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DESCRIPCION
Proteinas ligantes de antigeno que se unen a PAR-2.
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EE.UU. Niumero de Serie 61/058.094, presentada
el 2 de junio de 2008, y la Solicitud Provisional de EE.UU. Numero de Serie 60/947.264, presentada el 29 de junio de
2007.

Campo de la invencion
Esta solicitud proporciona composiciones y métodos relativos a proteinas ligantes de antigeno PAR-2.
Antecedentes de la invenciéon

La familia de receptores activados por proteinasas (PAR; del inglés, proteinase-activated receptor) es una parte de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, de siete dominios transmembranales. Actualmente hay cuatro
PARs conocidos, de los cuales tres (PARs-1, -3 y -4) son activados por trombina; un cuarto (PAR-2) es activado por
tripsina o por triptasa de mastocito, pero no por trombina. Los PARs estan ampliamente distribuidos por una
diversidad de tejidos y participan en diversos fendmenos fisiolégicos o patofisioldgicos tales como agregacion
plaquetaria, inflamacion y funciones cardiovasculares, digestivas o respiratorias.

Los PARs difieren de otros receptores en que la activacion es iniciada por escision proteolitica del extremo N del
PAR, que forma luego un ligando atado que interacciona con la region extracelular (bucle 2) del mismo polipéptido
receptor. La escision de PAR-2 se produce entre los restos R y S del dominio de escision por proteasas, SKGRSLIG
(aminoacidos 33 a 40 de la ID. SEC. n° 2), que esta conservado entre los PAR-2 humano, murino y de rata. Se ha
mostrado que péptidos que remedan el ligando atado presentan efectos agonistas sobre PAR-2 [Saifeddine et al.,
Br. J. Pharmacol. 118 (3): 521-30 (1996); McGuire et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 309 (3): 1124-31 (2004)].

El PAR-2 activa las vias de transduccion de sefiales comunes mediadas por receptores acoplados a proteinas G, la
produccién de inositol 1,4,5-trifosfato y la movilizaciéon de Ca (2+), asi como mudltiples vias de cinasas, incluyendo
ERK, p38MAPK, JNK e IKK. Esta presente en células epiteliales y endoteliales, miocitos, fibroblastos, células
inmunes, neuronas y células gliales, en el rifidn, el pancreas, el estémago, el intestino, las vias aéreas, la piel, la
vejiga y el cerebro. La proteasa que activa PAR-2 esta presente durante la inflamacién, y PAR-2 es suprarregulado
por factores inflamatorios tales como el factor alfa de necrosis tumoral, la interleucina 1 alfa y el lipopolisacarido.
Ademas, estudios en que se han usado ratones deficientes en PAR-2 o que lo sobreexpresan, confirman una
funcion de este receptor en la inflamacion [Schmidlin et al., J. Immunol. 169, 5315-5321 (2002); Ferrell et al., J. Clin.
Invest. 111, 35-41 (2003)].

Mandal et al., Blood 110, 161-170 (2007), describen un antisuero policlonal hacia PAR-2, y Ui et al., Eur. J.
Pharmacology 530, 172-178 (2006), y Yoshida et al., Int. J. Mol. Med. 19, 335-340 (2007), describen un anticuerpo
anti-PAR-2 que se generd contra la secuencia atada de PAR-2 y no se une preferentemente al PAR-2 de longitud
completa.

En consecuencia, en la técnica existe la necesidad de desarrollar antagonistas especificos de la activacién de PAR-
2, que sean Utiles para el tratamiento o la mejoria de estados inflamatorios.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona un conjunto de graficos que permiten comparar los niveles de ciertas citocinas
proinflamatorias presentes en tejido de pata de rata en un modelo de artritis inducida con adyuvante.

Sumario de la invencién
La invencion es como se expone en las reivindicaciones.

La presente invencion proporciona una proteina ligante de antigeno aislada que se une especificamente a PAR-2
humano no escindido y se une en menor grado a PAR-2 humano escindido. En otra realizacion, la proteina ligante
de antigeno aislada comprende: a. un anticuerpo humano; b. un anticuerpo quimérico; c. un anticuerpo monoclonal;
d. un anticuerpo recombinante; e. un fragmento de anticuerpo ligante de antigeno; f. un anticuerpo de cadena
sencilla; g. un diacuerpo; h. un triacuerpo; i. un tetracuerpo; j. un fragmento Fab; k. un fragmento F(ab')z; I. un
anticuerpo de dominio; m. un anticuerpo IgD; n. un anticuerpo IgE; o. un anticuerpo IgM; p. un anticuerpo I1gG1; g. un
anticuerpo 1gG2; r. un anticuerpo IgG3; s. un anticuerpo IgG4; o t. un anticuerpo 1gG4 que tiene al menos una
mutacion en una region bisagra que alivia la tendencia a formar un enlace disulfuro intra-cadenas H.
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En otro aspecto de la invencion, la presente invencién proporciona una proteina ligante de antigeno aislada que
tiene una cadena pesada y una cadena ligera, comprendiendo la cadena pesada una region variable que tiene una
identidad de al menos 95% con respecto a la ID. SEC. n° 9, y comprendiendo la cadena ligera una regioén variable
que tiene una identidad de al menos 95% con respecto a la ID. SEC. n° 11. En otro aspecto de la invencion, la region
variable de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n°® 39, y la region variable de cadena
pesada tiene la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n° 40.

En una realizacién de la invencién, la regién variable de cadena pesada comprende tres regiones determinantes de
la complementariedad (CDRs; del inglés, complementarity determining regions) denominadas CDR1, CDR2 y CDR3,
y la regién variable de cadena ligera comprende tres regiones determinantes de la complementariedad (CDRs)
denominadas CDR1, CDR2 y CDR3. En otro aspecto de la invencioén, la regién variable de cadena pesada
comprende ademas cuatro regiones de armazon (FRs; del inglés, framework regions) denominadas FR1, FR2, FR3
y FR4, y la region variable de cadena ligera comprende ademas cuatro regiones de armazén (FRs) denominadas
FR1, FR2, FR3 y FR4. En una realizacién de la invencioén, las CDRs de cadena pesada son seleccionadas de entre
las CDRs de los péptidos que tienen las secuencias de aminoacidos mostradas en las ID. SEC. nimeros 9, 13 y 17,
y las CDRs de cadena ligera son seleccionadas de entre las CDRs de los péptidos que tienen las secuencias de
aminoacidos mostradas en las ID. SEC. numeros 11, 15y 19.

En un aspecto de la invencion, las tres CDRs de cadena pesada son seleccionadas del mismo péptido; por ejemplo,
las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada son de la ID. SEC. n° 9, y las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera
son de la ID. SEC. n° 11, etc. En otra realizacién de la invencién, las CDRs son seleccionadas de entre péptidos
diferentes; por ejemplo, la CDR1 de cadena pesada es de la ID. SEC. n° 9, la CDR2 es de la ID. SEC. n° 13 y la
CDR3 es de laID. SEC. n® 17, y la CDR1 de cadena ligera es de la ID. SEC. n° 11, la CDR2 es de la ID. SEC. n° 15
y la CDRS3 es de la ID. SEC. n° 19, etc. Alternativamente, dos CDRs pueden ser seleccionadas de un solo péptido y
la tercera de otro péptido. Son posibles numerosas combinaciones. En otro aspecto, las regiones de armazon
pueden ser seleccionadas del mismo péptido, o una o mas regiones de armazdn pueden ser seleccionadas de
péptidos diferentes.

En un aspecto de la invencion, la presente invencién proporciona acidos nucleicos que codifican los polipéptidos
anteriormente mencionados. En otro aspecto de la invencidn, el acido nucleico es un vector. En otra realizacién de la
invencion, la invencion proporciona células huésped transformadas o transfectadas con los acidos nucleicos de la
invencién. En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para preparar un polipéptido, que comprende
incubar las células huésped bajo unas condiciones que promueven la expresion de los polipéptidos y recolectar los
polipéptidos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una célula aislada que secreta una proteina ligante de antigeno
que se une a PAR-2. En otra realizacion, la célula es un hibridoma. En otra realizacion, la presente invencion
proporciona un método para preparar una proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2 humano, que
comprende incubar dicha célula aislada bajo unas condiciones que le permiten expresar dicha proteina ligante de
antigeno.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una proteina ligante de antigeno aislada que se une al receptor 2
activado por proteinasa (PAR-2). En otra realizacién, la proteina ligante de antigeno aislada, cuando se une a un
PAR-2 humano, inhibe la escisidn proteolitica y/o la subsiguiente sefializacion a través de dicho PAR-2 humano. En
otra realizacion, la proteina ligante de antigeno aislada inhibe la activacién proteolitica de PAR-2 en mas de
aproximadamente un 80%. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno aislada inhibe la activacion proteolitica
de PAR-2 en menos de aproximadamente un 10%.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende la proteina ligante
de antigeno.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona composiciones, kits y métodos relativos a moléculas que se unen al receptor 2
activado por proteinasa ("PAR-2"), incluyendo moléculas que presentan agonismo o antagonismo sobre PAR-2, tales
como anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y derivados de anticuerpo anti-PAR-2, tales como, por ejemplo,
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o derivados de anticuerpo anti-PAR-2 antagdnicos. También se proporcionan
acidos nucleicos, y derivados y fragmentos de los mismos, que comprenden una secuencia de nucleétidos que
codifica todo, o una porcién de, un polipéptido que se une a PAR-2, tal como, por ejemplo, un acido nucleico que
codifica todo, o parte de, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo anti-PAR-2, plasmidos y
vectores que comprenden dichos &cidos nucleicos, y células o lineas celulares que comprenden dichos acidos
nucleicos y/o vectores y plasmidos. Los métodos proporcionados incluyen, por ejemplo, métodos para preparar,
identificar o aislar moléculas que se unen a PAR-2, tales como anticuerpos anti-PAR-2, métodos para determinar si
una molécula se une a PAR-2, métodos para determinar si una molécula presenta agonismo o antagonismo sobre
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PAR-2, y métodos para preparar composiciones, tales como composiciones farmacéuticas, que comprenden una
molécula que se une a PAR-2.

Las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas se indican usando abreviaturas estandares de una o tres letras. A
menos que se indique otra cosa, cada secuencia polipeptidica tiene un extremo aminico a la izquierda y un extremo
carboxilico a la derecha; cada secuencia de &cido nucleico de cadena sencilla, y la cadena superior de cada
secuencia de acido nucleico de cadena doble, tienen un extremo 5' a la izquierda y un extremo 3' a la derecha.
También se puede describir una secuencia polipeptidica o polinucleotidica particular explicando cémo difiere de una
secuencia de referencia.

A menos que se defina otra cosa en esta memoria, las expresiones cientificas y técnicas usadas en relacién con la
presente invencion tendran los significados que son comunmente entendidos por quienes tienen una experiencia
normal en la técnica. Ademas, a menos que el contexto requiera otra cosa, las expresiones singulares incluiran
pluralidades y las expresiones plurales incluiran el singular. En general, las nomenclaturas usadas en relacion con, y
las técnicas de, el cultivo de células y tejidos, la biologia molecular, la inmunologia, la microbiologia, la genética y la
quimica y la hibridacién de proteinas y acidos nucleicos, descritas en esta memoria, son aquéllas bien conocidas y
comunmente usadas en este campo técnico. Los métodos y técnicas de la presente invencién se llevan
generalmente a cabo de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en este campo técnico y del modo
descrito en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y discuten a lo largo de la presente
memoria descriptiva, a menos que se indique otra cosa. Véanse, por ejemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989),
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", Greene Publishing Associates (1992), y Harlow y Lane,
"Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1990). Las
reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se llevan a cabo de acuerdo con las especificaciones de los
fabricantes, como se realizan habitualmente en este campo técnico o como se describen en esta memoria. La
terminologia usada en relacién con, y los procedimientos de laboratorio y técnicas de, quimica analitica, quimica
organica sintética y quimica médica y farmacéutica, descritos en esta memoria, son aquellos bien conocidos y
comunmente usados en este campo técnico. Se pueden usar técnicas estandares para sintesis quimicas, analisis
quimicos, preparacioén, formulacién y distribucidn farmacéuticas, y tratamiento de pacientes.

A menos que se indique otra cosa, se debe entender que las expresiones siguientes tienen los significados
siguientes:

La expresion "molécula aislada" (donde la molécula es, por ejemplo, un polipéptido, un polinucleétido o un
anticuerpo) es una molécula que, en virtud de su origen o fuente de derivacién, (1) no esta asociada con
componentes naturalmente asociados que la acompafian en su estado nativo, (2) estd sustancialmente exenta de
otras moléculas de la misma especie, (3) es expresada por una célula de una especie diferente, o (4) no se presenta
en la naturaleza sin intervencion humana. De este modo, una molécula que sea quimicamente sintetizada, o sea
sintetizada en un sistema celular diferente de la célula de la cual se origina naturalmente, estara "aislada" de sus
componentes naturalmente asociados. Mediante aislamiento, usando técnicas de purificacion bien conocidas en este
campo técnico, también se puede hacer que una molécula esté sustancialmente exenta de componentes
naturalmente asociados. Se puede examinar la pureza u homogeneidad de una molécula mediante diversos medios
bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede examinar la pureza de una muestra polipeptidica usando
electroforesis en gel de poliacrilamida y tifendo el gel para visualizar el polipéptido, usando técnicas bien conocidas
en este campo técnico. Para ciertas finalidades, se puede proporcionar una mayor resolucion usando HPLC u otros
medios bien conocidos en la técnica para purificacion.

Las expresiones "inhibidor de PAR-2" y "antagonista de PAR-2" se usan indistintamente. Cada una es una molécula
que inhibe detectablemente al menos una funcion de PAR-2. Por el contrario, un "agonista de PAR-2" es una
molécula que aumenta detectablemente al menos una funcion de PAR-2. No es necesario que la inhibiciéon causada
por un inhibidor de PAR-2 sea completa con tal de que sea detectable utilizando un ensayo. Se puede utilizar
cualquier ensayo de una funcién de PAR-2, ejemplos de los cuales se proporcionan en esta memoria. Los ejemplos
de funciones de PAR-2 que pueden ser inhibidas por un inhibidor de PAR-2, 0 aumentadas por un agonista de PAR-
2, incluyen la unién de ligandos activada por proteasas, la sefializacion corriente abajo, etcétera. Los ejemplos de
tipos de inhibidores de PAR-2 y agonistas de PAR-2 incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos ligantes de PAR-2
tales como proteinas ligantes de antigeno (por ejemplo, proteinas ligantes de antigeno que inhiben PAR-2),
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y derivados de anticuerpo.

Cada uno de los términos "péptido”, "polipéptido" y "proteina" se refiere a una molécula que comprende dos o mas
restos de aminoacido unidos entre si por enlaces peptidicos. Estos términos abarcan, por ejemplo, proteinas nativas
y artificiales, fragmentos proteicos y compuestos polipeptidicos analogos (tales como muteinas, variantes y
proteinas de fusién) de una secuencia proteica, asi como proteinas postraduccionalmente, o si no covalente o no
covalentemente, modificadas. Un péptido, polipéptido o proteina puede ser monémero o polimero.
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La expresion "fragmento polipeptidico”, como se utiliza en esta memoria, se refiere a un polipéptido que tiene una
supresion amino-terminal y/o carboxilo-terminal en comparacion con la correspondiente proteina de longitud
completa. Los fragmentos pueden tener una longitud de, por ejemplo, al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
20, 50, 70, 80, 90, 100, 150 o 200 aminoacidos. Los fragmentos pueden tener ademas una longitud de, por ejemplo,
a lo sumo 1000, 750, 500, 250, 200, 175, 150, 125, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 14, 13, 12, 11 0 10
aminoacidos. Un fragmento puede comprender ademas, en cualquiera de sus extremos o en ambos, uno o mas
aminoacidos adicionales, tal como, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de una diferente proteina presente
en la naturaleza (por ejemplo, un Fc o un dominio de cremallera de leucina) o una secuencia de aminoacidos
artificial (por ejemplo, una secuencia conectora artificial o una etiqueta proteica).

Los polipéptidos de la invencion incluyen polipéptidos que han sido modificados de cualquier modo y por cualquier
razén para, por ejemplo: (1) reducir la susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducir la susceptibilidad a la oxidacion, (3)
alterar la afinidad ligante para formar complejos proteicos, (4) alterar afinidades ligantes, y (4) conferir o modificar
otras propiedades fisicoquimicas o funcionales. Los compuestos analogos incluyen muteinas de un polipéptido. Por
ejemplo, se pueden realizar sustituciones de un sélo aminoacido o multiples aminoacidos (por ejemplo, sustituciones
de amino&cidos conservativas) en la secuencia presente en la naturaleza [por ejemplo, en la porcién del polipéptido
fuera del (de los) dominio(s) que forma(n) contactos intermoleculares]. Una "sustitucién de aminoacido conservativa"
es una que no cambia sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia originaria (por ejemplo, un
aminoacido de sustitucion no deberia presentar tendencia a romper una hélice que se presenta en la secuencia
originaria ni a alterar otros tipos de estructura secundaria que caracterizan a la secuencia original o0 son necesarios
para su funcionalidad). En "Proteins, Structures and Molecular Principles" [redactado por Creighton, W. H. Freeman
and Company, New York (1984)], "Introduction to Protein Structure" [redactado por C. Branden y J. Tooze, Garland
Publishing, New York, N.Y. (1991)] y Thornton et al., Nature 354: 105 (1991), se describen ejemplos de estructuras
polipeptidicas secundarias y terciarias reconocidas en la técnica.

La presente invencion también proporciona compuestos analogos no peptidicos de polipéptidos ligantes de PAR-2.
En la industria farmacéutica se usan habitualmente compuestos analogos no peptidicos como farmacos con
propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuestos no peptidicos son denominados
"miméticos peptidicos" o "peptidomiméticos"; véanse, por ejemplo, Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29 (1986); Veber
y Freidinger, TINS, pagina 392 (1985); y Evans et al., J. Med. Chem. 30: 1229 (1987). Se pueden usar miméticos
peptidicos que sean estructuralmente similares a péptidos terapéuticamente utiles, para producir un efecto
terapéutico o profilactico equivalente. En general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un
polipéptido paradigmatico (es decir, un polipéptido que tiene una propiedad bioquimica o actividad farmacolégica
deseada), tal como un anticuerpo humano, pero tienen uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente sustituidos por
un enlace seleccionado del grupo que consiste en: --CHyNH--, --CH,S--, --CH--CHz--, --CH=CH-- (cis y trans), --
COCHQ2--, --CH(OH)CH>-- y --CH,SO--, mediante métodos bien conocidos en la técnica. También se puede utilizar la
sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia de consenso por un D-aminoacido del mismo
tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina), para generar péptidos mas estables. Ademas, se pueden generar
péptidos forzados que comprendan una secuencia de consenso o una variacion de secuencia de consenso
sustancialmente idéntica, mediante métodos conocidos en la técnica [Rizo y Gierasch, Ann. Rev. Biochem. 61: 387
(1992), incorporado en esta memoria por referencia], por ejemplo, afiadiendo restos de cisteina internos capaces de
formar puentes disulfuro intramoleculares que producen la ciclacién del péptido.

Una "variante" de un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) comprende una secuencia de aminoacidos en donde
uno o0 mas restos de aminoacido han sido insertados en, suprimidos de y/o sustituidos en, la secuencia de
aminoacidos con respecto a otra secuencia polipeptidica. Las variantes de la invencién incluyen proteinas de fusion.

Un "derivado" de un polipéptido es un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo) que ha sido quimicamente modificado
por medio de, por ejemplo, conjugacién con otro componente quimico (tal como, por ejemplo, polietilenglicol o
albumina, por ejemplo, albumina sérica humana), fosforilacion y glicosilacion. A menos que se indique otra cosa, el
término "anticuerpo” incluye, ademas de anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas de longitud completa y
dos cadenas ligeras de longitud completa, derivados, variantes, fragmentos y muteinas de los mismos, ejemplos de
los cuales se describen mas adelante.

Una "proteina ligante de antigeno" es una proteina que comprende una porcidon que se une a un antigeno vy,
opcionalmente, una porcion de andamio o armazén que permite que la porcién ligante de antigeno adopte una
conformaciéon que promueve la uniéon de la proteina ligante de antigeno al antigeno. Los ejemplos de proteinas
ligantes de antigeno incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, una porcion ligante de antigeno
de un anticuerpo), derivados de anticuerpo y compuestos analogos de anticuerpo. La proteina ligante de antigeno
puede comprender, por ejemplo, un andamio artificial o andamio proteico alternativo con CDRs o derivados de CDR
injertados. Dichos andamios incluyen, pero no se limitan a, andamios derivados de anticuerpo que comprenden
mutaciones introducidas para, por ejemplo, estabilizar la estructura tridimensional de la proteina ligante de antigeno,
asi como andamios totalmente sintéticos que comprenden, por ejemplo, un polimero biocompatible. Véanse, por
ejemplo, Korndorfer et al., 2003, "Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, volumen 53, publicacion 1: 121-
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129, y Roque et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20: 639-654. Ademas, se pueden usar miméticos peptidicos de
anticuerpo (PAMs; del inglés, peptide antibody mimetics) asi como andamios basados en miméticos de anticuerpo
que utilizan componentes de unién a fibronectina como un andamio.

Una proteina ligante de antigeno puede tener, por ejemplo, la estructura de una inmunoglobulina presente en la
naturaleza. Una "inmunoglobulina" es una molécula tetramera. En una inmunoglobulina presente en la naturaleza,
cada tetramero estd compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena
"ligera" (de aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" (de aproximadamente 50-70 kDa). La porcién amino-
terminal de cada cadena incluye una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos,
esencialmente responsable del reconocimiento antigénico. La porcidn carboxilo-terminal de cada cadena de cine una
region constante esencialmente responsable de la funcion efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican en
cadenas ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican en mu, delta, gamma, alfa y épsilon, y definen
el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. Dentro de las cadenas ligeras y pesadas,
las regiones variables y constantes estan unidas por una regién "J" de aproximadamente 12 o mas aminoécidos,
incluyendo también la cadena pesada una regién "D" de aproximadamente 10 o mas aminoacidos. Véase, en
general, "Fundamental Immunology", capitulo 7 [redactado por W. Paul, 22 edicién, Raven Press, New York (1989)].
Las regiones variables de cada par de cadenas ligera/pesada forman el sitio ligante del anticuerpo, de modo que una
inmunoglobulina intacta tiene dos sitios ligantes.

Las regiones variables de cadenas inmunoglobulinicas presentes en la naturaleza presentan la misma estructura
general de regiones de armazon (FR) relativamente conservadas unidas por tres regiones hipervariables, también
llamadas regiones determinantes de la complementariedad o CDRs. Del extremo N al extremo C, tanto las cadenas
ligeras como las pesadas comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion de
aminoacidos a cada dominio es de acuerdo con las definiciones de Kabat et al. en Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicién, US Dept. of Health and Human Services, PHS, NIH, Publicacién n°® 91-3242 del
NIH, 1991. Otros sistemas de numeracién para los aminoacidos de cadenas de inmunoglobulinas incluyen IMGT® (el
sistema de informacién internacional ImMunoGeneTics; Lefranc et al., Dev. Comp. Immunol. 29: 185-203, 2005) y
AHo (Honegger y Pluckthun, J. Mol. Biol. 309 (3): 657-670, 2001).

Se pueden obtener anticuerpos de fuentes, tales como suero y plasma, que contienen inmunoglobulinas que tienen
una especificidad antigénica variada. Si dichos anticuerpos son sometidos a purificacion por afinidad, pueden ser
enriquecidos en cuanto a una especificidad antigénica concreta. Dichas preparaciones de anticuerpos enriquecidas
estan normalmente compuestas de menos de aproximadamente un 10% de anticuerpo que tiene actividad ligante
especifica hacia el antigeno concreto. El sometimiento de estas preparaciones a varios ciclos de purificacion por
afinidad puede aumentar la proporciéon del anticuerpo que tiene actividad ligante especifica hacia el antigeno. A los
anticuerpos preparados de esta manera se hace a menudo referencia como "monoespecificos". Las preparaciones
de anticuerpos monoespecificos pueden estar compuestas de aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99% 0 99,9% de un anticuerpo que tiene actividad ligante especifica hacia el
antigeno concreto.

Un "anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta o a una porcién ligante de antigeno de la misma que
compite con el anticuerpo intacto por la unién especifica, a menos que se especifique otra cosa. Se pueden producir
porciones ligantes de antigeno mediante técnicas de DNA recombinante o mediante la escision enzimatica o quimica
de anticuerpos intactos. Las porciones ligantes de antigeno incluyen, inter alia, Fab, Fab', F(ab'),, Fv, anticuerpos de
dominio (dAbs; del inglés, domain antibodies), y fragmentos de region determinante de la complementariedad
(CDR), anticuerpos de cadena unica (scFv; del inglés, single-chain Fv), anticuerpos quiméricos, diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos, y polipéptidos que contienen al menos una porcién de una inmunoglobulina que es
suficiente para conferir una unién antigénica especifica al polipéptido.

Un fragmento Fab es un fragmento monovalente que tiene los dominios V|, Vy, C. y Cn1; un fragmento F(ab'); es un
fragmento bivalente que tiene dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; un fragmento
Fd tiene los dominios Vi y Cn1; un fragmento Fv tiene los dominios V. y V4 de un solo brazo de un anticuerpo; y un
fragmento dAb tiene un dominio Vy, un dominio V|, o un fragmento ligante de antigeno de un dominio V4 o V|
(Patentes de EE.UU. numeros 6.846.634 y 6.696.245, Publicaciones de Solicitud de EE.UU. numeros 05/0202512,
04/0202995, 04/0038291, 04/0009507 y 03/0039958, Ward et al., Nature 341: 544-546, 1989).

Un anticuerpo de cadena unica (scFv) es un anticuerpo en que una regioén V_ y una region Vy estan unidas por
medio de un conector (por ejemplo, una secuencia sintética de restos de aminoacido) para formar una cadena
proteica continua en donde el conector es lo suficientemente largo para permitir que la cadena proteica se pliegue
sobre si misma y forme un sitio ligante de antigeno monovalente (véanse, por ejemplo, Bird et al., 1988, Science
242: 423-26, y Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-83). Los diacuerpos son anticuerpos
bivalentes que comprenden dos cadenas polipeptidicas, en donde cada cadena polipeptidica comprende dominios
Vu y VL unidos por un conector que es demasiado corto para permitir el apareamiento entre dos dominios de la
misma cadena, lo que permite que cada dominio se aparee con un dominio complementario de otra cadena
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polipeptidica (véanse, por ejemplo, Holliger et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-48, y Poljak et al., 1994,
Structure 2: 1121-23). Si las dos cadenas polipeptidicas de un diacuerpo son idénticas, un diacuerpo que resulte de
su apareamiento tendra entonces dos sitios ligantes de antigeno idénticos. Se pueden usar cadenas polipeptidicas
que tengan secuencias diferentes para preparar un diacuerpo con dos sitios ligantes de antigeno diferentes.
Similarmente, los tricuerpos y tetracuerpos son anticuerpos que comprenden tres y cuatro cadenas polipeptidicas,
respectivamente, y que forman tres y cuatro sitios ligantes de antigeno, respectivamente, que pueden ser iguales o
diferentes.

Se pueden identificar regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) y regiones de armazén (FR) de un
anticuerpo dado utilizando el sistema descrito por Kabat et al., supra, Lefranc et al., supra, y/o Honegger y
Pluckthun, supra. Se pueden incorporar uno o mas CDRs a una molécula, covalente o no covalentemente, para
convertirla en una proteina ligante de antigeno. Una proteina ligante de antigeno puede llevar incorporada(s) la(s)
CDR(s) como parte de una cadena polipeptidica mas grande, puede llevar unida(s) covalentemente la(s) CRD(s) a
otra cadena polipeptidica, o puede llevar incorporada(s) la(s) CDR(s) no covalentemente. Las CDRs permiten que la
proteina ligante de antigeno se una especificamente a un antigeno de interés concreto.

Una proteina ligante de antigeno puede tener uno o mas sitios ligantes. Si hay mas de un sitio ligante, los sitios
ligantes pueden ser idénticos entre si o pueden ser diferentes. Por ejemplo, una inmunoglobulina humana presente
en la naturaleza tiene tipicamente dos sitios ligantes idénticos, mientras que un anticuerpo "biespecifico" o
"bifuncional” tiene dos sitios ligantes diferentes.

La expresion "anticuerpo humano" incluye todos los anticuerpos que tienen una o mas regiones variables y
constantes derivadas de secuencias inmunoglobulinicas humanas. En una realizacién, todos los dominios variables
y constantes proceden de secuencias inmunoglobulinicas humanas (un anticuerpo completamente humano). Estos
anticuerpos se pueden preparar de diversas maneras, ejemplos de las cuales se describen mas adelante,
incluyendo por medio de la inmunizacién, con un antigeno de interés, de un ratén que ha sido genéticamente
modificado para que exprese anticuerpos derivados de genes que codifican cadenas pesadas y/o ligeras humanas.

Un anticuerpo humanizado tiene una secuencia que difiere de la secuencia de un anticuerpo procedente de una
especie no humana en una o mas sustituciones, supresiones y/o adiciones de aminoacidos, por lo que es menos
probable que el anticuerpo humanizado induzca una respuesta inmune y/o el anticuerpo humanizado induce una
respuesta inmune menos intensa, en comparacion con el anticuerpo de especie no humana, cuando se administra a
un sujeto humano. En una realizacién, se mutan ciertos aminoacidos del armazén y los dominios constantes de las
cadenas pesadas y/o ligeras del anticuerpo de especie no humana, para producir el anticuerpo humanizado. En otra
realizacion, se fusiona(n) el(los) dominio(s) constante(s) de un anticuerpo humano con el(los) dominio(s) variable(s)
de una especie no humana. En otra realizacion, se cambian uno o mas restos de aminoacido en una o mas
secuencias de CDR de un anticuerpo no humano para reducir la probable inmunogenicidad del anticuerpo no
humano cuando se administra a un sujeto humano, en donde los restos de aminoacido cambiados no son criticos
para la unién inmunoespecifica del anticuerpo con su antigeno, o los cambios que se hacen en la secuencia de
aminoacidos son cambios conservativos, de modo que la unién del anticuerpo humanizado con el antigeno no es
significativamente peor que la unién del anticuerpo no humano con el antigeno. En las Patentes de EE.UU. numeros
6.054.297, 5.886.152 y 5.877.293 se pueden encontrar ejemplos de como preparar anticuerpos humanizados.

La expresion "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo que contiene una o mas regiones de un anticuerpo y
una o mas regiones de uno o mas anticuerpos distintos. En una realizacién, una o mas de las CDRs proceden de un
anticuerpo humano anti-PAR-2. En otra realizacion, todas las CDRs proceden de un anticuerpo humano anti-PAR-2.
En otra realizacion, las CDRs de mas de un anticuerpo humano anti-PAR-2 se mezclan y encajan en un anticuerpo
quimérico. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede comprender una CDR1 de la cadena ligera de un primer
anticuerpo humano anti-PAR-2, una CDR2 y una CDR3 de la cadena ligera de un segundo anticuerpo humano anti-
PAR-2, y las CDRs de la cadena pesada de un tercer anticuerpo anti-PAR-2. Otras combinaciones son posibles y
estan incluidas dentro de las realizaciones de la invencion.

Ademas, las regiones de armazon pueden proceder de uno de los mismos anticuerpos anti-PAR-2, de uno o mas
anticuerpos diferentes, tal como un anticuerpo humano, o de un anticuerpo humanizado. En un ejemplo de un
anticuerpo quimérico, una porciéon de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homodloga a, o procede de, un
anticuerpo de una especie particular o que pertenece a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que
el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homdlogo a, o procede de, un(os) anticuerpo(s) de otra especie o que
pertenece(n) a otra clase o subclase de anticuerpo. También se incluyen fragmentos de dichos anticuerpos que
presentan la deseada actividad bioldgica (es decir, la capacidad para unirse especificamente a PAR-2). Véanse, por
ejemplo, la Patente de EE.UU. n°® 4.816.567, y Morrison, 1985, Science 229: 1202-07.

Un "anticuerpo neutralizante" o un "anticuerpo inhibitorio" es un anticuerpo que inhibe la activacion proteolitica de
PAR-2 cuando un exceso del anticuerpo anti-PAR-2 reduce la cantidad de activacion en al menos aproximadamente
20% al utilizar un ensayo tal como el descrito en los Ejemplos de esta memoria. En diversas realizaciones, la
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proteina ligante de antigeno reduce la cantidad de activacion proteolitica de PAR-2 en al menos 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99% y 99,9%.

Quienes tienen una experiencia normal en la técnica pueden preparar facilmente fragmentos o compuestos analogos
de anticuerpos siguiendo las ensefianzas de esta memoria descriptiva y usando técnicas bien conocidas en este
campo técnico. Los extremos amino y carboxilo preferidos de fragmentos o compuestos analogos se presentan
cerca de los limites de dominios funcionales. Se pueden identificar dominios estructurales y funcionales por
comparacion de los datos de secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos con bases de datos secuenciales publicas
o privadas. Se pueden utilizar métodos de comparacién informaticos para identificar motivos secuenciales o
dominios previstos de conformacion proteica que se presentan en otras proteinas de estructura y/o funcion
conocidas. Se conocen métodos para identificar secuencias proteicas que se pliegan en una estructura
tridimensional conocida. Véase, por ejemplo, Bowie et al., 1991, Science 253: 164.

Un "anticuerpo con CDR injertada” es un anticuerpo que comprende una o mas CDRs procedentes de un anticuerpo
de una especie o isotipo particular, y el armazoén de otro anticuerpo de igual o diferente especie o isotipo.

Un "anticuerpo multiespecifico” es un anticuerpo que reconoce mas de un epitopo en uno o mas antigenos. Una
subclase de este tipo de anticuerpo es un "anticuerpo biespecifico" que reconoce dos epitopos distintos en
antigenos iguales o diferentes.

Una proteina ligante de antigeno "se une especificamente" a un antigeno (por ejemplo, PAR-2 humano) si se une al
antigeno con una constante de disociacion de 1 nanomolar o menos.

Un "dominio ligante de antigeno”, "region ligante de antigeno" o "sitio ligante de antigeno" es una porcién de una
proteina ligante de antigeno que contiene restos de aminoacido (u otros componentes) que interaccionan con un
antigeno y contribuyen a la especificidad y afinidad de la proteina ligante de antigeno por el antigeno. Para un
anticuerpo que se une especificamente a su antigeno, esto incluira al menos parte de al menos uno de sus dominios
CDR.

Un "epitopo" es la porcién de una molécula a la que se une una proteina ligante de antigeno (por ejemplo, un
anticuerpo). Un epitopo puede comprender porciones no contiguas de la molécula (por ejemplo, en un polipéptido,
restos de aminoacido que no son contiguos en la secuencia primaria del polipéptido pero que, en el contexto de las
estructuras terciaria y cuaternaria del polipéptido, estan lo suficientemente cerca entre si para que a ellos se una a
una proteina ligante de antigeno).

El "porcentaje de identidad" de dos secuencias polinucleotidicas o dos secuencias polipeptidicas se determina
comparando las secuencias usando el programa informatico GAP [una parte del GCG Wisconsin Package, version
10.3 (Accelrys, San Diego, California)], utilizando sus parametros por omision.

Las expresiones "polinucleétido”, "oligonucleétido" y "acido nucleico” se usan indistintamente en esta memoria e
incluyen moléculas de DNA (por ejemplo, cDNA o DNA gendmico), moléculas de RNA (por ejemplo, mRNA),
compuestos analogos del DNA o RNA generados usando compuestos nucleotidicos analogos (por ejemplo, acidos
nucleicos peptidicos y compuestos nucleotidicos analogos que no se presentan en la naturaleza), e hibridos de los
mismos. La molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o cadena doble. En una realizacion, las
moléculas de acido nucleico de la invencién comprenden un marco de lectura abierto contiguo que codifica un
anticuerpo, o un fragmento, derivado, muteina o variante del mismo, de la invencién.

Dos polinucleétidos de cadena sencilla son uno "el complemento" del otro si sus secuencias se pueden alinear en
una orientacion antiparalela de modo que cada nucledtido de un polinucledtido esté enfrente de su nucledtido
complementario del otro polinucledtido, sin la introduccion de huecos y sin nucledtidos desapareados en el extremo
5' 0 3' de cada secuencia. Un polinucledétido es "complementario” de otro polinucleétido si los dos polinucleétidos se
pueden hibridar entre si bajo condiciones moderadamente rigurosas. De este modo, un polinucledtido puede ser
complementario de otro polinucleétido sin ser su complemento.

Un "vector" es un acido nucleico que se puede utilizar para introducir en una célula otro acido nucleico unido a él. Un
tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a una molécula de DNA lineal o circular de cadena doble a la que se
pueden ligar segmentos de &cido nucleico adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico (por ejemplo,
retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados, defectuosos en cuanto a la replicacion), en cuyo genoma virico se
pueden introducir segmentos de DNA adicionales. Ciertos vectores son capaces de replicacién auténoma en una
célula huésped en la cual se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que comprenden un origen de replicacion
bacteriano y vectores episomales de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamifero)
se integran en el genoma de una célula huésped tras su introduccion en la célula huésped, y se replican por ello
junto con el genoma del huésped. Un "vector de expresion” es un tipo de vector que puede dirigir la expresién de un
polinucleétido escogido.
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Una secuencia nucleotidica esta "operativamente unida" a una secuencia regulatoria si la secuencia regulatoria
afecta a la expresion (por ejemplo, el nivel, la regulacién temporal o la posicidon de la expresion) de la secuencia
nucleotidica. Una "secuencia regulatoria” es un acido nucleico que afecta a la expresion (por ejemplo, el nivel, la
regulacion temporal o la posicion de la expresion) de un acido nucleico al cual esta operativamente unida. Por
ejemplo, la secuencia regulatoria puede ejercer sus efectos directamente sobre el acido nucleico regulado, o a
través de la accion de una o mas moléculas distintas (por ejemplo, polipéptidos que se unen a la secuencia
regulatoria y/o el acido nucleico). Los ejemplos de secuencias regulatorias incluyen promotores, potenciadores y
otros elementos de control de la expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilacién). En, por ejemplo, Goeddel,
1990, "Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California, y Baron
et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23: 3605-06, se describen otros ejemplos de secuencias regulatorias.

Una "célula huésped" es una célula que se puede utilizar para que se exprese un acido nucleico, por ejemplo, un
acido nucleico de la invencion. Una célula huésped puede ser un procarionte, por ejemplo, E. coli, o puede ser un
eucarionte, por ejemplo, un eucarionte unicelular (por ejemplo, una levadura u otro hongo), una célula vegetal (por
ejemplo, una célula vegetal de tabaco o tomate), una célula animal (por ejemplo, una célula humana, una célula de
mono, una célula de hamster, una célula de rata, una célula de ratén o una célula de insecto) o un hibridoma. Los
ejemplos de células huésped incluyen la linea COS-7 de células renales de mono (ATCC CRL 1651) (véase
Gluzman et al., 1981, Cell 23: 175), células L, células C127, células 3T3 (ATCC CCL 163), células de ovario de
hamster chino (CHO; del inglés, Chinese hamster ovary) o sus derivados tales como Veggie CHO vy lineas celulares
relacionadas que crecen en medios exentos de suero (véase Rasmussen et al., 1998, Cytotechnology 28: 31) o la
cepa DX-B11 de CHO, que es deficiente en DHFR (véase Urlaub et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci USA 77: 4216-
20), células Hela, lineas celulares BHK (ATCC CRL 10), la linea celular CV1/EBNA derivada de la linea celular CV1
de rifidn de mono verde africano (ATCC CCL 70) (véase McMahan et al., 1991, EMBO J. 10: 2821), células renales
embrionarias humanas tales como 293, 293 EBNA y MSR 293, células epidérmicas humanas A431, células Colo205
humanas, otras lineas celulares de primate transformadas, células diploides normales, cepas celulares derivadas del
cultivo in vitro de tejido primario, explantes primarios, y células HL-60, U937, HaK y Jurkat. Tipicamente, una célula
huésped es una célula cultivada que puede ser transformada o transfectada con un acido nucleico que codifica un
polipéptido, el cual se puede luego expresar en la célula huésped. La frase "célula huésped recombinante" se puede
utilizar para significar una célula huésped que ha sido transformada o transfectada con un acido nucleico que se va a
expresar. Una célula huésped puede ser también una célula que comprenda el acido nucleico pero no lo exprese en
un nivel deseado a menos que se introduzca una secuencia regulatoria en la célula huésped para que llegue a
unirse operativamente con el acido nucleico. Se entiende que la expresion "célula huésped" se refiere no sélo a la
célula objetivo particular sino también a la progenie o potencial progenie de dicha célula. Puesto que se pueden
producir ciertas modificaciones en las generaciones sucesivas debido a, por ejemplo, una mutacién o influencia
ambiental, puede que, en realidad, dicha progenie no sea idéntica a la célula originaria, pero esta aun incluida dentro
del alcance de la expresién como se usa en esta memoria.

PAR-2

Como se discutié previamente, el PAR-2 es un miembro de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G,
de siete dominios transmembranales; la activacion se inicia por escisién proteolitica del extremo N para formar un
ligando atado. En las ID. SEC. numeros 1 y 2 se muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos del PAR-2
humano; la secuencia de aminoacidos del PAR-2 de ratén se muestra en la ID. SEC. n° 3 y la del PAR-2 de rata se
muestra en la ID. SEC. n° 4. La escision proteolitica produce la forma activa de este receptor, a la que en esta
memoria se hace referencia indistintamente como PAR-2 "escindido" o "recortado".

Proteinas ligantes de antigeno

La presente invencion proporciona proteinas ligantes de antigeno (por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, derivados de anticuerpo, muteinas de anticuerpo y variantes de anticuerpo) que se unen al PAR-2
humano no escindido y se unen en menor grado al PAR-2 humano escindido.

Las proteinas ligantes de antigeno de acuerdo con la presente invencion incluyen proteinas ligantes de antigeno que
inhiben una actividad bioldgica de PAR-2. Los ejemplos de tales actividades bioldgicas incluyen la activacion de vias
de transduccién de sefiales comunes mediadas por receptores acoplados a proteinas G, tales como la produccion
de inositol 1,4,5-trifosfato y la movilizacién de Ca(2+), y la activaciéon de multiples vias de cinasas, incluyendo ERK,
p38MAPK, JNK e IKK. Otras actividades biolégicas incluyen las mediadas por PAR-2 in vivo, tales como la
respuesta a traumas e inflamaciones; en particular, el PAR-2 esta implicado en los sistemas cardiovascular,
pulmonar y gastrointestinal, donde controla la inflamacion y la nocicepcién (percepcion de dolor). La activaciéon de
PAR-2 también desempefia un papel en la respuesta inflamatoria, cuya activacion cronica puede conducir a estados
morbosos.

Diferentes proteinas ligantes de antigeno se pueden unir a diferentes dominios o epitopos de PAR-2 o actuar
mediante diferentes mecanismos de accién. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, proteinas ligantes de
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antigeno que interfieren en la activacion proteolitica de PAR-2 o que inhiben la transduccion de sefiales. El sitio de
accion puede ser, por ejemplo, intracelular (por ejemplo, al interferir en una cascada de sefalizacion intracelular) o
extracelular. No es necesario que una proteina ligante de antigeno inhiba completamente la actividad inducida por
PAR-2 para resultar util en la presente invencion; en lugar de ello, también se consideran utiles las proteinas ligantes
de antigeno que reducen una actividad particular de PAR-2 (las discusiones de esta memoria en cuanto a
mecanismos particulares de accion de las proteinas ligantes de antigeno ligantes de PAR-2 en el tratamiento de
enfermedades particulares son solo ilustrativas, y los métodos presentados en esta memoria no estan vinculados a
ellas).

Otros derivados de anticuerpos anti-PAR-2 dentro del alcance de esta invencion incluyen productos de conjugacion
covalentes o agregativos de anticuerpos anti-PAR-2, o fragmentos de los mismos, con otras proteinas o
polipéptidos, tal como por expresion de proteinas de fusién recombinantes que comprenden polipéptidos heterélogos
fusionados con el extremo N o el extremo C de un anticuerpo polipeptidico anti-PAR-2. Por ejemplo, el péptido
conjugado puede ser un polipéptido sefial (o lider) heterdlogo, por ejemplo, el lider del factor alfa de levadura, o un
péptido tal como una etiqueta epitdpica. Las proteinas de fusién que contienen proteina ligante de antigeno pueden
comprender péptidos afadidos para facilitar la purificaciéon o identificacion de la proteina ligante de antigeno (por
ejemplo, poli-His). Una proteina ligante de antigeno puede estar también unida al péptido FLAG® Asp-Tyr-Lys-Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys (DYKDDDDK) (ID. SEC. n° 7), como se describe en Hopp et al., Bio/Technology 6: 1204, 1988, y
en la Patente de EE.UU. n° 5.011.912. El péptido FLAG® es muy antigénico y proporciona un epitopo al que se une
reversiblemente un anticuerpo monoclonal (mAb; del inglés, monoclonal antibody) especifico, lo que permite un
rapido ensayo y una facil purificacion de la proteina recombinante expresada. Se dispone comercialmente (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri) de reactivos utiles para preparar proteinas de fusion en las que esté fusionado el péptido
FLAG® con un polipéptido dado.

Se pueden emplear oligdmeros que contengan una o mas proteinas ligantes de antigeno, como antagonistas de
PAR-2. Los oligdmeros pueden estar en forma de dimeros, trimeros u oligdmeros superiores, covalentemente
enlazados o no covalentemente enlazados. Se contemplan para uso los oligdmeros que comprenden dos o mas
proteinas ligantes de antigeno, siendo un ejemplo un homodimero. Otros oligémeros incluyen heterodimeros,
homotrimeros, heterotrimeros, homotetrameros, heterotetrameros, etc.

Una realizacién se dirige a oligdmeros que comprenden multiples proteinas ligantes de antigeno unidas por medio
de interacciones covalentes o no covalentes entre componentes peptidicos fusionados con las proteinas ligantes de
antigeno. Dichos péptidos pueden ser conectores (espaciadores) peptidicos o péptidos que tienen la propiedad de
promover la oligomerizacion. Las cremalleras de leucina y ciertos polipéptidos derivados de anticuerpos estan entre
los péptidos que pueden promover la oligomerizacién de proteinas ligantes de antigeno fijadas a los mismos, como
se describe mas adelante con mayor detalle.

En realizaciones particulares, los oligdmeros comprenden de dos a cuatro proteinas ligantes de antigeno. Las
proteinas ligantes de antigeno del oligémero pueden estar en cualquier forma, tal como cualquiera de las formas
anteriormente descritas, por ejemplo, variantes o fragmentos. Preferiblemente, los oligdmeros comprenden proteinas
ligantes de antigeno que tienen actividad ligante de PAR-2.

En una realizacion, se prepara un oligdmero usando polipéptidos derivados de inmunoglobulinas. La preparacion de
proteinas de fusion que comprenden ciertos polipéptidos heterdlogos fusionados con diversas porciones de
polipéptidos derivados de anticuerpos (incluyendo el dominio Fc) ha sido descrita, por ejemplo, por Ashkenazi et al.,
1991, PNAS USA 88: 10.535; Byrn et al., 1990, Nature 344: 677; y Hollenbaugh et al., 1992, "Construction of
Immunoglobulin Fusion Proteins" en Current Protocols in Immunology, suplemento 4, paginas 10.19.1-10.19.11.

Una realizacién de la presente invencion se dirige a un dimero que comprende dos proteinas de fusion creadas al
fusionar un fragmento ligante de PAR-2 de un anticuerpo anti-PAR-2 con la regién Fc de un anticuerpo. El dimero
puede ser preparado, por ejemplo, insertando en un vector de expresion apropiado una fusioén génica que codifica la
proteina de fusion, haciendo que se exprese la fusién génica en células huésped transformadas con el vector de
expresion recombinante, y dejando que la proteina de fusién expresada se ensamble igual que moléculas de
anticuerpo, con lo cual se forman enlaces disulfuro intercatenarios entre los componentes de Fc para producir el
dimero.

La expresion "polipéptido de Fc", como se usa en esta memoria, incluye formas nativas y muteinicas de polipéptidos
derivados de la region Fc de un anticuerpo. También se incluyen formas truncadas de dichos polipéptidos que
contienen la region bisagra que promueve la dimerizacion. Las proteinas de fusiéon que comprenden componentes
de Fc (y los oligémeros formados a partir de ellas) presentan la ventaja de una facil purificacion por cromatografia de
afinidad en columnas de proteina A o proteina G.

Un polipéptido de Fc adecuado, descrito en la solicitud PCT WO 93/10151, es un polipéptido de cadena sencilla que
se extiende desde la regién bisagra N-terminal hasta el extremo C nativo de la regiéon Fc de un anticuerpo 1gG1
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humano. Otro polipéptido de Fc util es la muteina de Fc descrita en la Patente de EE.UU. n°® 5.457.035 y en Baum et
al., 1994, EMBO J. 13: 3992-4001. La secuencia de aminoacidos de esta muteina es idéntica a la de la secuencia de
Fc nativa presentada en el documento WO 93/10151 salvo por que el aminoacido 19 ha sido cambiado de Leu a Ala,
el aminoacido 20 ha sido cambiado de Leu a Glu, y el aminoacido 22 ha sido cambiado de Gly a Ala. La muteina
presenta una afinidad reducida por receptores de Fc.

En otras realizaciones, la porcion variable de las cadenas pesadas y/o ligeras de un anticuerpo anti-PAR-2 puede
sustituir a la porcion variable de una cadena pesada y/o ligera de anticuerpo.

Alternativamente, el oligdmero es una proteina de fusiéon que comprende multiples proteinas ligantes de antigeno,
con o sin conectores peptidicos (péptidos espaciadores). Entre los conectores peptidicos adecuados estan los
descritos en las Patentes de EE.UU. nimeros 4.751.180 y 4.935.233.

Otro método para preparar proteinas oligdmeras ligantes de antigeno implica el uso de una cremallera de leucina.
Los dominios de cremallera de leucina son péptidos que promueven la oligomerizacion de las proteinas en que se
hallan. Las cremalleras de leucina fueron originalmente identificadas en varias proteinas ligantes de DNA
(Landschulz et al., 1988, Science 240: 1759), y desde entonces han sido halladas en una diversidad de diferentes
proteinas. Entre las cremalleras de leucina conocidas estan péptidos presentes en la naturaleza y derivados de los
mismos que se dimerizan o trimerizan. En la solicitud PCT WO 94/10308 se describen ejemplos de dominios de
cremallera de leucina adecuados para producir proteinas oligdmeras solubles, y en Hoppe et al., 1994, FEBS Letters
344: 191, se describe la cremallera de leucina derivada de la proteina D tensioactiva (SPD; del inglés, surfactant
protein D) de pulmén. En Fanslow et al., 1994, Semin. Immunol. 6: 267-78, se describe el uso de una cremallera de
leucina modificada que permite una trimerizacion estable de una proteina heterdloga fusionada con ella. En un
planteamiento, se expresan proteinas de fusion recombinantes que comprenden un fragmento o derivado de
anticuerpo anti-PAR-2 fusionado con un péptido de cremallera de leucina, en células huésped adecuadas, y se
recuperan del sobrenadante del cultivo los fragmentos o derivados oligdmeros solubles de anticuerpo anti-PAR-2
que se forman.

En un aspecto, la presente invencién proporciona proteinas ligantes de antigeno que interfieren en la activacion
proteolitica de un PAR-2. Dichas proteinas ligantes de antigeno pueden ser preparadas contra PAR-2, o un
fragmento, variante o derivado del mismo, y son exploradas en ensayos convencionales en cuanto a la capacidad
para interferir en la activacion proteolitica de PAR-2. Son ejemplos de ensayos adecuados los ensayos en que se
examinan las proteinas ligantes de antigeno en cuanto a la capacidad para inhibir la activacién proteolitica de
células que expresan PAR-2, o se examinan proteinas ligantes de antigeno en cuanto a la capacidad para reducir
una respuesta biolégica o celular que resulta de la activacion proteolitica de receptores PAR-2 de la superficie
celular. Ensayos adicionales en que se examinan las proteinas ligantes de antigeno incluyen aquellos en que se
compara cualitativa o cuantitativamente la uniéon de una proteina ligante de antigeno con un polipéptido PAR-2 no
escindido de longitud completa, con la uniéon de aquélla con un polipéptido PAR-2 proteoliticamente escindido, varios
ejemplos de los cuales se describe en esta memoria.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una proteina ligante de antigeno que presenta selectividad de
especie. En una realizacion, la proteina ligante de antigeno se une a uno o mas PAR-2 de mamifero, por ejemplo, a
PAR-2 humano y uno o mas de PAR-2 de ratdn, rata, cobayo, hamster, jerbo, gato, conejo, perro, cabra, oveja,
vaca, caballo, camello y primate no humano. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno se une a uno o mas
PAR-2 de primate, por ejemplo, a PAR-2 humano y uno o mas de PAR-2 de macaco cangrejero, titi, macaco rhesus
y chimpancé. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno se une especificamente a PAR-2 de ser humano,
macaco cangrejero, titi, macaco rhesus o chimpancé. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno no se une a
uno o mas de PAR-2 de ratén, rata, cobayo, hamster, jerbo, gato, conejo, perro, cabra, oveja, vaca, caballo, camello
y primate no humano. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno no se une a una especie de mono del
Nuevo Mundo, tal como un titi.

En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno no presenta unién especifica con ninguna proteina presente en la
naturaleza que no sea PAR-2. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno no presenta unién especifica con
ninguna proteina presente en la naturaleza que no sea PAR-2 de mamifero. En otra realizacion, la proteina ligante
de antigeno no presenta union especifica con ninguna proteina presente en la naturaleza que no sea PAR-2 de
primate. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno no presenta unién especifica con ninguna proteina
presente en la naturaleza que no sea PAR-2 humano. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno se une
especificamente a PAR-2 de ratdn, rata, macaco cangrejero y ser humano. En otra realizacion, la proteina ligante de
antigeno se une especificamente a PAR-2 de ratdn, rata, macaco cangrejero y ser humano con una afinidad ligante
similar. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno bloquea la unién de la activacion proteolitica de PAR-2 de
raton, rata, macaco cangrejero y ser humano. En otra realizacién, la proteina ligante de antigeno tiene una ICs
similar sobre PAR-2 de ratdn, rata, macaco cangrejero y ser humano en un ensayo de movilizaciéon de ca®".

Se puede determinar la selectividad de una proteina ligante de antigeno hacia un PAR-2 usando métodos bien
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conocidos en la técnica y siguiendo las ensefianzas de la memoria descriptiva. Por ejemplo, se puede determinar la
selectividad usando transferencia Western, FACS, ELISA o RIA.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2 (por
ejemplo, un anticuerpo anti-PAR-2), que tiene una o mas de las caracteristicas siguientes: se une tanto a PAR-2
humano como a PAR-2 murino, inhibe la activacién proteolitica de PAR-2 humano, inhibe la activacién proteolitica
de PAR-2 murino, se une a, o cerca de, el sitio de escision proteolitica de PAR-2, y causa una infrarregulacion
relativamente pequeia del PAR-2 expresado en la superficie celular.

Se pueden producir fragmentos ligantes de antigeno de proteinas ligantes de antigeno de la invencion mediante
técnicas convencionales. Los ejemplos de tales fragmentos incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fab y F(ab')..
También se contemplan fragmentos y derivados de anticuerpo producidos mediante técnicas de ingenieria genética.

Realizaciones adicionales incluyen anticuerpos quiméricos, por ejemplo, versiones humanizadas de anticuerpos
monoclonales no humanos (por ejemplo, murinos). Dichos anticuerpos humanizados pueden ser preparados
mediante técnicas conocidas y presentan la ventaja de una inmunogenicidad reducida cuando se administran los
anticuerpos a seres humanos. En una realizacion, un anticuerpo monoclonal humanizado comprende el dominio
variable de un anticuerpo murino (o todo, o parte de, el sitio ligante de antigenos del mismo) y un dominio constante
derivado de un anticuerpo humano. Alternativamente, un fragmento de anticuerpo humanizado puede comprender el
sitio ligante de antigenos de un anticuerpo monoclonal murino y un fragmento de dominio variable (que carece del
sitio ligante de antigenos) derivado de un anticuerpo humano. Los procedimientos para la produccién de anticuerpos
monoclonales quiméricos y ademas manipulados incluyen los descritos en Riechmann et al., 1988, Nature 332: 323,
Liu et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439, Larrick et al., 1989, Bio/Technology 7: 934, y Winter et al.,
1993, TIPS 14: 139. En una realizacién, el anticuerpo quimérico es un anticuerpo con CDR injertado. En, por
ejemplo, la Solicitud de Patente de EE.UU. n® 10/194.975 (publicada el 27 de febrero de 2003), las Patentes de
EE.UU. nimeros 5.869.619, 5.225.539, 5.821.337 y 5.859.205, Padlan et al., 1995, FASEB J. 9: 133-39, y Tamura et
al., 2000, J. Immunol. 164: 1432-41, se discuten técnicas para humanizar anticuerpos.

Se han desarrollado procedimientos para generar anticuerpos humanos o parcialmente humanos en animales no
humanos. Por ejemplo, se han preparado ratones en que uno 0 mas genes inmunoglobulinicos enddgenos han sido
inactivados por diversos medios. Se han introducido genes inmunoglobulinicos humanos en los ratones para sustituir
a los genes de raton inactivados. Los anticuerpos producidos en el animal llevan incorporadas cadenas
polipeptidicas de inmunoglobulina humana codificadas por el material genético humano introducido en el animal. En
una realizacion, se inmuniza un animal no humano, tal como un ratén transgénico, con un polipéptido de PAR-2 para
que se generen en el animal anticuerpos dirigidos contra el polipéptido de PAR-2. Un ejemplo de un inmundgeno
adecuado es un PAR-2 humano soluble, tal como un polipéptido que comprende el sitio de escisién proteolitica de
PAR-2, u otro fragmento inmunogénico de PAR-2. Otro ejemplo de un inmundgeno adecuado es el de células que
expresan niveles elevados de PAR-2, o preparaciones de membranas celulares procedentes de aquéllas.

En las Patentes de EE.UU. nimeros 5.814.318, 5.569.825 y 5.545.806, Davis et al., 2003, Production of human
antibodies from transgenic mice en "Antibody Engineering: Methods and Protocols", redactado por Lo, Humana
Press, New Jersey: 191-200, Kellermann et al., 2002, Curr. Opin. Biotechnol. 13: 593-97, Russel et al., 2000, Infect.
Immun. 68: 1820-26, Gallo et al., 2000, Eur. J. Immun. 30: 534-40, Davis et al., 1999, Cancer Metastasis Rev. 18:
421-25, Green, 1999, J. Immunol. Methods 231: 11-23, Jakobovits, 1998, Adv. Drug Deliv. Rev. 31: 33-42, Green et
al.,, 1998, J. Exp. Med. 188: 483-95, A. Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs 7: 607-14, Tsuda et al., 1997,
Genomics 42: 413-21, Mendez et al., 1997, Nat. Genet. 15: 146-56, Jakobovits, 1994, Curr. Biol. 4: 761-63, Arbones
et al., 1994, Immunity 1: 247-60, Green et al., 1994, Nat. Genet. 7: 13-21, Jakobovits et al., 1993, Nature 362: 255-
58, Jakobovits et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551-55, J. Chen et al., 1993, Int. Immunol. 5: 647-656,
Choi et al., 1993, Nature Genetics 4: 117-23, Fishwild et al., 1996, Nat. Biotechnol. 14: 845-51, Harding et al., 1995,
Ann. NY Acad. Sci., Lonberg et al., 1994, Nature 368: 856-59, Lonberg, 1994, Transgenic Approaches to Human
Monoclonal Antibodies en Handbook of Experimental Pharmacology 113: 49-101, Lonberg et al., 1995, Int. Rev.
Immunol. 13: 65-93, Neuberger, 1996, Nat. Biotechnol. 14: 826, Taylor et al., 1992, Nucleic Acids Research 20:
6287-95, Taylor et al., 1994, Int. Immunol. 6: 579-91, Tomizuka et al., 1997, Nat. Gen. 16: 133-43, Tomizuka et al.,
2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-27, Tuaillon et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 3720-24, y Tuaillon
et al., 1994, J. Immunol. 152: 2912-20, se describen ejemplos de técnicas para la produccion y el uso de animales
transgénicos para la producciéon de anticuerpos humanos o parcialmente humanos. Estos y otros ejemplos también
se discuten en la publicacién de solicitud de Patente de EE.UU. 2007-0098715, publicada el 3 de mayo de 2007.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona anticuerpos monoclonales que se unen a PAR-2. Se pueden
producir anticuerpos monoclonales utilizando cualquier técnica conocida en este campo técnico, tal como, por
ejemplo, inmortalizando células esplénicas recogidas del animal transgénico tras la complecién del programa de
inmunizacion. Las células esplénicas pueden ser inmortalizadas usando cualquier técnica conocida en este campo
técnico, tal como, por ejemplo, fusionandolas con células de mieloma para producir hibridomas. Las células de
mieloma para uso en procedimientos de fusidon para producir hibridomas son preferiblemente no productoras de

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2406429 T3

anticuerpo, y presentan una elevada eficacia de fusion y deficiencias enzimaticas que las hacen incapaces de crecer
en ciertos medios selectivos que so6lo soportan el crecimiento de las células fusionadas deseadas (hibridomas). Los
ejemplos de lineas celulares adecuadas para uso en fusiones de raton incluyen Sp-20, P3-X63/Ag8, P3-X63-
Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 y S194/5XX0 Bul; los ejemplos de
lineas celulares usadas en fusiones de rata incluyen R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210. Ofras lineas
celulares utiles para fusiones celulares son U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 y UC729-6.

En una realizacion, se produce una linea celular de hibridoma al inmunizar un animal (por ejemplo, un animal
transgénico que tiene secuencias inmunoglobulinicas humanas) con un inmunégeno de PAR-2; recoger células
esplénicas del animal inmunizado; fusionar las células esplénicas recogidas con una linea celular de mieloma, para
generar por ello células de hibridoma; establecer lineas celulares de hibridoma a partir de las células de hibridoma; e
identificar una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo que se une a un polipéptido de PAR-2. Dichas
lineas celulares de hibridoma, y los anticuerpos monoclonales anti-PAR-2 por ellas producidos, quedan abarcados
por la presente invencion.

Los anticuerpos monoclonales secretados por una linea celular de hibridoma pueden ser purificados usando
cualquier técnica conocida en este campo técnico. Se pueden explorar adicionalmente hibridomas o mAbs para
identificar mAbs con propiedades particulares, tal como la capacidad para bloquear una actividad inducida por PAR-
2. En los ejemplos posteriores se proporcionan ejemplos de dichas exploraciones.

También se pueden producir anticuerpos monoclonales utilizando un procedimiento al que se hace referencia como
inmunizacién genética. Por ejemplo, se puede incorporar un acido nucleico que codifica el antigeno de interés, a un
vector virico (tal como un vector adenovirico). Luego se utiliza el vector resultante para desarrollar una respuesta
inmune contra el antigeno de interés en un animal huésped adecuado [por ejemplo un ratén diabético no obeso, o
NOD (del inglés, non-obese diabetic)]. Esta técnica es sustancialmente descrita por Ritter et al., Biodrugs 16 (1): 3-
10 (2002), cuya descripcidn se incorpora a esta memoria por referencia.

Se ha utilizado la evolucion molecular de las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) en el centro
del sitio ligante del anticuerpo, para aislar anticuerpos con una afinidad aumentada, por ejemplo, anticuerpos que
tienen una afinidad aumentada por c-erB-2, como describen Schier et al., 1996, J. Mol. Biol. 263: 551. En
consecuencia, tales técnicas son Utiles para preparar anticuerpos hacia PAR-2.

Se pueden usar proteinas ligantes de antigeno dirigidas contra un PAR-2 en, por ejemplo, ensayos para detectar la
presencia de polipéptidos de PAR-2, sea in vitro o sea in vivo. Las proteinas ligantes de antigeno pueden ser
también empleadas en la purificacion de proteinas PAR-2 por cromatografia de inmunoafinidad. Aquellas proteinas
ligantes de antigeno que pueden bloquear ademas la activacién proteolitica de PAR-2 pueden ser usadas para
inhibir una actividad biolégica que resulta de dicha unién. En los métodos de la presente invencion se pueden usar
proteinas ligantes de antigeno bloqueantes. Dichas proteinas ligantes de antigeno que actian como antagonistas de
PAR-2 pueden ser empleadas en el tratamiento de cualquier estado inducido por PAR-2, incluyendo, pero sin
limitarse a, estados inflamatorios. En una realizaciéon, se emplea un anticuerpo monoclonal humano anti-PAR-2,
generado mediante procedimientos que implican la inmunizacidon de ratones transgénicos, en el tratamiento de
dichos estados.

Se pueden emplear proteinas ligantes de antigeno en un procedimiento in vitro o se pueden administrar in vivo para
inhibir una actividad biolégica inducida por PAR-2. De esta manera, se pueden tratar trastornos causados o
exacerbados (directa o indirectamente) por la activacién proteolitica de PAR-2, ejemplos de los cuales se
proporcionan en esta memoria. En una realizacién, la presente invencién proporciona un método terapéutico que
comprende la administracion in vivo de una proteina ligante de antigeno que bloquea PAR-2 a un mamifero que lo
necesita, en una cantidad eficaz para reducir una actividad biolégica inducida por PAR-2.

Las proteinas ligantes de antigeno de la invencién incluyen anticuerpos monoclonales parcialmente humanos y
totalmente humanos que inhiben una actividad biolégica de PAR-2. Una realizacion se dirige a un anticuerpo
monoclonal humano que bloquea al menos parcialmente la activacién proteolitica de PAR-2 humano. En una
realizacioén, los anticuerpos se generan al inmunizar un ratén transgénico con un inmunégeno de PAR-2. En otra
realizacién, el inmunégeno es un polipéptido de PAR-2 humano (por ejemplo, un fragmento soluble que comprende
todo, o parte de, el sitio de escision de PAR-2). También se proporcionan en esta memoria lineas celulares de
hibridoma derivadas de dichos ratones inmunizados, en donde el hibridoma secreta un anticuerpo monoclonal que
se une a PAR-2.

Aunque los anticuerpos humanos, parcialmente humanos o humanizados seran adecuados para muchas
aplicaciones, particularmente aquellas en que esta implicada la administracion del anticuerpo a un sujeto humano.
Otros tipos de proteinas ligantes de antigeno seran adecuados para ciertas aplicaciones. Los anticuerpos no
humanos de la invencion pueden derivar de, por ejemplo, cualquier animal que produzca anticuerpos, tales como un
ratén, una rata, un conejo, una cabra, un burro o un primate no humano [tal como un mono (por ejemplo, un macaco
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cangrejero o un macaco rhesus) o un simio (por ejemplo, un chimpancé)]. Los anticuerpos no humanos de la
invencién se pueden usar, por ejemplo, en aplicaciones basadas en cultivos celulares e in vitro, o en cualquier otra
aplicacion donde no se produzca, sea insignificante, se pueda evitar, no sea un asunto de interés o se desee, una
respuesta inmune al anticuerpo de la invencién. En una realizacion, se administra un anticuerpo no humano de la
invencién a un sujeto no humano. En otra realizacion, el anticuerpo no humano no provoca una respuesta inmune en
el sujeto no humano. En otra realizacion el anticuerpo no humano es de la misma especie que el sujeto no humano;
por ejemplo, se administra un anticuerpo de ratén de la invencién a un ratdén. Se puede preparar un anticuerpo de
una especie concreta, por ejemplo, inmunizando un animal de esa especie con el inmundégeno deseado (por
ejemplo, un polipéptido de PAR-2 soluble), o usando un sistema artificial para generar anticuerpos de esa especie
(por ejemplo, un sistema basado en presentacidon en bacterias o fagos para generar anticuerpos de una especie
concreta), o convirtiendo un anticuerpo de una especie en un anticuerpo de otra especie al sustituir, por ejemplo, la
regién constante del anticuerpo por una region constante de la otra especie o al sustituir uno o mas restos de
aminoacido del anticuerpo para que se parezca mas fielmente a la secuencia de un anticuerpo de la otra especie. En
una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende secuencias de aminoacidos derivadas de
anticuerpos de dos o mas especies diferentes.

Se pueden preparar proteinas ligantes de antigeno mediante cualquiera de diversas técnicas convencionales. Por
ejemplo, se pueden purificar a partir de células que las expresan naturalmente (por ejemplo, se puede purificar un
anticuerpo a partir de un hibridoma que lo produce) o se pueden producir en sistemas de expresion recombinantes,
usando cualquier técnica conocida en este campo técnico. Véanse, por ejemplo, Monoclonal Antibodies,
Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, redactado por Kennet et al., Plenum Press, New York (1980);
y Antibodies: A Laboratory Manual, redactado por Harlow y Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York (1988).

Se puede usar cualquier sistema de expresion conocido en la técnica para preparar los polipéptidos recombinantes
de la invencion. En general, se transforman células huésped con un vector de expresidon recombinante que
comprende DNA que codifica un polipéptido deseado. Entre las células huésped que se pueden emplear estan
procariontes, levaduras y células eucariéticas superiores. Los procariontes incluyen organismos Gram negativos y
Gram positivos, tales como, por ejemplo, E. coli y bacilos. Las células eucariéticas superiores incluyen células de
insecto y lineas celulares establecidas de origen mamifero. Los ejemplos de lineas celulares huésped de mamifero
adecuadas incluyen la linea COS-7 de células renales de mono (ATCC CRL 1651) (Gluzman et al., 1981, Cell 23:
175), células L, células 293, células C127, células 3T3 (ATCC CCL 163), células de ovario de hamster chino (CHO)
células Hela, lineas celulares BHK (ATCC CRL 10), y la linea celular CV1/EBNA derivada de la linea celular CV1 de
riidn de mono verde africano (ATCC CCL 70), como describen McMahan et al., 1991, EMBO J. 10: 2821. Pouwels
et al. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, New York, 1985) describen vectores de clonacién y expresion
apropiados para uso con huéspedes celulares de bacterias, hongos, levaduras y mamiferos.

Las células transformadas pueden ser cultivadas bajo unas condiciones que promuevan la expresién del polipéptido,
y el polipéptido puede ser recuperado mediante procedimientos de purificacion proteica convencionales. Uno de
dichos procedimientos de purificacion incluye el uso de cromatografia de afinidad sobre, por ejemplo, una matriz que
tenga todo, o una porcién de (por ejemplo, el dominio extracelular), el PAR-2 unido a ella. Los polipéptidos
considerados para uso en esta memoria incluyen polipéptidos de anticuerpo recombinante de mamifero anti-PAR-2
sustancialmente homogéneos y sustancialmente exentos de materiales endégenos contaminantes.

Se pueden preparar proteinas ligantes de antigeno, y se pueden explorar en cuanto a propiedades deseadas,
mediante cualquiera de diversas técnicas conocidas. Algunas de las técnicas implican aislar un acido nucleico que
codifica una cadena polipeptidica (o una porciéon de la misma) de una proteina ligante de antigeno de interés (por
ejemplo, un anticuerpo anti-PAR-2) y manipular el acido nucleico por medio de tecnologia de DNA recombinante. El
acido nucleico puede ser fusionado con otro acido nucleico de interés o puede ser alterado (por ejemplo, mediante
mutagénesis u otras técnicas convencionales) para, por ejemplo, afiadir, suprimir o sustituir uno o mas restos de
aminoacido.

En un aspecto, la presente invencion proporciona fragmentos ligantes de antigeno de un anticuerpo anti-PAR-2 de la
invencion. Dichos fragmentos pueden consistir totalmente en secuencias derivadas de anticuerpo o pueden
comprender secuencias adicionales. Los ejemplos de fragmentos ligantes de antigeno incluyen Fab, F(ab'),,
anticuerpos de cadena unica, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y anticuerpos de dominio. En Lunde et al., 2002,
Biochem. Soc. Trans. 30: 500-06, se proporcionan otros ejemplos.

Se pueden formar anticuerpos de cadena uUnica al unir fragmentos de dominio variable (regiéon Fv) de cadenas
pesadas y ligeras por medio de un puente de aminoacidos (conector peptidico corto), para dar lugar a una sola
cadena polipeptidica. Se han preparado dichos Fvs de cadena unica (scFvs) al fusionar DNA que codifica un
conector peptidico entre DNAs que codifican los dos polipéptidos de dominio variable (V. y Vy). Los polipéptidos
resultantes se pueden plegar sobre si mismos para formar monémeros ligantes de antigeno, o pueden formar
multimeros (por ejemplo, dimeros, trimeros o tetrameros), dependiendo de la longitud del conector flexible entre los
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dos dominios variables (Kortt et al., 1997, Prot. Eng. 10: 423; Kortt et al., 2001, Biomol. Eng. 18: 95-108). Al
combinar polipéptidos que comprenden V. y Vy diferentes, se pueden formar scFvs multimeros que se unan a
epitopos diferentes (Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng. 18: 31-40). Las técnicas desarrolladas para la produccion
de anticuerpos de cadena Unica incluyen las descritas en la Patente de EE.UU. n° 4.946.778; Bird, 1988, Science
242: 423; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879; Ward et al., 1989, Nature 334: 544; y de Graaf et
al., 2002, Methods Mol. Biol. 178: 379-87.

Las proteinas ligantes de antigeno (por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y derivados de anticuerpo)
de la invencion pueden comprender cualquier regién constante conocida en la técnica. La region constante de
cadena ligera puede ser, por ejemplo, una regiéon constante de cadena ligera de tipo kappa o lambda, por ejemplo,
una region constante de cadena ligera de tipo kappa o lambda humana. La regién constante de cadena pesada
puede ser, por ejemplo, una regiéon constante de cadena pesada de tipo alfa, delta, épsilon, gamma o mu, por
ejemplo, una region constante de cadena pesada de tipo alfa, delta, épsilon, gamma o mu humana. En una
realizacioén, la region constante de cadena ligera o pesada es un fragmento, derivado, variante o muteina de una
regiéon constante presente en la naturaleza.

Se conocen técnicas para obtener un anticuerpo de una subclase o un isotipo diferentes a partir de un anticuerpo de
interés, es decir, realizar un cambio de subclase. De esta manera, por ejemplo, se pueden obtener anticuerpos I1gG a
partir de un anticuerpo IgM, y viceversa. Dichas técnicas permiten la preparacion de nuevos anticuerpos que poseen
las propiedades ligantes de antigeno de un anticuerpo dado (el anticuerpo originario) pero que también presentan
propiedades biolégicas asociadas con un isotipo o subclase de anticuerpo diferente del isotipo o subclase del
anticuerpo originario. Se pueden emplear técnicas de DNA recombinante. En dichos procedimientos se puede
emplear DNA clonado que codifica polipéptidos de anticuerpo particulares, por ejemplo, DNA que codifica el dominio
constante de un anticuerpo del isotipo deseado. Véase también Lantto et al., 2002, Methods Mol. Biol. 178: 313-16.
Ademas, si se desea una IgG4, puede ser también deseable introducir una mutacién puntual (CPSCP --> CPPCP)
en la region bisagra, como se describe en Bloom et al., 1997, Protein Science 6: 407, incorporado en esta memoria
por referencia, para aliviar una tendencia a formar enlaces disulfuro intra-cadenas H que puedan conducir a
heterogeneidad en los anticuerpos 1gG4.

Ademas, también se conocen técnicas para obtener proteinas ligantes de antigeno que tengan propiedades
diferentes (es decir, afinidades variables por el antigeno al cual se unen). Una de dichas técnicas, a la que se hace
referencia como "barajadura de cadenas", implica presentar repertorios génicos de dominios variables
inmunoglobulinicos en la superficie de un bacteriéfago filamentoso, a la que a menudo se hace referencia como
"presentacion en fagos". Se ha utilizado la barajadura de cadenas para preparar anticuerpos de alta afinidad hacia el
hapteno 2-feniloxazol-5-ona, como describen Marks et al., 1992, BioTechnology 10: 779.

En realizaciones particulares, Ias proteinas ligantes de antigeno de la presente invencion tienen una afinidad ligante
(Ka) por PAR 2 de al menos 10°. En otras reallzamones las proteinas ligantes de antigeno presentan una K, de al
menos 10’, al menos 108, al menos 10° o al menos 10'°. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno presenta
una Ka sustanaalmente |gual a la de un anticuerpo descrlto en los Ejemplos de esta memoria.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una proteina ligante de antigeno que tiene una baja velocidad
de disociacion de PAR-2. En una reallza0|on la proteina ligante de antigeno tiene una Ky de 1x10™* s 0 menos. En
otra realizacion, la Ko es 5x10° s 0 menos. En otra realizacion, la Ko es sustancialmente la misma que la de un
anticuerpo descrito en los Ejemplos de esta memoria. En otra realizacién, la proteina ligante de antigeno se une a
PAR-2 con una K sustancialmente igual a la de un anticuerpo descrito en los Ejemplos de esta memoria.

En otro aspecto, la presente invencion pro 2porciona una proteina ligante de antigeno que inhibe una actividad de
PAR-2, por ejemplo, la movilizaciéon de Ca“". En una realizacién, la proteina ligante de antigeno tiene una ICso de
1000 nM o menos. En otra realizacion, la ICso es 100 nM o menos; en otra realizacion, la ICso es 10 nM o menos. En
otra realizacion, la ICsy es sustancialmente la misma que la de un anticuerpo descrito en los Ejemplos de esta
memoria. En otra realizacién, la proteina ligante de antigeno inhibe una actividad de PAR-2 con una ICs
sustancialmente igual a la de un anticuerpo descrito en los Ejemplos de esta memoria.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2 de
longitud completa y se une en menor grado a PAR-2 escindido. En diversas realizaciones, la proteina ligante de
antigeno se une al PAR-2 de longitud completa al menos un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 99% y 99,9% mas de lo que se une al PAR-2 escindido.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una proteina ligante de antigeno que se une a, o cerca de, el sitio
de escision por proteasa del PAR-2 humano. En una realizacion, una proteina ligante de antigeno se une corriente
abajo del sitio de escision (es decir, se une tanto al PAR-2-Fc amino-terminal de longitud completa como al
truncado), mientras que, en otra realizacién, una proteina ligante de antigeno se une corriente arriba del sitio de
escision (es decir, solo se une al PAR-2 de longitud completa/Fc). Se pueden preparar proteinas ligantes de
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antigeno que se unen al sitio de escisiéon por proteasa, usando cualquier técnica conocida en este campo técnico.
Por ejemplo, dichas proteinas ligantes de antigeno pueden ser aisladas usando el polipéptido de PAR-2 de longitud
completa (por ejemplo, en una preparacién unido a membranas), un fragmento de dominio extracelular soluble de
PAR-2, o un fragmento mas pequefio del dominio extracelular de PAR-2 que comprende, o consiste en, el sitio de
escision por proteasa (ejemplos de los cuales se proporcionan en esta memoria). Las proteinas ligantes de antigeno
asi aisladas pueden ser exploradas para determinar su especificidad de unién usando cualquier método conocido en
la técnica (ejemplos de los cuales se proporcionan en esta memoria).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una proteina ligante de antigeno que compite por unirse a
PAR-2 con un anticuerpo descrito en esta memoria. Dicha capacidad competitiva puede ser determinada mediante
métodos que son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, por competicién en cuanto a unirse a PAR-2/Fc en una
transferencia Western (u otro ensayo de base peptidica) o por competicion en un ensayo de flujo de Ca®" como el
descrito en esta memoria. En un aspecto, una proteina ligante de antigeno que compite por unirse a PAR-2 con un
anticuerpo descrito en esta memoria se une al mismo epitopo que el anticuerpo. En otro aspecto, la proteina ligante
de antigeno que compite por unirse a PAR-2 con un anticuerpo descrito en esta memoria inhibe la activacion
proteolitica de PAR-2.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2 humano
expresado en la superficie de una célula y que, cuando esta asi unida, inhibe la actividad de sefializacion de PAR-2
en la célula sin causar una reduccion significativa en la cantidad de PAR-2 sobre la superficie de la célula. Se puede
utilizar cualquier método para determinar o estimar la cantidad de PAR-2 en la superficie y/o el interior de la célula.
En una realizacion, la presente invencién proporciona una proteina ligante de antigeno que se une a, o cerca de, el
sitio de escision por proteasa de un PAR-2 humano expresado en la superficie de una célula y que, cuando esta asi
unida, inhibe la actividad de sefializacion de PAR-2 en la célula sin aumentar significativamente el indice de
internalizacion del PAR-2 desde la superficie de la célula. En otras realizaciones, la union de la proteina ligante de
antigeno a la célula que expresa PAR-2 causa que se internalice menos de aproximadamente el 75%, 50%, 40%,
30%, 20%, 15%, 10%, 5%, 1% o 0,1% del PAR-2 de la superficie celular.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una proteina ligante de antigeno que tiene una semivida de al
menos un dia in vitro o in vivo (por ejemplo, cuando se administra a un sujeto humano). En una realizacion, la
proteina ligante de antigeno tiene una semivida de al menos tres dias. En otra realizacion, la proteina ligante de
antigeno tiene una semivida de cuatro dias o mas. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno tiene una
semivida de ocho dias o mas. En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno es derivatizada o modificada para
que tenga una semivida mayor en comparacion con la proteina ligante de antigeno no derivatizada o no modificada.
En otra realizacion, la proteina ligante de antigeno contiene una o mas mutaciones puntuales para aumentar su
semivida en suero, tal como se describe en el documento WO 00/09560, publicado el 24 de febrero de 2000.

La presente invencion proporciona ademas proteinas ligantes de antigeno multiespecificas, por ejemplo, proteinas
ligantes de antigeno biespecificas, por ejemplo, proteinas ligantes de antigeno que se unen a dos epitopos
diferentes de PAR-2, o a un epitopo de PAR-2 y un epitopo de otra molécula, a través de dos sitios o regiones
ligantes de antigeno diferentes. Ademas, una proteina ligante de antigeno biespecifica como la descrita en esta
memoria puede comprender un sitio ligante de PAR-2 de uno de los anticuerpos descritos en esta memoria y una
segunda region ligante de PAR-2 de otro de los anticuerpos descritos en esta memoria, incluyendo los descritos en
esta memoria por referencia a otras publicaciones. Alternativamente, una proteina ligante de antigeno biespecifica
puede comprender un sitio ligante de antigeno de uno de los anticuerpos descritos en esta memoria y un segundo
sitio ligante de antigeno de otro anticuerpo PAR-2 que es conocido en la técnica, o de un anticuerpo que se prepara
mediante métodos conocidos o mediante los métodos descritos en esta memoria.

Se conocen en la técnica y se discuten en la Solicitud de Patente de EE.UU. 09/839.632, presentada el 20 de abril
de 2001, numerosos métodos para preparar anticuerpos biespecificos. Dichos métodos incluyen el uso de
hibridomas-hibridos como los descritos por Milstein et al., 1983, Nature 305: 537, y otros (Patente de EE.UU. n°
4.474.893 y Patente de EE.UU. n°® 6.106.833), y la copulacién quimica de fragmentos de anticuerpo (Brennan et al.,
1985, Science 229: 81; Glennie et al., 1987, J. Immunol. 139: 2367; y Patente de EE.UU. n° 6.010.902). Ademas, se
pueden producir anticuerpos biespecificos a través de medios recombinantes, por ejemplo, usando componentes de
cremalleras de leucina (es decir, de las proteinas Fos y Jun, que forman preferentemente heterodimeros; Kostelny et
al., 1992, J. Immunol. 148: 1547) u otras estructuras de dominios interactivos de cerradura y llave como las descritas
en la Patente de EE.UU. n°® 5.582.996. Técnicas utiles adicionales incluyen las descritas en Kortt et al., 1997, supra;
la Patente de EE.UU. n° 5.959.083 y la Patente de EE.UU. n°® 5.807.706.

En otro aspecto, la proteina ligante de antigeno de la presente invencion comprende un derivado de un anticuerpo.
El anticuerpo derivatizado puede comprender cualquier molécula o sustancia que imparta una propiedad deseada al
anticuerpo, tal como una semivida aumentada en un uso concreto. El anticuerpo derivatizado puede comprender,
por ejemplo, un componente detectable (o de etiquetado) {por ejemplo, una molécula radiactiva, colorimétrica,
antigénica o enzimatica, un glébulo detectable [tal como un glébulo magnético o electrodenso (por ejemplo, oro)], o
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una molécula que se une a otra molécula (por ejemplo, biotina o estreptavidina)}, un componente terapéutico o
diagnéstico (por ejemplo, un componente radiactivo, citotéxico o farmacéuticamente activo), o una molécula que
aumenta la idoneidad del anticuerpo para un uso concreto (por ejemplo, la administracién a un sujeto, tal como un
sujeto humano, u otros usos in vivo o in vitro). Los ejemplos de moléculas que se pueden utilizar para derivatizar un
anticuerpo incluyen albumina (por ejemplo, albumina sérica humana) y polietilenglicol (PEG). Se pueden preparar
derivados unidos a albumina y PEGilados de anticuerpos usando técnicas bien conocidas en este campo técnico. En
una realizacion, el anticuerpo es conjugado con, o de otro modo unido a, transtirretina (TTR) o una variante de TTR.
La TTR o variante de TTR puede ser quimicamente modificada con, por ejemplo, un producto quimico seleccionado
del grupo que consiste en dextrano, poli(N-vinilpirrolidona), polietilenglicoles, homopolimeros de propilenglicol,
copolimeros de poli(6xido de propileno/6xido de etileno), polioles polioxietilados y poli(alcoholes vinilicos) (Solicitud
de Patente de EE.UU. n° 20030195154.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos de exploracion para una molécula que se une a PAR-2,
usando las proteinas ligantes de antigeno de la presente invencidon. Se puede utilizar cualquier técnica de
exploracion adecuada. En una realizacion, se pone en contacto una molécula de PAR-2, o un fragmento de la misma
al cual se une una proteina ligante de antigeno de la presente invencién, con la proteina ligante de antigeno de la
invencién y con otra molécula, en donde la otra molécula se une a PAR-2 si reduce la unidn de la proteina ligante de
antigeno a PAR-2. La union de la proteina ligante de antigeno puede ser detectada usando cualquier método
adecuado, tal como, por ejemplo, un ELISA. La detecciéon de la union de la proteina ligante de antigeno a PAR-2
puede ser simplificada al etiquetar detectablemente la proteina ligante de antigeno, como se discutié anteriormente.
En otra realizacion, la molécula ligante de PAR-2 es adicionalmente analizada para determinar si inhibe la activacion
y/o sefializacion de PAR-2.

Acidos nucleicos

En un aspecto, la presente invencion proporciona moléculas de acido nucleico aisladas. Los &cidos nucleicos
comprenden, por ejemplo, polinucledtidos que codifican toda, o parte de, una proteina ligante de antigeno, tal como,
por ejemplo, una o ambas cadenas de un anticuerpo de la invencion, o un fragmento, derivado, muteina o variante
de la misma, polinucledtidos suficientes para uso como sondas de hibridacion, cebadores de PCR o cebadores de
secuenciacion para identificar, analizar, mutar o multiplicar un polinucleétido que codifica un polipéptido, acidos
nucleicos antisentido para inhibir la expresién de un polinucleétido, y secuencias complementarias de los
precedentes. Los acidos nucleicos pueden tener cualquier longitud. Pueden tener una longitud de, por ejemplo, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1000, 1500, 3000,
5000 o mas nucledtidos, y/o pueden comprender una o mas secuencias adicionales, por ejemplo, secuencias
reguladoras, y/o ser parte de un acido nucleico mas grande, por ejemplo, un vector. Los acidos nucleicos pueden ser
de cadena sencilla o cadena doble y pueden comprender nucleétidos de RNA y/o DNA, y variantes artificiales de los
mismos (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos).

Se pueden aislar acidos nucleicos que codifiquen polipéptidos de anticuerpo (por ejemplo, una cadena pesada o
ligera, solo un dominio variable, o la longitud completa), a partir de células B de ratones que hayan sido inmunizados
con PAR-2. El acido nucleico puede ser aislado mediante procedimientos convencionales, tal como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction).

La invencion proporciona ademas acidos nucleicos que se hibridan con otros acidos nucleicos bajo condiciones de
hibridacion particulares. Los métodos para hibridar &cidos nucleicos son bien conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York (1989), 6.3.1-6.3.6. Como se define
en esta memoria, en una condicion de hibridacion moderadamente rigurosa se usa una disoluciéon de prelavado que
contiene cloruro sédico/citrato sddico (SSC) 5X, SDS al 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH de 8,0), tampoén de hibridacion de
formamida a aproximadamente el 50%, SSC 6X, y una temperatura de hibridacién de 55 °C (u otras disoluciones de
hibridacion similares, tal como una que contiene formamida a aproximadamente el 50%, con una temperatura de
hibridacion de 42 °C), y unas condiciones de lavado de 60 °C en SSC 0,5X, SDS al 0,1%. En una condiciéon de
hibridacion rigurosa se hibrida en SSC 6X a 45 °C, lo que va seguido de uno o mas lavados en SSC 0,1X, SDS al
0,2%, a 68 °C. Ademas, quien tiene experiencia en la técnica puede manipular las condiciones de hibridacién y/o
lavado para aumentar o disminuir el rigor de la hibridacion de modo que los &cidos nucleicos que comprenden
secuencias de nucledtidos que tienen una identidad de al menos 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99% entre si
permanezcan tipicamente hibridados entre si. Los parametros basicos que afectan a la eleccion de las condiciones
de hibridacion y las directrices para idear condiciones adecuadas son expuestos, por ejemplo, por Sambrook, Fritsch
y Maniatis (1989, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York, capitulos 9 y 11), y Ausubel et al. (redactores) ("Current Protocols in Molecular Biology", 1995,
John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6.4), y pueden ser faciimente determinados por quienes tienen una
experiencia normal en la técnica basandose en, por ejemplo, la longitud y/o la composicion de bases del DNA.

Se pueden introducir cambios por mutaciéon en un acido nucleico, lo que conduce a cambios en la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido (por ejemplo, una proteina ligante de antigeno) que codifica. Se pueden introducir
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mutaciones usando cualquier técnica conocida en este campo técnico. En una realizaciéon, se cambian uno o mas
restos de aminoacido concretos usando, por ejemplo, un protocolo de mutagénesis dirigida al sitio. En otra
realizacién, se cambian uno o mas restos aleatoriamente seleccionados usando, por ejemplo, un protocolo de
mutagénesis aleatoria. De cualquier modo que se haga, se puede expresar un polipéptido mutante y se puede
explorar en cuanto a una propiedad deseada (por ejemplo, la unién a PAR-2 o el bloqueo de la activacion proteolitica
de PAR-2).

Se pueden introducir mutaciones en un acido nucleico sin alterar significativamente la actividad biolégica de un
polipéptido que codifica. Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones de nucledtidos que conduzcan a sustituciones
de aminoacidos en restos de aminoacido no esenciales. En una realizacion, una secuencia de nucledtidos, o un
fragmento, variante o derivado deseado de la misma, es mutada de modo que codifique una secuencia de
aminoacidos que comprenda una 0 mas supresiones o sustituciones de restos de aminoacido. En otra realizacion, la
mutagénesis permite insertar un aminoacido adyacente a uno o mas restos de aminoacido. Alternativamente, se
pueden introducir una o mas mutaciones en un acido nucleico que cambien selectivamente la actividad biolégica
(por ejemplo, la union de PAR-2, la inhibicion de la activacion proteolitica de PAR-2, etcétera) de un polipéptido que
codifica. Por ejemplo, la mutacién puede cambiar cuantitativa o cualitativamente la actividad biolégica. Los ejemplos
de cambios cuantitativos incluyen aumentar, reducir o eliminar la actividad. Los ejemplos de cambios cualitativos
incluyen cambiar la especificidad antigénica de una proteina ligante de antigeno.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona moléculas de acido nucleico que son adecuadas para uso como
cebadores o sondas de hibridacién para la deteccidén de secuencias de acido nucleico de la invencién. Una molécula
de acido nucleico de la invenciéon puede comprender solo una porcién de una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido de longitud completa de la invencién, por ejemplo, un fragmento que pueda ser utilizado como
una sonda o cebador o un fragmento que codifique una porcion activa (por ejemplo, una porcién ligante de PAR-2)
de un polipéptido de la invencién.

Se pueden usar sondas basadas en la secuencia de un acido nucleico de la invencion para detectar el acido
nucleico o acidos nucleicos similares, por ejemplo, transcritos que codifican un polipéptido de la invencion. La sonda
puede comprender un grupo etiqueta, por ejemplo, un radioisétopo, un compuesto fluorescente, una enzima o un
cofactor enzimatico. Dichas sondas pueden ser utilizadas para identificar una célula que expresa el polipéptido.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona vectores que comprenden un acido nucleico que codifica un
polipéptido de la invencion o una porcién del mismo. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a,
plasmidos, vectores viricos, vectores no episomales de mamifero y vectores de expresién, por ejemplo, vectores de
expresion recombinantes.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion pueden comprender un acido nucleico de la invencion en
una forma adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula huésped. Los vectores de expresion
recombinantes incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas basandose en las células huésped que
se van a utilizar para la expresion, que estan operativamente unidas a la secuencia de acido nucleico que se va a
expresar. Las secuencias reguladoras incluyen aquéllas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de
nucleétidos en muchos tipos de células huésped (por ejemplo, el potenciador génico precoz del SV40, el promotor
del virus del sarcoma de Rous y el promotor del citomegalovirus), aquéllas que sdélo dirigen la expresion de la
secuencia de nucledtidos en ciertas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras tisularmente especificas;
véanse Voss et al., 1986, Trends Biochem. Sci. 11: 287, y Maniatis et al., 1987, Science 236: 1237, incorporados en
sus totalidades por referencia en esta memoria), y aquéllas que dirigen la expresién inducible de una secuencia de
nucleotidos en respuesta a un tratamiento o un estado particulares [por ejemplo, el promotor de metalotioneina en
células de mamifero y el promotor sensible a tet y/o sensible a estreptomicina en sistemas tanto procariéticos como
eucarioticos (véase id.). Quienes tienen experiencia en la técnica apreciaran que el disefio del vector de expresion
puede depender de factores tales como la eleccién de la célula huésped que se va a transformar, el nivel de
expresion de proteina deseado, etc. Los vectores de expresiéon de la invencion se pueden introducir en células
huésped para producir por ello proteinas o péptidos, incluyendo proteinas o péptidos de fusién, codificados por
acidos nucleicos como los descritos en esta memoria.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona células huésped en las que se ha introducido un vector de
expresion recombinante de la invencién. Una célula huésped puede ser cualquier célula procaridtica (por ejemplo, E.
coli) o célula eucaridtica [por ejemplo, células de levadura, insecto o mamifero (por ejemplo, células CHO)]. Se
puede introducir un DNA vector en células procaridticas o eucarioticas por medio de técnicas de transformacion o
transfeccion convencionales. Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que, dependiendo del
vector de expresion y la técnica de transfeccion utilizados, so6lo una pequefia fraccion de células puede integrar el
DNA extrafio en su genoma. Con objeto de identificar y seleccionar estos productos de integracién, se introduce
generalmente un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo, para resistencia a antibiéticos) en las
células huésped junto con el gen de interés. Los marcadores seleccionables preferidos incluyen aquellos que
confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina y metotrexato). Las células establemente
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transfectadas con el acido nucleico introducido pueden ser identificadas mediante seleccion con farmacos (por
ejemplo, las células que han incorporado el gen del marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras
células moriran), entre otros métodos.

Indicaciones

Se describen métodos para tratar a un sujeto. EI método puede tener, por ejemplo, un efecto generalmente
saludable sobre el sujeto; por ejemplo, puede aumentar la esperada longevidad del sujeto. Alternativamente, el
método puede, por ejemplo, servir para tratar, prevenir, curar, aliviar o mejorar ("tratar") una enfermedad, trastorno,
estado o mal ("un estado"). Entre los estados que se van a tratar de acuerdo con la presente invencién estan los
estados caracterizados por una inapropiada expresion o actividad de PAR-2. En algunos de dichos estados, el nivel
de expresion o actividad es demasiado elevado y el tratamiento comprende administrar un antagonista de PAR-2
como el descrito en esta memoria.

Las enfermedades y estados médicos especificos que son tratables o prevenibles con las proteinas ligantes de
antigeno de esta invencion incluyen estados inflamatorios del sistema gastrointestinal, incluyendo enfermedad
celiaca, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, gastroparesia idiopatica, pancreatitis, incluyendo pancreatitis cronica,
enfermedad inflamatoria intestinal y ulceras, incluyendo Ulceras gastricas y duodenales. Las proteinas ligantes de
antigeno de esta invencién son también utiles para tratar o mejorar estados inflamatorios de las vias aéreas, tales
como asma (incluyendo asmas extrinseca e intrinseca asi como estados inflamatorios crénicos relacionados, o
hipersensibilidad, de las vias aéreas), enfermedad pulmonar obstructiva cronica [COPD (del inglés, chronic
obstructive pulmonary disease), es decir, bronquitis cronica, enfisema], sindrome de trastorno respiratorio agudo
(ARDS; del inglés, acute respiratory disorder syndrome), sindrome de insuficiencia respiratoria, fibrosis quistica,
hipertensiéon pulmonar, vasoconstriccion pulmonar, lesion pulmonar aguda, aspergilosis broncopulmonar alérgica,
neumonia por hipersensibilidad, neumonia eosindfila, bronquitis, bronquiectasia por bronquitis alérgica, tuberculosis,
neumonitis por hipersensibilidad, asma ocupacional, trastornos de tipo asmatico, sarcoidosis, sindrome de
enfermedad (o disfuncién) reactiva de las vias aéreas, bisinosis, enfermedad pulmonar intersticial, sindrome
hipereosindfilo, rinitis, sinusitis, enfermedad pulmonar parasitaria, e hipersensibilidad de las vias aéreas asociada
con estados viricamente inducidos [por ejemplo, por virus respiratorio sincitial (RSV; del inglés, respiratory syncytial
virus), parainfluenzavirus (PIV), rinovirus (RV) y adenovirus].

Los trastornos reumaticos que son tratables con las proteinas ligantes de antigeno de esta invencion incluyen artritis
reumatoides adulta y juvenil, esclerodermia, lupus sistémico eritematoso, sindromes de tipo lupus, enfermedad
indiferenciada del tejido conjuntivo, gota, osteoartritis, polimialgia reumatica, espondiloartropatias seronegativas,
incluyendo espondilitis anquilosante y enfermedad de Reiter, artritis psoriasica, y artritis crénica de Lyme. La
enfermedad de Still y la uveitis asociada con artritis reumatoide son también tratables o prevenibles con estos
polipéptidos. Ademas, las terapias polipeptidicas de la invencion se usan para tratar trastornos que dan lugar a
inflamacion del musculo voluntario y otros musculos, incluyendo dermatomiositis, miositis por cuerpos de inclusion,
polimiositis y linfangioleiomiomatosis. Otros trastornos son también tratables con la presente invencion, incluyendo la
enfermedad de Guillain-Barre, la diabetes mellitus de tipo |, la enfermedad de Graves, la enfermedad de Addison, el
fendmeno de Raynaud (incluyendo la enfermedad de Raynaud y el sindrome de Raynaud), la hepatitis autoinmune,
la enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD; del inglés, graft versus host disease), y similares.

Los trastornos descritos en esta memoria pueden ser tratados con las proteinas ligantes de antigeno de esta
invencién en combinacion con otras citocinas, inhibidores citocinicos y reactivos (a los que también se hace
referencia en esta memoria como inmunomoduladores). Por ejemplo, los inmunomoduladores incluyen antagonistas
de IL-18 tales como el receptor soluble de I1L-18, anticuerpos contra IL-18 o el receptor de IL-18, y proteina ligante de
IL-18; inhibidores de TNF, incluyendo ENBREL®: inhibidores de IL-1, incluyendo formas solubles de IL-1R de tipo |,
IL-1R de tipo Il, anticuerpos contra IL-1 y anticuerpos contra IL-1R de tipo I; y otros agentes activos que son eficaces
en el tratamiento de las enfermedades y estados médicos descritos.

Las composiciones y/o métodos de la presente invencion se pueden también utilizar, por ejemplo, en tratamientos
cosmeéticos, en tratamientos veterinarios, para aumentar la longevidad, para tratar de efectos reproductivos, y para
tratar una diversidad de trastornos relacionados con PAR-2. Ademas, en algunos de dichos estados, el nivel de
expresion o actividad de PAR-2 es demasiado bajo y el tratamiento comprende administrar un agonista de PAR-2;
dichos tratamientos estan también comprendidos en esta memoria.

Métodos terapéuticos y administracion de proteinas ligantes de antigeno

Ciertos métodos proporcionados en esta memoria comprenden administrar una proteina ligante de antigeno que se
une a PAR-2 a un sujeto, reduciendo por ello una respuesta bioldgica inducida por PAR-2 que desempefia una
funcién en un estado particular. En realizaciones particulares, los métodos de la invencién implican poner PAR-2
enddgeno en contacto con una proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2, por ejemplo, por medio de la
administracion a un sujeto o en un procedimiento ex vivo.
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El término "tratamiento" abarca el alivio o la prevencién de al menos un sintoma u otro aspecto de un trastorno, o la
reduccion de la gravedad de una enfermedad, y similares. No es necesario que una proteina ligante de antigeno
efectle una curacion completa, ni que erradique todos los sintomas o manifestaciones de una enfermedad, para que
constituya un agente terapéutico viable. Como se reconoce en el campo pertinente, los farmacos empleados como
agentes terapéuticos pueden reducir la gravedad de un estado morboso dado, pero no es necesario que supriman
toda manifestacién de la enfermedad para que sean considerados agentes terapéuticos utiles. Similarmente, no es
necesario que un tratamiento profilacticamente administrado sea completamente eficaz en cuanto a prevenir el inicio
de un estado para que constituya un agente profilactico viable. Basta simplemente con reducir el impacto de una
enfermedad (por ejemplo, reduciendo el numero o la gravedad de sus sintomas, o aumentando la eficacia de otro
tratamiento, o produciendo otro efecto beneficioso) o reducir la probabilidad de que la enfermedad aparezca o
empeore en un sujeto. Una realizaciéon de la invencion se dirige a un método que comprende administrar a un
paciente un antagonista de PAR-2 en una cantidad y durante un tiempo suficientes para provocar una mejora
ininterrumpida con respecto a la linea de base de un indicador que refleja la gravedad del trastorno concreto.

Como se entiende en el campo pertinente, se administran composiciones farmacéuticas que comprenden las
moléculas de la invencion a un sujeto de un modo apropiado a la indicacién. Las composiciones farmacéuticas se
pueden administrar mediante cualquier técnica adecuada, incluyendo, pero sin limitarse a, parenteral y topicamente,
y por inhalaciéon. Si se inyecta, la composicion farmacéutica se puede administrar, por ejemplo, por las vias
intraarticular, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraperitoneal y subcutanea, mediante la inyeccién de bolos o
mediante infusién continua. Se contempla la administracion localizada, por ejemplo, en un sitio de una enfermedad o
lesién, como se contemplan la distribucién transdérmica y la liberacidon ininterrumpida desde implantes. La
distribucién por inhalaciéon incluye, por ejemplo, la inhalacién nasal u oral, el uso de un nebulizador, la inhalacién del
antagonista en forma de aerosol, y similares. Otras alternativas incluyen gotas oculares; preparaciones orales,
incluyendo pildoras, jarabes, pastillas y chicles; y preparaciones tdpicas tales como lociones, geles, composiciones
pulverizables y unguentos.

También se contempla el uso de proteinas ligantes de antigeno en procedimientos ex vivo. Por ejemplo, se puede
poner la sangre u otro fluido corporal de un paciente en contacto con una proteina ligante de antigeno que se une a
PAR-2 ex vivo. La proteina ligante de antigeno puede estar unida a una matriz insoluble o un material de soporte
solido adecuados.

De forma ventajosa, las proteinas ligantes de antigeno se administran en forma de una composicién que comprende
uno o mas componentes adicionales, tal como un vehiculo, excipiente o diluyente fisiolégicamente aceptable.
Opcionalmente, la composicion comprende ademas uno o méas agentes fisiologicamente activos, por ejemplo, una
segunda sustancia que inhibe la inflamacién o la respuesta inmune, una sustancia anti-angiogénica, una sustancia
analgésica, etc., ejemplos no exclusivos de los cuales se proporcionan en esta memoria. En diversas realizaciones
particulares, la composicion comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis agentes fisiolégicamente activos ademas
de una proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2.

En una realizaciéon, la composicién farmacéutica comprende una proteina ligante de antigeno de la invencién junto
con una o mas sustancias seleccionadas del grupo que consiste en un tampdn, un antioxidante tal como acido
ascorbico, un polipéptido de bajo peso molecular (tal como aquellos que tienen menos de 10 aminoacidos), una
proteina, un aminoacido, un carbohidrato tal como glucosa, sacarosa o dextrinas, un agente quelante tal como
EDTA, glutatiéon, un estabilizante y un excipiente. La disolucion salina tamponada neutra y la disolucién salina
mezclada con albumina sérica de la misma especie son ejemplos de diluyentes apropiados. De acuerdo con normas
industriales apropiadas, también se pueden afadir conservantes tales como el alcohol bencilico. La composicion
puede ser formulada como un producto de liofilizacion usando apropiadas disoluciones de excipiente (por ejemplo,
sacarosa) como diluyentes. Los componentes adecuados son atoxicos para los receptores en las dosis y
concentraciones empleadas. En Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion (1980) y 20? edicion (2000),
Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, se presentan mas ejemplos de componentes que se pueden
emplear en formulaciones farmacéuticas.

Los kits para uso por facultativos incluyen una sustancia inhibidora de PAR-2 de la invencién y un prospecto u otras
instrucciones para uso en el tratamiento de cualquiera de los estados discutidos en esta memoria. En una
realizacion, el kit incluye una preparacion estéril de una o mas proteinas ligantes de antigeno que se unen a PAR-2,
que puede estar en forma de una composicién como la anteriormente descrita, y puede estar en uno o mas viales.

Las dosis y la frecuencia de administracion pueden variar de acuerdo con factores tales como la via de
administracion, las proteinas ligantes de antigeno particulares empleadas, la naturaleza y la gravedad de la
enfermedad que se va a tratar, si el estado es agudo o crénico, y el tamafo y el estado general del sujeto. Las dosis
apropiadas se pueden determinar mediante procedimientos conocidos en la técnica pertinente, por ejemplo, en
pruebas clinicas que pueden implicar estudios de elevacién de dosis.

Se puede administrar una sustancia inhibidora de PAR-2 de la invencion, por ejemplo, una vez o mas de una vez,
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por ejemplo, a intervalos regulares durante un periodo de tiempo. En realizaciones particulares, se administra una
proteina ligante de antigeno durante un periodo de al menos un mes o mas, por ejemplo, durante uno, dos o tres
meses o incluso indefinidamente. Para tratar estados cronicos, el tratamiento de larga duracion es generalmente el
mas eficaz. Sin embargo, para tratar estados agudos, puede bastar la administracion durante periodos mas cortos,
por ejemplo, de una a seis semanas. En general, la proteina ligante de antigeno se administra hasta que el paciente
manifiesta un grado médicamente relevante de mejora con respecto a la linea de base del indicador o los
indicadores elegidos.

Realizaciones particulares de la presente invencion implican administrar una proteina ligante de antigeno en una
dosis de aproximadamente 1 ng de proteina ligante de antigeno por kg de peso del sujeto al dia ("1 ng/kg/dia") a
aproximadamente 10 mg/kg/dia, mas preferiblemente de aproximadamente 500 ng/kg/dia a aproximadamente 5
mg/kg/dia, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 5 ug/kg/dia a aproximadamente 2 mg/kg/dia, a un sujeto.
En realizaciones adicionales, se administra una proteina ligante de antigeno a adultos una vez a la semana, dos
veces a la semana, o tres veces o0 mas a la semana, para tratar una enfermedad, estado o trastorno mediado por
PAR-2, por ejemplo, un trastorno médico descrito en esta memoria. Si se inyecta, la cantidad eficaz de proteina
ligante de antigeno por dosis de adulto puede estar en el intervalo de 1-20 mg/m? vy preferiblemente es
aproximadamente 5-12 mg/mz. Alternativamente, se puede administrar una dosis fija; la cantidad puede estar en el
intervalo de 5-100 mg/dosis. Un intervalo para una dosis fija es aproximadamente 20-30 mg por dosis. En una
realizacién de la invencion, se administra repetidamente una dosis fija de 25 mg/dosis por inyeccion. Si se utiliza una
via de administracion distinta de la inyeccioén, la dosis es apropiadamente ajustada de acuerdo con practicas
médicas estandares. Un ejemplo de un régimen terapéutico implica inyectar una dosis de aproximadamente 20-30
mg de proteina ligante de antigeno de una a tres veces a la semana durante un periodo de al menos tres semanas,
aunque puede ser necesario un tratamiento durante periodos mas prolongados para provocar el grado deseado de
mejora. Para sujetos pediatricos (4-17 afios de edad), un régimen adecuado ejemplar implica la inyeccion
subcutanea de 0,4 mg/kg, hasta una dosis maxima de 25 mg de proteina ligante de antigeno administrados dos o
tres veces a la semana.

Realizaciones particulares de los métodos proporcionados en esta memoria implican la inyeccion subcutanea de 0,5
mg a 10 mg, preferiblemente de 3 a 5 mg, de una proteina ligante de antigeno, una o dos veces a la semana. Otra
realizacion se dirige a la administracion pulmonar (por ejemplo, mediante un nebulizador) de 3 mg o mas de proteina
ligante de antigeno una vez a la semana.

Los ejemplos de regimenes terapéuticos proporcionados en esta memoria comprenden la inyeccion subcutanea de
una proteina ligante de antigeno una vez a la semana, en una dosis de 1,5 a 3 mg, para tratar un estado en que la
sefializacion de PAR-2 desempeiia un papel. En esta memoria se proporcionan ejemplos de dichos estados, que
incluyen, por ejemplo, estados reumaticos como los previamente descritos y otros estados en que una inflamacion
excesiva desempefia un papel (descritos en esta memoria; por ejemplo, enfermedad inflamatoria intestinal,
pancreatitis, etc.). Se contintia la administracion semanal de proteina ligante de antigeno hasta que se alcanza un
resultado deseado, por ejemplo, la remisién de sintomas del sujeto. Se puede reanudar el tratamiento cuando sea
necesario o, alternativamente, se pueden administrar dosis de mantenimiento.

Otros ejemplos de regimenes terapéuticos proporcionados en esta memoria comprenden la administracion
subcutanea o intravenosa de una dosis de 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15 0 20 miligramos de inhibidor de PAR-2 de
la presente invencién por kilogramo de masa corporal del sujeto (mg/kg). La dosis se puede administrar una vez al
sujeto 0 mas de una vez con un cierto intervalo, por ejemplo, una vez al dia, tres veces a la semana, dos veces a la
semana, una vez a la semana, tres veces al mes, dos veces al mes, una vez al mes, una vez cada dos meses, una
vez cada tres meses, una vez cada seis meses, o una vez al afio. La duracién del tratamiento y cualesquier cambios
en la dosis y/o la frecuencia del tratamiento se pueden alterar o variar durante el curso del tratamiento con objeto de
satisfacer las necesidades concretas del sujeto.

En otra realizacion, se administra una proteina ligante de antigeno al sujeto en una cantidad y durante un tiempo
suficientes para provocar una mejora, preferiblemente una mejora ininterrumpida, en al menos un indicador que
refleja la gravedad del trastorno que se estéa tratando. Se pueden evaluar diversos indicadores que reflejan el grado
del mal, la enfermedad o el estado del sujeto, para determinar si la cantidad y el tiempo del tratamiento son
suficientes. Dichos indicadores incluyen, por ejemplo, indicadores clinicamente reconocidos de gravedad de
enfermedad, sintomas, o manifestaciones del trastorno en cuestién. En una realizacion se considera que una mejora
es ininterrumpida si el sujeto presenta la mejora en al menos dos ocasiones separadas por un periodo de dos a
cuatro semanas. El grado de mejora es generalmente determinado por un médico, quien puede hacer esta
determinacion basandose en signos, sintomas, biopsias u otros resultados de ensayos, y quien puede emplear
ademas cuestionarios que se administran al sujeto, tales como cuestionarios de calidad de vida desarrollados para
una enfermedad dada.

Unos niveles elevados de PAR-2 y/o activacion de PAR-2 se asocian con diversos trastornos que incluyen, por
ejemplo, estados inflamatorios de la piel, las articulaciones, el sistema gastrointestinal y/o las vias aéreas. Los
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sujetos con un trastorno dado pueden ser examinados para identificar aquellos individuos que tienen una activacion
de PAR-2 elevada, identificandose por ello los sujetos que mas se pueden beneficiar del tratamiento con una
proteina ligante de antigeno que se une a PAR-2. De esta manera, los métodos de tratamiento proporcionados en
esta memoria comprenden opcionalmente una primera operacion de medir los niveles de activacion de PAR-2 de un
sujeto. Se puede administrar una proteina ligante de antigeno a un sujeto en quien la activacion de PAR-2 esta
elevada por encima de lo normal.

Se pueden controlar los niveles de actividad de PAR-2 de un sujeto antes, durante y/o después del tratamiento con
una proteina ligante de antigeno, para detectar cambios, si los hubiera, en la actividad de PAR-2. Para algunos
trastornos, la incidencia de una actividad de PAR-2 elevada puede variar de acuerdo con factores tales como la fase
de la enfermedad o la forma concreta de la enfermedad. Se pueden emplear técnicas conocidas para medir la
actividad de PAR-2 en, por ejemplo, muestras de suero, sangre o tejido de un sujeto. La actividad de PAR-2 se
puede medir usando cualquier técnica adecuada.

Realizaciones particulares de métodos y composiciones de la invencion implican el uso de una proteina ligante de
antigeno y uno o mas antagonistas de PAR-2 adicionales, por ejemplo, dos o mas proteinas ligantes de antigeno de
la invencion, o una proteina ligante de antigeno de la invenciéon y uno o mas antagonistas de PAR-2 distintos. En
otras realizaciones, la proteina ligante de antigeno se administra sola o en combinaciéon con otros agentes utiles
para tratar el estado que afecta al paciente. Los ejemplos de tales agentes incluyen farmacos proteicos y no
proteicos. Cuando se coadministran multiples compuestos terapéuticos, se pueden ajustar las dosis en
consecuencia, como es reconocido en la técnica pertinente. La "coadministracion" y la terapia de combinacién no se
limitan a la administraciéon simultanea sino que también incluyen regimenes de tratamiento en que se administra una
proteina ligante de antigeno al menos una vez durante el curso de un tratamiento que implica administrar al menos
un agente terapéutico distinto al paciente.

Los ejemplos de otros agentes que se pueden coadministrar con una proteina ligante de antigeno son otras
proteinas ligantes de antigeno o polipéptidos terapéuticos que se eligen de acuerdo con el estado concreto que se
va a tratar. Alternativamente, se pueden coadministrar farmacos no proteicos que sean utiles en el tratamiento de
uno de los estados particulares anteriormente discutidos, con un antagonista de PAR-2.

Terapia de combinacién

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar a un sujeto con una proteina ligante de
antigeno que inhibe PAR-2, y uno o mas tratamientos distintos. En una realizacién, dicha terapia de combinacion
consigue sinergia o un efecto aditivo al, por ejemplo, atacar multiples sitios o dianas moleculares de un tumor. Los
tipos de terapias de combinacion que se pueden utilizar en relacién con la presente invencion incluyen inhibir o
activar (segun sea apropiado) multiples centros de una sola via relacionada con la enfermedad, multiples vias en
una célula diana y multiples tipos celulares dentro de un tejido diana.

En otra realizacion, un método de terapia de combinacion comprende administrar al sujeto dos, tres, cuatro, cinco,
seis 0 mas de los agonistas o antagonistas de PAR-2 descritos en esta memoria. En otra realizacién, el método
comprende administrar al sujeto dos o mas tratamientos que inhiben o activan conjuntamente (directa o
indirectamente) la transduccion de sefiales mediada por PAR-2. Los ejemplos de dichos métodos incluyen utilizar
combinaciones de dos o mas proteinas ligantes de antigeno que inhiben PAR-2, de una proteina ligante de antigeno
que inhibe PAR-2 y uno o mas componentes terapéuticos distintos que tienen propiedades antiinflamatorias (por
ejemplo, agentes antiinflamatorios no esteroides, esteroides y/o inmunomoduladores), o de una proteina ligante de
antigeno que inhibe PAR-2 y uno o mas tratamientos distintos (por ejemplo, cirugia, ultrasonidos, o un tratamiento
eficaz para reducir la inflamacion). Ademas, se pueden usar uno o mas anticuerpos o derivados de anticuerpo anti-
PAR-2 en combinacién con una o mas moléculas u otros tratamientos, en donde la(s) otra(s) molécula(s) y/o
tratamiento(s) no se une(n) o afecta(n) directamente a PAR-2, combinacién que sin embargo es eficaz para tratar o
prevenir el estado que se trata. En una realizacion, una o mas de las moléculas y/o tratamientos tratan o evitan un
estado que es causado por una o mas de las otras moléculas o tratamientos en el curso de la terapia, por ejemplo,
nauseas, fatiga, alopecia, caquexia, insomnio, etc. En todos los casos en que se usa una combinaciéon de moléculas
y/o otros tratamientos, la(s) molécula(s) y/o el(los) tratamiento(s) individuales se pueden administrar en cualquier
orden, durante cualquier periodo de tiempo, que sea eficaz, por ejemplo, simultanea, consecutiva o
alternativamente. En una realizacion, el método de tratamiento comprende completar un primer curso de tratamiento
con una molécula u otro tratamiento antes de comenzar un segundo curso de tratamiento. El periodo de tiempo
entre el final del primer curso de tratamiento y el comienzo del segundo curso de tratamiento puede ser cualquier
periodo de tiempo que permita que el curso total de la terapia sea eficaz, tal como, por ejemplo, segundos, minutos,
horas, dias, semanas, meses o incluso afos.

En otra realizacion, el método comprende administrar uno o més de los antagonistas de PAR-2 descritos en esta
memoria y uno o mas tratamientos distintos (por ejemplo, un tratamiento terapéutico o paliativo). Cuando un método
comprende administrar mas de un tratamiento a un sujeto, se entiende que el orden, la regulacion temporal, el
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numero, la concentracion y el volumen de las administraciones estan solo limitados por los requisitos médicos y las
limitaciones del tratamiento; es decir, se pueden administrar dos tratamientos al sujeto, por ejemplo, simultanea,
consecutiva o alternativamente o de acuerdo con cualquier otro régimen.

Los ejemplos siguientes, tanto reales como de prediccién, se proporcionan con el fin de ilustrar realizaciones o
caracteristicas especificas de la presente invencién y no limitan su alcance.

Ejemplo 1: Preparacion de anticuerpos monoclonales

Se llevan a cabo inmunizaciones usando una o mas formas adecuadas de antigeno PAR-2, incluyendo péptido
soluble de PAR-2 [un péptido del bucle 1 de PAR-2 (TNRSSKGRSLIGKVDGTS; aminoacidos 29 a 46 de la ID. SEC.
n° 2), que tiene un resto de cisteina C-terminal adicional para facilitar la conjugacioén, conjugado con hemocianina de
lapa Fissurella (KLH; del inglés, keyhole limpet hemocyanin; obtenible, por ejemplo, de Pierce Biotechnology Inc.,
Rockford, lllinois) activada con maleimida], una proteina de fusion de PAR-2/Fc, y PAR-2 unido a células (por
ejemplo, transfectantes de CHO que expresan PAR-2 humano en la superficie celular, obtenibles al transfectar
células CHO con cDNA humano de PAR-2 de longitud completa que codifica un polipéptido de ID. SEC. n° 2), o
combinaciones de los mismos.

Se usa una cantidad adecuada de inmundgeno (es decir, diez microgramos/raton de PAR-2 soluble o 3 x 10°
células/raton de células CHO transfectadas) para la inmunizacion inicial en XenoMouse™ de acuerdo con los
métodos descritos en la Solicitud de Patente de EE.UU. n° de serie 08/759.620, presentada el 3 de diciembre de
1996, y las Solicitudes de Patente Internacional numeros WO 98/24893, presentada el 11 de junio de 1998, y WO
00/76310, publicada el 21 de diciembre de 2000. Después de la inmunizacion inicial, se administran subsiguientes
inmunizaciones de refuerzo con inmundégeno (cinco pg/ratdon de PAR-2 soluble o 1,5 x 10° células transfectadas con
PAR-2/ratén) siguiendo un programa y durante el tiempo necesario para provocar un titulo adecuado de anticuerpo
anti-PAR-2 en los ratones. Se determinan los titulos mediante cualquier método adecuado, por ejemplo, un
inmunoensayo enzimatico o una separacion de células activadas por fluorescencia, o mediante otros métodos
(incluyendo combinaciones de los mismos).

Se identifican los animales que presentan titulos adecuados, y se obtienen linfocitos de ganglios linfaticos de drenaje
Yy, Si es necesario, se reunen para cada cohorte. Los linfocitos pueden ser disociados del tejido linfoide por trituracion
en un medio adecuado [por ejemplo, medio Eagle modificado de Dulbecco, DMEM (del inglés, Dulbecco's Modified
Eagle Medium), obtenible de Invitrogen, Carlsbad, California] para liberar las células de los tejidos, y pueden ser
suspendidos en DMEM. Se pueden seleccionar y/o multiplicar células B usando un método adecuado, y se pueden
fusionar con una pareja de fusion adecuada, por ejemplo, células de mieloma P3X63Ag8.653 no secretor (American
Type Culture Collection CRL 1580; Kearney et al., J. Immunol. 123, 1979, 1548-1550), usando técnicas que son
conocidas en este campo técnico.

En un método de fusion adecuado, se mezclan linfocitos con parejas celulares de fusion en una relacion de 1:4. Se
recoge la mezcla de células como sedimento de una centrifugacion suave a 400 x g durante 4 minutos, se separa el
sobrenadante por decantacion y se mezcla suavemente la mezcla de células (por ejemplo, usando una pipeta de 1
ml de capacidad). Se induce la fusion con PEG/DMSO (polietilenglicol/dimetilsulféxido; obtenible de Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri; 1 ml por millén de linfocitos). Se afiade lentamente PEG/DMSO con agitacién suave a lo largo de
un minuto, seguido de un minuto de mezclamiento. Luego se afiade IDMEM (DMEM sin glutamina; 2 ml por millén
de células B) a lo largo de 2 minutos con agitacién suave, seguido de IDMEM adicional (8 ml por millén de células B)
que se afiade a lo largo de 3 minutos.

Las células fusionadas son recogidas como sedimento de una centrifugacion suave (400 x g, 6 minutos) y son
resuspendidas en 20 ml de medio de seleccion [por ejemplo, DMEM que contiene azaserina e hipoxantina (HA) y
otros materiales complementarios segun sea necesario) por milléon de células B. Las células son incubadas durante
20-30 minutos a 37 °C y son luego resuspendidas en 200 ml de medio de seleccién y cultivadas durante tres a
cuatro dias en matraces T175 antes de ser sembradas en placas de 96 pocillos.

Las células se distribuyen en placas de 96 pocillos usando técnicas estandares para maximizar la capacidad de las
colonias resultantes para ser clonadas. Después de varios dias de cultivo, los sobrenadantes son recogidos y son
sometidos a ensayos de exploracion del modo detallado en los ejemplos posteriores, incluyendo la confirmacion de
la unién a PAR-2 humano, la evaluacién de la reactividad cruzada con PAR-2 de otras especies (por ejemplo, PAR-2
de macaco cangrejero y/o PAR-2 murino), unién a PAR-2 escindido frente a PAR-2 no escindido, y capacidad para
inhibir la activacion proteolitica de PAR-2. Las células positivas son adicionalmente seleccionadas y sometidas a
técnicas de clonacién y subclonacion estandares. Se pueden multiplicar las lineas clonales in vitro o in vivo, y se
pueden obtener los anticuerpos humanos secretados para su analisis.

Los clones de hibridoma asi generados son explorados en cuanto a reactividad con PAR-2. En la exploracion inicial
de los sobrenadantes de hibridomas se puede utilizar un ELISA para péptidos, un ELISA para células completas y/o
un ensayo de base celular adecuado para exploracion de alto rendimiento [tecnologia de ensayo fluorométrico en
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microvolumenes o FMAT (del inglés, fluorometric microvolume assay technology), sustancialmente del modo descrito
por Fiscella et al., Nature Biotechnology 21: 302-307, 2003). Los hibridomas que son positivos en este método de
exploracion pueden ser adicionalmente cultivados para obtener mayores cantidades de anticuerpo, el cual puede ser
luego purificado del modo descrito mas adelante y ser explorado mediante un(os) ensayo(s) de base celular
adicional(es) (por ejemplo, un ensayo de resolucion rapida en placa usando células que coexpresan apoaequorina,
una fotoproteina sensible al Ca?, sustancialmente del modo descrito por Le Poul et al., J. Biomol. Screen. 7 (1): 57-
65, 2002, y PAR-2) o un ensayo con un lector de placas mediante obtencién de imagenes fluorométricas (FLIPR; del
inglés, fluorometric imaging plate reader), que se utiliza para determinar cambios en los niveles de Ca?* intracelular,
sustancialmente del modo descrito por S. Pitchford, Genetic Engineering News, volumen 18, nimero 15 (1998), y/o
Sullivan et al., Methods in Molecular Biology, volumen 114, paginas 125-133 (1999).

De esta manera, se inmunizaron ratones con PAR-2 soluble, células que expresan PAR-2, o la proteina PAR-2/Fc,
para un total de 19 o 20 inmunizaciones a lo largo de un periodo de aproximadamente dos meses — dos meses y
medio. Se obtuvieron varias lineas celulares que secretaban anticuerpos especificos para PAR-2 y se caracterizaron
adicionalmente los anticuerpos. Las secuencias de los mismos se presentan en la Lista de Secuencias y se resumen
a continuacion en la Tabla 1, y se muestran en esta memoria los resultados de diversos ensayos en que se utilizaron
estos anticuerpos. Quienes tienen experiencia en la técnica reconoceran que pueden variar los limites entre
regiones de armazon y regiones determinantes de la complementariedad; por ejemplo, el aminoacido 22 de una FR1
de cadena ligera puede ser considerado parte de CDR1 en ciertos casos, etc. Ademas, ciertos sistemas de
numeracion designan a CDR3 y FR4 de una cadena pesada como una region J, y pueden incluir una regiéon D entre
FR3 y CDR3. En consecuencia, la numeracion de las regiones expuestas a continuaciéon puede variar en de uno a
cinco aminoacidos.

Tabla 1

VR FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

1A1, pesada, ID. SEC. n°9 1-126 1-30 31-35 36-49 | 50-66 | 67-98 99-115 | 116-126

1A1, ligera, ID. SEC. n° 11 1-107 1-22 23-33 34-48 | 49-55 | 56-87 88-97 98-107

1B5, pesada, ID. SEC. n° 13 1-126 1-30 31-35 36-49 | 50-66 | 67-98 99-115 116-126

1B5, ligera, ID. SEC. n° 15 1-107 1-22 23-33 34-48 | 49-55 | 56-87 88-97 98-107

1C7, pesada, ID. SEC. n° 17 1-126 1-30 31-35 36-49 | 50-66 | 67-98 99-115 | 116-126

1C7, ligera, ID. SEC. n° 19 1-107 1-22 23-33 34-48 | 49-55 | 56-87 88-97 98-107

2A5, ligera, ID. SEC. n° 21 1-106 1-22 23-33 34-48 | 49-55 | 56-87 88-96 97-106

2C6, pesada, ID. SEC. n°® 23 1-122 1-30 31-35 36-49 | 50-66 | 67-98 99-110 | 111-122

2C6, ligera, ID. SEC. n° 25 1-111 1-22 23-35 35-50 | 51-57 | 58-89 90-100 101-111

9B12, pesada, ID. SEC. n° 27 1-121 1-30 31-35 36-49 | 50-66 | 67-98 99-110 111-121

9B12, ligera, ID. SEC. n° 29 1-111 1-22 23-35 36-50 | 51-57 | 58-89 90-101 102-111

12D5, pesada, ID. SEC. n° 31 1-125 1-30 31-37 38-61 | 52-69 | 70-101 | 102-114 | 115-125

12D5, ligera, ID. SEC. n° 33 1-107 1-23 24-34 35-49 | 50-56 | 57-88 89-97 98-107

13F2, pesada, ID. SEC. n° 35 1-125 1-30 31-37 38-51 | 52-69 | 70-101 | 102-114 | 115-125

13F2, ligera, ID. SEC. n°® 37 1-107 1-23 24-34 35-49 | 50-56 | 57-88 89-97 98-107

Ejemplo 2: Purificacion de anticuerpos de hibridoma anti-PAR-2 para exploracion

Se cultivan células de hibridoma durante un tiempo y bajo unas condiciones para producir una muestra de
aproximadamente 35 ml de fluidos sobrenadante de hibridoma. Se purifican los anticuerpos monoclonales usando
un método adecuado, por ejemplo, usando proteina A. Se afaden 12 ml de tampdn 4x para unién de proteina A
(acido citrico 1,6 M, Tris 100 mM, pH de 9,15) y aproximadamente 300 ul de una suspensién de medio MabSelect™
(GE Healtcare, Piscataway, New Jersey) al 67% a cada muestra. La suspension resultante es hecha girar
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suavemente durante la noche a 4 °C.

Después de la incubacién durante la noche, las muestras son centrifugadas para que sedimenten la resina y los
anticuerpos monoclonales unidos a ella, por ejemplo, a 2000 rpm en un rotor de centrifuga G3.8 (Beckman Coulter,
Fullerton, California) durante 5 minutos a 4 °C sin freno. Se separa todo salvo aproximadamente 300 pl del fluido
sobrenadante y se resuspende la resina para formar una suspension concentrada.

Se transfiere la suspension concentrada a un tubo de microcentrifuga y se afiade suficiente tampdn 1x para union de
proteina A (acido citrico 400 mM, Tris 25 mM, pH de 8,9) para llevar el volumen total hasta aproximadamente 1 ml.
La suspension es resuspendida y es luego centrifugada a aproximadamente 14.000 g durante 5 segundos. El fluido
sobrenadante es separado del sedimento de centrifugacion resultante, que es lavado un total de tres veces de un
modo similar (es decir, resuspendiendo en aproximadamente 1 ml de tampdén 1x para uniéon de proteina A,
centrifugando, separando el sobrenadante y resuspendiendo en tampén fresco).

Después de tres lavados, se resuspende el sedimento de centrifugacion en 400 pl de tampdn de elucién (acido
férmico 200 mM) y se agita la suspension durante 10 minutos a temperatura ambiental y luego se centrifuga a
14.000 g durante 5 segundos. El sobrenadante es cuidadosamente separado como producto de elucion, y el
sedimento de centrifugacion es eluido de nuevo de un modo similar al anteriormente descrito para un total de tres
ciclos de elucion. Los productos de elucion de los tres ciclos de elucién son combinados, centrifugados a 14.000 g
durante 5 minutos a temperatura ambiental y transferidos a un tubo nuevo. Se ajusta el pH a 7,8-8,2 afadiendo Tris-
base 2 M (235 mMs) y mezclando rapidamente. Las muestras son de nuevo centrifugadas a 14.000 g durante 5
minutos a temperatura ambiental y son denominadas "Soluble por Cambio de pH". Se lleva a cabo un barrido
espectral de cada muestra (diluida al afadir 20 ul de la muestra a 700 pl de agua), de 250 a 350 nm, y se verifica la
concentraciéon de proteina cargando 0,5 ug de cada muestra que contiene anticuerpo en un gel reductor al 4-20%
para SDS-PAGE con un apropiado anticuerpo patrén.

Ejemplo 3: Purificacién del polipéptido PAR-2/Fc

Se hace que se exprese el polipéptido PAR-2 N-terminal/Fc (ID. SEC. n° 6) en células de mamifero adecuadas, tales
como células CHO. El sobrenadante de expresion de las células de expresion CHO cultivadas en medio exento de
suero contiene una serina proteasa de tipo tripsina de células CHO que escinde PAR-2/Fc por el enlace Arg-Ser de
activacion, lo que genera la version "recortada" del polipéptido PAR-2/Fc. Las células de expresiéon CHO cultivadas
en suero de ternera fetal al 10% (que contiene niveles normales de inhibidores plasmaticos de proteinasas en
concentraciones muy superiores a la concentracion de la serina proteasa de tipo tripsina de células CHO) expresan
PAR-2 N-terminal no escindido/Fc en los sobrenadantes de los cultivos. Tanto las proteinas recortadas como las no
escindidas son purificadas usando métodos que son adecuados para el aislamiento y la purificacién de proteinas
que comprenden unas regiones Fc (por ejemplo, usando unos sistemas de resina MabSelect™, de GE Healtcare,
Piscataway, New Jersey). Los constructos de Fc purificados resultantes son analizados por analisis amino terminal
de secuencias (degradacion de Edman), cromatografia de exclusiéon por tamafios, barrido espectral de absorbancias
y espectrometria de masas, segun se necesite.

En un ejemplo de un sistema de purificacién adecuado, se carga medio acondicionado que contiene PAR-2/Fc en
una columna de 10 ml de proteina A-Sepharose™ HiTrap, de GE Healthcare, a 6 ml/minuto y 7 °C. La columna es
lavada con varios volimenes de columna de disolucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco sin cationes
divalentes y es luego sometida a elucién con glicocola 100 mM en un pH de 3,0. La proteina eluida se diluye en un
tampon de Tris y se ajusta el pH a 7,0 con H3PO4 1 M. El producto de elucién es luego cargado en una columna de 5
ml de SP-HP HiTrap de GE Healtcare en S-Buffer A (NaH2PO4 20 mM en un pH de 7,0), a 5 mli/min y 7 °C. La
columna es lavada con varios volimenes de columna de S-Buffer A , lo que va seguido de elucion con un gradiente
lineal de 20 volumenes de columna hasta S-Buffer B (NaH.PO4 20 mM, NaCl 1 M, pH de 7,0) al 40% seguida de un
paso hasta S-Buffer B al 100% a 5 ml/min y 7 °C. Las fracciones pueden ser analizadas mediante SDS-PAGE con
tincion por Coomassie y pueden ser reunidas. Las fracciones reunidas pueden ser filtradas a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0,22 ym, y se puede llevar a cabo un barrido espectral sobre una muestra usando una masa
molecular calculada de 30.226 y un coeficiente de extincion calculado de 35.410 M™ cm™. EI material reunido es
concentrado (por ejemplo, usando una membrana Pall Macrosep® de 10 kDa a temperatura ambiental, lo que va
seguido de filtracion a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22 ym); se puede llevar a cabo otro barrido
espectral para verificar la concentracion. El producto final puede ser luego analizado mediante SDS-PAGE con
tincion por Coomassie (gel de 1,0 mm al 4-20% en Tris-glicocola) y mediante SE-HPLC usando una columna
Phenomenex BioSep 3000 (7,8 x 300 mm) en NaH,PO4 50 mM, NaCl 250 mM, pH de 6,9.

Ejemplo 4: Expresion y purificacion del heterodimero PAR-2/Fc:FLAG®/Fc

Se hace que se exprese una proteina heterodimera PAR-2/Fc:FLAG®/Fc y se purifica para facilitar el analisis de la
avidez y afinidad de los anticuerpos hacia PAR-2. Se cotransfectan células adecuadas, por ejemplo, células de
mamifero o células humanas tales como células HEK293, con acido nucleico que codifica PAR-2/Fc (ID. SEC. n° 5)
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y acido nucleico que codifica FLAG®/Fc (ID. SEC. n° 43). El cultivo de las células transfectadas bajo condiciones
apropiadas (por ejemplo, en medio que contiene suero con bajo nivel de IgG) da lugar a la expresion de las
proteinas PAR-2/Fc homodimera, FLAG®/Fc homodimera y PAR-2/Fc: FLAG®/Fc heterodimera. La Ultima se obtiene
mediante operaciones secuenciales de purificacion, sustancialmente del modo descrito a continuacion.

En un ejemplo de un sistema de purificacién adecuado, se somete medio acondicionado que contiene PAR-
2/Fc:FLAG®/Fc a métodos de purificacion que facilitan la purificacion de proteinas Fc, similarmente a los métodos
previamente descritos para PAR-2/Fc. En resumen, se carga el medio acondicionado en una columna de proteina A
bajo unas condiciones que permiten que el Fc se una a la proteina A. La columna es lavada con varios volumenes
de columna de PBS y es luego sometida a elucion en un pH bajo. La proteina eluida es diluida y adicionalmente
purificada mediante cromatografia de intercambio i6nico [por ejemplo, usando una columna de SP Sepharose™ de
alta eficacia, de GE Healtcare, en S-Buffer A (NaH2PO4 20 mM en un pH de 7,0), que es luego lavada con varios
volumenes de columna de S-Buffer y es sometida a elucién con un gradiente lineal de 20 volimenes de columna de
1 a 20% y un gradiente lineal de 20 volumenes de columna de 20 a 50 % de S-Buffer B (NaH2PO4 20 mM, NaCl 1 M,
pH de 7,0), lo que va seguido de un paso hasta 100% de S-Buffer B a 5 ml/min].

Las fracciones son analizadas mediante SDS-PAGE con tincién por Coomassie, y las fracciones que contienen la
mayor parte del producto deseado son reunidas. El material reunido es luego incubado con gel de afinidad anti-
FLAG® M2 (Sigma A2220; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) durante la noche. La resina es luego lavada con
disolucion salina tamponada con Tris y es sometida a elucion con HOAc 100 mM, pH de 3,5. El pH de la coleccion
final es neutralizado a 7,0 con Tris-HCI 1 M, pH de 8,0.

En cualquier momento, el material puede ser filirado a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22 um; se
puede llevar a cabo un barrido espectral sobre una muestra usando una masa molecular calculada de 30.226 y un
coeficiente de extincion calculado de 35.410 M cm™. Si se desea, el material reunido final puede ser concentrado
(por ejemplo, usando una membrana Pall Macrosep de 10 kDa a temperatura ambiental, lo que va seguido de
filtracion a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22 um); se puede llevar a cabo otro barrido espectral para
verificar la concentracion. El producto final puede ser luego analizado mediante SDS-PAGE con tincién por
Coomassie (gel de 1,0 mm al 4-20% en Tris-glicocola) y mediante SE-HPLC usando una columna Phenomenex
BioSep 3000 (7,8 x 300 mm) en NaH>PO4 50 mM, NaCl 250 mM, pH de 6,9.

Se us6 una secuenciacion N-terminal de aminoacidos para verificar que el material purificado de este modo contenia
heterodimeros PAR-2/Fc:FLAG®/Fc. Se detectaron dos secuencias: TIQGTNRSSKG (que corresponde a los
aminoacidos 25 a 35 de la ID. SEC. n° 2) y DDYKDDDD (que corresponde a la ID. SEC. n° 7). La relacién de los dos
péptidos era proxima a 1. La tlnc:lon con Coomassie y el analisis por SEC confirmaron que el material era la proteina
heterodimera PAR-2/Fc:FLAG®/Fc con niveles indetectables de proteinas homodimeras.

Ejemplo 5: Andlisis de anticuerpos PAR-2 mediante transferencia Western

Para analizar la union a PAR-2 no escindido frente a PAR-2 escindido, se someten diversas cantidades de PAR-2 N-
terminal no escindido y recortado:Fc purificado, a SDS-PAGE usando geles de poliacrilamida al 8-16% en gradiente
(geles Novex, Invitrogen Life Technologies) en un sistema de tampdn de Tris-glicocola. También se incluyen carriles
de gel que contienen patrones See Blue (Novex, Invitrogen Life Technologies) para la identificacion de pesos
moleculares. Después de la electroforesis, se transfieren las proteinas de los geles a membranas de nitrocelulosa
usando un modulo de transferencia Novex XCell Il (Invitrogen Life Technologies). Se bloquean las membranas con
tampon de bloqueo Odyssey, OBB (LI-COR Biosciences):disolucion salina tamponada con Tris (TBS; del inglés, Tris
buffer saline), 1:1, durante la noche a 4 °C con sacudimiento. Los anticuerpos que se van a analizar son diluidos en
OBB:TBS 1:1 a una concentracion final deseada durante 1 hora a temperatura ambiental. Las membranas son
lavadas a fondo con Tween 20 al 0,1% en TBS (3-4 cambios de 100 ml a lo largo de ~ 1 hora). Las membranas son
luego expuestas al apropiado producto de conjugacion de anticuerpo secundario (IgG anti-conejo generada en
cabra, o IgG anti-ratdbn generada en cabra)-Alexa 680 (Molecular Probes, Invitrogen Life Technologies), diluido a
1:5000 en OBB:TBS (1:1), durante 1 hora a temperatura ambiental. Las membranas son lavadas del modo
anteriormente descrito y, si se desea, son analizadas usando un sistema LI-COR Odyssey para obtencién de
imagenes infrarrojas (LI-COR Biosciences).

Ejemplo 6: Actividad ligante de anticuerpos PAR-2

En este ejemplo se describe Ia actividad ligante segun se evalua mediante resonancia de plasmones superficiales
usando un biosensor BlAcore® (BlAcore International AB, Uppsala, Suecia). En resumen, se copula covalentemente
anti-Fc humano (o anti-Fc murino) con chips biosensores (es decir, un chip CM5) usando un procedimiento de
copulacién aminica estandar y reactivos de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se inyecta anticuerpo PAR-
2 (humano o murino, o una quimera, por ejemplo, la ID. SEC. n° 38) o un anticuerpo testigo sobre el anti-Fc
inmovilizado, y se hacen pasar independientemente cantidades variables de PAR-2 (PAR-2-huFc homodimero o
PAR-2-huFc/FLAG-huFc heterodimero) sobre un chip copulado con un anticuerpo irrelevante (testigo negativo) y
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también sobre un chip revestido con anti-PAR-2. La regeneracion del chip se puede llevar a cabo con un pulso de 10
microlitros de acido fosférico 100 mM a 10 microlitros/minuto. Toda la unién se lleva a cabo en HBS (HEPES 10 mM,
NaCl 0,15 M, EDTA 3,4 mM, NaNs al 0,02%, agente tensioactivo P20 al 0,005%, pH de 7,4) o un medio equivalente.

Ejemplo 7: Comparacién de anticuerpos PAR-2

Se examinaron diversos anticuerpos PAR-2 en diferentes formatos de ensayo; en la Tabla 2 se resumen los
resultados. Se determinaron los valores de |Cso mediante un ensayo FLIPR para movilizacion de ca® previamente
descrito; se determind la union a la region corriente arriba del sitio de escisién frente a la union a la region corriente
abajo del sitio de escision usando el ensayo por transferencia Western previamente descrito.

Tabla 2
ICso Unién al sitio de escision*
Anticuerpo Corriente arriba Corriente abajo

1A1 2nM XXX -

1B5 3 nM XXX -

1C7 3nM XXX -

2C6 >1uM - XX

9B12 >1 uM - XX

12D5 >1uM - XX

13F2 >1 uM - XX
*En esta transferencia Western, un anticuerpo que se una corriente
abajo del sitio de escisién se unira al PAR-2 amino-terminal tanto de
longitud completa como truncado/Fc, mientras que un anticuerpo que
se una corriente arriba del sitio de escision sélo se unira al PAR-2 de
longitud completa/Fc.

Ejemplo 8: Modelos de artritis inducida con adyuvante (AlA)

En este ejemplo se describen modelos agudo y crénico de artritis. En ambos modelos, los animales son
anestesiados, por ejemplo, mediante una mezcla de ketamina/xilazina (mezcla para ratdbn o mezcla para rata,
respectivamente) o isoflurano para todas las inyecciones intraarticulares (IA) y periarticulares (PA) o las inyecciones
intradérmicas (ID).

Las inyecciones en las articulaciones, IA o PA, se dirigen a las rodillas o a las patas traseras. Las inyecciones PA
son igualmente divididas a través de cuatro sitios que rodean la articulacion de interés. Las inyecciones en las patas
se administran ID en la zona plantar de la pata trasera. Para que sirva como testigo interno, se inyecta vehiculo solo
o PBS estéril en una rodilla o una pata trasera. La preparacion de la zona de inyeccidn incluye rasurar la zona de la
articulacién una vez que se han anestesiado los animales y frotar con una disolucién de yodo seguida de un
desinfectante alcohdlico. Todas las inyecciones articulares se administran con una aguja de calibre 30 o equivalente
y, cuando es necesario, mediante una jeringa impermeable a gases (es decir, Hamilton) para pequefios volumenes
de inyeccion (es decir, 10 pl).

Para la induccion de AIA aguda (aAlA), el dia cero (D0) se inyectan a los animales carragenano lambda al 1-4% y
caolin al 1-4% (C/K) mediante una inyeccion IA en disolucion salina. Las concentraciones de ambos compuestos
dependen de la pretendida gravedad de la enfermedad. Los volumenes totales de inyeccidén para el agente de
induccién son entre 10 y 20 pl para los ratones y entre 60 y 80 pl para las ratas. Tanto la concentracion como el
volumen de inyecciéon son consistentes con metodologias publicadas [J. Clin. Invest. 2003, 111 (1): 35-41; y J.
Pharmacol. Exp. Ther. 2006, 316 (3): 1017-24]. Alternativamente, se pueden usar agonistas peptidicos de PAR-2
especificos u otros agentes activadores de la inflamacién [tal como tripsina, o beta-triptasa humana (J. Clin. Invest.
2003, 111 (1): 35-41; J. Pharmacol. Exp. Ther. 2006, 316 (3): 1017-24; J. Pharmacol. Sci. 2005, 97 (1): 38-42; y Br.
J. Pharmacol. 1999, 127 (5): 1083-90)] o el agente equivalente. Las concentraciones usadas son seleccionadas para
la pretendida gravedad de la enfermedad, y los volimenes totales de inyeccidn son apropiados para el animal al cual
se inyectan.
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Para la induccion de AlA crénica (cAlA), el dia cero (DO) se inyectan a los animales 10-20 pl (raton) y 60-80 pl (rata)
de adyuvante de Freund complementado con 10 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (M.th.) H37Ra [adyuvante
completo de Freund (CFA; del inglés, complete Freund's adjuvant)] mediante inyeccion IA, seguidos de 40-80 pl
(ratén) y 120-200 pl (rata) mediante inyeccion PA. Las concentraciones, el volumen de inyeccién y el régimen de
inyecciones son consistentes con metodologias publicadas [J. Clin. Invest. 2003, 111 (1): 35-41]. El uso de
adyuvante sigue los IACUC Global Adjuvant Usage Standards internos, no sobrepasando un total de 0,4 ml para
ratones y un total de 1 ml para ratas. Todas las inyecciones cumplen con los Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) Dose Administration Standards internos, para no incluir mas de 20 ml/kg IP, 1 mi/kg 1A'y 5 ml/kg
IV para ratones y 10 ml/kg IP, 0,5 ml/kg 1A'y 5 ml/g IV para ratas.

La intervencién del tratamiento incluye las vias de administracion intraperitoneal (IP), intraarticular (I1A) e intravenosa
(IV); en lugar o ademas de éstas, se pueden usar otras vias de administracion adecuadas. Cualquier régimen de
tratamiento a través de inyeccioén IA se realiza en un momento distinto de DO, o en DO pero secuencialmente en un
sitio de inyeccion diferente de la misma articulacion (por ejemplo, una primera inyecciéon en la cara interior de la
rodilla y una segunda inyeccion en la cara exterior).

Para los estudios de AlAs tanto aguda como crénica, se realizan mediciones del diametro articular de todas las
articulaciones de interés con un calibre antes de cualquier inyeccion. El seguimiento de la enfermedad puede incluir
mediciones del diametro articular con un calibre asi como mediciones de la circunferencia articular con una cinta
flexible, y calificacion visual. También se pueden utilizar métodos alternativos (es decir, el uso de un pletismometro).
La gravedad de la cAlA se califica mediante uno de los criterios mostrados a continuacién o mediante ambos:

Criterios de uso articular en cAlA Criterios de aspecto articular en cAlA

0 - Uso articular normal 0 - Articulacion normal

1 - Curvatura de los dedos 1 - Rojez/hinchazén en de 1 a 3 dedos

2 - Desviacion de la articulacion o la pata 2- Rojez/hinchazén en mas de 3 dedos, leve hinchazéon que

se extiende a la pata, tobillo hinchado/rojo, o hinchazén/rojez
leves de la pata delantera

3 - Soporte parcial del peso 3 - Pata hinchada, rojez de leve a moderada

4- Falta de soporte del peso y posicion defensiva 4 - Rojez extrema e hinchazon extrema en toda la pata

De esta manera, se inyectaron C/K mas tratamiento (o testigo) en la rodilla izquierda, y testigo negativo en cada
rodilla derecha, de ratas Lewis de 6-8 semanas de edad, como para el modelo agudo. Después del tratamiento se
midio6 el grosor de la articulacion en puntos temporales establecidos, usando la media de tres lecturas con calibre. El
cambio de grosor de la rodilla izquierda en comparacién con el de la rodilla derecha se expresé como porcentaje de
cambio y se muestra a continuacién en la Tabla 3.

Tabla 3

Oh 2h 6h 24 h 48 h 72h

PBS 0,00 -0,26 0,26 -0,84 -0,84 -0,48
+0,00 +0,71 + 0,65 +0,53 +0,55 +0,50

C/K 0,00 3,88 15,76 17,51 16,41 8,07
+0,00 +2,88 +1,74 +2,45 +1,39 +1,02

SLIGRL 0,00 4,84** 8,02*** 5,68*** 3,47 3,55*
+0,00 +0,87 +1,17 +1,07 +0,95 +0,81

1A1 0,00 1,10 4,12 3,57 4,70** 3,48
+0,00 +1,13 +1,29 +1,20 +1,39 + 0,66

higG 0,00 4,80 15,20 13,77 10,89 5,95
+0,00 +0,88 2,91 +2,29 +1,30 +1,32
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Los valores representan la media del grupo * error estdndar de la media. Datos estadisticos
calculados mediante ANOVA de 2 factores con Bonferroni. Se comparé el anticuerpo monoclonal 1A1
con hlgG; se comparé SLIGRL con PBS.

*  p<0,05
* p<0,01
s p < 0,001

Estos resultados demuestran que un anticuerpo anti-PAR-2 antagonico reduce la inflamaciéon observada en un
modelo de artritis inducida con adyuvante.

Ejemplo 9: Modelos de artritis inducida con adyuvante (AlA)

En este ejemplo se describen los efectos de anticuerpos PAR-2 sobre el edema de pata en un modelo de AlA aguda
sustancialmente como el descrito previamente. En resumen, a ratas Sprague Dawley o Lewis de 6-8 semanas de
edad (Charles River Laboratories, Wilmington, Massachusetts) se les inyectaron subcutdneamente (SC)
carragenano lambda al 1% en la region plantar de una pata trasera y testigo (disolucion salina) en la regién plantar
de la otra. Se administré intraperitonealmente (IP) anticuerpo monoclonal PAR-2 bloqueante (1A1) o testigo (testigo
positivo 0 negativo; véanse las notas al pie de la Tabla 4) dieciocho horas antes de la inyeccion de adyuvante en una
cantidad de 1,5 mg/rata (aproximadamente 8-10 mg/kg); luego se midié la hinchazén por pletismografia en puntos
temporales seleccionados. Los datos se expresaron como volumen de agua desplazada por pata, en mililitros (ml),
frente a las mediciones de linea de base para esa pata. En las Tablas 4-5 siguientes se muestran resultados de
experimentos representativos.

Tabla 4: -Edema de pata en rata Lewis

Oh 2h 4h 6h 8h
Disolucion salina 0,00 £ 0,00 | 0,09 0,05 0,03 £ 0,05 0,01 £ 0,04 0,01 £ 0,04
Carragenano 0,00 £0,00 | 0,21£0,05 0,24 + 0,07 0,31 +£0,04 0,46 £ 0,05
2B5' 0,00 £0,00 | 0,13+0,04 0,10 £ 0,02 0,06 + 0,05 0,17 £ 0,09
1A1 0,00+0,00 | 0,15+0,06 |0,09***+0,04|0,14** +0,07 | 0,30*** + 0,06
2C6° 0,00+0,00 | 0,22 +0,02 0,22 + 0,05 0,32 + 0,06 0,51 0,11

2B5: anti-PGE2 Testigo Positivo, Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan
22C6: mAb anti-PAR-2 no bloqueante y ligante, Testigo Negativo

*p <0,05 * p<0,01, ** p < 0,001 por ANOVA de 2 factores con Bonferroni después del ensayo
frente al testigo.

Tabla 5: -Edema de pata en rata Sprague Dawley

Oh 2h 4h 6h

Disolucion salina 0,00 £ 0,00 0,01 +£0,08 -0,01 £ 0,06 -0,01 £ 0,04

Carragenano 0,00 £ 0,00 0,61+0,12 1,16 £ 0,13 1,36 £ 0,19
Indometacina’ 0,00+ 0,00 | 0,26 0,22 0,28 + 0,08 0,49+0,16
1A1 0,00+ 0,00 | 0,15*** +0,05 | 0,45***+0,08 | 0,49*** + 0,08
2C6? 0,00+ 0,00 | 0,57 +0,08 1,06 £ 0,16 1,13+ 0,08

'Testigo Positivo de indometacina en una cantidad de 5 mg/kg
22C6: mAb anti-PAR-2 no bloqueante y ligante, Testigo Negativo

*p <0,05 **p<0,01, *** p < 0,001 por ANOVA de 2 factores con Bonferroni después
del ensayo frente al testigo.
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En otros experimentos, un anticuerpo PAR-2 bloqueante (1A1) disminuyd significativamente la hinchazén de la pata
cuando se administré IP pero no cuando se administré SC; el subsiguiente analisis farmacocinético revelé que la
biodisponibilidad del 1A1 SC administrado era subdptima en el estudio del edema de pata. Ademas, la inhibicion de
la hinchazén mediante el anticuerpo PAR-2 bloqueante IP administrado se producia de un modo dependiente de la
dosis. Estos resultados confirman hallazgos previos relativos a que un anticuerpo anti-PAR-2 antagénico reduce la
inflamacion observada en un modelo de artritis inducida con adyuvante.

Ejemplo 10: Alteracion en citocinas proinflamatorias

En este ejemplo se describen los efectos de anticuerpos PAR-2 o anticuerpos testigo positivo de referencia (es decir,
2B5 anti-PGE2, de Cayman Chemical) sobre la induccion de citocinas proinflamatorias. En resumen, se prepararon
lisados tisulares procedentes de patas inflamadas o patas testigo (naif) de rata mediante desmenuzamiento en
tampon de lisis y colocacion en un Qiagen Tissue Lyser. Se reunieron partes alicuotas de muestras, se evaluaron en
cuanto a proteina total por absorbancia (Azsp) usando un sistema de espectroscopia para microvolimenes
(NanoDrop™, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts), y se enviaron a Rules-Based Medicine, Inc. (Austin,
Texas) para el analisis del perfil de multiples analitos (MAP; del inglés, multi-analyte profile) sobre el Rodent Panel
v2.0. Numerosos analitos estaban alterados con la actividad morbosa; las comparaciones mostradas incluian las
diferenciadas por los tratamientos con 1A1 y 2B5. Se normalizaron los analitos con respecto a la proteina total [es
decir, (pg, ng, pg)/mg de proteina total]; los datos se muestran en la Figura 1. Estos resultados confirman los
hallazgos bibliograficos relativos a que una liberaciéon elevada de mediadores proinflamatorios, tales como citocinas
y prostaglandina, es un rasgo distintivo de un edema inducido por carragenano. Los menores niveles de estos
factores observados en lisados de patas de animales tratados con anticuerpo antagénico anti-PAR-2 sugieren que
estos anticuerpos se unen a PAR-2 y reducen significativamente la subsiguiente produccion de mediadores
proinflamatorios. La disminucién de la produccién de estos analitos confirma la actividad antiinflamatoria de los
anticuerpos neutralizantes de PAR-2.

Ejemplo 11: Propiedades ligantes de las proteinas ligantes de antigeno

En este ejemplo se describe el andlisis de las propiedades ligantes de proteinas ligantes de antigeno PAR-2 con
respecto al PAR-2 expresado en la superficie celular, utilizando un Ensayo Cinético de Exclusién que permite medir
procesos de union en fase de disolucion y puede ser utilizado para calcular Kp, Kon ¥ Kot (KinExA®; Sapidyne
Instruments, Boise, Indiana), sustancialmente del modo previamente descrito por Xie et al., J. Imm. Methods 304: 1
(2005), y Rathanaswami et al., Anal. Biochem. 373: 52 (2008). En resumen, se incuban diluciones sucesivas de
células que expresan PAR-2 humano (por ejemplo, CHO transfectantes que expresan PAR-2 humano en la
superficie celular, obtenibles al transfectar células CHO con cDNA humano de PAR-2 de longitud completa que
codifica un polipéptido de ID. SEC. n° 2) y células testigo (es decir, células CHO no transfectadas) en un medio
DMEM modificado [exento de rojo fenol, que contiene FBS térmicamente inactivado al 10%, aminoacidos no
esenciales de MEM 0,1 mM, piruvato soédico 1 mM, penicilina-estreptomicina-glutamina, y azida sédica al 0,025%
(peso/peso)], con cantidades establecidas de anticuerpo durante un periodo de 24 a 36 horas a 4 °C, con rotacion.
Al final del tiempo de incubacién, se recogen las células como sedimento de centrifugacion (es decir, a 2000 rpm
durante 4 minutosg y se separa el sobrenadante que contiene anticuerpo no unido (libre). Se mide el mAb libre
mediante KinExA™ usando los apropiados glébulos de captura y anticuerpos secundarios anti-ser humano
conjugados con Cy5, del modo descrito por Rathanaswami et al., Biochem. Biophys. Research Commun.: 1004
(2005). Se obtiene la constante de disociacion en equilibrio (Kp) usando el software KinExA® y mediante una
"analisis de n curvas" que ajusta simultdneamente todas las curvas dadas a un Unico valor de Kp (Rathanaswami et
al., 2005, y Xie et al., supra).

La Kp de ciertos anticuerpos PAR-2 se determind de este modo. Segun se mide mediante KinExA®, la Kp para la
interaccion del anticuerpo 1A1 anti-PAR-2 con el PAR-2 humano expresado en la superficie celular es 62,8 pM con
un intervalo de confianza al 95% de 24,8 a 134,7 pM (valor medio para N = 5 experimentos). Un analisis inicial del
anticuerpo 1B5 en este sistema indicd una Kp de 3,39 nM con un intervalo de confianza al 95% de 1,36 a 5,47 pM (N
= 2 experimentos).

Ejemplo 12: Induccidn de artritis inducida con coldgeno

En este ejemplo se describe un modelo de artritis inducida con colageno (CIA; del inglés, collagen-induced arthritis)
utilizando ratas. Se disuelve colageno porcino de tipo Il (10 mg; Chondrex, Redmond, Washington) en acido acético
0,1 N (5 ml), dos dias antes de su uso, en una placa giratoria a 2-4 °C. Posteriormente, se emulsiona el colageno a
1:1 con adyuvante incompleto de Freund (FIA; del inglés, Freund's incomplete adjuvant; Difco, Detroit, Michigan)
usando una aguja para preparar emulsiones y jeringas de vidrio, para obtener una concentracion final de 1 mg/ml.
Se induce la enfermedad en hembras de rata Lewis de 8 semanas de edad (Charles River, Wilmington,
Massachusetts) mediante la inyeccién intradérmica de colageno emulsionado en IFA en 10 sitios diferentes (100 pl
por sitio) del lomo. El inicio clinico de la artritis varia, normalmente entre 10 y 12 dias, segun viene indicado por
hinchazén de las patas traseras y dificultades ambulatorias. Antes de la inmunizacién con colageno, se disponen
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aleatoriamente las ratas en grupos de tratamiento y se inicia la terapia con una administracion intraperitoneal de
anticuerpo neutralizante de PAR-2, anticuerpos testigo (es decir anticuerpos no bloqueantes de PAR-2) o testigo
vehicular (A5Su). Se administra una segunda dosis de los anticuerpos y el vehiculo el dia antes del inicio, el Dia 9.

Durante el estudio, la progresion de la inflamacién es clinicamente evaluada mediante la medicion intermitente del
diametro de las patas traseras usando calibres. Se toman lecturas en la articulacion tibiotarsiana (tobillo) antes de la
induccion de la artritis, el dia del inicio (Dia 10), los dias 11-17, y en la necropsia (Dia 18). Se calcula la inhibiciéon de
la inflamacion de las patas basandose en el area bajo la curva (AUC; del inglés, area under the curve) de acuerdo
con la formula:

[(CIA tratada con vehiculo — CIA tratada)/(CIA tratada con vehiculo)] x 100

Ademas, se determina diariamente el peso corporal total durante el régimen de tratamiento como un punto final
complementario ya que la pérdida de peso corporal corre paralelamente a la progresion de la inflamacién articular en
este modelo de artritis.

A la terminacién del estudio, se pueden evaluar las articulaciones de los tobillos en cuanto a pérdida de densidad
mineral 6sea (BMD; del inglés, bone mineral density) asi como en cuanto a cambios en la fosforilacion de cinasa 2
activada por proteina cinasa activada por mitégeno (MAPKAPK-2 o MK-2). La BMD se examina usando
absorciometria de rayos X de doble energia (DEXA; del inglés, dual-energy X-ray absorptiometry) en un punto
temporal adecuado después de la necropsia. Las patas traseras son extirpadas por la linea del pelaje [justo proximal
al tobillo (jarrete)], sumergidas en etanol al 70% y almacenadas a temperatura ambiental hasta que se determina la
BMD. Las articulaciones son luego barridas en orientacion horizontal usando un densitémetro de rayos X con haz en
abanico (modelo QDR-4500A; Hologic, Waltham, Massachusetts), sustancialmente del modo descrito por Feige et
al., Cell Mol. Life Sci. 57: 1457; 2000. Después del barrido, se sitla una caja rectangular (29 x 25 mm) centrada en el
calcaneo para delimitar el sitio que se va a analizar y se utilizan algoritmos validados para la instrumentacién usada
(por ejemplo, el software Hologic) para calcular el area 6sea, el contenido mineral dseo y la densidad mineral dsea.
Para el analisis de fésforo, se congela un tobillo en Ny liquido para triturarlo hasta un polvo proteico que es
desarrollado en una transferencia Western usando un ensayo para MK-2 comercialmente asequible.
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aac
Asn

tce
Ser
195

gtc
vVal

cat
His

ttc
Phe

gcc
Ala

gat
Asp
275

act
Thr

ctt
Leu

tat
Tyr

atc
Ile

aat
Asn

att
Ile

tgt
Cys

ctc
Leu

ccc
Pro
180

ctg
Leu

gtg
val

gat
Asp

ctc
Leu

tct
Ser
260

gaa
Glu

gtc
Val

gtg
vVal

gcc
Ala

gac
Asp
340

ctg
Leu

gcc
Ala

aat
Asn

tte
Phe
165

atg
Met

gca
Ala

aag
Lys

gtt
Val

tct
Ser
245

gcc
Ala

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu
325

ccce
Pro

gcc
Ala

tat
Tyr

gtg
Val
150

atg
Met

999
Gly

ata
Ile

cag
Gln

ttg
Leu
230

ctg
Leu

tat
Tyr

tca
Ser

gcc
Ala

cat
His
310
tac

Tyr

ttt
Phe

ttg
Leu

cac
His
135

ctt
Leu

acc
Thr

cac
His

tgg
Trp

acc
Thr
215

cct
Pro

gcc
Ala

gtg
Val

gag
Glu

atg
Met
295

tat
Tyr

att
Ile

gtc
Val

ES 2406429 T3

gct
Ala
120

ata
Ile

att
Ile

tgc
Cys

tcc
Ser

ctg
Leu
200

atc
Ile

gag
Glu

att
Ile

ctg
Leu

aag
Lys
280

tac

Tyr

ttt
Phe

gta
val

tat
Tyr

gac
Asp

cat
His

ggc
Gly

ctc
Leu

agyg
Arg
185

ctg
Leu

ttc
Phe

cag
Gln

999
Gly

atg
Met
265

aaa
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr
345

ctc
Leu

ggc
Gly

ttt
Phe

agt
Ser
170

aag
Lys

att
Ile

att
Ile

ctc
Leu

gtc
val
250

atc
Ile

agg
Arg

atc
Ile

att
Ile

ctc
Leu
330

ttt
Phe

ctc
Leu

aac
Asn

ttc
Phe
155

gtg
Val

aag
Lys

ctg
Leu

cct
Pro

ttg
Leu
235

ttt
Phe

aga
Arg

aag
Lys

tgc
Cys

aag
Lys
315

tgc
Cys

gtt
Val

33

tct
Ser

aac
Asn
140

tat
Tyr

cag
Gln

gca
Ala

ctg
Leu

gcc
Ala
220

gtg
val

ctg
Leu

atg
Met

agg
Arg

ttc
Phe
300

agc

Ser

ctc
Leu

tca
Ser

gtc
Val
125

tgg
Trp

ggc
Gly

agg
Arg

aac
Asn

gtc
vVal
205

ctg
Leu

gga
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala
285

act
Thr

cag
Gln

tct
Ser

cat
His

atc
Ile

att
Ile

aac
Asn

tat
Tyr

att
Ile
190

acc
Thr

aac
Asn

gac
Asp

cca
Pro

cga
Arg
270

atc
Ile

cct
Pro

ggc
Gly

acc
Thr

gat
Asp
350

tgg
Trp

tat
Tyr

atg
Met

tgg
Trp
175

gce
Ala

atc
Ile

atc
Ile

atg
Met

gcc
Ala
255

tct
Ser

aaa
Lys

agt
Ser

cag
Gln

ctt
Leu
335

ttc
Phe

ttc
Phe

gg9g
Gly

4

tac
Tyr
160

gtc
Val

att
Ile

cct
Pro

acg
Thr

ttc
Phe
240

ttc
Phe

tct
Ser

ctc
Leu

aac
Asn

agc
Ser
320

aac
Asn

agg
Arg

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056



gat
Asp

cag
Gln

tct
Ser
385

cat
His

atg
Met
370

tac
Tyr

<210> 2
<211> 397

<212> PRT

gca
Ala
355

caa

Gln

tct
Ser

aag
Lys

gta
val

tca
Ser

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Arg Ser

1

Ala

Ser

Thr

Ser

65

Val

Leu

Tyr

Pro

Glu

145

Cys

Ala

Lys

Gly

50

Ala

Tyr

Trp

Met

Leu

130

Ala

Ser

Ser

Gly

35

Lys

Ser

Thr

Val

Ala

115

Lys

Leu

Ile

Pro

Leu

20

Arg

Gly

val

Ile

Phe

100

Asn

Ile

Cys

Leu

aac
Asn

tce
Ser

agt
Ser

Ser

Ser

Ser

Val

Leu

Val

85

Leu

Leu

Ala

Asn

Phe

gct ctc ctt

Ala

Leu Leu
360

ctc acc tca
Leu Thr Ser

375

tca acc act
Ser Thr Thr

390

Ala

Cys

Leu

Thr

Thr

70

Phe

Phe

Ala

Tyr

Val

150

Met

Ala Trp

Ser Gly

Ile Gly

ES 2406429 T3

tgc
Cys

aag
Lys

gtt
Val

40

val Glu

55

Gly Lys

vVal Vval

Arg Thr

Leu Ala

cga agt
Arg Ser

aaa cac
Lys His

aag acc
Lys Thr
395

Leu Leu Gly

10

Thr Ile Gln

25

Lys Val Asp

Thr Val Phe

Leu Thr Thr

gtc
Val

tcec
Ser
380

tcc
Ser

cgc act gta
Arg Thr val

365

agg aaa tcc
Arg Lys Ser

tat tga
Tyr

Ala Ala

Gly Thr

Gly Thr

45

Ser Val

60

75

Gly Leu Pro

90

Lys Lys Lys

105

120

His Ile

135

Leu Ile

Thr Cys

Asp Leu Leu

His Gly Asn

Gly Phe Phe

Val Phe

Ser Asn

His Pro

Ser Val

125

Asn Trp

140

155

Leu Ser Val

34

Tyr Gly

Gln Arg

Ile

Asn

30

Ser

Asp

Leu

Gly

Ala

110

Ile

Ile

Asn

Tyr

aag
Lys

agc
Ser

Leu

15

Arg

His

Glu

Pro

Met

95

vVal

Trp

Tyr

Met

Trp

Leu

Ser

Val

Phe

Ile

80

Ala

Ile

Phe

Gly

Tyr

160

Val

1104

1152

1194



Ile Val

Gly Ile

Leu Tyr
210

Thr Cys
225

Asn Tyr

Leu Thr

Ala Met

Ile Val
290

Leu Leu
305

His Val

Ser Cys

Asp His

Gln Met
370

Ser Tyr
385

<210>3

Asn

Ser

195

val

His

Phe

Ala

Asp

275

Thr

Leu

Tyr

Ile

Ala

355

Gln

Ser

Pro

180

Leu

vVal

Asp

Leu

Ser

260

Glu

Val

Val

Ala

Asp

340

Lys

Val

Ser

165

Met

Ala

Lys

Val

Ser

245

Ala

Asn

Leu

Val

Leu

325

Pro

Asn

Ser

Ser

Gly

Ile

Gln

Leu

230

Leu

Tyr

Ser

Ala

His

310

Tyr

Phe

Ala

Leu

Ser
390

His

Trp

Thr

215

Pro

Ala

Val

Glu

Met

295

Tyr

Ile

vVal

Leu

Thr

375

Thr

ES 2406429 T3

Ser

Leu

200

Ile

Glu

Ile

Leu

Lys

280

Tyr

Phe

Val

Tyr

Leu

360

Ser

Thr

Arg

185

Leu

Phe

Gln

Gly

Met

265

Leu

Leu

Ala

Tyr

345

Cys

Lys

Val

170

Lys

Ile

Ile

Leu

Val

250

Ile

Arg

Ile

Ile

Leu

330

Phe

Arg

Lys

Lys

35

Lys

Leu

Pro

Leu

235

Phe

Arg

Lys

Cys

Lys

315

Cys

Val

Ser

His

Thr
395

Ala

Leu

Ala

220

Val

Leu

Met

Arg

Phe

300

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

380

Ser

Asn

val

205

Leu

Gly

Phe

Leu

Ala

285

Thr

Gln

Ser

His

Arg

365

Arg

Tyr

Ile

190

Thr

Asn

Asp

Pro

Arg

270

Ile

Pro

Gly

Thr

Asp

350

Thr

Lys

175

Ala

Ile

Ile

Met

Ala

255

Ser

Lys

Ser

Gln

Leu

335

Phe

Val

Ser

Ile

Pro

Thr

Phe

240

Phe

Ser

Leu

Asn

Ser

320

Asn

Arg

Lys

Ser



<211> 399

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Met

1

Ala

Asn

Pro

Glu

65

Pro

Met

Val

Trp

Tyr

145

Met

Trp

Ala

Ile

Arg

Ala

Asn

Ile

50

Phe

Val

Ala

Ile

Phe

130

Gly

Tyr

Val

val

Pro
210

Ser

Ser

Ser

35

Thr

Ser

Val

Leu

Tyr

115

Pro

Glu

Cys

Ile

Gly

J

195

Leu

Leu

vVal

20

Lys

Gly

Ala

Tyr

Trp

100

Met

Leu

Ala

Ser

Val

180

val

Tyr

Ser

Ser

Gly

Lys

Ser

Ile

85

Ile

Ala

Ala

Leu

Ile

165

Asn

Ser

Val

Leu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Ile

Phe

Asn

Ile

Cys

150

Leu

Pro

Leu

Met

Ala

Ser

Ser

Val

55

Leu

val

Leu

Leu

Ala

135

Lys

Phe

Met

Ala

Lys
215

ES 2406429 T3

Trp

Arg

Leu

40

Pro

Thr

Phe

Phe

Ala

120

Tyr

Val

Met

Gly

Ile

200

Gln

Leu

Thr

25

Ile

Val

Gly

Val

Arg

105

Leu

His

Leu

Thr

His

185

Trp

Thr

Leu
10

Glu

Glu

Lys

Ile

90

Thr

Ala

Leu

Ile

Cys

170

Pro

Leu

Ile

36

Gly

Asn

Arg

Pro

Leu

75

Gly

Lys

Asp

His

Gly

155

Leu

Arg

Leu

Tyr

Gly

Leu

Leu

Gly

60

Thr

Leu

Lys

Leu

Gly

140

Phe

Ser

Lys

Ile

Ile
220

Ile

Ala

Glu

45

Phe

Thr

Pro

Lys

Leu

125

Asn

Phe

Val

Lys

Phe

205

Pro

Thr

Pro

30

Thr

Ser

Val

Ser

His

110

Ser

Asn

Tyr

Gln

Ala

190

Leu

Ala

Leu

15

Gln

Ile

Phe

Asn

95

Pro

Val

Trp

Gly

Arg

175

Asn

Val

Leu

Leu

Arg

Pro

Asp

Leu

80

Gly

Ala

Ile

Val

Asn

160

Tyr

Ile

Thr

Asn



Ile

225

Met

Ala

Ser

Arg

Ser

305

Gln

Leu

Phe

Val

Ser
385

Thr

Phe

Ile

Ser

Leu

290

Asn

Ser

Asn

Arg

Asn

370

Gly

<210>4
<211> 397

<212> PRT

Thr

Asn

Leu

Ala

275

Ile

Leu

His

Ser

Asp

355

Arg

Ser

Cys
Tyr
Thr
260
Met
Ile
Leu
val
Cys
340
His

Met

Tyr

<213> Rattus rattus

<400> 4

Met Arg Ser Leu

1

Ala Ala Ser Ala

20

Ser Lys Gly Arg

35

His

Phe

245

Ala

Asp

Thr

Leu

Tyr

325

Ile

Ala

Gln

Ser

Ser

Ser

Ser

Asp

230

Leu

Ser

Glu

Val

Val

310

Ala

Asp

Arg

Ile

Ser
3920

Leu

Cys

Leu

Val

Ser

Ala

His

Leu

295

Val

Leu

Pro

Asn

Ser

375

Ser

Ala

Asn

Ile

ES 2406429 T3

Leu

Leu

Tyr

Ser

280

Ala

His

Tyr

Phe

Ala

360

Leu

Ser

Trp

Arg

Gly
40

Pro

Ala

vVal

265

Glu

Met

Tyr

Leu

Val

345

Leu

Ser

Thr

Leu

Thr
25

Arg

Glu

Ile

250

Leu

Lys

Tyr

Phe

Val

330

Tyr

Leu

Ser

Ser

Leu
10

Val

Leu

37

Glu

235

Gly

Met

Lys

Phe

Leu

315

Ala

Tyr

Cys

Asn

Val
395

Gly

Asn

Asp

Val

Val

Ile

Arg

Ile

300

Ile

Leu

Phe

Arg

Lys

380

Lys

Gly

Ala

Thr

Leu

Phe

Lys

Gln

285

Cys

Lys

Cys

Val

Ser

365

Phe

Thr

Ile

Pro

Pro
45

Val

Leu

Thr

270

Arg

Phe

Thr

Leu

Ser

350

Val

Ser

Ser

Thr

Gly
30

Pro

Gly

Phe

255

Leu

Ala

Ala

Gln

Ser

335

Lys

Arg

Arg

Tyr

Leu
15

Pro

Pro

Asp

240

Pro

Arg

Ile

Pro

Arg

320

Thr

Asp

Thr

Lys

Leu

Asn

Ile



Thr

Ser

65

Ile

Leu

Tyr

Pro

Asp

145

Cvs

Ile

Gly

Leu

Thr

225

Ser

Leu

Ala

Gly

50

Ala

Tyr

Trp

Met

Leu

130

Ala

Ser

Val

Val

Tyr

210

Cys

Tyr

Thr

Met

Lys

Ser

Ile

val

Ala

115

Lys

Leu

Ile

Asn

Ser

195

Val

His

Phe

Ala

Asp
275

Gly

vVal

Ile

Phe

100

Asn

Ile

Cys

Leu

Pro

180

Leu

Met

Asp

Leu

Ser

260

Glu

Ala

Leu

Val

85

Phe

Leu

Ser

Lys

Phe

165

Met

Ala

Arg

Val

Ser

245

Ala

His

Pro

Thr

70

Phe

Phe

Ala

Tyr

val

150

Met

Gly

Ile

Gln

Leu

230

Leu

Tyr

Ser

Val

55

Gly

Val

Arg

Leu

His

135

Leu

Thr

His

Trp

Thr

215

Pro

Ala

Val

Glu

ES 2406429 T3

Glu

Lys

Ile

Thr

Ala

120

Leu

Ile

Cys

Ser

Leu

200

Ile

Glu

Ile

Leu

Lys
280

Pro

Leu

Gly

Lys

105

Asp

His

Gly

Leu

Arg

185

Leu

Tyr

Glu

Met
265

Lys

Gly

Thr

Leu

90

Lys

Leu

Gly

Phe

Ser

170

Lys

Ile

Ile

val

Val

250

Ile

Arg

38

Phe

Thr

75

Pro

Lys

Leu

Asn

Phe

155

Val

Arg

Phe

Pro

Leu

235

Phe

Lys

Arg

Ser

60

Val

Ser

His

Ser

Asp

140

Tyr

Gln

Ala

Leu

Ala

220

Val

Leu

Thr

Arg

Val

Phe

Asn

Pro

Val

125

Trp

Gly

Arg

Asn

val

205

Leu

Gly

Phe

Leu

Ala
285

Asp

Leu

Ala

110

Ile

Thr

Asn

Tyr

Ile

190

Thr

Asn

Asp

Pro

Arg

270

Ile

Glu

Pro

Met

95

Val

Trp

Tyr

Met

Trp

175

Ala

Ile

Ile

Met

Ala

255

Ser

Arg

Phe

Val

80

Ala

Ile

Phe

Gly

Tyr

160

Val

vVal

Pro

Thr

Phe

240

Leu

Ser

Leu



10
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Ile Ile Thr Val Leu Ser Met Tyr Phe Ile Cys
290 295

Val Leu Leu Val Val His Tyr Phe Leu Ile Lys

305 310 315

His Val Tyr Ala Leu Tyr Leu Val Ala Leu Cys

325 330
Ser Cys Ile Asp Pro Phe Val Tyr Tyr Phe Val
340 345
Asp Gln Ala Arg Asn Ala Leu Leu Cys Arg Ser
355 360

Arg Met Gln Ile Ser Leu Thr Ser Asn Lys Phe
370 375

Ser Tyr Ser Ser Ser Ser Thr Ser Val Lys Thr

385 390 395

<210> 5

<211> 903

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(900)

<400> 5

atg cgg agc ccc agc gcg gcg tgg ctg ctg ggg gece

Met Arg Ser Pro Ser Ala Ala Trp Leu Leu Gly Ala

1 5 10

gca gce tct cte tce tge agt ggc acc atc caa gga

Ala Ala Ser Leu Ser Cys Ser Gly Thr Ile Gln Gly

20 25
tct aaa gga aga agc ctt att ggt aag gtt gat ggc
Ser Lys Gly Arg Ser Leu Ile Gly Lys Val Asp Gly
35 40

act gga aaa gga gtt aca gtt gaa aca gtc ttt tct

Thr Gly Lys Gly Val Thr val Glu Thr Val Phe Ser
50 55 60

tct gca tct gtc ctc act gga aaa gtc gac aaa act

Ser Ala Ser Val Leu Thr Gly Lys Val Asp Lys Thr

65 70 75

CCg tgc cca gca cct gaa ctc ctg ggg gga ccg tca

39

Phe
300

Ser

Leu

Ser

Val

Ser
380

Ser

gcc
Ala

acc
Thr

daca
Thr
45

gtg
val

cac
His

gtc

Ala

Gln

Ser

Lys

Arg
365

Arg

Tyr

atc
Ile

aat
Asn
30

tcce
Ser

gat
Asp

aca
Thr

ttc

Pro

Arg

Thr

Asp
350

Thr

Lys

ctg
Leu
15

aga
Arg

cac
His

gag
Glu

tgc
Cys

ctc

Ser

Gln

Leu
335

Phe

Val

Ser

cta
Leu

tcc
Ser

gtc
Val

ttt
Phe

cca
Pro
80

ttc

Asn

Ser

320

Asn

Arg

Lys

Ser

48

96

144

192

240

288



Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
145

gtc
Val

tcc
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

ttc
Phe
225

gag
Glu

ttc
Phe

999
Gly

tac
Tyr

Cys

cca
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
130

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu
210

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr
290

<210>6
<211> 300

<212> PRT

Pro

aaa
Lys

gtg
Val
115

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
195

ctg
Leu

ccce
Pro

aac
Asn

ctc
Leu

gtc
Val
275

cag
Gln

Ala

cce
Pro
100

gtg
Val

gtg
vVal

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala
180

cce
Pro

acc
Thr

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
260

ttc
Phe

aag
Lys

<213> Homo sapiens

<400> 6

Pro
85

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
165

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
245

agc

Ser

tca
Ser

agc
Ser

Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
150

tgg
Trp

cca
Pro

gag
Glu

aac
Asn

atc
Ile
230

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

ctc
Leu

Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val
135

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

cag
Gln
215

gcc
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

tcc
Ser

tcc
Ser
295

Leu

ctc
Leu

agc
Ser
120

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

ccc
Pro

cag
Gln
200

gtc
Val

gtg
vVal

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val
280

ctg
Leu

ES 2406429 T3

Gly

atg
Met
105

cac
His

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
185

gtg
Val

agc
Ser

gag
Glu

ccce
Pro

gtg
Val
265

atg
Met

tct
Ser

Gly

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys
170

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
val
250

gac
Asp

cat
His

ccg
Pro

Pro

tcc
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val
155

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
235

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

40

Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
140

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
220

agc
Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
300

val

acc
Thr

gag
Glu
125

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

ccce
Pro
205

ctg

Leu

aat
Asn

tce
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
285

tga

Phe

cct
Pro
110

gtc
val

aca
Thr

gtc
vVal

tgc
Cys

tcc
Ser
190

cca
Pro

gtc
Val

999
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
270

cac
His

Leu
95

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Leu

aag
Lys
175

aaa
Lys

tcc
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
255

cag
Gln

aac
Asn

Phe

gtc
Val

ttc
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
160

gtc
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
240

tcc

Ser

cag
Gln

cac
His

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

903



Met

Ala

Ser

Thr

Ser

65

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

145

Val

Ser

Lys

Asp

Phe
225

Arg

Ala

Lys

Gly

Ala

Cys

Pro

Cys

Trp

130

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

210

Tyr

Ser

Ser

Gly

35

Lys

Ser

Pro

Val

115

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
195

Leu

Pro

Pro

Leu

20

Arg

Gly

val

Ala

Pro

100

val

Val

Gln

Gln

Ala

180

Pro

Thr

Ser

Ser

Ser

Ser

Val

Leu

Pro

85

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

165

Leu

Arg

Lys

Asp

Ala

Cys

Leu

Thr

Thr

70

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

150

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
230

Ala

Ser

Ile

val

55

Gly

Leu

Thr

val

Val

135

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

215

Ala

ES 2406429 T3

Trp

Gly

Gly

40

Glu

Lys

Leu

Leu

Ser

120

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

200

Val

Val

Leu

Thr

25

Lys

Thr

Val

Gly

Met

105

His

Val

Tyr

Gly

Ile

185

Val

Ser

Glu

Leu

10

Ile

Val

Val

Asp

Gly

90

Ile

Glu

His

Arg

Lys

170

Glu

Tyr

Leu

Trp

41

Gln

Asp

Phe

75

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

155

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
235

Ala

Gly

Gly

Ser

60

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

140

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

220

Ser

Ala

Thr

Thr

45

Val

His

Val

Thr

Glu

125

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

205

Leu

Asn

Ile

Asn

30

Ser

Asp

Thr

Phe

Pro

110

Val

Thr

Val

Cys

Ser

190

Pro

Val

Gly

Leu

15

Arg

His

Glu

Cys

Leu

95

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

175

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Ser

Val

Phe

Pro

80

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

160

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
240



10

15

20

Glu Asn

Phe

Phe

Gly Asn

Asn

Leu

val

Tyr Lys

245

Tyr Ser

260

Phe Ser

275

Thr
290

<210>7
<211> 8
<212> PRT
<213> Atrtificial

Tyr

<220>
<223> Péptido

<400>7

Gln

Lys Ser

Thr

Lys

Cys

Leu

ES 2406429 T3

Thr Pro

Leu Thr

Val
280

Ser

Ser
295

Leu

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1

<210> 8
<211> 378
<212> DNA

5

<213> Homo sapiens

<400> 8

gaggtgcagc
tcctgtaagg
cccgggaaag
agcccgtect
ctgcagtgga
ggtataactg

acggtcaccg

<210>9
<211> 126
<212> PRT

tggtgcagtc
gttctggata
gcctggagtg
tccaaggcca
gaagcctgaa
gaactacctt

tctcctcea

<213> Homo sapiens

<400> 9

tggagcagag
caactttatc
gatggggatg
ggtcaccatc
ggcctcggac

ctactacgac

Pro
250

val
265

Met

Ser

gtgaaaaagc
agccactgga
atctatcctg
tcagccgaca
accgccatgt

ttcggtatgg

Val Leu

Asp Lys

His Glu

Pro Gly

285

Lys
300

ccggggagtce
tcggetgggt
gtgactctga
agtccatcaa

atttctgtge

acgtctgggg

Asp Ser Asp Gly

Ser Arg Trp Gln
270

Ala Leu His Asn

255

tctgaagatc
gcgccagatg
taccagatac
taccgcctac
gagacatgga

ccaagggacc

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu

1

5

10

42

15

Ser

Gln

His

60

120

180

240

300

360

378



10

Ser Leu

Trp Ile

Met
50

Gln
65

Gly
Leu Gln
Ala

Arg

Met Asp

Lys

Gly

35

Ile

Gln

Trp

His

Val

Ile Ser

20

Trp Val

Tyr Pro
Val

Thr

Ser
85

Arg

Gly
100

Trp Gly

115

<210> 10
<211> 321
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10

tcctatgagce
acctgctctg
caggcccctce
ttctctgget
gacgaggctg

gggaccaagg

<210> 11
<211>107
<212> PRT

tgacacagcc
gagatgcatt
tattggtgat
ccagctcagg
actattactg

tcaccgtcct

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln

1

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Asp Ala Leu Pro Lys Gln Tyr Ala

5

ES 2406429 T3

Arg Gln

40

Gly Asp

55

Ile
70

Ser

Leu Lys

Ile Thr

Gln Gly

accctcggtg
gccaaagcaa
atatagagac
gacaacagtc
tcaatcggca

a

Gly

Met

Ser

Ala

Ala

Gly

Thr
120

Ser
25

Gly
Pro Gly
Thr

Asp

Asp Lys

Tyr

Lys

Arg

Ser

Asn Phe

Leu
45

Gly

Tyr Ser

60

Ile Asn

75

Ser Asp

90

Thr Thr

105

Thr Val

tcagtgtccc
tatgcttctt
agtgagaggc
acgttgacca

gacagcggtg

10

43

Thr

Phe

Thr

Ala Met

Tyr Tyr

Val Ser

125

caggacagac
ggtaccagca
cctcagggct
tcagtggagt

gttcttatgt

Ile
30

Ser

Glu Trp

Pro Ser

Thr Ala

80

Phe
95

Tyr

Asp Phe

110

Ser

ggccaggatce
gaagccaggc
ccctgagcga
ccaggcagaa

cttcggcact

15

His

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly

60

120

180

240

300

321



10

Ser Trp
35

Arg Asp
50

Ser Ser
65

Asp Glu

Val Phe

<210> 12
<211> 378
<212> DNA

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

20

Gln Gln

Glu Arg

Thr Thr

Asp Tyr

85

Thr
100

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 12

gaggtgcagc
tcctgtaagg
cccgggaaag
agccecgtect
ctacagtgga
ggtataactg

acggtcaccg

<210> 13
<211> 126
<212> PRT

tggtgcagtc
gttctggata
gcctggagtg
tccagggceca
gcagtttgaa
gaactacctt

tctcctcea

<213> Homo sapiens

<400> 13

Glu Val Gln

1

Ser Leu Lys

Trp Ile Gly

35

5

20

ES 2406429 T3

Lys Pro

40

Ser
55

Pro

val
70

Thr

Tyr Cys

Thr Lys

tggagcagag
cagcttttcce
gatgggaatc
ggtcaccatc
ggcctcggac

ctactacgac

40

Gly

Gly

Leu

Gln

vVal

25

Gln Ala

Pro

Leu

Thr Ile

Pro

Glu

Ser

Leu Leu
45

Arg Phe
60

Gly val

75

Ala
90

Ser

Thr
105

vVal

gtgaaaaagt
aactactgga
atctatcctg
tcagccgaca
accgccatgt

tacggcatgg

10

25

44

Asp

Ser Gly

Leu

ccggggagtc
tcggetgggt
gtgactctga
agtccatcag

attactgtgce

acgtctgggg

45

30

Val Ile Tyr

Ser Gly Ser

Gln Ala Glu

80

Gly Ser
95

Tyr

tctgaagatc
gcgccagatg
taccagatac
aaccgectac
gagacataaa

ccaagggacc

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Ser Gly Glu

15

Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Ser Asn Tyr
30

Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

60

120

180

240

300

360

378



ES 2406429 T3

Gly Ile Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe
50 ' 55 60

Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Arg Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Lys Gly Ile Thr Gly Thr Thr Phe Tyr Tyr Asp Tyr Gly
100 105 110

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 14

<211> 321

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

tcctatgagt tgacacagec accctcggtg tcagtgtccce caggacagac ggccaggatc 60
acctgctctg gagaagcttt gccaaaacaa tatgcttctt ggtaccagca gaagccagge 120
caggcccctg tcttggtgat atatagagac actgagaggc cctcagggat ccctgagcga 180
ttctctggect ccagctcagg gacaacagtc acgttgacca tcagtggagt ccaggcagaa 240
gacgaggctg actattactg tcaatcagca gacagcaatg gtgcttatgt cttcggaact 300

gggaccaggg tcaccgtcct a 321

<210> 15

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Glu Ala Leu Pro Lys Gln Tyr Ala
20 25 30

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45

Arg Asp Thr Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser

45



ES 2406429 T3

50 55 60

Ser Ser Gly Thr Thr Val Thr Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Ala Glu
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Ala Asp Ser Asn Gly Ala Tyr

10

85 90 95
Val Phe Gly Thr Gly Thr Arg Val Thr Val Leu
100 105
<210> 16
<211> 378
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 16
gaggtgcagt tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggggagtc tctgaagatc 60
tcctgtaagg gttctggata cagctttacc agctactgga tcggctgggt gcgccagatg 120
cccgggaaag gcctggagtg gatgggaatc atctatcctg gtgactctga taccagatac 180
agccecgtect tccaaggcca ggtcaccatc tcagccgaca agtccatcag aaccgcctac 240
ctacagtgga gcagtttgaa ggcctcggac accgccatgt attactgtgc gagacataaa 300
ggtataactg gaactacctt ctactacgac tacggcatgg acgtctgggg ccaagggacc 360
acggtcaccg tctcectca 378
<210> 17
<211> 126
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15
Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ile Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe
50 55 60
Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Arg Thr Ala Tyr
65 70 75 80

46



Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser

ES 2406429 T3

Asp Thr Ala Met

Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg His Lys Gly Ile Thr Gly Thr Thr Phe Tyr Tyr Asp Tyr Gly
100 105 110
Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 18
<211> 321
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 18
tcctatgagt tgacacagcc accctcggtg tcagtgtccc caggacagac ggccaggatce 60
acctgctctg gagaagcttt gccaaagcaa tatgcttctt ggtaccagca gaagccaggce 120
caggcccctg tcttggtgat atataaagac agtgagaggc cctcagggat ccctgagcga 180
ttctctggect ccagctcagg gacaacagtc acgttgacca tcagtggagt ccaggcagaa 240
gacgaggctg actattactg tcaatcagca gacagcaatg gtgcttatgt cttcggaact 300
ggaaccaagg tcaccgtcct a 321
<210> 19
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 19
Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15
Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Glu Ala Leu Pro Lys Gln Tyr Ala
20 25 30
Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45
Lys Asp Ser Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Ser Ser Gly Thr Thr Val Thr Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Ala Glu
65 70 75 80
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Ala Asp Ser Asn Gly Ala Tyr

47
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15

85

ES 2406429 T3

90

Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu

<210> 20
<211> 318
<212> DNA

100

<213> Homo sapiens

<400> 20

tcctatgagce
acctgtgggg
caggcccctg
ttctctggcet
gatgaggctg
accaagctga
<210> 21

<211> 106
<212> PRT

tgactcagcc
gaaacaacat
tgctggtcat
ccaactcggg
actattactg

ccgtecta

<213> Homo sapiens

<400> 21

Ser Tyr Glu Leu

1

Thr

His

Arg

Asn

65

Asp

Phe

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Gly

<210> 22
<211> 366
<212> DNA

Arg

Tyr

35

Ser

Ala

Gly

Thr

Ile
20

Thr

Gln Gln

Asn Arg

Asn Thr

Asp Tyr

85

Gly Thr

100

actctcagtg
tggaagtaaa
ctatagggat

gaacacggcc

tcaggtgtgg

105

tcagtggccce
aatgtgcact
agcaaccggc
accctgacca

gacagcagca

tgggacagac
ggtaccagca
cctctgggat
tcagcagagc

ctgcggtatt

95

ggccaggatt
gaagccaggc
ccctgagcga
ccaagccggg

¢ggcggaggyg

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Lys

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Leu

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Thr

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Val
105

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

Leu

48

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser

75

Asp

val

Gly

val

Arg

60

Arg

Ser

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Ser

Leu

Lys

30

val

Ser

Gln

Thr

Gly

15

Asn

Ile

Gly

Ala

Ala
95

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

80

Val

60

120

180

240

300

318



10

<213> Homo sapiens

<400> 22

caggtgcaac
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaaat
atggaactga
tccaactgga

tcctceca

<210> 23
<211> 122
<212> PRT

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcaggctgag

accgcgacta

<213> Homo sapiens

<400> 23

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val

Phe Phe

35

Gly Trp

Gln
65

Gly
Met Glu
Ala

Arg

Gly Gln

Lys

His

Ile

Arg

Leu

Asp

Gly

val

Val
20

Ser

Trp Val

Asn Pro

Val Thr

Ser Arg

85

Gly Ser

100

Thr Thr

115

<210> 24
<211> 330
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Asn

Val

ES 2406429 T3

tggggctgag
caccttcacc
ggtgggatgg
ggtcaccatg
atctgacgac

cggtatggac

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Ser
55

Thr Arg

Arg Ser

Trp Asn

Thr Val

120

gtgaagaagc
ggctactttt
atcaacccta
accagggaca
acggccgtgt

gtctggggcece

Ala Glu

10

Ser
25

Gly
Pro Gly
Ala

Thr

Asp Thr

Val

Tyr

Gln

His

Ser

ctggggectce
ttcactgggt
acaétggtgc
cgtccatcag
attactgtgc

aggggaccac

Lys
Thr

Phe

Leu
45

Gly

Phe
60

Ala

Ile Ser

75

Asp Asp

Arg
105

Asp

Ser Ser

49

Thr

Tyr

Ala Val

Gly Met

agtgaaggtc
gcgacaggcec
cacacacttt
tacagcctac
gagagatggc

ggtcaccgtc

Pro Gly

15

Thr
30

Gly

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

80

Tyr Tyr

95

Asp Val

110

Ala

Tyr

Val

Phe

Tyr

Cys

Trp

60

120

180

240

300

360

366
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cagtctgtgce
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tccgaggatg

ttcggcggag

<210> 25
<211> 111
<212> PRT

tgactcagcc
gaagcagctc
cccccaaaat
ctggctccaa
aggctgatta

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<400> 25

Gln Ser
1

Arg Val

His Val

Ile Tyr

50

Gly Ser

65

Ser Glu

Ser Gly

<210> 26
<211> 363
<212> DNA

Val

Thr

Tyr

35

Arg

Lys

Asp

Val

Leu Thr

Ile
20

Ser

Trp Tyr

Asn Asn

Ser Gly

Glu Ala

85

Val
100

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 26

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

ES 2406429 T3

accctcagcg
caacatcgga
cttcatctat
gtctggcacc
ttactgtgca

gaccgtecta

Pro Pro

Ser Gly

Gln Leu

40

Arg Pro

55

Ser Ala

Tyr

Tyr

Gly

tctgggaccce
attaatcatg
aggaataatc

tcagcctccc

gtatgggatg

Ala
10

Ser

Ser Ser

25

Pro Gly

Ser

Gly

Ser Leu

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

ccgggcagag
tatattggta
agcggccectce
tggccatcag

acagtctgag

Gly Thr

Asn Ile

Ala Pro

45

Pro
60

Asp

Ile Ser

75

Ala
90

Cys

Thr
105

Lys

50

val

Leu

Trp Asp

Thr Val

ggtcaccatc
ccagcaactc
aggggtccct
tgggctccgg

tggtgtggta

Pro Gly

15

Gly
30

Ile

Lys Ile

Arg Phe

Gly Leu

80

Ser
95

Asp

Leu
110

Gly

Gln

Asn

Phe

Ser

Arg

Leu

60

120

180

240

300

330



10

caggtgcagce
tcectgtgceag

ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ggagcagcag
tca

<210> 27
<211>121
<212> PRT

tggtggagtc
cgtctggatt

ggctggagtg
tgaagggccyg
acagcctgag

ctggtactgg

<213> Homo sapiens

<400> 27

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu

Gly Met

35

Ala Val

50

Lys Gly

Leu Gln
Ala

Arg

Gln Gly

Arg

His

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

Val

Leu Ser

20

Trp Val

Trp Tyr
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Leu
100

Gly

Leu Val

115

<210> 28
<211> 333
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 28

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ala

Thr

ES 2406429 T3

tgggggaggce
caccttcagt

ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac

ttttgactac

Ser

Ala

Gln

40

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Val

Ala

Ala

Ser

Arg

Ala

Ala

Ser

gtggtccagce
agctatggca

atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt

tggggccagg

Gly Gly

10

Ser
25

Gly
Pro Gly
Asn

Lys

Asp Asn

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

gaaccctggt

Val Gln

Thr

Phe

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

75

Glu Asp

Gly Thr

105

Ser

120

51

Thr

Gly

Ala Val

Phe Asp

cctgagactc

ccgecaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagatctg

caccgtctcce

Pro Gly

15

Ser Ser

30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

80

Tyr Tyr

95

Tyr
110

Trp

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

Gly

60
120

180

240

300

360

363
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cagtctgtgt
tcectgetcetg
ccaggaacag
gaccgattct
actggggacg
gtattcggeg
<210> 29

<211> 111
<212> PRT

tgacgcagcce

gaagcagctc

ccecccaaact
ctggctccaa
aggccgatta

gagggaccaa

<213> Homo sapiens

<400> 29

Gln Ser
1

Lys Val

Tyr Val

35

Ile Tyr

50

Gly Ser

65

Thr Gly

Ser Ala

<210> 30
<211> 375
<212> DNA

vVal Leu

Thr

Ser

Asp

Lys

Asp

Gly

Thr

Ile
20

Ser

Trp Tyr

Asn Asn

Ser

Glu Ala

85

Val
100

Val

<213> Homo sapiens

<400> 30

ES 2406429 T3

gccctcagtg

caacattggg

cctcatttat
gtctggcacg
ttactgcgga

gctgaccgtce

Gln Pro

Cys Ser

Gln Gln

40

Lys Arg

Thr
70

Ser
Asp

Tyr

Phe Gly

Pro

Gly

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly

tctgcggecc

caggacagaa ggtcaccatc

aataattatg tatcctggta ccagcagctc

gacaataata
tcagccaccc
acatgggata

cta

Val
10

Ser

Ser Ser

25

Pro Gly

Ser

Gly

Thr Leu

Ser

Ser

Thr

Ile

Gly

agcgaccctce

tgggcatcac

gcagcctgag

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

75

Cys Gly

90

Gly Thr

105

52

Thr

Lys

Trp

Leu

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Thr

agggattcct

cggactccag

tgctggtgtg

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Ser

Val
110

Gly

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Leu

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

60

120
180

240

300

333



10

caggtacagc
acctgtgcca
cagtccccat
aatgattttg
cagttctccc
agagatagga
gtcaccgtct
<210> 31

<211> 125
<212> PRT

tgcagcagtc
tctccgggga
cgagaggcct
cagtatctgt
tgcagctgaa
acagtggcta

cctca

<213> Homo sapiens

<400> 31

Gln Val Gln Leu

1

Thr Leu

Arg Ala

35

Leu
50

Trp

vVal
65

Ser

Phe

Tyr

Tyr

Asp Val

Ser

Ala

Gly

val

Ser

Cys

Trp

Gln

Leu Thr

20

Trp Asn

Arg Thr
Ser

Arg

Gln
85

Leu

Ala
100

Arg

Gly Gln

115

<210> 32
<211> 321
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 32

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Asp

Gly

ES 2406429 T3

aggtccagga
cagtgtctct
tgagtggctg
gagaagtcga
ctctgtgact

ctactactac

Ser Gly

Ala Ile

Ile Arg

40

Tyr
55

Arg

Ile Thr

Asn Ser
Asn

Arg

Thr
120

Thr

ctggtgaagc
agcaacagag
ggaaggacat
ataaccatca
cccgaggaca

ggtttggacg

Pro Gly

10

Ser
25

Gly
Gln Ser
Ser

Lys

Ile Thr

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

cctcgecagac
ctgcttggaa
actacaggtc
cceccagacac

cggctgtgta

tctggggeca

Val Lys

Ser Val

Ser Arg

45

Tyr Asn

60

Asp Thr

75

vVal Thr

20

Ser
105

Gly

vVal Thr

53

Pro

Tyr

Val

Glu Asp

Tyr

Tyr

Ser
125

Ser

cctetcacte
ctggatcagg
caagtggtat
atccaagaac

ttactgtgca

agggaccacg

Ser
15

Pro

Ser Ser

30

Gly Leu

Asp Phe

Ser Lys

80

Thr Ala

95

Tyr
110

Gly

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

vVal

Leu

60

120

180

240

300
360

375



10

aaaatagtga
ctctcctgea
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

<210> 33
<211>107
<212> PRT

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcect
gcagtgggtc
cagtttatta

tggagatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 33

Lys Ile
1

Glu Arg

Leu Ala

35

Tyr Gly

50

Ser
65

Gly

Glu Asp

Thr Phe

<210> 34
<211> 375
<212> DNA

Val

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Met Thr

Thr
20

Leu

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Vval

85

Gly
100

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 34

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Thr

ES 2406429 T3

tccagctacc
gagtgttagt
catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcag

a

Ser Pro

Cys

Arg

Pro
40

Lys

Ala Thr

55

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Val

ctgtctgtgt
aacaacttag
gcatccacca
ttcactctca

tataataact

Thr
10

Ala

Ala
25

Ser
Gly Gln
Ile

Gly

Leu Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

ctccagggga
cctggtatca
gggccactgg
ccatcaccag

ggcctctcac

Ser Val

Sexr Val

Pro Arg

45

Ala
60

Arg

Thr Ser

75

Gln Gln

90

Glu
105

Ile

54

Tyr

Asn Asn

Lys

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcec
cctacagtct

tttecggcgga

Pro
15

Ser

Ser Asn

30

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

80

Pro
95

Trp

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

Leu

60

120

180

240

300

321



10

caggtacagc
acctgtgcca
cagtcecccat
aatgatcatg
cagttctccc
agagatagga
gtcaccgtct

<210> 35
<211>125
<212> PRT

tgcagcagtc
tcteccgggga
cgagaggcect
cagtatctgt
tgcagctgaa
acagtggcta

cctca

<213> Homo sapiens

<400> 35

Gln Val Gl
1

Thr Leu Se

Ala Al

35

Arg

Leu Gl

50

Trp

Val
65

Ser Va

Gln Phe Se

Tyr Tyr Cy

Asp Val
11

<210> 36
<211> 321
<212> DNA

Trp

n Leu Gln
5

r Leu Thr

20

a Trp Asn

y Arg Thr
Ser

1 Lys

Gln
85

r Leu

s Ala
100

Arg

Gly Gln

5

<213> Homo sapiens

<400> 36

ES 2406429 T3

aggtccagga
cagtgtctct
tgagtggctg
gaaaagtcga
ctctgtgact

ctactactac

Gln

Ala

Trp Ile

40

Tvr
55

Tyr

Arg Ile

70

Leu Asn

Asp

Arg

Gly Thr

Gly

Ile

Arg

Arg

Thr

Ser

Asn

Thr
120

ctggtgaagc
agcaacagag
ggaaggacat
ataaccatca
cccgaggaca

ggtttggacg

Pro Gly

10

Ser
25

Gly
Gln Ser
Ser

Lys

Ile Thr

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

cctcgcagac
ctgcttggaa
actacaggtc
ccccagacac
aagctgtgta

tctggggeca

Val Lys

Ser Val

Ser Arg

45

Tyr Asn

60

Asp Thr

75

Val Thr

90

Ser
105

Gly

Val Thr

55

Pro

Tyr

Val

Glu Asp

Tyr

Tyr

Ser
125

Ser

cctctcactce
ctggatcagg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgca

agggaccacg

Ser
15

Pro

Ser Ser

30

Leu

Asp His

Ser Lys

80

Ala
95

Lys

Tyr
110

Gly

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

Val

Leu

60

120

180

240

300

360

375



10

gaaatagtga
ctctcctgea
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg

<210> 37
<211>107
<212> PRT

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcect
gcagtgggtc
cagtttatta

tggagatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 37

Glu Ile
1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Gly

50

Ser
65

Gly

Glu Asp

Thr Phe

<210> 38
<211> 473
<212> PRT

val

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Met Thr

Thr
20

Leu

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Val

85

Gly
100

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2406429 T3

tccagccacc
gagtgttagt
catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcag

a

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

40

Ala
55

Arg

Glu
70

Phe
Tyr

Tyr

Thr Lys

<223> quimera humano-raton 1A1

<400> 38

Pro

Arg

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

ctgtctgtgt
aacaacttag
gcatccacca
ttcactctca

tataataact

Thr
i0

Ala

Ala
25

Ser
Gly Gln
Ile

Gly

Leu Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcaccag

ggcctctcac

Ser Val

Sexr Val

Pro Arg

45

Ala
60

Arg

Thr Ser

75

Gln Gln

90

Glu
105

Ile

56

Tyr

Asn Asn

Lys

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagec
cctacagtct

tttcggegga

Pro
15

Ser

Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

80

Pro
95

Trp

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

Leu

60

120

180

240

300

321



Met

Leu

Val

Tyr

Lys

65

Arg

Asp

Arg

Lys

Asn

50

Gly

Tyr

Met

Gly

Lys

35

Phe

Leu

Ser

Arg

Ala

20

Pro

Ile

Glu

Pro

Val

Arg

Gly

Ser

Trp

Ser
85

Pro

Cys

Glu

His

Met

70

Phe

Ala

Glu

Ser

Trp

55

Gly

Gln

ES 2406429 T3

Gln

Val

Leu

40

Ile

Met

Gly

Leu

Gln

25

Lys

Gly

Ile

Gln

Leu

10

Leu

Ile

Trp

Tyr

Val
90

57

Gly

Val

Ser

Val

Pro

75

Thr

Leu

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

Ser

Lys

45

Gln

Asp

Ser

Leu

Met

Ser

Ala

Leu

15

Ala

Ser

Pro

AsSp

Asp
95

Trp

Glu

Gly

Thr
80

Lys



Ser

Thr

Phe

Thr

145

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

225

Lys

Ile

Pro

Val

Val

305

Gln

Ile

Ala

Tyr

130

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

210

Thr

Val

Cys

Lys

Val

290

Asp

Phe

Asn

Met

115

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

195

Tyr

Gln

Asp

Thr

Asp

275

Asp

Asp

Asn

Thr

100

Asp

Ser

Arg

Tyr

180

Ser

Ser

Thr

Lys

val

260

val

Ile

val

Ser

Ala

Phe

Phe

Ala

Ser

165

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

245

Pro

Leu

Ser

Glu

Thr
325

Tyr

Gly

Ser

150

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

230

Val

Glu

Thr

Lys

Val

310

Phe

Leu

Ala

Met

135

Thr

Ser

Glu

His

Ser

215

Cys

val

Val

Ile

Asp

295

His

Arg

ES 2406429 T3

Gln

Arg

120

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

200

Val

Asn

Pro

Ser

Thr

280

Asp

Thr

Ser

Trp

105

His

Val

Gly

Ser

Val

185

Phe

Val

Val

Arg

Ser

265

Leu

Pro

Ala

Val

Arg

Gly

Trp

Pro

Thr

170

Thr

Pro

Thr

Asp

Asp

250

Val

Thr

Glu

Gln

Ser
330

58

Ser

Gly

Gly

Ser

155

Ala

Val

Ala

Val

His

235

Cys

Phe

Pro

Val

Thr

315

Glu

Leu

Ile

Gln

140

Val

Ala

Ser

Val

Pro

220

Lys

Gly

Ile

Lys

Gln

300

Gln

Leu

Lys

Thr

125

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

205

Ser

Pro

Cys

Phe

Val

285

Phe

Pro

Pro

Ala

110

Gly

Thr

Pro

Gly

Asn

190

Gln

Ser

Ser

Lys

Pro

270

Thr

Ser

Arg

Ile

Ser

Thr

Thr

Leu

Cys

175

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

255

Pro

Cys

Trp

Glu

Met
335

Asp

Thr

Val

Ala

160

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

240

Cys

Lys

Val

Phe

Glu

320

His



10

15

20

ES 2406429 T3

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys
340 345

Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
355 360

Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro
370 375

Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met
385 390

Glu Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn
405 410

Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asp Thr
420 425

Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn
435 440

Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu
450 455

Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lvs
465 470

<210> 39
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Consenso de cadena ligera

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Thr o Met

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (25)..(25)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (33)..(33)

<223> Xaa puede ser Ser o Tyr

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (44)..(44)

59

Cys

Ser

Pro

Ile

395

Asp

Trp

His

Arg

Pro
380

Thr

Gln

Glu

Asn
460

vVal

Thr

365

Lys

Asp

Pro

Ser

Ala

445

His

Asn

350

Lys

Glu

Phe

Ala

Tyr

430

His

Ser

Gly

Gln

Phe

Glu

415

Phe

Asn

Thr

Ala

Arg

Met

Pro

400

Asn

Val

Thr

Glu



10

15

20

25

30

ES 2406429 T3

<223> Xaa puede ser Leu o Val

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (49)..(49)

<223> Xaa puede ser Arg o Lys

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (51)..(51)

<223> Xaa puede ser Thr o Ser

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (57)..(57)

<223> Xaa puede ser lle o Leu

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (93)..(93)

<223> Xaa puede ser Asn o Gly

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (95)..(95)

<223> Xaa puede ser Ala o Ser

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (96)..(96)

<223> Xaa puede ser Tyr o0 ninguno

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (104)..(104)

<223> Xaa puede ser Arg o Lys

<400> 39

Ser Tyr Glu Leu Xaa Gln Pro Pro Ser Val Ser Val

1 5 10

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Xaa Ala Leu Pro

20 25

Xaa Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Xaa

35 40

Xaa Asp Xaa Glu Arg Pro Ser Gly Xaa Pro Glu Arg

50 55 60

Ser Ser Gly Thr Thr Val Thr Leu Thr Ile Ser Gly

65 70 75

60

Ser

Lys

Leu

45

Phe

vVal

Pro

Gln

30

Val

Ser

Gln

Gly
15

Tyr

Ile

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu
80



ES 2406429 T3

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Ala Asp Ser Xaa Gly Xaa Xaa
85 90 95

Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Xaa Val Thr Val Leu

10

15

20

25

30

35

40

45

100

<210> 40
<211> 126
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Consenso de cadena pesada

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (14)..(14)

<223> Xaa puede ser Pro o Ser

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (28)..(28)

<223> Xaa puede ser Ser o Asn

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (30)..(30)

<223> Xaa puede ser Sero lle o Thr

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (31)..(31)

<223> Xaa puede ser Asn o Ser

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (32)..(32)

<223> Xaa puede ser Tyr o His

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (50)..(50)

<223> Xaa puede ser lle 0 Met

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (77)..(77)

<223> Xaa puede ser Arg o Asn

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (84)..(84)

<223> Xaa puede ser Ser o Arg

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (95)..(95)

<223> Xaa puede ser Tyr o Phe

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (100)..(100)

<223> Xaa puede ser Lys o Gly

105

61



10

15

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (111)..(111)
<223> Xaa puede ser Tyr o Phe

<400>

Glu
1

Ser

Trp

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Met

<210>
<211>

<212> PRT

40

Val

Leu

Ile

Xaa

50

Gly

Gln

Arg

Asp

41
107

Gln

Lys

Gly

35

Ile

Gln

Trp

His

Val
115

<213> Artificial

<220>

Leu

Ile

20

Trp

Tyr

Val

Xaa

Xaa

100

Trp

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Gln

<223> Consenso de cadena ligera

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (1)..(1)
<223> Xaa puede ser Lys o Glu

<400>

41

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Thr

Gly

ES 2406429 T3

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Gly

Thr
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Ser

Thr

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Thr

vVal

62

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Lys

Xaa

Gly

Tyrxr

60

Ile

Ala

Tyr

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Xaa

Met

Tyr

Ser
125

Xaa

Xaa

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Asp

110

Ser

Gly

15

Xaa

Trp

Ser

Ala

Xaa

95

Xaa

Glu

Xaa

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

15

20

Xaa Ile Val Met Thr Gln

Glu Arg Ala Thr Leu Ser
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg
50

Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 42

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Consenso de cadena pesada

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (63)..(63)

<223> Xaa puede ser Phe o His

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (68)..(68)

<223> Xaa puede ser Arg o Lys

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (94)..(94)

<223> Xaa puede ser Thr o Lys

<400> 42

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

ES 2406429 T3

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr Leu
10

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

Thr Ile
75

Gln Tyr
90

Ile Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Thr

Asn

Val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro Gly
15

Asn Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80

Pro Leu
95

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

1 5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn

20

25

63

30



Arg Ala Ala Trp Asn
35

Trp Leu Gly Arg Thr
50

Val Ser Val Xaa Ser
65

Gln Phe Ser Leu Gln
85

Tyr Tyr Cys Ala Arg
100

Asp Val Trp Gly Gln
115

<210> 43

<211> 256

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Flag/constructo de Fc

<400> 43

Met Glu Thr Asp Thr
1 5

Gly Ser Thr Gly Asp
20

His Thr Cys Pro Pro
35

Val Phe Leu Phe Pro
50

Thr Pro Glu Val Thr
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ES 2406429 T3

Gln

120

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

200

Tyr

Phe

Lys

105

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

185

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

170

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
250

65

Leu

Ala

Pro

155

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

235

Ser

Asn

Pro

140

Gln

Val

Val

Pro

Thr

220

Val

Leu

Gly

125

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

205

Val

Met

Ser

110

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

1390

Val

Asp

His

Pro

Glu

Lys

Thr

Thr

175

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
255

Tyr

Thr

Leu

160

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

240

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2406429 T3

REIVINDICACIONES

1. Una proteina ligante de antigeno aislada que tiene una cadena pesada y una cadena ligera, comprendiendo la
cadena pesada una regién variable que tiene una identidad de al menos 95% con respecto a la ID. SEC. n° 9, y
comprendiendo la cadena ligera una region variable que tiene una identidad de al menos 95% con respecto a la ID.
SEC. n° 11, en donde la proteina ligante de antigeno se une a PAR2 humano no escindido y se une en menor grado
a PAR2 humano escindido.

2. Una proteina ligante de antigeno aislada que tiene una cadena ligera y una cadena pesada, comprendiendo la
cadena ligera una region variable que tiene la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n° 39, y comprendiendo la
cadena pesada una regién variable que tiene la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n° 40, en donde la proteina
ligante de antigeno se une a PAR2 humano no escindido y se une en menor grado a PAR2 humano escindido.

3. La proteina ligante de antigeno de la Reivindicaciéon 1 o la Reivindicacion 2, en donde la region variable de
cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de aminoacidos que
consiste en la ID. SEC. n° 11, la ID. SEC. n°® 15y la ID. SEC. n° 19, y la regién variable de cadena pesada tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de aminoacidos que consiste en la ID. SEC. n° 9,
lalD. SEC.n°13 ylaID. SEC. n° 17.

4. La proteina ligante de antigeno de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2, seleccionada del grupo que consiste
en

a) una proteina ligante de antigeno en donde la region variable de cadena ligera tiene la secuencia de
aminoacidos de ID. SEC. n° 11, y la region variable de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de ID.
SEC. n°9;

b) una proteina ligante de antigeno en donde la regidon variable de cadena ligera tiene la secuencia de
aminoacidos de ID. SEC. n° 15, y la region variable de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de ID.
SEC.n°13;y

c) una proteina ligante de antigeno en donde la regién variable de cadena ligera tiene la secuencia de
aminoacidos de ID. SEC. n° 19, y la region variable de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de ID.
SEC. n° 17.

5. La proteina ligante de antigeno de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2, comprendiendo la cadena pesada
tres regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) denominadas CDR1, CDR2 y CDR3, vy
comprendiendo la cadena ligera tres regiones determinantes de la complementariedad denominadas CDR1, CDR2 y
CDR3, en donde

a) la CDR1 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 31 a 35 de la ID. SEC. n°® 9, los aminoacidos 31 a 35 de la ID.
SEC. n° 13 y los aminoacidos 31 a 35 de la ID. SEC. n°® 17;

b) la CDR2 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 50 a 66 de la ID. SEC. n® 9, los aminoacidos 50 a 66 de la ID.
SEC. n° 13 y los aminoéacidos 50 a 66 de la ID. SEC. n° 17; y

c) la CDR3 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 99 a 115 de la ID. SEC. n° 9, los aminoacidos 99 a 115 de la ID.
SEC. n° 13 y los aminoacidos 99 a 115 de la ID. SEC. n° 17;y

a') la CDR1 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 23 a 33 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 23 a 33 de la ID.
SEC. n° 15y los aminoacidos 23 a 33 de la ID. SEC. n° 19;

b') la CDR2 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 49 a 55 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 49 a 55 de la ID.
SEC. n° 15 y los aminoacidos 49 a 55 de la ID. SEC. n° 19; y

¢') la CDR3 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 88 a 97 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 88 a 97 de la ID.
SEC. n° 15y los aminoacidos 88 a 97 de la ID. SEC. n°® 19.

6. La proteina ligante de antigeno de la Reivindicacién 5, comprendiendo ademas la cadena pesada de una a cuatro
regiones de armazén (FRs) denominadas FR1, FR2, FR3 y FR4, y comprendiendo ademas la cadena ligera de una
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a cuatro regiones de armazén denominadas FR1, FR2, FR3 y FR4, en donde

a) la FR1 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1 a 30 de la ID. SEC. n° 9, los aminoacidos 1 a 30 de la ID. SEC.
n° 13 y los aminoacidos 1 a 25 de la ID. SEC. n°® 17;

b) la FR2 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoéacidos que consiste en los aminoacidos 36 a 49 de la ID. SEC. n°® 9, los aminoacidos 36 a 49 de la ID.
SEC. n° 13 y los aminoéacidos 36 a 49 de la ID. SEC. n° 17;

c) la FR3 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 67 a 98 de la ID. SEC. n°® 9, los aminoacidos 67 a 98 de la ID.
SEC. n° 13 y los aminoacidos 67 a 98 de la ID. SEC. n° 17; y

d) la FR4 de cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 116 a 126 de la ID. SEC. n° 9, los aminoacidos 116 a 126 de la
ID. SEC. n® 13 y los aminoacidos 116 a 126 de la ID. SEC. n° 17; y

a") la FR1 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1 a 22 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 1 a 22 de la ID. SEC.
n° 15y los aminoacidos 1 a 22 de la ID. SEC. n°® 19;

b") la FR2 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 34 a 48 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 34 a 48 de la ID.
SEC. n° 15 y los aminoacidos 34 a 48 de la ID. SEC. n° 19;

c') la FR3 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 56 a 87 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 56 a 87 de la ID.
SEC. n° 15 y los aminoacidos 56 a 87 de la ID. SEC. n° 19; y

d") la FR4 de cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 98 a 107 de la ID. SEC. n° 11, los aminoacidos 98 a 107 de la ID.
SEC. n° 15 y los aminoacidos 98 a 107 de la ID. SEC. n° 19.

7. Un acido nucleico aislado que codifica una proteina ligante de antigeno de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a
6, en donde el acido nucleico es opcionalmente seleccionado del grupo que consiste en:

a) un acido nucleico que comprende un acido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de ID. SEC. n° 10,
y un acido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de ID. SEC. n° §;

b) un acido nucleico que comprende un acido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de ID. SEC. n° 12,
y un &cido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de ID. SEC. n° 14; y

¢) un acido nucleico que comprende un &cido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de ID. SEC. n° 16,
y un acido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de ID. SEC. n° 18.

8. Un vector que comprende un acido nucleico segun la Reivindicacion 7.
9. Una célula huésped aislada, transfectada o transformada con el vector de la Reivindicacién 8.

10. Un método para la producciéon de una proteina ligante de antigeno, que comprende cultivar una célula huésped
de la Reivindicacion 9 bajo unas condiciones que promueven la expresion y recuperar la proteina del medio de
cultivo.

11. Una composicion que comprende un polipéptido de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6 y un diluyente,
excipiente o vehiculo fisiologicamente aceptable.
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