
Val

Glu
Ly9
Ser
275
Lys

Ile

Asn
355
Ser

Leu

Lys -

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 23

Gln

Ser

Ser

Ser
145

Gin
Lys
Asn
Pro
Gln
Thr

Gly

His
130
Thr

Glu Arg

Pro
Pra

Glu
35
Trp

Asp

Pro
118

Cys

Len

Phe

Val

260
Val

ser
PO
Val

340
Gly

Ile

20

Gln
Leu

Sar

100

Leu
Ser

Asn

Glu

Lys
2435
Lys

Lys
Lys

Sar
325

Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
405

Glu

Ile

Cys

Gln

ES 2 400 666 T3

Phe
Val
230
Phe

Pro

val
Ala
310
Arg
Gly
Pro

Sexr

Gln
330

Leu
Cys
Pro
™hr
T0

Sar
Val

Asn

Ala
150
Gly

200
Pro Pro
215

Asn Trp
Arg Glu

Val Leau

280
Ser Asn
298

Ly=s Gly
Asp Glu

Glu Asn
360

Fhe Pha

375

Gly Asn

Tyr Thr

Ser Gly

His Asn
40

55
Cys Thx

Gly Gln
Asp Cys

Gly Gly
120

Pro Gly

135

Asp Ser

Lys

val

Glu
265
His

Lyg
Gln
ileu
Pro
345
Asn
Leu

val

Gln

25
Gly

Glu
His
Arg
Glu
105

Ser

Tyx

Pro

val
val
250
Gln
€ln
Ala
Pro

330
Sax

Phe

Lva
410

Hia
10

Gly
His
Ser

Leu

Tyr
Cys

Llys

Val
235

Asp
Leu
Arg

315
Lys

Lys
Ser
Ser

a8s
1 o

Glu

Gly

Ser
75

Glu
Lyg
Gly

Phe
155

Ala Asn Tyxr Ala Cys

37

Asp
220

Gly

Asn

300
Glu

Asn

Ila

Lys
380

Gln

His
Gly

Pro

Len
Asp
Leu
140
AEn

Glu

205
Thr

Val
Val
Ser
285
Ala
Pro
Gln

Ala

365

Ser

Sex

Arn
Gln
Gly

a5
Gly

Ser
Gln
125
Hig
Gly

Cys

Ser

Glu
270

Pro
Gln
val

val
iso

Val

Leu

Gly
Gly
30

Thr
Leu
Lys
Thr
Gla
110
Glu
Cys
Gly

Pro

His
Val
255
Gly
Ile
Val
Ser

335
Glu

val
Mat

Sar
415

Tyr
15

Arg
Cys
Phe
Asn
Cys
95

Cys
hsp
Glu
Ser

Pro

1le
Glu

240
His

Lys

Glu

§ P&

Val

His
490

Leu
Ser
QCys

Gly
a0

Gly

His

3

160

1
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Val
225
Glu
His
Lys
Gln
305
Leu

Pro

val
ags
Gln

<210> 24
<211> 370
<212> PRT

Ala
Pxo
210
val
val
Gln
Gln
Ala

290
Pro

Serxr

370
Fhe

Lys

Gly
195
Lys
val

Asp
275

Lys
Asp
Lya

355
Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 24

Gln

Sex

Asp
65

Ala
Pro

-1-1 4

Lys

Gln

Lys
Asn
50

Gln
Thr
Gly
Asn

His
136

Pro
Pro
Glu
as

Trp
Asp
Cys
TYyT

Pro
115
Cys

ES 2 400 666 T3

165
Ser Asn Cys
180
Glu Leu Leu

ASp Val Serxr
230
Gly Val Glu
245
Asn Sexr Thr
260
Trp Leu Asn

Pro Ala Pro

Glu Pxro Gln
310
Asn Gla val
azs
Ile Ala Val
340

Lys Leu Thr

Cys Sar Val

3s0

Leu Ser Leu
405

Ile Cys Leu
g

Ala Glu Cys

20

Cys 1Ile Pro

Gln Cys Thx

Leu Asn Tyr
70
Ser Asn Sey
a5
Thr Gly Vval
100
Cys Arg Asn

Leu Cys Pro

Glu AsSp Lys
185
Gly Gly Pro
200
Met Xlé Ser
218
His Glu Asp

Val His Asn

265
Cly Lys Glu
280
Ile Glu Lys
295
val Tyr Thx

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu
34s
Pro vVal Leu
360
val ASp LyYs
375
Mer Hig Glu

Ser Pro Gly

Ser Gly Cys

Leu Cys Arg
25
His Asn Gly
40
Cya Asp Ulu
55

Cys Thr His
Gly Gln Arg

AsSp Cys Glu
105
Gly Gly ser
120
Fro Gly Tyr
135

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro

38

170

Ser

Arg

ala
250
val

330

His

Val

Glu
235
Lys
Ser

Lys

# iy

Sexr Asn

Asp

Ala

Lys
410

Gly
His
Ser

20
Leu

Ala

Ser

Lau
398

Glu

Gly

Ser
75

Glu
Lye
Gly

Thx
Phe
Pra

220
val

Cys
Ser
300
Pro

val

Gly.

Asp

aso
His

Glin

His

Gly
60

Asp

Lau
140
Glu

Cys

Leu
205
Glu
Lys

Lys

Lys
285
Lys

Ser

Gln
Gly
3e5
Gin

aAsn

Asn
Gln
Gly

Gly

Cys
sSar
Gin
125
His

Lau

PXo
190
Phe
val
Phe
Pro
Thr
2706
val
Ala
Arg
Gly
Pro
iso
Ser
Gln

Hig

Gly
Gly
30

Leu
Lys
Thr
Glu
110
Glu

Cys

Leu

Axrg
2585
val

Ser

Asp
Phe
33%
Glu
Phe

Gly

Pro

Cys

240
Glu

Asn
Gly
Glu
20
Asn
Phe
hen

Thr
400

Tyr Cys

Cye
Asp

Glu

Gly

Leu
Ser
Cys
Gly
Arg
Asp
Gly
Agp

Gly
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14% . 150 155 160
Pxro Ser Val Fhe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Thr Leu Met Ile
165 170 175
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val val Val Ser His Glu
180 i8s . 199
Asp Pro Glu val Lys rFhe Asn Trp Tyxr Val AsSp Gly Val ¢lu Val His
1995 200 209
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Sar Thy Tyr Arg
Asp
235

§8

210 215 . 220
val Vval Ser val Leu Thr Val Leu Hig Gln Trp Leu Asno Gly Lys
225 ) 230 2490
Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asa Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
245 250 255
Lys Thr Ile Ser Lys hla Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Glm Val Tyr
260 : 265 ] 270
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Len
275 280 285
Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
290 29% apod
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu aAsn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Fro Val
305 310 3il1s 320
Leu Asp Sex Asp 5ly Ser Fhe Phe Leu Tyxr Ser Lys Leu Thr Val Asp
325 330 - 335
Lys Sexr Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ssr Val Mat His
340 349 350
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser lLeu Ser Leu Ser Pro
355 . 360 13- T
Gly Lys
370

<210> 25

<211> 332

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 25

Gln Gln Pro Ile Cys Leu Sexr Gly Cys His Glu Gln Asn Gly Tyr Cvs

1 -] 10 15

Ser Lys Pro Ala Glu Cys Leu Cys Arg Pro Gly Trp Gla Gly Arg lLeu

20 25 - o
Cys Asn Glu Cys Ile Pro His Asn Gly Cys Arg Hig Gly Thr Cys Ser
35 49 45
Thr Pro TIP Gln Cys Thr Cys AEp Glu Gly Trp Gly Gly Leu Phe Cys
50 S5 60

Asp Gln Asp Leu Asn Tyr Cys Thr His His Ser Pro Cys Lys Asn Gly

65 70 T8 80

Ala Thr Cys Ser Asn Ser Gly Gln Arg Sar Tyr Thr Cys Thr Cys Arg

85 90 95
Gly Tyr Thr Gly Val Asp Cys Glu Asp Lys Thx His Thr Cys Pro
100 108 110
Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
115 . 120 125

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr PFro Glu Val

130 135 140

Cys Val Val Val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
150 155 160

Trp Tyr Val ASp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro

gz € 8 §

39
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xg
val

Ser

225

<210> 26
<211> 292
<212> PRT

Glu
Leu
Asn
210
Gly

Glu

Asn

FPhe
29¢
Asn

Glu
His
195
Lys
Gln
Leu
‘PrOo

Asn
275

ES 2 400 666 T3

185

Gln TyT

180

Gln Asp

Ala Leu

Pro Arg

Thr Lys

245

Ser Asp

260

Tyr Lys
Leu Tyr Ser

Val Phe Ser

Gln Lys Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 26

Gln

Ser

Ser

Glu

&1ln
Lys
Asn
Pro
50

Asp
Gly
Ile
Glu
His
130
Arg
Lys
Gle

Leu
210
Trp

Pro
Gla
3s
Lys
Pro
Ser
Asp
115
ASn
val .

Glu

Lys
13Ss.

Glu

Ile
Ala
20

Cys

Gln

Ser

100
Pro
Ala
val

Tyz

180
Lau

Searx

azs

cys
L.
Gln

Ila

His
val
Thr
Glu
Lys
ser
Lys
165
Ila

Fro

Asn

Azn Ser Thr

Trp Leu Asn
200
Pro Ala Pro
215
Glu Pro Gln
230
Asn Gln Val

Ile Ala Val

280
Lya Leu Thr
295
Cys Ser Val
310

Leu Ser Leu

Leuw Sar Gly
Cys Leu Cys
Pro His Asn

Thr Cys Asp
85

Thr Cys Pxo

70

Phe Lasu Pha

Pro Glu Val

Val Lys Fhe
120
Thr Lys Pro
135
Val Leu Thr
150
Cys Lys Val

Ser Lys Ala

Pro Ser Axrg

200
val Lys Gly
215
Gly Gln Pxo

40

TYT
185
Gly
Ile
val
Sar
Glu
265
Pro
Val
Met

Sexr

Cys
Axrg
25

Gly
Glu
Pro
Pro
105
Asn
Arg
Val
Ser
Ly=z

185
Asp

Glu

170

Lys

Hig

Pro
330

His
10
Pro

Cys
Cly

Glu
Leu
Asn
170
Gly

Glu

Asn

val
Glu
Lys
235
Thr

5lu

Glu
31s
Gly

Glu

Gly

Trp

Pro
73

val

Glu
Hig
155
Lys
Gln

Len

Asn

val

Sarxr

Lys
205

Thr Ila
220

3

Cys Leu

Sar
ASD
Ser
300
Ala

Lys

Glo

val
Gln
140
Gln
Ala

Pro

sar

Asn
Sex
285

Leu

Agn
Gln
Gly
45

Gly

Pro

Lys

Arg

Lys
205
Asp

220

Lys

val
190

Ser

Val

175
Leu

Lys
Lys
Sarx

Lys
2585
Gln
Gly
Gln

Asn

Thr
Yal
Ala

240
Gly

Ser
Gln

Hie
320

Gly Tyr Cys
15

Gly
30
Thr

Glu

Asp

" Asp

110
Gly

Glu
190
Asn

Ile

Azg

Val

Ser

Leu
Ala
178
yro
G1ln

Ala

Leua

Ser

80D
Leu

Ser

Gln

Asn
160
Prxo
Gln
val

val
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225 230 235 240
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys L=u Thr
245 . 250 258
val Asp Lya Ser Arg Txp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
260 265 270 :
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Lau Sar Leu
275 280 285
Ser Pro Gly lys :
. 290

41
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REIVINDICACIONES

1. Un antagonista de ligando de tipo delta 4 (DIl4) y un inhibidor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
para su uso en un método para tratar el desarrollo o crecimiento tumoral, siendo dicho antagonista de DIl4 un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente con DIl4 y bloquea la unién de DIlI4 con un
receptor Notch, o una proteina de fusién que comprende un dominio extracelular de DIl4 y un dominio Fc humano de
SEC ID N°: 20.

2. El antagonista de DII4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo de DII4 es policlonal.

3. El antagonista de DIl4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo de DIl4 es monoclonal.

4. El antagonista de DIl4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado.

5. El antagonista de DIl4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo quimérico.

6. El antagonista de DII4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo completamente
humano.

7. El antagonista de DIl4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, en el que el fragmento de anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla.

8. El antagonista de DII4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, en el que el fragmento de anticuerpo es un Fab.

9. El antagonista de DII4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, en el que el fragmento de anticuerpo es un F(ab"),.

10. El antagonista de DIl4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en el que el inhibidor de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF.

11. El antagonista de DIl4 e inhibidor de VEGF para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 9, en el que el inhibidor de VEGF es un bloqueador de VEGF de SEC ID Ne°: 19.
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