OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 527 471
Gint. cl.;

CO7K 14/715 (2006.01)
CO7K 7/06 (2006.01)
CO7K 7/08 (2006.01)
C12N 15/62 (2006.01)
C12N 15/63 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
A61K 38/08 (2006.01)
A61K 38/10 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  13.05.2002 E 07019762 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 08.10.2014  EP 1921088

Tl'tulo: Péptidos y moléculas relacionadas que se unen a TALL-1

Prioridad: @ Titular/es:

11.05.2001 US 290196 P AMGEN INC. (100.0%)
ONE AMGEN CENTER DRIVE

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la THOUSAND OAKS, CA 91320-1799, US

traduccion de la patente: @ Inventor/es:

26.01.2015 MIN. HOSUNG:
HSU, HAILING y
XIONG, FEI

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

ES 2527471713

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2527471 T3

DESCRIPCION
Péptidos y moléculas relacionadas que se unen a TALL-1
Antecedentes de la invencion

Tras afios de estudio de la necrosis de los tumores, los factores de necrosis tumoral (TNF) a y B fueron finalmente
clonados en 1984. En los afos siguientes presenciamos la aparicién de una superfamilia de citoquinas TNGF,
incluyendo el ligando de Fas (FasL), ligando de CD27 (CD27L), ligando de CD30 (CD30L), ligando de CD40
(CD40L), ligando inductor de la apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL, también denominado AGP-1), la proteina
de enlace de la osteoprotegerina (OPG-BP o ligando de OPG), ligando de 4-1BB, LIGHT, APRIL, y TALL-1. Smith et
al. (1994), Cell 76: 959-962; Lacey et al. (1998), Cell 93:165-176; Chichepotiche et al. (1997), J. Biol. Chem. 272:
32401-32410; Mauri et al. (1998), Immunity 8:21-30; Hahne et al. (1998), J. Exp. Med. 188:1185-90; Shu et al.
(1999), J. Leukocyte Biology 65:680-3. Esta familia esta unificada por su estructura, particularmente en el extremo c-
terminal. Por otra parte, la mayoria de los miembros conocidos hasta la fecha se expresan en compartimentos
inmunoldgicos, aunque algunos miembros también se expresan en otros tejidos y 6rganos. Smith et al. (1994), Cell
76:959-62. Todos los miembros de los ligandos, con excepcion de LT-a, son proteinas transmembrana de tipo Il, que
se caracterizan por una region de 150 aminoacidos conservada dentro del dominio extracelular del extremo c-
terminal. Aunque esta limitado a una identidad de tan solo el 20-25%, el dominio conservado de 150 aminoacidos se
pliega en un caracteristico beta sandwich de hoja plegada y se trimeriza. Esta region conservada puede ser liberada
proteoliticamente, generando asi una forma funcional soluble. Banner et al. (1993), Cell 73:431-445.

Muchos miembros de esta familia de ligandos se expresan en tejidos enriquecidos en linfoides y desempefan
papeles importantes en el desarrollo y la modulacién del sistema inmunolégico. Smith et al. (1994). Por ejemplo, el
TNFa se sintetiza principalmente por macréfagos y es un mediador importante de respuestas inflamatorias y
defensas inmunolégicas. Tracey & Cerami (1994), Ann. Rev. Med. 45:491-503. El Fas-L, expresado
predominantemente en células T activadas, modula la apoptosis mediada por TCR de timocitos. Nagata, S. & Suda,
T. (1995) Immunology Today 16:39-43; Castrim et al. (1996), Immunity 5:617-27. El CD40L, también expresado en
células T activadas, proporciona una sefial esencial para la supervivencia, la proliferacion y el cambio de isotipo de
inmunoglobulina de las células B. Noelle (1996), Immunity 4:415-9.

Se han identificado los receptores cognados de la mayoria de los miembros de la familia del ligando TNF. Estos
receptores comparten multiples repeticiones ricas en castina caracteristicas dentro de sus dominios extracelulares y
no poseen motivos cataliticos dentro de las regiones citoplasmicas. Smith et al. (1994). Los receptores envian
sefiales mediante interacciones directas con proteinas con dominio de muerte (p. ej. TRADD, FADD y RIP) o con
proteinas TRAP (p. ej., TRAF2, TRAF3, TRAF5 y TRAF6), desencadenando rutas de sefializacion divergentes y
superpuestas, p. €j., apoptosis, activacion de NF-kB o activacion de JNK. Wallach et al. (1999), Annual Review of
Immunology 17:331- 67. Estos eventos de sefializacion conducen a la muerte, proliferacion, activacion o
diferenciacion celular. El perfil de expresion de cada miembro receptor varia. Por ejemplo, TNFR1 se expresa en un
amplio espectro de tejidos y células, mientras que el receptor de superficie celular de OPGL se limita principalmente
a los osteoclastos. Hsu et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 96:3540-5.

Varios grupos de investigacion han identificado recientemente ligandos de la familia del TNF con una secuencia
igual o sustancialmente similar. El ligando ha recibido varios nombres: neutrocina a (WO 98/18921, publicado el 7 de
mayo de 1998), 63954 (WO 98/27114, publicado el 25 de junio de 1998), TL5 (EP869180, publicado el 7 de octubre
de 1998), NTN-2 (WO 98/55620 y WO 98/55621, publicados el 10 de diciembre de 1998), TNRL1-alfa (WO 9911791,
publicado el 11 de marzo de 1999), ligando kay (W099/12964, publicado el 18 de marzo de 1999), y AGP-3
(Solicitud prov. EE.UU. N° 60/119.906, presentada el 12 de febrero 1999 y 60/166.271, presentada el 18 de
noviembre de 1999, respectivamente); y TALL-1 (WO00/68378, publicado el 16 de noviembre de 2000). En adelante,
los ligandos mencionados en el presente se denominan colectivamente TALL-1.

TALL-1 es un miembro de la superfamilia de ligandos del TNF que esta funcionalmente implicado en la
supervivencia y proliferacion de células B. Los ratones transgénicos con una sobreexpresion de TALL-1
experimentaron una severa hiperplasia de células B y una enfermedad autoinmune similar al lupus. Khare et al.
(2000) PNAS 97(7):3370-3375). Tanto TACI como BCMA sirven como receptores de la superficie celular de TALL-1.
Gross et al. (2000), Nature 404:995-999; Ware (2000), J. Exp. Med. 192(11): F35-F37; Ware (2000), Nature 404:
949-950; Xia et al. (2000), J. Exp. Med. 192(1):137-143; Yu et al. (2000), Nature Immunology 1(3):252-256; Marsters
et al. (2000), Current Biology 10:785-788; Hatzoglou et al. (2000) J of Immunology 165:1322-1330; Shu et al. (2000)
PNAS 97(16):9156-9161; Thompson et al. (2000) J Exp. Med. 192(1):129-135; Mukhopadhyay et al. (1999) J. Biol.
Chem. 274(23): 15978-81; Shu et al. (1999) J. Leukocyte Biol. 65:680-683; Grass et al. (1995) Blood 85(12): 3378-
3404; Smith et al. (1994), Cell 76:959-962; Patente estadounidense N° 5.969.102, publicada el 19 de octubre de
1999; WO 00/67034, publicado el 9 de noviembre de 2000; WO 00/40716, publicado el 13 de julio de 2000; WO
99/35170, publicado el 15 de julio de 1999. Ambos receptores se expresan en células B y envian sefiales mediante
interaccion con las proteinas TRAF. Por otra parte, tanto TACI como BCMA también se unen a otro miembro de la
familia de los ligandos del TNF: APRIL. Yu et al. (2000), Nature Immunology 1(3) 252-256. También se ha
demostrado que APRIL induce la proliferacion de células B.

Hasta la fecha no se ha divulgado ninguna proteina recombinante o modificada que emplee péptidos moduladores
de TALL-1. Las proteinas recombinantes y modificadas son una clase emergente de agentes terapéuticos. Las
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modificaciones Utiles de agentes terapéuticos de proteina incluyen la combinacion con el dominio "Fc" de un
anticuerpo y el enlace a polimeros como el glicol de polietileno (PEG) y el dextrano. Estas modificaciones se
debaten detalladamente en una solicitud de patente titulada “Péptidos modificados como agentes terapéuticos”,
publicada como WO 00/24782.

Un planteamiento muy diferente al desarrollo de agentes terapéuticos es la investigacion de la biblioteca de
péptidos. La interaccion del ligando de una proteina como su receptor a menudo se produce en una interfaz
relativamente grande. No obstante, como se ha demostrado en el caso de la hormona de crecimiento humana y su
receptor, solamente unos pocos residuos principales de la interfaz contribuyen de forma importante a la energia del
enlace. Clackson et al. (1995), Science 267:383-6. La mayor parte del ligando de la proteina solamente presenta los
epitopes de union en la topologia correcta o esta al servicio de funciones no relacionadas con la unién. Por tanto, las
moléculas que solamente tienen una longitud de "péptido" (2 a 40 aminoacidos) se pueden unir a la proteina
receptora de un determinado ligando de proteina grande. Estos péptidos pueden imitar la bioactividad del ligando de
proteina grande (“agonistas del péptido”) o, mediante una unidn competitiva, inhibir la bioactividad del ligando de la
proteina grande (“antagonistas del péptido”).

Las bibliotecas de péptidos que presentan fagos se han revelado como un potente método para identificar estos
agonistas y antagonistas de los péptidos. Véase, por ejemplo, Scott et al. (1990), Science 249:386; Devlin et al.
(1990), Science 249:404; Patente estadounidense N° 5.223.409, publicada el 29 de junio de 1993; Patente
estadounidense N° 5.733.731, publicada el 31 de marzo de 1998; Patente estadounidense n° 5.498.530, publicada el
12 de marzo de 1996; Patente estadounidense n° 5.432.018, publicada el 11 de julio de 1995; Patente
estadounidense n° 5.338.665, publicada el 16 de agosto de 1994; Patente estadounidense n° 5.922.545, publicada
el 13 de julio de 1999; WO 96/40987, publicado el 19 de diciembre de 1996; y WO 98/15833, publicado el 16 de abril
de 1998. En estas bibliotecas, las secuencias aleatorias de péptidos se despliegan mediante fusidn con las proteinas
de recubrimiento del fago filamentoso. Tipicamente, los péptidos desplegados se eluyen por afinidad frente a una
proteina diana inmovilizada. Los fagos retenidos se pueden enriquecer mediante ciclos sucesivos de repropagacion
y purificacion por afinidad. Los mejores péptidos de unién se pueden secuenciar para identificar los principales
residuos dentro de una o mas de las familias de péptidos estructuralmente relacionadas. Véase, por ejemplo, Cwirla
et al. (1997), Science 276:1696-9, donde se identificaron dos familias distintas. Las secuencias de péptidos pueden
sugerir también qué residuos pueden ser sustituidos de forma segura mediante escaneado de alanina o mediante
mutagénesis en el plano del ADN. Se pueden crear y seleccionar bibliotecas de mutagénesis para optimizar todavia
mas la secuencia de los mejores elementos de unidon. Lowman (1997), Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26:401-24.

El analisis estructural de la interacccion proteina-proteina también se puede utilizar para sugerir los péptidos que
imitan la actividad de union de los ligandos de proteinas grandes. En este analisis, la estructura de cristal puede
sugerir la identidad y la orientacion relativa de residuos criticos del ligando de proteina grande, a partir del cual se
puede disefiar un péptido. Véase, por ejemplo, Takasaki et al. (1997), Nature Biotech. 15:1266-70. Estos métodos
analiticos también se pueden emplear para investigar la interaccion entre una proteina receptora y los péptidos
seleccionados mediante la presentacion de fagos, lo que puede sugerir una nueva modificacion de los péptidos para
incrementar la afinidad de unién.

Otros métodos compiten con la presentacion de fagos en la investigacion de péptidos. Se puede fusionar una
biblioteca de péptidos con el carboxi-terminal del represor lac y expresarse en E. coli. Otro procedimiento basado en
E. coli permite la exposicidon en la membrana externa de la célula mediante fusién con una lipoproteina asociada al
peptidoglicano (PAL). En adelante, estos y otros métodos relacionados se denominan colectivamente “presentacion
en E. coli”. En otro método, se interrumpe la traduccion de ARN aleatorio antes de liberar ribosomas, dando como
resultado una biblioteca de polipéptidos con su ARN asociado todavia unido. En adelante, este y otros métodos
relacionados se denominan colectivamente “presentacion en ribosomas”.

Otros métodos emplean péptidos unidos a ARN; por ejemplo, PROfusion technology, Phylos, Inc. Véase, por
ejemplo, Roberts & Szostak (1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:12297-303. En adelante, este y los métodos
relacionados se denominan colectivamente “seleccion de ARN-péptido”. Se han desarrollado bibliotecas de péptidos
obtenidos por procesos quimicos en las que los péptidos son inmovilizados en materiales no bioldgicos, estables,
tales como varillas de polietileno o resinas permeables a disolventes. Otra biblioteca de péptidos obtenida por
procesos quimicos utiliza la fotolitografia para explorar los péptidos inmovilizados en portaobjetos. En adelante, este
y los métodos relacionados se denominan colectivamente “seleccion de compuesto quimico-péptido”. La seleccion
de compuesto quimico-péptido puede ser ventajosa porque permite el uso de D-aminoacidos y otros analogos no
naturales, asi como elementos no peptidicos. Tanto los métodos biolégicos como quimicos se revisan en Wells &
Lowman (1992), Curr. Opin. Biotechnol, 3:355-62. Conceptualmente, se pueden descubrir peptidomiméticos de
cualquier proteina utilizando la presentacion del fago, la seleccion de ARN-péptido y los demas métodos
anteriormente mencionados.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a agentes terapéuticos que modulan la actividad de TALL-1, tal y como se indica en
las reivindicaciones. De acuerdo con la presente divulgacion, los moduladores de TALL-1 pueden comprender una
secuencia de aminoacidos DZ°LZ* (SEC. ID. N°: 108) donde Z° es un residuo de aminoacido y z* es treonilo o
isoleucilo. Estos moduladores de TALL-1 de la divulgacion comprenden moléculas de las siguientes formulas:
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a'a’a’CDa’La"a’a”Caa“a™

I (a) (SEC. ID. N°: 100)
a1, a2, a’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
a® es un residuo de aminoacido;
a® es un residuo hidréfobo o basico;
8

a“ es treonilo o isoleucilo;

a'? es un residuo hidréfobo neutro; y

a” y a' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes.

'_'b'bzl_J_SCbSb‘bb.meb’ fb.nb"b."cb‘?buﬁu.

I(b) (SEC. ID. N°: 104)

b’ y b? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
b® es un residuo acido o de amida;

b® es un residuo de aminoacido;

b® es un residuo aromatico:

b® es un residuo de aminoacido;
bPesTo l;
b"" es un residuo basico;

b'2 y b son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
b' es un residuo hidréfobo neutro; y

b16, b'” y [ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes.

1.2.3 5 . 910 11 1213 Mo~ 16 17 38
1) €eCeDAL" T e i i e 105)

c1, cz, y c? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
¢® es un residuo de aminoacido;'

¢’ es un residuo de aminoacido;

cdesTo l;

¢'® es un residuo basico;

¢! y c'? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
¢ es un residuo polar neutro;

¢ es un residuo de aminoacido;

¢'® es un residuo de aminoacido;

¢'” es un residuo hidréfobo neutro; y

¢'® es un residuo de aminoacido o esta ausente.
1(d) d'd’d’Cd’d*d’WDd"Ld"d"d"Cd"d"d"” - sec b, No: 106)

d1, d2, y d® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
d5, d6, y d’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

d'® es un residuo de aminoacido;

d?esTo l;
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d" es un residuo de aminoacido;
d" es un residuo de aminoacido; y

d16, a" y d'® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes.

5 6.7 iy, 33~ 1516 _17 18
1e) e'e’eCe’e’e’'De’Le"’Ke"Ce'e'e’e” -0 b o 1o7)

donde:
e1, e2, y e son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes.
e5, e6, e7, eg, y e’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
e"esTo Iy

e15, e'® y e'” son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes.

o PPPKEDFLEEQI*  sec b ne: 109)

donde:

fl,‘f2 y 2 son residuos de aminoacidos o estan ausentes (con un f1, f2 y £ preferiblemente C cuando f12, f13, o
f" esC);

f es W, Y, o F (preferiblemente W);

f es un residuo de aminoacido (preferiblemente L);

 es T o | (preferiblemente T);

% es K, R, o H (preferiblemente K);

2 es C, un residuo polar neutro o un residuo basico (preferiblemente W, C o R);

' es C, un residuo polar neutro o esta ausente (preferiblemente V); y
' es cualquier residuo de aminoacido o esta ausente;

f14

siempre que solamente uno de f1, f2, o f3, pueda ser C, y solamente uno de f12, 3 y f pueda ser C.

Los compuestos de las formulas 1(a) a | (f) anteriores incorporan Dz?Lz*, asi como la SEC. ID. N°: 63, recogida mas
adelante. La secuencia de I(f) se obtuvo como una secuencia de consenso, tal y como se describe en el Ejemplo 1
mas adelante. De los compuestos de la formula 1(f), aquellos en la formula

1n P FKWDFLIKQ (SEC. ID. N°: 125)

son realizaciones preferibles de la divulgacion. Los compuestos comprendidos en la formula 1(f) incluyen las SEC.
ID. N°: 32, 58, 60, 62, 63, 66, 67, 69, 70, 114,115,122,123,124,147-150,152-177,179,180,187.

También de conformidad con la presente divulgacion se encuentran los compuestos que cuentan con el
motivo de consenso:

PFPWE
(SEC. ID. N°: 110)

que también se unen a TALL-1.

También de conformidad con la presente divulgacion se encuentran los compuestos de las férmulas:

3 12_13
o) 888 Cg’PFg'Wg"'Cg'8 8 (SEC. ID. N°: 101)

donde:
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g', g’y g son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
g’ es un residuo polar neutro;

g® es un residuo polar neutro;

glo es un residuo acido;

g'?y g"* son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos; y
g'* estd ausente o es un residuo de aminoécido.

1 7 10 12 1 M
I(h) h hzhgcwhbh WGh ChZhah (SEC. ID. N°: 102)
donde:

h1, h2, y h® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
h® es un residuo hidréfobo;

h” es un residuo hidréfobo;

h' es un residuo hidréfobo polar o acido; y

h12, h13, y h' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes

1122287 25:6:7:829:10,212:13: 10
I (i) 111 TGt Gt (SEC. ID. N°: 103)

donde:

i* es un residuo de aminoacido o esta ausente;
i* es un residuo polar neutro;

i* es un residuo de aminoacido;

i, Y i® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

i° es un residuo &cido;
i** es un residuo de aminoéacido;
it y i*3 son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos; y

6

i** es un residuo polar neutro.
Los compuestos definidos por las férmulas I(g) a I(i) también se unen a TALL-1.
También de conformidad con la presente divulgacion, los moduladores de TALL-1 comprenden:

a)  un dominio modulador de TALL-1 (por ejemplo, una secuencia de aminoacido de las formulas I(a) a I(i)),
preferiblemente la secuencia de aminoacido DZ’Lz* o secuencias derivadas de esta mediante presentacion
de fagos, seleccion de ARN-péptido, o las otras técnicas anteriormente mencionadas; y

b)  un vehiculo, como un polimero (p. €j. PEG o dextrano) o un dominio Fc, que es preferible;

donde el vehiculo se une mediante un enlace covalente al dominio modulador de TALL-1. El vehiculo y el dominio
modulador de TALL-1 pueden estar unidos a través del extremo N-terminal o C-terminal del dominio modulador de
TALL-1, tal y como se describe mas adelante. El vehiculo preferible es un dominio Fc y el dominio Fc preferible es
un dominio Fc de IgG. Estos péptidos unidos a Fc se denominan en el presente “pepticuerpos”. Los dominios
moduladores de TALL-1 preferibles comprenden las secuencias de aminoacidos descritas mas adelante en las
Tablas 1y 2. Otros dominios moduladores de TALL-1 se pueden generar mediante presentacion de fagos, seleccion
de ARN-péptido y las demas técnicas mencionadas en el presente.

Asimismo, de conformidad con la presente divulgacion se encuentra un proceso para generar moduladores de TALL-
1, que comprende:

a. la seleccién de al menos un péptido que se une a TALL-1;y
b. el enlace covalente del mencionado péptido con un vehiculo.

El vehiculo preferible es un dominio Fc. El paso (a) se realiza preferiblemente mediante la seleccion de las
secuencias de péptidos de la Tabla 2 que se recoge mas adelante o mediante presentacion de fagos, seleccion de
ARN-péptido o las demas técnicas anteriormente mencionadas.
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Los compuestos de esta invencion se pueden preparar mediante métodos sintéticos estandar, técnicas de ADN
recombinante o cualquier otro método para la preparacion de péptidos y proteinas de fusidon. Los compuestos de
esta invencién que abarcan porciones no péptidas se pueden sintetizar mediante reacciones estandar de quimica
organica, ademas de reacciones estandar de quimica peptidica, cuando resulte aplicable.

El uso primario contemplado para los compuestos de esta invencion es como agentes terapéuticos o profilacticos. El
péptido unido al vehiculo puede tener una actividad comparable —o incluso superior- a la del ligando natural imitado
por el péptido.

Los compuestos de esta invencion se pueden utilizar con fines terapéuticos o profilacticos, formulandolos con unos
materiales portadores farmacéuticos apropiados y administrando una cantidad efectiva a un paciente, como un
humano (u otro mamifero) que lo necesite. Otros aspectos relacionados también se incluyen en la invencion
instantanea.

Numerosas ventajas y aspectos adicionales de la presente invencion se pondran de manifiesto tras analizar las
cifras y la descripcion detallada de la invencion.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra ejemplos de dimeros Fc que se pueden obtener de un anticuerpo IgG1. “Fc” en la figura
representa cualquiera de las variantes de Fc dentro del significado de “dominio FC” del presente. DG y DG
representan péptidos o combinaciones enlazador-péptido como las que se definen mas adelante. Los dimeros
especificos son los siguientes:

A, D: Dimeros unidos por un solo disulfuro. Los anticuerpos IgG1 tienen tipicamente dos enlaces de disulfuro
en la regién bisagra del anticuerpo. El dominio Fc en las Figuras 1A y 1D puede estar formado por truncacion
entre los dos sitios de enlace de disulfuro o por sustitucion de un residuo de cisteinilo por un residuo no
reactivo (p. €j., alanilo). En la Figura 1A, el dominio Fc esta enlazado al término amino de los péptidos; en 1D,
al término carboxilo.

B, E: Dimeros unidos por dos enlaces disulfuro. Este dominio Fc puede estar formado por truncacion del
anticuerpo parental de modo que retenga ambos residuos de cisteinilo en las cadenas del dominio Fc o por
expresion a partir de una construccion que incluye una secuencia que codifica un dominio Fc de este tipo. En
la Figura 1B, el dominio Fc esta enlazado al término amino de los péptidos; en 1E, al término carboxilo.

C, F: Dimeros no covalentes. Este dominio Fc puede estar formado por eliminacién de los residuos de
cisteinilo por truncacion o sustitucion. Puede ser deseable eliminar los residuos de cisteinilo para evitar las
impurezas generadas por la reaccion del residuo de cisteinilo con residuos de cisteinilo de otras proteinas
presentes en la célula hospedadora. La unién no covalente de los dominios Fc es suficiente para mantener
unido el dimero.

Otros dimeros pueden formarse utilizando dominios Fc obtenidos de diferentes tipos de anticuerpos (p. €j., IgG2,
IgM).

La Figura 2 muestra la estructura de compuestos preferibles de la invencion que presentan repeticiones en tandem
del péptido farmacolégicamente activo. La Figura 2A muestra una molécula de una sola cadena y puede también
representar la estructura de ADN para la molécula. La Figura 2B muestra un dimero en el que la porcién enlazador-
péptido esta presente solamente en una cadena del dimero. La Figura 2C muestra un dimero que tiene la porcion
peptidica en ambas cadenas. El dimero de la Figura 2C se formara espontaneamente en determinadas células
hospedadoras después de la expresion de una estructura de ADN que codifica la cadena sencilla que se muestra en
la Figura 3A. En otras células hospedadoras, las células podrian encontrarse en condiciones que favorezcan la
formacion de dimeros o los dimeros pueden formarse in vitro.

La Figura 3 muestra ejemplos de secuencias de acido nucleico y de aminoacidos (SEC. ID. N° 1y 2,
respectivamente) de Fc humano de IgG1 que puede utilizarse en la presente invencion.

Las Figuras 4A a 4F muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos (SEC. ID. N°: 3-27) S de los fragmentos
Ndel a Sall que codifican el péptido y el enlazador.

Las Figuras 5 A a 5M muestran la secuencia del nucleétido (SEC. ID. N°: 28) del vector pAMG21-RANK-Fc, que se
ha utilizado para generar las moléculas unidas a Fc de la presente invencion. Estas figuras identifican una serie de
caracteristicas del acido nucleico, entre las que se incluyen:

regiones promotoras PcopB, PrepA, ARN, APHII, luxFR, y luxPL;
mARN para APHII. luxR;

Secuencias de codificacion y secuencias de aminoacidos para las proteinas copB, copT, repAl, repA4,
APHII luxR, RANK, y Fc;

Sitios de unién para las proteinas copB, CRP;

horquillas T1.T2.T7, y toop;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2527471 T3

Sitio del operador para la proteina de lujo;

. Sitios de restriccién de la enzima paral—)ﬂ—no—sl’ Eglﬂ, -§-C-§I’ —E—m—nl' _]_)Ld_ﬂ, _llr_g]]l, BStBI'
Acelll, AfIII, PIMI, Bell, Sfil, BstEIl, BspLulll, NspV, Bpll, Eagl, Begl, Nsil,
Bsal, Pspld06], Aatll, Bsml, Nrul, Ndel, Apall, Acc6SI, Kpnl, Sall, Accl, BspE],

AhdlI, BspHI, Econl, BsrGl, Bmal, Smal, SexAl, BamH], and BipL

Las Figuras 6A y 6B muestran la secuencia de ADN (SEC. ID. N°: 97) insertada en pCFM1656 entre los sitios de
restriccion Unicos Aatll (posicion #4364 en pCFM1656) y Sacll (posiciéon #4585 en pCFM1656) para formar el
plasmido de expresion pAMG21 (n° de acceso ATCC 98113).

La Figura 7 muestra que el pepticuerpo TALL-1 (SEC. ID. N°: 70) inhibe la proliferacion de células B mediada por
TALL-1. Las células B purificadas (105) de los ratones B6 se cultivaron por triplicado en placas de 96 pocillos con las
cantidades indicadas del pepticuerpo de consenso TALL-1 en presencia de 10 ng/ml de TALL-1 mas 2 ug/ml del
anticuerpo anti-IgM . La proliferacion se midié mediante la ingesta de timidina radioactiva [3H] en las ultimas 18 horas
de pulso. Los datos indicados representan la media de los pocillos por triplicado + SD.

La Figura 8 muestra que los pepticuerpos de un dimero en tandem del extremo N-terminal de TALL-1 (SEC. ID. N°:
123,124 en la Tabla 5B del presente) son preferibles para la inhibicion de la proliferacion de células B mediada por
TALL-1. Las células B purificadas (105) de los ratones B6 se cultivaron por triplicado en placas de 96 pocillos con las
cantidades indicadas del pepticuerpo 12-3 de TALL-1 y el pepticuerpo de consenso de TALL-1 (SEC. ID. N°: 115y
122 de la Tabla 5B) o los pepticuerpos del dimero relacionado (SEC. ID. N°: 123,124) en presencia de 10 ng/ml de
TALL-1 mas 2 pg/ml del anticuerpo anti-IgM. La proliferacion se midié mediante la ingesta de timidina radiactiva [3H]
en las ultimas 18 horas de pulso. Los datos indicados representan la media de los pocillos por triplicado + SD.

Figura 9. El pepticuerpo AGP3 se une a AGP3 con gran afinidad. La constante del equilibrio de disociacion (Kp) se
obtuvo de una regresion no lineal de las curvas de competencia, utilizando un modelo de union homogéneo de doble
curva en un sitio (software KinEx™). La Kp es de unos 4 pM para el pepticuerpo AGP3 que se une al AGP3 humano
(SEC. ID. N°: 123).

Figuras 10A y 10B. El pepticuerpo AGP3 bloquea el AGP3 tanto humano como murino en el ensayo de competencia
Biacore. La proteina humana soluble TACI se inmovilizé en el chip B1. Se incubé 1 nM de proteina humana
recombinante AGP3 (panel superior) o0 5 nM de proteina murina recombinante AGP3 (panel inferior) con la cantidad
indicada del pepticuerpo AGP3, antes de inyectarlo sobre la superficie del receptor. Se mostro la respuesta de union
relativa de AGP3 humana y AGP3 murina (SEC. ID. N°: 123).

Figuras 11A y 11B. El pepticuerpo AGP3 bloqued la unién de AGP3 en los tres receptores TACL BCMA y BAFFR en
el ensayo de competencia Biacore. Las proteinas TACI, BCMA y BAFFR del receptor soluble recombinante se
inmovilizaron en el chip CM5. Se incubd 1 nM de AGP3 humana recombinante (panel superior) con la cantidad
indicada del pepticuerpo AGP3 antes de inyectarlo sobre la superficie de cada receptor. Se midio la union relativa de
AGP3. Asimismo, se incubd 1 nM de la proteina recombinante APRIL con la cantidad indicada del pepticuerpo AGP3
antes de inyectarlo sobre la superficie de cada receptor. El pepticuerpo AGP3 no inhibi6 la unién de APRIL a los tres
receptores (SEC. ID. N°: 123).

Figuras 12A y 12B. El pepticuerpo AGP3 inhibe el aumento del nivel de inmunoglobulina sérica de raton inducido por
el desafio de la AGP3 humana. Los ratones Balb/c recibieron siete inyecciones intraperitoneales diarias de 1 mg/Kg
de proteina AGP3 humana junto con suero, Fc humano o el pepticuerpo AGP3, a las dosis indicadas, y fueron
desangrados al octavo dia. Se midieron los niveles totales de IgM e IgA en suero mediante un ensayo ELISA (SEC.
ID. N°: 123).

Figura 13. El tratamiento con el pepticuerpo AGP3 redujo la gravedad de la artritis en el modelo de ratén CIA. Los
ratones macho DBA/1 de 8 a 12 semanas de vida fueron inmunizados intradermalmente, en la base de la cola, con
colageno bovino tipo Il (bCll) emulsionado en adyuvante completo de Freund, y se les administré una dosis de
refuerzo tres semanas después de la inmunizacion inicial con bCll emulsionado en adyuvante incompleto de Freund.
El tratamiento con la dosis indicada del pepticuerpo AGP3 comenzé a partir del dia de la inmunizacion de refuerzo
durante cuatro semanas. Como se ha descrito anteriormente (Khare et al., J. Immunol. 155: 3653-9,1995), se asigno
una puntuacion de 0-3 a cada una de las cuatro patas individualmente para calificar la gravedad de la artritis (SEC.
ID. N°: 123).

Figura 14. El tratamiento con el pepticuerpo AGP3 inhibid la generacion de anticuerpos anti-colageno en el modelo
de ratén CIA. Como se ha descrito anteriormente, se tomaron muestras de suero una semana después del
tratamiento final (dia 35). El nivel de anticuerpos anti-colageno Il en suero se determind mediante un ensayo ELIS A
(SEC. ID. N°: 123).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2527471 T3

Figuras 15A y 15B. El tratamiento con el pepticuerpo AGP3 retrasé la aparicion de la proteinuria y mejoro la
supervivencia en los ratones con lupus NZB/NZW. Los ratones NZBx NZBWF1 de cinco meses de vida propensos al
lupus fueron tratados intraperitonealmente tres veces por semana durante ocho semanas con PBS o las dosis
indicadas del pepticuerpo AGP3 (SEC. ID. N°: 123) o proteinas Fc humanas. La proteina en la orina se evalu6
mensualmente durante toda la vida del experimento con las tiras reactivas Albustix (Bayer AG).

Las Figuras 16A y 16B muestran las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de un pepticuerpo de unién a
TALL-1 preferible (SEC. ID. N°: 189y 123)

Descripcion detallada de la invencion
Definicion de términos

Los términos empleados en la presente especificacion se definen como sigue, a menos que se indique lo contrario
en casos especificos.

Definiciones generales

El término “que comprende” significa que un compuesto puede incluir aminoacidos adicionales en cualquiera de los
extremos N-terminal o C-terminal, o en ambos, de la secuencia dada. Por supuesto, estos aminoacidos adicionales
no deben interferir de forma significativa en la actividad del compuesto.

Adicionalmente, las sales fisiol6gicamente aceptables de los compuestos de esta invencion también estan incluidas
en el presente. El término “sales fisioldgicamente aceptables” se refiere a cualquier sal ya conocida o descubierta
con posterioridad que resulte farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos especificos son: acetato;
trifluoroacetato; hidrohaluros, como el hidrocloro y el hidrobromuro; sulfato; citrato; tartrato; glicolato; y oxalato.

Aminoacidos

El término “residuo acido” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos acidos. Algunos ejemplos de residuos acidos incluyen el D y E.

El término “residuo de amida” se refiere a aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden derivados de amida de grupos acidos. Algunos ejemplos de residuos incluyen el Ny Q.

El término “residuo aromatico” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos aromaticos. Algunos ejemplos de residuos aromaticos incluyen el F, Y y W.

El término “residuo basico” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos basicos. Algunos ejemplos de residuos basicos incluyen el H, Ky R.

El término “residuo hidrofilo” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
comprenden grupos polares. Algunos ejemplos de residuos hidrofilos incluyen el C, S, T, Ny Q.

El término “residuo no funcional” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales
que carecen de grupos acidos, basicos o aromaticos. Algunos ejemplos de residuos de aminoacidos no funcionales
incluyen el M, G, A, V, |, L y norleucina (Nle).

El término “residuo hidréfobo neutro” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas
laterales que carecen de grupos acidos, basicos o polares. Algunos ejemplos de residuos de aminoacidos hidréfobos
neutros incluyen el A, V, L, I, P, W, My F.

El término “residuo hidréfobo polar” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas
laterales que comprenden grupos polares. Algunos ejemplos de residuos de aminoacidos hidréfobos polares
incluyenel T,G,S,Y,C,QyN.

El término “residuo hidréfobo” se refiere a residuos de aminoacidos en forma D o L que tienen cadenas laterales que
carecen de grupos acidos o basicos. Algunos ejemplos de residuos de aminoacidos hidréfobos incluyen el A, V, L, |,
P,W,M,F, T,G,S,Y,C,Q,yN.

Péptidos

El término "péptido” se refiere a moléculas de 1 a 40 aminoacidos, siendo preferibles las moléculas de 5 a 20
aminoacidos. Algunos ejemplos de péptidos pueden comprender el dominio de modulacién de TALL-1 de una
molécula naturalmente presente o comprenden secuencias aleatorizadas.

El término "aleatorizado" empleado para referirse a secuencias peptidicas se refiere a secuencias totalmente
aleatorias (p. €j., seleccionadas mediante métodos de presentacion de fagos o seleccion de ARN-péptido) y
secuencias en las que uno o mas residuos de una molécula naturalmente presente se sustituyen por un residuo de
aminoacido que no aparece en esa posicion en la molécula naturalmente presente. Algunos ejemplos de métodos
para identificar las secuencias peptidicas incluyen la presentacion de fagos, la presentacion de E. coli, la
presentacion de ribosomas, la seleccion de ARN-péptido, la seleccién quimica y similares.
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El término “dominio de modulacién de TALL-1” se refiere a cualquier secuencia de aminoacidos que se une a TALL-
1 y comprende secuencias naturalmente presentes o secuencias aleatorizadas. Algunos ejemplos de dominios de
modulacion de TALL-1 se pueden identificar u obtener mediante presentacion de fagos u otros métodos
mencionados en el presente.

El término "antagonista de TALL-1" se refiere a una molécula que se une a TALL-1 y que aumenta o reduce uno o
mas de los parametros del ensayo de forma opuesta al efecto sobre esos parametros de TALL-1 nativo en toda su
longitud. Esta actividad se puede determinar, por ejemplo, mediante ensayos como los descritos en la subseccion
titulada “Actividad bioloégica de AGP3”, de la seccion de Materiales y métodos de la solicitud de patente titulada
"Proteinas relacionadas con el TNF”, WO00/47740, publicada el 17 de agosto de 2000.

Vehiculos y pepticuerpos

El término “vehiculo” se refiere a una molécula que evita la degradacion y/o aumenta la vida media, reduce la
toxicidad, reduce la inmunogenicidad, o aumenta la actividad biolégica de una proteina terapéutica. Algunos
ejemplos de vehiculos incluyen un dominio Fc (que es preferible), asi como un polimero lineal (como glicol de
polietileno (PEG), polilisina, dextrano, etc.); un polimero de cadena ramificada (véase, por ejemplo, la Patente
estadounidense n° 4.289.872 de Denkenwalter et al., publicada el 15 de septiembre de 1981; 5.229.490 de Tarn,
publicada el 20 de julio de 1993; WO 93/21259 de Frechet et al., publicada el 28 de octubre de 1993); un lipido; un
grupo de colesterol (como un esteroide); un carbohidrato u oligosacarido (como dextrano); cualquier proteina,
polipéptido o péptido natural o sintético que se une a un receptor de salvamento; albdimina, incluyendo albdmina
sérica humana (HSA), dominio de cremallera de leucina, y cualesquiera otras de estas proteinas y fragmentos de
proteinas. Los vehiculos se describen mas detalladamente mas adelante.

El término “Fc nativo” se refiere a una molécula o secuencia que comprende la secuencia de un fragmento de union
no antigénico resultante de la digestion del anticuerpo entero, sea en forma monémera o multimera. La fuente
original de inmunoglobulina del Fc nativo es preferiblemente de origen humano y puede ser cualquiera de las
inmunoglobulinas, aunque preferiblemente la IgG1 e IgG2. Los Fc nativos se componen de polipéptidos
monomeéricos que pueden estar enlazados en forma dimérica o multimérica mediante asociacion covalente (como
uniones de disulfuro) y no covalente. El nimero de uniones intermoleculares disulfuro entre las subunidades
monoméricas de moléculas de Fc nativo oscila entre 1 y 4, dependiendo de la clase (p. €j., IgG, IgA, IgE) o subclase
(p. €j., 1IgG1, 1IgG2, 1gG3, IgA1, IgGA2). Un ejemplo de Fc nativo es un dimero unido por disulfuro resultante de la
digestion de papaina de una IgG (véase Ellison et al. (1982), Nucleic Acids Res. 10:4071-9). El término "Fc nativo"
empleado en el presente es genérico para las formas monoméricas, diméricas y multiméricas.

El término “variante de Fc” se refiere a una molécula o secuencia que esta modificada a partir de un Fc nativo, pero
comprende todavia un sitio de unién para el receptor de salvamento, FcRn. Las solicitudes internacionales WO
97/34631 (publicadas el 25 de septiembre de 1997) y WO 96/32478 describen ejemplos de variantes de Fc, asi
como la interaccion con el receptor de salvamento. Asi pues, el término “variante de Fc” comprende una molécula o
secuencia que esta humanizada a partir de un Fc nativo no humano.

Asimismo, un Fc nativo comprende sitios que pueden eliminarse porque proporcionan caracteristicas estructurales o
actividad biolégica que no son necesarias para las moléculas de fusion de la presente invencion. Asi, el término
“variante de Fc” comprende una molécula o secuencia que carece de uno o mas sitios o residuos de Fc nativo que
afectan o estan implicados en (1) la formacién de enlaces de disulfuro, (2) la incompatibilidad con una célula
hospedadora seleccionada, (3) heterogeneidad del extremo C-terminal por expresion en una célula hospedadora
seleccionada, (4) glicosilacion, (5) interaccion con el complemento, (6) fijacion a un receptor de Fc distinto de un
receptor de salvamento, o (7) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Las variantes de Fc se
describen detalladamente mas adelante.

El término “dominio de Fc” abarca secuencias y moléculas de Fc nativo y variantes de Fc anteriormente descritas.
Como en el caso de las variantes de Fc y Fc nativo, el término "dominio de Fc” incluye moléculas en forma
monomeérica o multimérica, tanto si estan digeridas a partir del anticuerpo entero como se si han producido por otros
medios.

El término “multimérico” aplicado a los dominios de Fc o moléculas que comprenden dominios de Fc se refiere a las
moléculas que tienen dos o mas cadenas de polipéptido asociadas covalentemente, no covalentemente, o mediante
interacciones tanto covalentes como no covalentes. Las moléculas de IgG forman tipicamente dimeros; las de IgM,
pentameros; las de IgD, dimeros; y las de IgA, monémeros, dimeros, trimeros o tetrameros. Los multimeros pueden
formarse por aprovechamiento de la secuencia y la actividad resultante de la fuente nativa de Ig del Fc o por
derivatizacion (como se define mas abajo) de un Fc nativo de este tipo.

El término “dimero” aplicado a los dominios de Fc o moléculas que comprenden dominios de Fc se refiere a
moléculas que tienen dos cadenas de polipéptido asociadas covalentemente o no covalentemente. En la Figura 1 se
muestran ejemplos de dimeros dentro del ambito de aplicacion de esta invencion.

Los términos “derivatizacion” y “derivado” o “derivatizado” comprenden procesos y compuestos resultantes
respectivamente en los que (1) el compuesto tiene una porcion ciclica; por ejemplo, reticulacion entre residuos de
cisteinilo dentro del compuesto; (2) el compuesto esta reticulado o tiene un sitio de reticulacion; por ejemplo, el
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compuesto tiene un residuo de cisteinilo y forma por tanto dimeros reticulados en cultivo o in vivo; (3) uno o mas
enlaces peptldlcos estan reemplazados por un enlace no peptidico; (4) el extremo N-terminal esta reemplazado por -
-NRR', NRC(O)R" ~NRC(O)OR", NRS(O)ZR -NHC(O)NHR, un grupo succinimida, o benciloxicarbonil-NH-
sustltuldo o no sustituido, donde Ry R' y los sustltuyentes deI anillo son Ios que se definen mas adelante; (5)
extremo C-terminal esta reemplazado por -C(O)R? 0 -NR®R*, donde R?, R® y R* son los que se definen mas
adelante; y (6) compuestos en los que hay fracciones |nd|V|duaIes de amlnoaC|do modificadas por tratamiento con
agentes capaces de reaccionar con determinadas cadenas laterales o residuos terminales. Los derivados se
describen mas detalladamente mas adelante.

Los términos "pepticuerpo” y "pepticuerpos” se refieren a moléculas que comprenden un dominio de Fc y al menos
un péptido. Estos pepticuerpos pueden ser multimeros o dimeros o fragmentos de los mismos, y pueden haber SIdO
derivatizados. En la presente invencion, las moléculas de las férmulas Il a VI del presente son pepticuerpo, donde V'
es un dominio de Fc.

Estructura de los compuestos

En general. Los autores de la presente invencion identificaron secuencias capaces de unirse a TALL-1 y de modular
su actividad bioldgica. Estas secuencias se pueden modificar a través de las técnicas anteriormente mencionadas,
por las que se puede cambiar uno o mas de los aminoacidos, manteniendo o incluso mejorando la afinidad de union
del péptido.

En las composiciones objeto del presente elaboradas de conformidad con esta invencion, el péptido o los péptidos
pueden unirse al vehiculo a través del extremo N-terminal o C-terminal del péptido. Cualquiera de estos péptidos
puede estar unido en tandem, es decir, secuencialmente, o con o sin enlazadores. Asi, las moléculas vehiculo-
péptido de la presente invencion se pueden describir mediante la férmula siguiente:

OV,

donde: V' es un vehiculo que consiste en una molécula que previene la degradacion y/o aumenta la vida media,
reduce la toxicidad, reduce la inmunogenicidad, o aumenta la actividad biolégica de una proteina terapéutica,
(preferiblemente un dominio Fc);

X' y X2 son cada una selecmonadas |ndepend|entemente de (L )C- —(L1)C-P1- (Lz)d-PZ, -(L1)C-P1- (Lz)d-PZ-
(L) -P? y (L )c-P (L )d'P (L) -P? (L)f-

p'; P? y P® son cada una |ndepend|entemente secuencias de dominios de modulacion de TALL-1 tales como
Ios de las Formulas I(a) a I(i); L' y L? L®y L* son cada una independientemente enlazadores; y a, b, ¢, d, e y f
son cada una independientemente 0 o 1, siempre que al menos una de ay b sea 1.

Asi, el compuesto Il comprende compuestos preferibles de las féormulas

I X'V
y multimeros de la misma, donde V' es un dominio Fc y esta unido al extremo C-terminal de A1;
v VX2
y multimeros de la misma, donde V' es un dominio Fc y esta unido al extremo N-terminal de A2;
v V'-(LYe-P!
y multimeros de la misma, donde V' es un dominio Fc y esta unido al extremo N-terminal de -(L")c-P"; y
Y V'-(LYe-P'-(L%)¢-P?

y multimeros de la misma, donde V' es un dominio Fc y esta unido al extremo N-terminal de L-P-L%-P2

Péptidos. Los péptidos de la presente invencién son Utiles como péptidos moduladores de TALL-1 o como dominios
moduladores de TALL-1 en las moléculas de las formulas Il a VI. Las moléculas de la presente invencion que
comprenden estas secuencias de péptidos se pueden preparar con métodos conocidos en el campo.

Las secuencias de péptidos preferibles de la divulgacion son aquellas de las anteriores formulas I(a) que tienen los
sustituyentes que se identifican a continuacion.
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Tabla 1 — Sustituyentes de péptidos preferibles

Formula I(a) a“esT;
a” es un residuo basico (preferiblemente K); y

a'? es un residuo hidréfobo neutro (preferiblemente F).

Formula I(b) b’es D, Q, o E;
b°esWoY;
b"esT;

b esKoR;y
B“esVol.

Formula I(c) cesT;
c’esKoR;
c”esall,oV;y

c'"esAolL.

Formula I(d) d%esT.

Formula I(e) e'esT.

Formula I(f) fesT;
fYes Ky

f° es V.

Formula I(g) g°esW;
g’es P;
gVesE;y

g" es un residuo bésico.

Formula I(h) h'es G;
h° es A;
h’ es un residuo hidréfobo neutro; y

h'" es un residuo acido.

Formula 1(i) i“esW;y

" es W.

Las secuencias de péptidos preferibles aparecen en la Tabla 2 mas abajo.

12
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Tabla 2 — Dominios moduladores TALL-1 preferibles

QR ROCAKWDLLTRQCVLEY

Secuencia SEQ
ID NO:
PGTCFPFPWECTHA 29
WGACWPFPWECFKE 30
VPFCDLLTKHCFEA 31
GSRCKYKWDVLTKQCFHH 32
L.PGCKWDLLIKQWVCDPL 33
SADCYFDILTKSDVCTSS 34
SDDCMYDQLTRMFICSNL 35
PLNCKYDELTYREWCQFN 36
FHDCKYDLLTRQOMVCHGL 37
RNHCFWDHLLKQDICPSP 38
ANQCWWDSLTKKNVCEFF 39
YKCROMWDILTRSWVVSL . 126
ODVGLWWDILTRAWMPNI 127
| ONAQRVWDLLIRTWVYEQ 128
GCWNEAWWDELTKI 129
RITCDTWDSLIKKCVEQS 130
GATMOFWDSLTKTWLRQS 131
WLHSGWWDPLTKHWLOKV 132
{ SEWFFWFDPLTRAQLKFR 133
GUWFWWFDPLTKOWTOAG 134
MQCKGYYDILTKWCVTNG 135
LWSKEVWDILTKSWVSQA 136
KAAGWWEDWLTKVWVPAP 137
AYQTWFWDSLTRLWLSTT 138
SGOHFWWDLLTRSWTPST 139
LGVGOKWDPLTRQWVSRG 140
VGKMCOWDPLIKRTVCVE 141
| CRQGAKFDLLTKOCLLGR 142
GORTRHWDVLTKOWVDSQ 143
RCPCGSWDLLTKHCLDSQ 144
_ﬂgﬂgggwnLnTxgmvve 145
PITICRKDLLTKOVVCLD 146
| KTCRGKWDLLTKQCLOOA _ 147 |
KCLXGKWDLLTKQCVTEV 148
RCWNGKWDLLTKQCIHPW 149
NRDMREWDPLIKOWIVRP 150
| ORPAAATWDLLTKOWLVEE 151
PEGGPKWDPLTRQOFLEPFV 162
| OTPOXKWDLLTKOWETRN 153
IGSPCKWDLLTKOMICOT 1684 |
CTAAGKWDLLTKQCIQEK 165
V50CMEWDLLTKOCLOGW 156
VWGTWKWDLLTKQYLPPQ 157
GWWEMKWDLLTKQWYRPQ 158
TAQVSKWDLLTKQWLPLA 158
| QLWGTKWDLLTKQYIOTM 160
| WATSOKWDLLTKOWVQNM 161
162

13
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KTTDCKWDLLTKQRICQV 163
LLCOGKXWDLLTKOCLKLR ) 164
LMWFWKWDLLTKQLVPTF 165
OTWAWKWDLLTKOWIGPM 166
NKELLKWDLLTXQCRGRS 167
GOKDLKWDLLTKQYVRQS 168
PKPCORWDLLTKQCLGSV 169
| GOIGWKWDLLTKQWIQTR :;?
VWLDWKWDLLTKOWIHPQ
QEWEYKWDLLTKQOWGWLR v 172
HWDSWKWDLLTKQOWVVQA 173
TRPLOKWDLLTKOWLRVG 174
SDQWQOKWDLLTKQWFWDV 175
| QOTFMKWDLLTKOWIRRH - 1;3
QGECRKWDLLTKQCFPGQ
GOMGWRWDPLIXMCLGPS 178
| QLDGCKWDLLTKOKVCIP 1;3
HGYWQXWDLLTKQWVSSE
| HOGQCGWDLLTRIYLPCH 12;
LHKACKWDLLTRQCWPMOQ _ L
GPPGSVWDLLTKIWIQTG 3
ITODWRFDTLTRLWLPLR L
| QGGFAAWDVLTKMWITVP LS
GHGTPWWDALTRIWILGV 5
VWPWQKWDLLTKQFVFQD oE
WOWSWKWDLLTRQYISSS 5
NQTLWKWDLLTRQF ITYM %
PVYQGWWDTLTKLY IWDG =
WLDGGWRDPLIKRSVQLG =
| GHOQFKWDLLTKQWVQSN =
| ORVGOFWDVLTKMFITGCS =
OAQGWSYDALIKTWIRWP =
GWMHWKWDPLTKOALPWM =
GHPTYKWDLLTKQWILOM =
WNNWSLWDPLTKLWLOON =
WOWGWKWDLLTKOWVOOQ =5
| GOMGWRWDPLTKMWLGTS

Cabe sefialar que los receptores conocidos para TALL-1 presentan cierta homologia en las secuencias con los
péptidos preferibles:

12-3 LPGCKWPLLIKQWVCDPL

BAFFR MRRGPRSLRGRDAPVPTPCVPTECYDLLVRKCVDCRLL

TACI  TICNHQOSQRTCAAFCRSLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASI

ARCMA  FUSPSOERIRGRFRRMLOMAGQCSQNEYEDSLLHACIPCQLRC

(SEC. ID. N°: 33,195,196, y 197, respectivamente).

Cualquier péptido que contenga un residuo de cisteinilo puede reticularse con otro péptido que contenga Cys,
pudiendo estar enlazados cualquiera de ellos 0 ambos a un vehiculo. Asimismo, cualquier péptido que tenga mas de

un residuo Cys puede formar un enlace de disulfuro intrapeptidico. Cualquiera de estos péptidos puede derivatizarse
como se describe mas adelante.
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Se pueden obtener otras secuencias peptidicas utiles de modificaciones conservadoras y/o no conservadoras de las
secuencias de aminoacidos de la Tabla 2.

Las modificaciones conservadoras produciran péptidos que tienen caracteristicas funcionales y quimicas similares a
las del péptido en el que se han hecho tales modificaciones. Por lo contrario, las modificaciones sustanciales en las
caracteristicas funcionales y/o quimicas de los péptidos pueden realizarse seleccionando sustituciones en la
secuencia de aminoacidos que difieren significativamente en su efecto o mantenimiento (a) de la estructura de la
cadena molecular principal en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion en hoja o helicoidal, (b)
de la carga o caracter hidréfobo de la molécula en el sitio diana, o (c) el tamafo de la molécula.

Por ejemplo, una “sustitucion conservadora de aminoacido” puede implicar una sustitucion de un residuo de
aminoacido nativo por un residuo no nativo, de tal modo que se produzca poco o ningun efecto sobre la polaridad o
la carga del residuo de aminoacido en dicha posicion. Por otra parte, cualquier residuo nativo en el polipéptido puede
sustituirse también por alanina, como se ha descrito previamente para la “mutagénesis por barrido de alanina”
(véase, por ejemplo, MacLennan et al., (1998), Acta Physiol. Scand. Suppl. 643: 55-67; Sasaki et al., 1998, Adv.
Biophys. 35: 1-24, que exponen la mutagénesis por barrido de alanina).

Las personas con conocimientos en el campo pueden determinar las sustituciones de aminoacidos deseadas (sean
conservadoras o no conservadoras) en el momento en que se deseen dichas sustituciones. Por ejemplo, pueden
utilizarse las sustituciones de aminoacidos para identificar residuos importantes de la secuencia peptidica, o para
aumentar o disminuir la afinidad del péptido o de las moléculas vehiculo-péptido (véanse las férmulas precedentes)
descritas en el presente. Algunos ejemplos de sustituciones de aminoacidos se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3- Sustituciones de Aminoacidos

Residuos Ejemplos de sustituciones Sustituciones
originales preferibles
Ala (A) Val, Leu, lle Val
Arg(R) Lys, Gin, Asn Lys
Asn (N) Gin Gin
Asp (D) Glu Glu
Cys(C) Ser, Ala Ser
Gin (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly(G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn,<3In, Lys, Arg Arg
lle(l) Leu, Val, Met, Ala, Phe, Leu
Norleucina
Leu (L) Norleucina, lle, Val, Met, Ala, lle
Phe
Lys(K) Arg, acido 1,4-diaminobutirico, Arg
Gin, Asn
Met (M) Leu, Phe, lle Leu
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro (P) Ala Gly
Ser (S) Thr, Ala, Cys Thr
Thr(T) Ser Ser
Trp(W) Tyr, Phe Tyr
Tyr(Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) lle, Met, Leu, Phe, Ala, Leu
Norleucina
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En determinadas realizaciones, las sustituciones conservadoras de aminoacidos abarcan también residuos de
aminoacidos no naturalmente presentes que se incorporan tipicamente por sintesis quimica de péptidos en lugar de
hacerlo por sintesis en sistemas bioldgicos.

Como se ha indicado en la seccién anterior “Definicion de términos”, los residuos naturalmente presentes pueden
dividirse en clases basandose en propiedades comunes de las cadenas laterales que pueden ser Utiles para las
modificaciones de la secuencia. Por ejemplo, las sustituciones no conservadoras pueden implicar el cambio de un
miembro de una de estas clases por un miembro de otra clase. Estos residuos sustituidos pueden introducirse en
regiones del péptido que son homdlogas a los ortélogos no humanos, o en las regiones no homdlogas de la
molécula. Adicionalmente, pueden hacerse también modificaciones utilizando P o G con el fin de influir en la
orientacion de la cadena.

Al hacer estas modificaciones, puede tenerse en cuenta el indice hidropatico de los aminoacidos. Se ha asignado a
cada aminoacido un indice hidropatico basandose en sus caracteristicas de hidrofobicidad y carga, siendo éstos:
isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina
(+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2);
glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9) y arginina (-4,5).

La importancia del indice hidropatico de los aminoacidos para conferir una funcién biolégica interactiva a una
proteina es conocida en el campo. Kyte et al., J. Mol. Biol., 157:105-131 (1982). Es sabido que ciertos aminoacidos
pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice o registro hidropatico similar, reteniendo todavia una
actividad bioldgica similar. Al realizar los cambios basados en el indice hidropatico, es preferible la sustitucion de los
aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de * 2, siendo particularmente preferibles los que estan dentro
de + 1, y todavia mas preferibles los que estan dentro de + 0,5.

También se conoce en el campo que la sustitucion de aminoacidos similares puede realizarse eficazmente sobre la
base de la hidrofilicidad. La hidrofilicidad media local maxima de una proteina, regida por la hidrofilicidad de sus
aminoacidos adyacentes, esta en correlacion con su inmunogenicidad y su antigenicidad, es decir, con una
propiedad bioldgica de la proteina.

Se han asignado a los residuos de aminoacidos los valores de hidrofilicidad siguientes: arginina (+3,0); lisina (+3,0);
aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+ 3,0 + 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2) glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-
0,4); prolina (-0,5 £1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3), valina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4).

Al realizar los cambios basados en valores de hidrofilicidad similares, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos
valores de hidrofilicidad estan dentro de + 2, siendo particularmente preferibles los que estan dentro de + 1, y todavia
mas preferibles los que estan dentro de £ 0,5:

También se pueden identificar epitopes a partir de secuencias primarias de aminoacidos basandose en la
hidrofilicidad. Estas regiones también se denominan “regiones epitépicas centrales”.

Una persona experta en el campo sera capaz de determinar las variantes adecuadas del polipéptido expuestas en
las secuencias anteriores utilizando técnicas bien conocidas. Para identificar areas adecuadas de la molécula que
pueden cambiarse sin destruccion de la actividad, una persona con conocimientos en el campo puede dirigirse a las
areas que no se consideran importantes para la actividad. Por ejemplo, cuando se conocen polipéptidos similares
con actividades similares de la misma especie o de otras especies, una persona con conocimientos en el campo
puede comparar la secuencia de aminoacidos de un péptido con péptidos similares. Con una comparacion de este
tipo, se pueden identificar residuos y porciones de las moléculas que estan conservadas entre polipéptidos similares.
Se apreciara que los cambios en las areas de un péptido que no estan conservadas en relacién con péptidos
similares de este tipo tendrian menos posibilidades de afectar negativamente a la actividad bioldgica y/o la
estructura del péptido. Una persona con conocimientos en el campo sabra también que, incluso en regiones
relativamente conservadas, se pueden sustituir aminoacidos quimicamente similares por los residuos naturalmente
presentes, manteniendo al mismo tiempo la actividad (sustituciones por residuos de aminoacidos conservadores).
Por tanto, incluso areas que pueden ser importantes para la actividad bioldgica o para la estructura pueden
someterse a sustituciones conservadoras de aminoacidos sin destruir la actividad bioldgica o sin afectar
negativamente a la estructura del péptido.

Adicionalmente, una persona con conocimientos en el campo puede revisar estudios estructura-funcion que
identifican residuos en péptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. Viendo una
comparacion de este tipo, se puede predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en un péptido que
corresponden a residuos de aminoacidos que son importantes para la actividad o la estructura en péptidos similares.
Una persona con conocimientos en el campo puede optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares
para estos residuos de aminoacidos de los péptidos previstos como importantes.

Una persona con conocimientos en el campo puede analizar también la estructura tridimensional y la secuencia de
aminoacidos en relacién con dicha estructura en polipéptidos similares. En vista de dicha informacién, una persona
con conocimientos en el campo puede predecir la alineacion de los residuos de aminoacidos de un péptido con
respecto a su estructura tridimensional. Una persona con conocimientos en el campo puede elegir no hacer cambios
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radicales en residuos de aminoacidos que se prevé se encuentran en la superficie de la proteina, dado que tales
residuos pueden estar implicados en interacciones importantes con otras moléculas. Ademas, una persona con
conocimientos en el campo puede generar variantes de ensayos que contengan una sustitucion de un solo
aminoacido en cada residuo afiadido de aminoacido deseado. Las variantes pueden analizarse después utilizando
ensayos de actividad conocidos por las personas con conocimientos en el campo. Estos datos podrian utilizarse
para recoger informacioén acerca de variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubre que un cambio en un residuo
de un aminoacido determinado da como resultado una actividad destruida, reducida indeseablemente, o inadecuada,
deberian evitarse las variantes que contengan dicho cambio. Dicho de otro modo, basandose en la informacion
recopilada a partir de estos experimentos rutinarios, una persona con conocimientos en el campo puede determinar
facilmente los aminoacidos en los que deberian evitarse otras sustituciones, sea aisladas o en combinacién con
otras mutaciones.

Varias publicaciones cientificas se han dedicado a la prediccién de la estructura secundaria. Véase Moult J., Curr.
Op. in Biotech.. 7(4): 422-427 (1996), Chou et al., Biochemistry, 13(2): 222-245 (1974); Chou et al., Biochemistry,
113(2): 211-222 (1974); Chou et al., Adv. Enzvmol. Relat. Areas Mol. Biol., 47:45-148 (1978); Chou et al., Ann. Rev.
Biochem., 47: 251-276 y Chou et al., Biophys. J., 26:367-384 (1979). Ademas, actualmente existen programas
informaticos que ayudan a la prediccion de la estructura secundaria. Un método de prediccion de la estructura
secundaria se basa en los modelos de homologias. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas que tienen una
identidad de secuencia superior al 30%, o similitud superior al 40%, tienen a menudo topologias estructurales
similares. El reciente crecimiento de la base de datos estructurales de proteinas (PDB) ha proporcionado una
predictibilidad mejorada de la estructura secundaria, incluyendo el nimero potencial de pliegues dentro de la
estructura del polipéptido o la proteina. Véase Holm et al., Nucl Acid. Res., 27(1): 244-247 (1999). Se ha sugerido
(Brenner et al.Curr. Op. Struct. Biol., 7(3): 369-376 (1997) que existe un nimero limitado de pliegues en un
determinado polipéptido o proteina y que, una vez que se haya resuelto un ndmero critico de estructuras, la
prediccion estructural ganara espectacularmente en exactitud.

Otros métodos de prediccion de la estructura secundaria incluyen el “ensartado” (Jones, D., Curr. Opin. Struct. Biol.,
7(3): 377-87 (1997); Sippl et al., Structure, 4(1): 15-9 (1996)), "analisis de perfiles" (Bowie et al., Science, 253:164-
170 (1991); Gribskov et al., Meth. Enzym., 183:146-159 (1990); Gribskov et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 84(13): 4355-8
(1987)), y "enlace evolutivo" (véase Home, supra, y Brenner, supra).

Vehiculos. Esta invencion requiere la presencia de al menos un vehiculo (V1) unido a un péptido a través del
extremo N-terminal, C-terminal o de una cadena lateral de uno de los residuos de aminoacidos. También se pueden
emplear multiples vehiculos; por ejemplo, los Fc de cada extremo terminal o un Fc de un extremo terminal y un
grupo PEG del otro extremo terminal o una cadena lateral. Algunos ejemplos de vehiculos incluyen:

un dominio Fc;
otras proteinas, polipéptidos o péptidos capaces de unirse a un receptor de salvamento;
albumina sérica humana (HSA);
un dominio de cremallera de leucina (LZ);
. glicol de polietileno (PEG), incluyendo 5 kD, 20 kD y 30 kD PEG, asi como otros polimeros;
. dextrano;

y otras moléculas conocidas en el campo por proporcionar un aumento de la vida media y/o proteccion frente a la
degradacion proteolitica o la eliminacion.

Un dominio Fc es el vehiculo preferible. El dominio Fc puede estar fusionado al extremo N-terminal o C-terminal de
los péptidos, 0 a ambos extremos. La fusién al extremo N-terminal es preferible.

Como se ha indicado arriba, las variantes de Fc son vehiculos adecuados dentro del alcance de aplicacion de esta
invencion. Un Fc nativo puede modificarse extensamente para formar una variante de Fc de acuerdo con esta
invencion, siempre que se mantenga la unién al receptor de salvamento; véase, por ejemplo, WO 97/34631 y WO
96/32478.En tales variantes de Fc, se pueden eliminar uno o mas sitios de un Fc nativo que proporcionan
caracteristicas estructurales o actividad funcional no requeridas por las moléculas de fusion de esta invencién. Se
pueden eliminar estos sitios, por ejemplo, por sustitucion o delecién de residuos, insertando residuos en el sitio, o
truncando porciones que contienen el sitio. Los residuos insertados o sustituidos pueden ser también aminoacidos
alterados, tales como peptidomiméticos o D-aminoacidos. Las variantes de Fc pueden ser deseables por diversas
razones, algunas de las cuales se describen a continuacion. Algunos ejemplos de variantes de Fc incluyen las
moléculas y secuencias en las que:

1. Se eliminan los sitios implicados en la formacién de enlaces de disulfuro. Esta eliminacion puede evitar la
reaccion con otras proteinas que contienen cisteina presentes en la célula hospedadora utilizada para
producir las moléculas de la invencién. Para este propésito, se puede truncar el segmento que contiene
cisteina en el extremo C-terminal, o se pueden delecionar o sustituir por otros aminoacidos los residuos de
cisteina (p. €j., alanilo, serilo). En particular, se puede truncar el segmento de 20 aminoacidos del extremo N-
terminal de la SEC. ID. N°: 2 o delecionar o sustituir los residuos de cisteina en las posiciones 7 y 10 de la
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SEC. ID. N°: 2. Incluso cuando se eliminan residuos de cisteina, los dominios Fc de una sola cadena pueden
formar todavia un dominio Fc dimérico que se mantiene unido de modo no covalente.

2. Se modifica un Fc nativo para hacerlo mas compatible con una célula hospedadora seleccionada. Por
ejemplo, se puede eliminar la secuencia PA cerca del extremo N-terminal de un Fc nativo tipico, que puede
ser reconocido por una enzima digestiva en E. coli, como la prolina-iminopeptidasa. También se puede anadir
un residuo de metionina del extremo N-terminal, especialmente cuando la molécula se expresa
recombinantemente en una célula bacteriana como E. coli. El dominio Fc de la SEC. ID: N°: 2 es una
variante Fc de este tipo.

3.Se elimina una porcién del extremo N-terminal de un Fc nativo para prevenir la heterogeneidad del extremo
N-terminal cuando se expresa en una célula hospedadora seleccionada. Para este propdsito, se puede
delecionar cualquiera de los 20 primeros residuos de aminoacidos del extremo N-terminal, particularmente los
que se encuentran en las posiciones 1, 2, 3,4y 5.

4.Se eliminan uno o mas sitios de glicosilacion. Los residuos que estan glicosilados tipicamente (p. €j.,
asparagina) puede conferir una respuesta citolitica. Estos residuos se pueden delecionar o sustituir por
residuos no glicosilados (p. €j., alanina).

5. Se eliminan los sitios implicados en la interaccién con el complemento, tales como el sitio de unién C1q.
Por ejemplo, se puede delecionar o sustituir la secuencia EKK de la IgG1 humana. El reclutamiento del
complemento puede no ser ventajoso para las moléculas de esta invencion y, por tanto, podria evitarse con
una variante de Fc de este tipo.

6. Se eliminan los sitios que afectan a la unién a receptores de Fc distintos de un receptor de salvamento. Un
Fc nativo puede tener sitios para la interaccién con determinados leucocitos que no son necesarios para las
moléculas de fusion de la presente invencion y, por consiguiente, pueden ser eliminados.

7. Se elimina el sitio ADCC. Los sitios ADCC son conocidos en el campo; véase, por ejemplo, Molec.
Immunol. 29 (5): 633-9 (1992) relativo a los sitios ADCC en IgG1. Estos sitios tampoco son necesarios para
las moléculas de fusidn de la presente invencion y, por tanto, pueden ser eliminados.

8. Cuando el Fc nativo se obtiene de un anticuerpo no humano, el Fc nativo puede humanizarse.
Tipicamente, para humanizar un Fc nativo se sustituiran residuos seleccionados del Fc nativo no humano por
residuos que se encuentran normalmente en el Fc nativo humano. Las técnicas para la humanizacién de
anticuerpos son bien conocidas en el campo.

Las variantes de Fc preferibles incluyen las siguientes. En la SEC. ID. N°: 2 (Figura 3), la leucina de la posicion 15 se
puede sustituir por glutamato; el glutamato de la posicion 99, por alanina; y las lisinas de las posiciones 101 y 103,
por alaninas. Asimismo, se puede sustituir uno o mas residuos de tirosina por residuos de fenilalanina.

Un vehiculo alternativo seria una proteina, un polipéptido, péptido, anticuerpo, fragmento de anticuerpo o una
molécula pequefia (p. €j., un compuesto petidomimético) capaz de unirse a un receptor de salvamento. Por ejemplo,
se podria utilizar como vehiculo un polipéptido como el descrito en la Patente estadounidense n°® 5.739.277,
publicada el 14 de abril de 1998 por Presta et al. También se podrian seleccionar péptidos mediante presentacion de
fagos o seleccion de ARN-péptido para la union al receptor de salvamento FcRn. Estos compuestos de union al
receptor de salvamento también se incluyen dentro del significado de “vehiculo” y se encuentran dentro del ambito
de aplicacion de esta invencion. Estos vehiculos se deberian seleccionar para un aumento de la vida media (p. €;j.,
evitando secuencias reconocidas por las proteasas) y una reduccién de la inmunogenicidad (p. ej., favoreciendo las
secuencias no inmunogénicas, como las descubiertas en la humanizacién del anticuerpo).

Como se ha seleccionado anteriormente, también se pueden utilizar vehiculos del polimero para V', Actualmente
existen varios medios para unir fracciones quimicas que se pueden emplear como vehiculos; véase, p. €j., la
publicacion internacional Patent Cooperation Treaty (“PCT”) n°® WO 96/11953, titulada “N-Terrninally Chemically
Modified Protein Compositions and Methods” (Métodos y compuestos de la proteina modificada quimicamente en el
extremo N-terminal). Esta publicacion PCT revela, entre otras cosas, la unidn selectiva de polimeros solubles en
agua al extremo N-terminal de las proteinas.

Un vehiculo del polimero preferible es el glicol de polietileno (PEG). El grupo PEG puede tener cualquiera de los
pesos moleculares convenientes y puede ser lineal o ramificado. El peso molecular medio del PEG oscilara
preferiblemente entre 2 kiloDalton ("kD") y 100 kD, mas preferiblemente entre 5 kD y 50 kD aproximadamente, y
todavia mas preferiblemente entre 5 kD y 10kD aproximadamente. Por lo general, los grupos PEG se uniran a los
compuestos de la invencién mediante acilacion o alquilacion reductiva a través de un grupo reactivo de la fraccion
PEG (p. €j., un grupo aldehido, amino, tiol o éster) a un grupo reactivo del compuesto de la invencion (p. ej., un
grupo aldehido, amino o éster).

Una estrategia util para la PEGilacion de los péptidos sintéticos consiste en combinar un péptido con una fraccion
PEG, mediante la formacién de un enlace conjugado en solucién, portando cada uno de ellos una funcionalidad
especial que es mutuamente reactiva frente a la otra. Los péptidos se pueden preparar facilmente con sintesis
convencionales en fase sdlida. Los péptidos son “preactivados” con un grupo funcional apropiado en un sitio
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especifico. Los precursores son purificados y totalmente caracterizados antes de reaccionar con la fraccion PEG.
Normalmente la unién del péptido con el PEG se produce en fase acuosa y se puede controlar faciimente mediante
una HPLC analitica de fase inversa. Los péptidos PEGilados pueden ser purificados facilmente, mediante una HPLC
preparativa y caracterizados mediante una HPLC analitica, un analisis de aminoacidos y una espectrometria de
masas por desabsorcién laser.

Los polimeros de polisacaridos son otro tipo de polimero soluble en agua que se puede utilizar para la modificacion
de proteinas. Los dextranos son polimeros de polisacaridos compuestos por subunidades individuales de glucosa,
unidos predominantemente por enlaces a1-6. El propio dextrano esta disponible en varios rangos de peso molecular
y se puede obtener facilmente con pesos moleculares de entre 1 kD a 70 kD aproximadamente. El dextrano es un
polimero soluble en agua adecuado para utilizarlo en la presente invencién como vehiculo por si solo o en
combinacién con otro vehiculo (p. €j., Fc). Véase, por ejemplo, WO 96/11953 y WO 96/05309. El uso de dextrano
conjugado con inmunoglobulinas de diagndstico o terapéuticas se ha documentado; véase, por ejemplo, la
Publicacién de Patente Europea n° 0 315 456. Es preferible el dextrano de entre 1 kD a 20 kD aproximadamente,
cuando el dextrano se utiliza como vehiculo de acuerdo con la presente invencion.

Enlazadores. Cualquier grupo “enlazador” es opcional. Cuando esta presente, su estructura quimica no es critica,
dado que sirve fundamentalmente como separador. El enlazador esta constituido preferiblemente por aminoacidos
unidos entre si por enlaces peptidicos. Asi, en realizaciones preferibles, el enlazador esta compuesto por 1 a 30
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, en los que los aminoacidos estan seleccionados de entre los 20
aminoacidos naturalmente presentes. Algunos de estos aminoacidos pueden ser glicosilados, como es bien
conocido por las personas con conocimientos en el campo. En una realizacién mas preferible, los 1 a 20
aminoacidos se seleccionan de entre la glicina, alanina, prolina, asparagina, glutamina, y lisina. De modo todavia
mas preferible, un enlazador estd compuesto por una mayoria de aminoacidos que no presentan impedimento
estérico, tales como la glicina y alanina. Asi, los enlazadores preferibles son poliglicinas (particularmente (Gly)a,
(Gly)s), poli(Gly-Ala) y polialaninas. Otros ejemplos especificos de enlazadores son:

(Gly)sLys(Gly)s (SEC. ID: N°: 40);
(Gly)sAsnGlySer(Gly)2, (SEC. ID. N°: 41);
(Gly)s,Cys(Gly)s (SEC. ID. N°: 42); y
GlyProAsnGlyGly (SEC. ID. N°: 43).

Para explicar la nomenclatura anterior, por ejemplo,(Gly)s-Lys (Gly)s significa Gly-Gly-Gly-Lys-Gly-Gly-Gly-Gly (SEC.
ID. N°: 40). Las combinaciones de Gly y Ala también son preferibles. Los enlazadores aqui mostrados son solo
algunos ejemplos; los enlazadores dentro del ambito de aplicacion de la presente invencion pueden ser mucho mas
largos e incluir otros residuos.

Los enlazadores preferibles son enlazadores de aminoacidos que comprenden mas de cinco aminoacidos, aunque
los enlazadores adecuados tienen hasta unos 500 aminoacidos seleccionados de entre la glicina, alanina, prolina,
asparagina, glutamina, lisina, treonina, serina o aspartato. Los enlazadores de entre 20 y 50 aminoacidos
aproximadamente son los mas preferibles. Un grupo de enlazadores preferibles son los de las siguientes férmulas:

GSGSATGGSGSTASSGSGSATX'X* (SEC. ID. N°:193)
y
GSGSATGGSGSTASSGSATX'X*GSGSATGGSGSTASSGSGSATX X' (SEC. ID. N°:194)

donde x’ y X son, cada uno de ellos independientemente, residuos basicos o hidréfobos, y X2 y x* son, cada uno de
ellos e independientemente, residuos hidréfobos. Los enlazadores preferibles especificos son:

GSGSATGGSGSTASSGSGSATHM (SEC. ID. N°:59)

GSGSATGGSGSTASSGSGSAGM (SEC. ID. N°: 190)

GSGSATGGSGSTASSGSGSATGS (SEC. ID. N°:191) y
GSGSATGGSGSTASSGSGSATHMGSGSATGGSGSTASSGSGSGSATHM (SEC. ID. N°:192)

También son posibles los enlazadores no peptidicos. Por ejemplo, podrian utilizarse enlazadores alquilicos tales
como -NH-(CH_z)-C(O)- -NH-(CH),-C(O)-, donde s = 2-20. Estos enlazadores alquilicos también pueden ser
sustituidos por cualquier grupo que no presente impedimento estérico, como el alquilo inferior (p. ej. C1-Cs)p. €j., C1-
C6 acilo inferior, halégeno (p. €j., Cl, Br), CN,NHz, NH2, fenilo, etc. Un ejemplo de enlazador no peptidico es un
enlazador PEG,
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donde n es tal que el enlazador tiene un peso molecular de 100 a 5000 kD, preferiblemente de 100 a 500 kD. Los
enlazadores peptidicos pueden ser alterados para formar derivados de la misma manera que se ha descrito
anteriormente.

Derivados. Los autores de la invencion contemplan también la derivatizacion de la porcion del péptido y/o vehiculo
de los compuestos. Estos derivados pueden aumentar la solubilidad, absorcién, vida media bioldgica, etc., de los
compuestos. Las fracciones pueden eliminar o atenuar alternativamente cualquier efecto secundario indeseable de
los compuestos, etc. Algunos ejemplos de derivados incluyen compuestos en los que:

1. El compuesto o alguna porcion del mismo es ciclico. Por ejemplo, la porcién del péptido puede modificarse
para contener dos o mas residuos Cys (p. €j., en el enlazador), que podrian ciclarse mediante la formacién de
enlaces de disulfuro.

2. El compuesto esta reticulado o se ha hecho susceptible de reticulacion entre moléculas. Por ejemplo, la
porcion del péptido puede modificarse de modo que contenga un residuo Cys y, de este modo, que sea capaz
de formar un enlace de disulfuro intermolecular con una molécula semejante. El compuesto puede reticularse
también a través de su extremo C-terminal, como en la molécula que se muestra a continuacion.

Vil

1 H
V!-(X")p-CON NH;
H
V'-(X")p-CO-Nen N
o

En la Formula VIII, cada "V'™ puede representar tipicamente una cadena del dominio Fc.

3. Uno o mas enlaces (uniones) peptidicos [-C(O)NR-] se reemplaza por un enlace no peptidico. Algunos
ejemplos de enlaces no peptidicos son -CH.- carbamato [-CH2-OC(O)NR-], fosfonato, -CHz-squonamlda [-
CH>-S (O)2NR-], urea [-NHC(O)NH-], -CHz-amina secundaria, y péptido alquilado [-C (O)NR -] en donde R® es
alquilo inferior.

4. El extremo N-terminal esta derivatizado. Tipicamente, el extremo N-terminal puede ser acilado o
modificado para formar una amina sustituida. Algunos ejemPIos de grupos derivados del extremo N-terminal
incluyen -NRR1 (distinto de -NH,, -NRC(O)R’, NRC(O)OR -NRS(0)2R", -NHC(O)NHR", succinimida o
benciloxicarbonil-NH- (CBZ-NH-), en donde R 'y R', son cada uno de ellos independientemente, hidrégeno o
alquilo inferior, y donde el anillo fenilo puede ser sustltU|do por 1 a 3 sustituyentes seleccionados del grupo
compuesto por alquilo C4,-C4, alcoxi C+,Cy4, cloro y bromo.

5. El extremo C-terminal libre esta derivatizado. Tipicamente, el extremo C-terminal esta esterificado o
amldado Algunos eJempIos de grupos derlvados del extremo C-terminal incluyen, por ejemplo, -C(O)R donde
R? es alcoxi inferior o -NR’R* donde R® y R* son independientemente hidrégeno o alquilo C1-C8
(preferiblemente alquilo C1-C4).

6.Un enlace de disulfuro es sustituido por otra fraccion reticuladora, preferiblemente mas estable (p.gj., un
alquileno). Véase, p. €j., Bhatnagar et al, (1996), J. Med. Chem. 39:3814-9; Alberts et al. (1993) Thirteenth

Am. Pep. Symp., 357-9.
7. Uno o mas residuos de aminoacidos individuales estan modificados. Se sabe que varios agentes de

derivatizacion reaccionan especificamente con cadenas laterales o residuos terminales seleccionados, tal y
como se describe detalladamente mas abajo.

Los residuos lisinilo y residuos amino terminales pueden hacerse reaccionar con anhidrido succinico u otros
anhidridos de acidos carboxilicos, que invierten la carga de los residuos lisinilo. Otros reactivos adecuados para la
derivatizacion de residuos que contienen grupos alfa-amino incluyen imidoésteres tales como picolinimidato de
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metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobencenosulfénico; O-metilisourea; 2,4-
pentanodiona; y reaccion con glioxilato catalizada por transaminasas.

Los residuos de arginilo pueden modificarse por reaccién con uno cualquiera o una combinacién de varios reactivos
convencionales, que incluyen fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacion de
los residuos de arginilo requiere que la reaccion se lleve a cabo en condiciones alcalinas, debido al alto pKa del
grupo funcional guanidino. Asimismo, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina, asi como con el
grupo epsilon-amino de la arginina.

La modificacion especifica de los residuos de tirosilo ha sido estudiada extensamente, prestando especial atencién a
la introduccion de marcadores espectrales en los residuos tirosilo mediante reacciéon con compuestos aromaticos de
diazonio o tetranitrometano. Mas generalmente, se utilizan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar especies
de O-acetiltirosilo y 3-nitroderivados, respectivamente.

Los grupos de cadena lateral carboxilo (aspartilo o glutamilo) pueden modificarse selectivamente mediante reaccion
con carbodiimidas (R-N=C=N-R’), tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil)-carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-

4 ,4-dimetilpentil)-carbodiimida. Asimismo, los residuos de aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos de
asparaginilo y glutaminilo por reaccién con iones de amonio.

Los residuos de glutaminilo y asparaginilo pueden desamidarse para obtener los residuos de glutamilo y aspartilo
correspondientes. Alternativamente, estos residuos se desamidan en condiciones moderadamente acidas.
Cualquiera de las formas de estos residuos corresponde al ambito de aplicacién de esta invencion.

Los residuos de cisteinilo pueden reemplazarse por residuos de aminoacidos u otras fracciones, sea para eliminar
los enlaces de disulfuro o, por lo contrario, para estabilizar la reticulacion. Véase, p. €j., Bhatnagar et al. (1996), J-
Med. Chem. 39:3814-9.

La derivatizacion con agentes bifuncionales es Uutil para la reticulacion de los péptidos o sus derivados funcionales
con una matriz de soporte no soluble en agua o con otros vehiculos macromoleculares. Algunos agentes de
reticulacion utilizados comunmente incluyen, p. ej., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-acidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, que incluyen
ésteres de disuccinimidoilo tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como
bis-N-maleimido-1,8-octano. Los agentes de derivatizacion tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato
producen compuestos intermedios fotoactivables que son capaces de formar reticulaciones en presencia de luz.
Alternativamente, las matrices reactivas no solubles en agua tales como los carbohidratos activados con bromuro de
cianogeno y los sustratos reactivos descritos en las patentes estadounidenses n° 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128;
4.247.642; 4.229.537 y 4.330.440 se emplean para la inmovilizacién de proteinas.

Los grupos de carbohidratos (oligosacaridos) pueden unirse convenientemente a sitios que se sabe que son sitios
de glicosilacién en las proteinas. Generalmente, los oligosacaridos unidos a O se fijan a los residuos de serina (Ser)
o treonina (Thr), mientras que los oligosacaridos unidos a N se fijan a los residuos asparagina (Asn) cuando éstos
forman parte de la secuencia Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. X es
preferiblemente uno de los 19 aminoacidos naturalmente presentes distintos de la prolina. Las estructuras de los
oligosacaridos unidos a N o unidos a O y los residuos de azucar encontrados en cada tipo son diferentes. Un tipo de
azucar que se encuentra cominmente en ambos es el acido N-acetilneuraminico (denominado acido sialico). El
acido sialico es habitualmente el residuo terminal tanto de los oligosacaridos unidos a N como de los unidos a Oy,
debido a su carga negativa, puede conferir propiedades acidas al compuesto glicosilado. Este sitio o sitios se
pueden incorporar en el enlazador de los compuestos de esta invencion y son glicosilados preferiblemente por una
célula durante la produccion recombinante de los compuestos polipéptidos (p. €j., en células de mamifero tales como
CHO, BHK, COS). Sin embargo, estos sitios pueden glicosilarse también mediante procedimientos sintéticos o
semisintéticos conocidos en el campo.

Otras posibles modificaciones incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, fosforilacion de grupos hidroxilo de los
residuos de serilo o treonilo, oxidacion del atomo de azufre en Cys, metilacion de los grupos alfa-amino de las
cadenas laterales de lisina, arginina e histidina. Creighton, Proteins: Structure and Molecule Properties (W. H.
Freeman & Co., San Francisco), pp. 79-86(1983).

Los compuestos de la presente invencién pueden cambiarse también a nivel del ADN. La secuencia de ADN de
cualquier porcién del compuesto puede cambiarse a codones mas compatibles con la célula hospedadora
seleccionada. Para E. coli, que es la célula hospedadora preferible, los codones optimizados se conocen en el
campo. Los codones pueden ser sustituidos para eliminar sitios de restriccién o incluir sitios de restriccion
silenciosos, que pueden ayudar al procesamiento del ADN en la célula hospedadora seleccionada. Las secuencias
de vehiculo, enlazador y ADN peptidico se pueden modificar para incluir cualquiera de los cambios de secuencia
anteriores.

Métodos de produccion

Los compuestos de esta invencion pueden producirse en gran parte en células hospedadoras transformadas
utilizando técnicas de ADN recombinante. Para ello, se prepara una molécula de ADN recombinante que codifica el
péptido. Los métodos de preparacion de estas moléculas de ADN son bien conocidos en el campo. Por ejemplo, las
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secuencias que codifican los péptidos se podrian eliminar del ADN utilizando enzimas de restriccién adecuadas.
Alternativamente, la molécula de ADN podria sintetizarse utilizando técnicas de sintesis quimica, como el método del
fosforamidato. Asimismo, podria utilizarse una combinacion de estas técnicas.

La invencion incluye también un vector capaz de expresar los péptidos en un hospedador apropiado. El vector
comprende la molécula de ADN que codifica los péptidos enlazados operativamente a secuencias apropiadas de
control de la expresion. Los métodos para efectuar este enlace operativo, sea antes o después de insertar la
molécula de ADN en el vector, son bien conocidos. Las secuencias de control de la expresion incluyen promotores,
activadores, intensificadores, operadores, sitios de unién de ribosomas, sefiales de inicio, sefiales de parada,
sefiales de formacion del casquete, sefiales de poliadenilacion y otras sefiales implicadas en el control de la
transcripcion o la traduccion.

El vector resultante que tiene la molécula de ADN en el mismo se utiliza para transformar un hospedador apropiado.
Esta transformacion se puede realizar utilizando métodos bien conocidos en el campo.

Se puede emplear cualquiera de un gran numero de células hospedadoras disponibles y bien conocidas en la
practica de esta invencién. La seleccién de un hospedador determinado depende de varios factores reconocidos en
el campo. Entre ellos se incluyen, por ejemplo, la compatibilidad con el vector de expresion seleccionado, la
toxicidad de los péptidos codificados por la molécula de ADN, la tasa de transformacion, la facilidad de recuperacion
de los péptidos, las caracteristicas de expresion, la bioseguridad y los costes. Es necesario alcanzar un equilibrio de
estos factores, entendiendo que no todos los hospedadores pueden ser igualmente eficaces para la expresion de
una secuencia de ADN determinada. Dentro de estas directrices generales, los hospedadores microbianos utiles
incluyen las bacterias (tales como E. coli sp.), levaduras (tales como Sacharomyces sp.) y otros hongos, insectos,
plantas, células de mamifero (incluyendo células humanas) en cultivo u otros hospedadores conocidos en el campo.

A continuacion, el hospedador transformado se cultiva y se purifica. Las células hospedadoras pueden cultivarse en
condiciones convencionales de fermentacion, a fin de que se expresen los compuestos deseados. Tales condiciones
de fermentacién son bien conocidas en el campo. Finalmente, los péptidos se purifican del cultivo por métodos bien
conocidos en el campo.

Los compuestos pueden producirse también por métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden utilizarse técnicas de
sintesis en fase sdlida. Las técnicas adecuadas son bien conocidas en el campo € incluyen las descritas en
Merrifield (1973), Chem. Polypeptides, pp. 335-61 (Katsoyannis and Panayotis eds.); Merrifidd (1963), J. Am. Chem.
Soc. 85:2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10:394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide
Synthesis: Patente estadounidense n° 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (3rd ed.) 2:105-253; and Erickson
et al. (1976), The Proteins (3rd ed.) 2: 257-527. La sintesis en fase solida es la técnica preferible para producir
péptidos individuales, dado que es el método mas rentable para producir péptidos pequefios.

Los compuestos que contienen péptidos derivatizados o que contienen grupos no peptidicos pueden sintetizarse por
técnicas bien conocidas de quimica organica.

Usos de los compuestos

Los compuestos de esta invencion pueden resultar particularmente Utiles para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes mediadas por células B. En particular, los compuestos de esta invencion pueden ser Utiles para el
tratamiento, la prevencion, la mejora, el diagndstico o pronodstico del lupus, incluyendo el lupus sistémico eritematoso
(SLE), y las condiciones y enfermedades asociadas con el lupus. Otras indicaciones preferibles incluyen los
canceres mediados por células B, incluyendo el linfoma de células B.

Los compuestos de esta invencion también se pueden utilizar para tratar estados inflamatorios de las articulaciones.
Las condiciones inflamatorias de una articulacion son enfermedades cronicas de las articulaciones que afligen y
discapacitan, en diversos grados, a millones de personas en todo el mundo. La artritis reumatoide es una
enfermedad de las juntas articulares en las que el cartilago y el hueso son erosionados lentamente por un tejido
conectivo invasivo y proliferativo llamado pannus, que se deriva de la membrana sinovial. La enfermedad puede
implicar estructuras periarticulares, tales como la bolsa, la vaina del tendén y los tendones, asi como tejidos
extraarticulares, tales como la hipodermis, el sistema cardiovasculoar, los pulmones, el bazo, los nédulos linfaticos,
musculos esqueléticos, el sistema nervioso (central y periférico) y los ojos (Silberberg (1985), Anderson's Pathology,
Kissane (ed.), 11:1828). La osteoartritis es una enfermedad articular comun que se caracteriza por cambios
degenerativos en el cartilago articular y la proliferacion reactiva de hueso y cartilago alrededor de la articulacion. La
osteoartritis es un proceso activo mediado por células que puede resultar de una respuesta inapropiada de los
condrocitos a los estimulos catabdlicos y anabdlicos. Se ha documentado que los cambios en algunas moléculas de
la matriz del cartilago articular se producen en la osteoartritis temprana (Thonar et al. (1993), Rheumatic disease
clinics of North America, Moskowitz (ed.), 19:635-657 y Shinmei et al. (1992), Arthritis Rheum., 35:1304-1308). Se
cree que TALL-1, TALL-1R y sus moduladores son Utiles para el tratamiento de estas condiciones y otras
relacionadas.

Los compuestos de esta invencion pueden ser utiles también para el tratamiento de una serie de enfermedades y
trastornos adicionales, entre los que se incluyen:

e Pancreatitis aguda;
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Esclerosis lateral amiotréfica (ALS);

Enfermedad de Alzheimer;

Asma;

Aterosclerosis;

Anemia hemolitica autoinmune;

Cancer, particularmente los canceres relacionados con las células B;
Cachexia / anorexia;

Sindrome de fatiga cronica;

Cirrosis (p. €j., cirrosis biliar primaria);

Diabetes (p. €j., diabetes de insulina);

Fiebre;

Glomerulonefritis, incluyendo glomerulonefritis de IgA y glomerulonefritis primaria;
Sindrome de Goodpasture;

Sindrome de Guillain-Barre;

Enfermedad de injerto contra huésped;

Tiroiditis de Hashimoto;

Shock hemorragico;

Hiperalgesia;

Enfermedad intestinal inflamatoria;

Condiciones inflamatorias de una articulacion, incluyendo osteoartritis, artritis psoriatica y artritis reumatoide;

Condiciones inflamatorias resultantes de tension, torcedura, dafios en el cartilago, traumatismos, cirugia ortopédica,
infeccion u otros procesos patologicos;

Diabetes mellitus dependiente de insulina;

Lesion isquémica, incluyendo isquemia cerebral (p. €j., lesiones cerebrales resultantes de un traumatismo,
epilepsia, hemorragia o accidente cerebrovascular, pudiendo provocar cada una de ellas una
neurodegeneracion);

Problemas de aprendizaje;

Enfermedades pulmonares (p. €j., sindrome de dificultad respiratoria aguda —ARDS);
Mieloma muiltiple;

Esclerosis multiple;

Miastenia grave;

Leucemias mielogenosas (p. €j., leucemia mieloide aguda (AML) y leucemia mieloide crénica (CML)) y otras
leucemias;

Miopatias (p. €j., metabolismo de la proteina muscular, especialmente en la sepsis);
Neurotoxicidad (p. €j., como la inducida por el HIV);

Osteoporosis;

Dolor;

Enfermedad de Parkinson; penfigus;

Poliomiositis/dermatomiositis;

Inflamacién pulmonar, incluyendo enfermedad pulmonar autoinmune;

Inflamacion;

Parto pretérmino;
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e Psoriasis;

e Sindrome de Reiter;

e  Lesion por reperfusion;

e  Shock séptico;

e Efectos secundarios de la terapia con radiacion;

e Sindrome de Sjogren;

e Trastornos del suefio;

e Enfermedad de la articulaciéon temporomandibular;
e Trombocitopenia, incluyendo trombocitopenia idiopatica y trombocitopenia neonatal autoinmune;
e  Metastasis tumoral;

e Uveitis; y

e Vasculitis.

Los compuestos de esta invencion se pueden administrar solos o en combinacién con una cantidad
terapéuticamente efectiva de otros farmacos, incluyendo agentes analgésicos, farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (DMARD), farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID) y cualquier
modulador inmune y/o inflamatorio. De este modo, los compuestos de la presente invencién se pueden administrar
con:

¢  Moduladores de otros miembros de la familia de receptores TNF/TNF, incluyendo antagonistas del TNF,
como etanercept (Enbrd™), sTNF-RI, onercept, D2E7 y Remicade ™.

e Moduladores del factor de crecimiento nervioso (NGF).

e Inhibidores de IL-1, incluyendo moléculas IL-1ra, tales como anakinra y moléculas descubiertas mas
recientemente similares a IL-1ra, como IL-1Hy1 e IL-1Hy2; moléculas “trampa” como las descritas en la
Patente estadounidense n° 5.844.099, publicada el 1 de diciembre de 1998; anticuerpos de IL-1; receptor
de

e IL-1 solubilizado, y similares.

e Inhibidores de IL-6 (p. €j., anticuerpos de IL-6).

e Inhibidores de IL-8 (p. €j., anticuerpos de IL-8).

e Inhibidores de IL-18 (p. €j., proteina de unién a IL-18, receptor de IL-18 solubilizado o anticuerpos de IL-18).
*  Moduladores de la enzima de conversion de IL-1 (ICE).

e Factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1, IGF-2) y moduladores de los mismos.

e Factores beta de crecimiento transformador (TGF-), miembros de la familia TGF-3, y moduladores de
TGF-B.

e Factores de crecimiento de fibroblasto FGF-1 a FGF-10, y moduladores de FGF.

e Osteoprotegerina (OPG), analogos de OPG, agentes osteoprotectores y anticuerpos del ligando de OPG
(OPG-L).

e Agentes anabdlicos 6seos, como la hormona paratiroide (PTH), fragmentos de PTH y moléculas que
incorporan fragmentos de PTH (p. ej., PTH (1-34)-Fc).

e Antagonistas PAF.

e Factor de crecimiento de queratinocito (KGF), moléculas relacionadas con el KGF (p. gj., KGF-2) y
moduladores de KGF.

e Inhibidores de COX-2, como Celebrex™ y Vioxx™.

e Analogos de prostaglandinas (p. €j., prostaglandinas de la serie E).

e Moduladores de la metaloproteinasa de matriz (MMP).

e  Moduladores de 6xido nitrico sintasa (NOS), incluyendo moduladores de NOS inducible.

e Moduladores del receptor glucocorticoide.
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e Moduladores del receptor glutamato.
e Moduladores de los niveles de lipopolisacaridos (LPS).
e Agentes contra el cancer, incluyendo inhibidores de oncogenes (p. €j., fos, jun) e interferones.
e Noradrenalina, y moduladores y miméticos de noradrenalina.
Composiciones farmacéuticas

En general. La presente invencion proporciona también métodos de utilizaciéon de composiciones farmacéuticas de
los compuestos de la invencion. Estas composiciones farmacéuticas pueden ser administradas mediante una
inyeccion, o para administracion oral, pulmonar, nasal, transdérmica u otras formas de administracion. En general, la
invencién abarca composiciones farmacéuticas que comprenden cantidades efectivas de un compuesto de la
invencion junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, adyuvantes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Estas composiciones incluyen diluyentes con diversos contenidos de solucion
tampon (p. €j., Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y concentracion iénica; aditivos como detergentes y agentes
solubilizantes (p. €j., Tween 80, Polisorbato 80), antioxidantes (p. €j., acido ascoérbico, metabisulfito de sodio),
conservantes (p. €j., Thimersol, alcohol bencilico) y sustancias aumentadoras de volumen (p. €j., lactosa, manitol); la
incorporacion del material en preparaciones de particulas de compuestos poliméricos, tales como acido polilactico,
acido poliglicolico, etc. o en liposomas. También puede utilizarse acido hialurénico y esto puede promover una
duracién prolongada en la circulacion. Estas composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la tasa
de liberacion in vivo y la tasa de eliminacion in vivo de las proteinas y derivados presentes. Véase, p. €j.,
Remington's Pharmaceutical Sciences. 18th Ed.. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042), paginas 1435-
1712. Las composiciones se pueden preparar en forma liquida o pueden encontrarse en polvo seco, como forma
liofilizada. Se contemplan también formulaciones implantables de liberacién prolongada, como las formulaciones
transdérmicas.

Formas de dosificacion oral. En el presente se contempla el uso de formas soélidas de dosificacion oral, que se
describen generalmente en el capitulo 89 de Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990), Edicion 182, Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042. Las formas soélidas de dosificacion incluyen tabletas, capsulas, pildoras,
trociscos o pastillas, sellos o granulos. Asimismo, puede utilizarse encapsulacion liposémica o proteinoide para
formular las presentes composiciones (como, por ejemplo, las microesferas proteinoides documentadas en la
Patente estadounidense n°® 4.925.673). Puede utilizarse la encapsulacion liposémica, y los liposomas pueden
derivatizarse con diversos polimeros (p. €j., Patente estadounidense n° 5.013.556). Una descripcion de formas
solidas de dosificacion posibles para la terapéutica se recoge en el capitulo 10 de Marshall, K., Modern
Pharmaceutics (1979), editado por G.S. Banker y C.T. Rhodes. En general, la formulacion incluira el compuesto de
la invencion e ingredientes inertes que ofrecen proteccion frente al entorno del estémago vy la liberacion del material
bioldgicamente activo en el intestino.

Se contemplan también especificamente formas de dosificacién oral de los compuestos de la invencion
mencionados anteriormente. En caso necesario, los compuestos pueden ser modificados quimicamente para que el
suministro oral sea eficaz. Por lo general, la modificacion quimica contemplada es la unién de al menos una fraccion
a la molécula del compuesto en si, donde dicha fraccion permite (a) la inhibicion de la protedlisis; y (b) la absorcion
en el torrente sanguineo desde el estdbmago o el intestino. Es deseable también el aumento de la estabilidad general
del compuesto y el aumento del tiempo de circulacién en el cuerpo. Las fracciones utiles como vehiculos unidos
covalentemente en esta invencion pueden utilizarse también para este fin. Algunos ejemplos de estas fracciones
incluyen: PEG, copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, celulosa de carboximetilo, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona y poliprolina. VVéase, por ejemplo, Abuchowski y Davis, Soluble Polymer-Enzyme Adducts,
Enzymes as Drugs (1981), Hocenberg and Roberts, eds., Wiley-Interscience, New York, NY,, pp.. 367-83; Newmark,
et al. (1982), J. Appl. Biochem, 4:185-9. Otros polimeros que se podrian utilizar son poli-1,3,6-dioxolano y poli-1,3,6-
tioxocano. Como se ha indicado anteriormente, las fracciones PEG son preferibles para uso farmacéutico.

Para las formas de dosificacidon de administracion oral, también se puede utilizar una sal de un aminoacido alifatico
modificado, como N-(8-[2-hidroxibenzoillJamino)-caprilato de sodio (SNAC), como vehiculo para mejorar la absorcion
de los compuestos terapéuticos de esta invencion. La eficacia clinica de una formulacién de heparina que utiliza
SNAC ha sido demostrada en un ensayo de Fase |l realizada por Emisphere Technologies. Véase la Patente
estadounidense n° 5.792.451, "Métodos y composicion para la administracion oral del farmaco".

Los compuestos de esta invencion se pueden incluir en la formulacién como multiparticulas finas en forma de
granulos o pildoras con un tamafio de particula aproximado de 1 mm. La formulacion del material para la
administracion de la capsula podria ser también en forma de polvo, bloques ligeramente comprimidos o incluso
como tabletas. El agente terapéutico podria prepararse por compresion.

Pueden incluirse agentes colorantes y aromatizantes. Por ejemplo, la proteina (o derivado) puede formularse (por
ejemplo por encapsulacion en liposomas o microesferas) e incluirse luego dentro de un producto comestible, como
una bebida refrigerada que contenga agentes colorantes y aromatizantes.

Se puede diluir o aumentar el volumen del compuesto de la invencidon con un material inerte Estos diluyentes
podrian incluir carbohidratos, especialmente manitol, a-lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos
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modificados y almidon. Ciertas sales inorganicas pueden utilizarse también como material de carga, incluyendo el
trifosfato de calcio, carbonato de magnesio y cloruro de sodio. Algunos diluyentes disponibles en el mercado son
Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress y Avicell.

Pueden incluirse desintegrantes en la formulacion del compuesto terapéutico en forma de dosificacion solida. Los
materiales utilizados como desintegrantes incluyen, a titulo meramente enunciativo, el almidén, incluyendo el
desintegrante comercial basado en almidén, Explotab. También se puede emplear glicolato de almidon de sodio,
Amberlite, carboximetilcelulosa de sodio, ultramilopectina, alginato de sodio, gelatina, piel de naranja,
carboximetilcelulosa acida, esponja natural y bentonita. Otra forma de desintegrantes son las resinas cambiadoras
de cationes insolubles. Se pueden utilizar gomas en polvo como desintegrantes y como aglomerantes, y estas
pueden incluir gomas en polvo como agar, Karaya o tragacanto. El acido alginico y su sal de sodio son también
utiles como desintegrantes.

Se pueden utilizar aglomerantes para mantener el agente terapéutico unido, a fin de formar una tableta dura, e
incluyen materiales de productos naturales tales como la goma arabiga, tragacanto, almidén y gelatina. Otros
incluyen metilcelulosa (MC), etilcelulosa (EC) y carboximetilcelulosa (CMC). Se podria utilizar tanto
polivinilpirrolidona (PVP) como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en soluciones alcohdlicas para granular el
producto terapéutico.

Se puede incluir un agente antifriccion en la formulacion del agente terapéutico para prevenir la adherencia durante
el proceso de formulacion. Se pueden utilizar lubricantes como una capa entre el agente terapéutico y la pared de la
matriz, y éstos pueden incluir, a titulo meramente enunciativo, acido estearico, incluyendo sus sales de magnesio y
calcio, politetrafluoretileno (PTFE), parafina liquida, aceites vegetales y ceras. También se pueden utilizar lubricantes
solubles como laurilsulfato de sodio, laurilsulfato de magnesio, polietilenglicol de diversos pesos moleculares,
Carbowax 4000 y 6000.

Se podrian afiadir deslizantes para mejorar las propiedades del flujo del farmaco durante la formulacién y para
favorecer el reordenamiento durante la compresion. Los deslizantes pueden incluir almidén, talco, silice pirégena y
silicoaluminato hidratado.

Para favorecer la disolucién del compuesto de esta invencion en el entorno acuoso se podria afiadir un agente
tensioactivo como agente humectante. Los agentes tensioactivos pueden incluir detergentes anionicos tales como
laurilsulfato de sodio, sulfosuccinato de dioctil-sodio y sulfonato de dioctil-sodio. Se podrian utilizar detergentes
catidnicos, que podrian incluir cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio. La lista de detergentes no ionicos
potenciales que se podrian incluir en la formulacién como agentes tensioactivos son lauromacrogol 400, polioxil-40-
estearato, polioxietileno-aceite de ricino hidrogenado 10, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60, 65y
80, sacarosa-éster de acido graso, metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos agentes tensioactivos podrian estar
presentes en la formulacion de la proteina o del derivado, sea solos o en forma de mezcla en diferentes ratios.

También se pueden incluir aditivos en la formulaciéon para mejorar la absorcion del compuesto. Los aditivos que
tienen potencialmente esta propiedad son, por ejemplo, los acidos grasos como el acido oleico, acido linoleico y
acido linolénico.

Puede ser deseable una formulacién de liberacion controlada. El compuesto de la presente invencién se podria
incorporar en una matriz inerte que permita la liberacién por mecanismos de difusion o lixiviacion, p. ej., gomas.
También se pueden incorporar en la formulaciéon matrices de degeneracion lenta, como alginatos y polisacaridos.
Otra forma de liberacion controlada de los compuestos de esta invencion es a través de un método basado en el
sistema terapéutico Oros (Alza Corp.), es decir, en el que el farmaco esta encapsulado en una membrana
semipermeable que permite que el agua entre y haga salir el farmaco a través de una Unica abertura pequefia
debido a los efectos osméticos. Algunos recubrimientos entéricos tienen también un efecto de liberacion retardada.

Pueden emplearse otros recubrimientos para la formulacion. Estos incluyen diversos azucares que podrian aplicarse
en un recubridor en bombo. El agente terapéutico también se podria administrar en una tableta recubierta de una
pelicula y los materiales utilizados en este caso se dividen en dos grupos. El primero son los materiales no entéricos
e incluyen metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, providona y los polietilenglicoles. El segundo grupo esta
compuesto por los materiales entéricos que son cominmente ésteres de acido ftalico.

Se podria utilizar una mezcla de materiales para proporcionar el recubrimiento de pelicula éptimo. El recubrimiento
de pelicula se puede llevar a cabo en un recubridor en bombo o en un lecho fluidizado, o bien mediante
recubrimiento por compresion.

Formas de administracién pulmonar. Se contempla también en esta invencién la administracién pulmonar de la
presente proteina (o derivados de la misma). La proteina (o su derivado) se administra en los pulmones de un
mamifero mientras inhala y pasa a través del recubrimiento epitelial del pulmén al torrente sanguineo. (Otros casos
documentados de esto incluyen Adjei et al., Pharma. Res. (1990) 7: 565-9; Adjei et al. (1990), Internatl. J-
Pharmaceutics 63:135-44 (acetato de leuprolida); Braquet et al. (1989), J. Cardiovasc Pharmacol. 13 (suppl.5):
s.143-146 (endotelina-1); Hubbard et al (1989), Annals Int Med. 3:206-12 (a1-antitripsina); Smith et al. (1989), J. Clin.
Invest. 84:1145-6 (a1-proteinasa); Oswein et al. (marzo de 1990), "Aerosolization of Proteins”, Proc. Symp. Resp.
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Drug Delivery Il, Keystone, Colorado (hormona del crecimiento humano recombinante); Debs et al.,(1988), J.
Immunol. 140:3482-8 (interferdn-y y factor de necrosis tumoral a) y Platz et al., Patente estadounidense n°® 5.284.656
(factor estimulante de colonias de granulocitos).

Se contemplan para el uso en la practica de esta invencion una extensa gama de dispositivos mecanicos disefiados
para la administracion pulmonar de productos terapéuticos que incluyen, a titulo meramente enunciativo,
nebulizadores, inhaladores de dosis medidas, e inhaladores de polvos, siendo todos ellos conocidos para las
personas con conocimientos en el campo. Algunos ejemplos especificos de dispositivos disponibles en el mercado
adecuados para la practica de esta invencion son el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis,
Missouri; el nebulizador Acorn Il, fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; el inhalador de
dosis medidas Ventolin, fabricado por Glaxo Inc., Research Triangle Park, North Carolina; y el inhalador de polvos
Spinhaler, fabricado por Fisons Corp., Bedford, Massachusetts.

Todos estos dispositivos requieren el uso de formulaciones adecuadas para la dispensacion del compuesto de la
invencion. Tipicamente, cada formulacién es especifica para el tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso
de un material propelente apropiado, ademas de diluyentes, adyuvantes y/o vehiculos Utiles en la terapia.

El compuesto de la invencién deberia prepararse de manera muy provechosa en forma de particula con un tamafo
de particula medio inferior a 10 um (o micrones), mas preferiblemente de 0,5 a 5 ym, para la administracion mas
efectiva al pulmon distal.

Algunos vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen carbohidratos como la trehalosa, manitol, xilitol, sacarosa,
lactosa, y sorbitol. Otros ingredientes para el uso en formulaciones pueden incluir DPPC, DOPE, DSPC y DOPC.
Pueden utilizarse agentes tensioactivos naturales o sintéticos. Puede utilizarse PEG (incluso aparte de su uso en la
derivatizacion de la proteina o analogo). Pueden utilizarse dextranos, como el ciclodextrano. Se pueden utilizar sales
biliares y otros potenciadores relacionados. Puede utilizarse celulosa y derivados de la celulosa. Se pueden utilizar
aminoacidos, por ejemplo para emplearlos en una formulacién tampén.

Se contempla también el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusién u otros tipos de
vehiculos.

Las formulaciones adecuadas para utilizarlas con un nebulizador, sea de tipo chorro o ultrasénico, comprenderan
tipicamente el compuesto de la invencioén disuelto en agua a una concentracion de aproximadamente 0,1 a 25 mg de
proteina biolégicamente activa por ml de solucién. La formulaciéon puede incluir también un tampén y un azdcar
simple (p. ej., para la estabilizacion de la proteina y la regulacion de la presion osmética). La formulacion del
nebulizador puede contener también un agente tensioactivo, a fin de reducir o prevenir la agregacion superficial
inducida de la proteina causada por la atomizacién de la solucién en la formacion del aerosol.

Por lo general, las formulaciones para uso con un dispositivo inhalador de dosis medidas comprenderan un polvo
finamente dividido que contiene el compuesto de la invencion suspendido en un propelente con ayuda de un agente
tensioactivo. El propelente puede ser cualquier material convencional empleado para este propdsito, como un
clorofluorocarbono, un hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono, o un hidrocarburo, incluyendo el
triclorofluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano o combinaciones de los
mismos. Los agentes tensioactivos adecuados incluyen el trioleato de sorbitan y lecitina de soja. También puede ser
util el acido oleico como agente tensioactivo.

Las formulaciones para la dispensacion desde un dispositivo inhalador de polvos comprenderan un polvo seco
finamente dividido que contiene el compuesto de la invencion y pueden incluir también un agente aumentador del
volumen, como lactosa, sorbitol, sacarosa, manitol, trehalosa o xilitol, en cantidades que faciliten la dispersién del
polvo desde el dispositivo, p. €j., 50 a 90% en peso de la formulacion.

Formas de administracién nasal. Se contempla también la administraciéon nasal del compuesto de la invencién. La
administracion nasal permite el paso de la proteina al torrente sanguineo directamente después de la administracion
del producto terapéutico a la nariz, sin necesidad de deposicion del producto en el pulmén. Las formulaciones para
administracion nasal incluyen las que contienen dextrano o ciclodextrano. También se contempla la administracion
por transporte a través de otras membranas mucosas.

Dosificaciones. El régimen de dosificacion implicado en un método para el tratamiento de las afecciones anterior
descritas sera determinado por el médico responsable, teniendo en cuenta diversos factores que modifican la accion
de los farmacos, p. €j., la edad, la condicion, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de
cualquier infeccion, el tiempo de administracion y otros factores clinicos. Por lo general, el régimen diario deberia
estar comprendido en el rango de 0,1-1000 microgramos del compuesto de la invencion por kilogramo de peso
corporal, preferiblemente de 0,1-150 microgramos por kilogramo.

Realizaciones especificas preferibles

Los autores de la invencion han determinado estructuras preferibles para los péptidos preferibles que se recogen en
la Tabla 4 mas abajo. El simbolo “A” puede ser cualquiera de los enlazadores descritos en el presente o puede
representar simplemente un enlace peptidico normal (es decir, sin ningun enlazador presente). Las repeticiones y
enlazadores en tandem se muestran separados por guiones para una mayor claridad.
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Tabla 4 — Realizaciones preferibles

Secuencialestructura SEC. ID.
N°:

L PGCKWDLLIKQWVCDPL-A-V' 44
V'-A- LPGCKWDLLIKQWVCDPL 45
LPGCKWDLLIKQWVCDPL -A- 46
LPGCKWDLLIKQWVCDPL -A-V!
V-A- LPGCKWDLLIKQWVCDPL -A- 47
LPGCKWDLLIKQWVCDPL
SADCYFDILTKSDVCTSS-A-V'

V'-A- SADCYFDILTKSDVCTSS
SAD?YFDILTKSDVTSS—A— SADCYFDILTKSDVTSS
-A-V

V-A- SADCYFDILTKSDVTSS -A-
SADCYFDILTKSDVTSS
FHDCKWDLLTKQWVCHGL-A-V'

V'-A- FHDCKWDLLTKQWVCHGL
FHDCKWDLLTKQWVCHGL -A-
FHDCKWDLLTKQWVCHGL -A-V'

V'-A- FHDCKWDLL TKQWVCHGL -A-
FHDCKWDLLTKQWVCHGL

"v'" es un dominio Fc como el definido anteriormente en el presente. Ademas de los recogidos en la Tabla 4, los
autores de la invencién contemplan también heterodimeros en los que cada una de las cadenas de un dimero Fc
esta unida a una secuencia peptidico diferente; por ejemplo, donde cada Fc esta unido a una secuencia diferente
seleccionada de la Tabla 2.

3|&8|5

O
-t

] A

Todos los compuestos de esta invencion se pueden preparar mediante los métodos descritos en la solicitud PCT n°
WQ099/25044. La invencioén se describira ahora también a través de los siguientes ejemplos practicos, que tienen un
caracter ilustrativo y no limitador. Cualquier ejemplo que no corresponda al ambito de aplicacién de las
reivindicaciones se ofrece con fines comparativos Unicamente.

EJEMPLO 1
Péptidos

Péptidos con presentacion de fagos

1. Preparacion de perlas magnéticas

A. Inmovilizacion de Fc-TALL-1 en perlas magnéticas

La proteina Fc-TALL-1 recombinante se inmovilizé en Protein A Dynabeads (Dynal) a una concentracion de 8 ug de
Fc-TALL-1 por 100 pl del producto de perlas del fabricante. Arrastrando las perlas a un lado de un tubo utilizando un
iman y retirando el liquido, las perlas se lavaron dos veces con la solucién salina de fosfato (PBS) y se
resuspendieron en PBS. Se afadiod la proteina Fc-TALL-1 a las perlas lavadas a la concentracion indicada y se
incubaron por rotacién durante una hora a temperatura ambiente. Las perlas de Fc-TALL-1 recubiertas fueron
entonces bloqueadas afiadiendo albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion final del 1% y se incubaron
durante una noche a 4°C con rotacién. Las perlas recubiertas de Fc-TALL-1 resultantes se lavaron entonces dos
veces con PBST (PBS con 0,05% de Tween-20), antes de someterlas a los procedimientos de seleccion.

B. Preparacion de perlas para seleccion negativa

También se prepararon perlas adicionales para selecciones negativas. Para cada condicion de las bandejas, 250 pl
del producto de perlas del fabricante se sometid al anterior procedimiento (seccion 1A), salvo por el hecho de que se
omitié el paso de incubacion con Fc-TALL-1. En el ultimo paso de lavado, las perlas se dividieron en cinco alicuotas
de 50 pl.

2. Seleccion del fago de unién de TALL-1

A. Estrategia general

Para seleccionar el fago de union a TALL-1, se emplearon dos bibliotecas de fagos filamentosos: TN8-1X-(5X10°
transformantes independientes) y TN12-1 (1,4X10° transformantes independientes) (Dyax Corp.). Cada biblioteca se
sometié a una elucién de pH 2 o a una “elucion de perlas” (seccion 2E). Por tanto, se prepararon cuatro condiciones
de bandejas diferentes para el proyecto TALL-1 (TN8-IX utilizando el método de elucion de pH 2, TN8-IX utilizando
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el método de elucién de perlas, TN12-1 utilizando el método de elucién de pH 2 y TN12-I utilizando el método de
elucioén de perlas). Se realizaron tres rondas de seleccién para cada condicion.

B. Seleccion negativa

Para cada condicion de bandeja, del producto de la biblioteca se dividieron en partes alicuotas unos 100
equivalentes aleatorios de la biblioteca (5X‘I011 pfu para TN8-IX y 1.4X10" pfu para TN12-1) y se diluyeron en 300 pl
con PBST. Después de retirar el tltimo liquido de lavado de la primera alicuota de 50 pl de las perlas preparadas
para selecciones negativas (Seccion 1B), los 300 pl del producto de la biblioteca diluido se afiadieron a las perlas. La
mezcla resultante se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente con rotacion. Se retiré el supernatante del
fago utilizando el iman y se afiadio a la segunda alicuota de 50 pl para otro paso de seleccidon negativa. De este
modo, se realizaron cinco pasos de seleccion negativa.

C. Seleccion utilizando las perlas recubiertas de proteina Fc-TALL-1

El supernatante del fago después del ultimo paso de seleccién negativa (seccion 1B) se afiadid a las perlas
recubiertas de Fc-TALL-1 después del ultimo paso de lavado (Seccion 1A). Esta mezcla se incubo con rotacion
durante dos horas a temperatura ambiente, permitiendo que el fago especifico se uniese a la proteina diana. Tras
desechar el supernatante, las perlas se lavaron siete veces con PBST.

D. Elucion de pH2 del fago de unién

Después del ultimo paso de lavado (seccion 2C), los fagos de union fueron eluidos de las perlas magnéticas
afadiendo 200 ul de CBST (50 mM de citrato de sodio, 150 mM de cloruro de sodio, 0,05% de Tween-20, pH2). Tras
cinco minutos de incubacién a temperatura ambiente, el liquido que contenia el fago eluido fue retirado y transferido
a otro tubo. El paso de elucion se repitié una vez mas, afiadiendo 200 pl de CBST e incubando durante cinco
minutos. Se juntaron los liquidos de los dos pasos de elucion y se afiadieron 100 pl de solucion 2 M Tris (pH 8) para
neutralizar el pH. Se afiadieron 500 pl de solucién Min A Salts (60 mM KoHPO4,33 mM KH2PO4,7,6 mM (NH4)SOy4, y
1,7 mM de citrato de sodio) para conseguir el volumen final de 1 ml.

E. “Elucién de perlas”

Después de retirar el liquido de lavado final (seccion 2C), se afiadié 1 ml de solucion de sales Min A a las perlas.
Esta mezcla de las perlas se afiadio directamente a una muestra de bacterias concentrada para la infeccién (seccion
3Ay 3B).

3. Amplificacion
A. Preparacion de células en placas

Un cultivo fresco de E. Coli. (XL-1 Blue MRF’) se desarrollé a ODggo = 0,5 en medios LB que contenian 12,5 ug/ml de
tetraciclina. Para cada condicion de bandeja, se enfriaron 20 ml de este cultivo sobre hielo y se centrifugaron. El
granulo de la bacteria se resuspendié en 1 ml de la solucién Min A Salts.

B. Transduccioén

Cada mezcla de los diferentes métodos de elucion (seccion 2D y 2E) se afiadié a una muestra de bacterias
concentrada (seccion 3A) y se incubd a 37 °C durante 15 minutos. Se afiadieron 2 ml de medios NZCYM
(2XNZCYM, 50 ug/ml de ampicilina) a cada mezcla y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. La
solucién de 4 ml resultante se coloco en una placa grande de agar NZCYM que contenia 50 ug/ml de ampicilina y se
incubo durante una noche a 37 °C.

C. Recoleccion de fagos

Cada una de las mezclas de bacterias/fagos se cultivd durante una noche en una placa grande de agar NZCYM
(seccion 3B), se rasparon en 35 ml de medios LB, y la placa de agar fue posteriormente enjuagada con otros 35 ml
de medios LB. La mezcla de bacterias/fagos resultante en medios LB se centrifugd para separar los granulos de
bacterias. Se transfirieron 50 ml del supernatante de fagos a un tubo limpio, se afiadieron 12,5 ml de solucion PEG
(20% PEGB8000, 3,5M de acetato de amonio) y se incubd sobre hielo durante dos horas para precipitar los fagos. Los
fagos precipitados fueron centrifugados y resuspendidos en 6 ml de la solucidn de resuspension de fagos (250 mM
de NaCl, 100 mM de Tris pH8,1 mM de EDTA). Esta solucion de fagos fue posteriormente purificada mediante
centrifugado para retirar las bacterias restantes y precipitando el fago por segunda vez mediante la adicion de 1,5 ml
de la solucién PEG. Tras un paso de centrifugado, los granulos del fago se resuspendieron en 400 ul de PBS. Esta
solucion se sometié a un centrifugado final para eliminar los ultimos restos de bacterias. La preparacion de fagos
resultante fue titulada mediante un ensayo estandar de formacion de placas (Molecular Clonin, Maniatis et al., 3rd
Edition).

4. Dos rondas mas de selecciéon y amplificacion.

En la segunda ronda, el fago amplificado (10'° pfu) de la primera ronda (seccion 3C) se utilizé como fago
administrado para realizar los pasos de seleccion y amplificacion (secciones 2 y 3). El fago amplificado (10" pfu) de
la segunda ronda se utilizo, a su vez, como fago administrado para realizar la tercera ronda de seleccion y
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amplificacion (secciones 2 y 3). Después de los pasos de elucion (secciones 2D y 2E) de la tercera ronda, una
pequena fraccion del fago eluido se colocd en placas como en el ensayo de formacion de placas (seccion 3C). Las
placas individuales se recogieron y se colocaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos que contenian 100 pl de
solucién tampon de TE en cada pocillo. Estas placas principales se incubaron en una incubadora a 37°C durante una
hora para permitir la elucién de los fagos en la solucion tampon de TE.

5. Analisis clonal (secuenciacion y ensayo ELISA de fagos)

Los clones de fagos fueron analizados mediante métodos de secuenciacion y ensayo ELISA de fagos. Las
secuencias se clasificaron basandose en los resultados combinados de estos dos ensayos.

A. ELISA de fagos

Se realiz6 un cultivo de XL-1 Blue MRF hasta que OD600 alcanzé 0,5. 30l de este cultivo fueron divididos en
alicuotas en cada uno de los pocillos de la placa de microtitulacion de 96 pocillos. Se afiadieron 10 ul de fagos
eluidos (seccioén 4) a cada pocillo y se permitié la infeccion por bacterias durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 130 pl de medios LB que contenian 12,5 pg/ml de tetraciclina y 50 ug/ml de ampicilina a
cada pocillo. Después la placa de microtitulacién se incubé durante una noche a 37°C. Se permitié el recubrimiento
de la proteina TALL-1 recombinante (1 ug/ml en PBS) en placas Maxisorp de 96 pocillos (NUNC) durante una noche
a 4°C. Como control, la proteina Fc-Trail recombinante se recubrié en una placa Maxisorp separada a la misma
concentracion molar que la proteina TALL-1.

Al dia siguiente, los liquidos de las placas Maxisorp recubiertas de proteina se descartaron y cada pocillo fue
bloqueado con 300 pl de solucion BSA al 2% a 37 °C durante una hora. Se desech6 la solucion BSA y los pocillos se
lavaron tres veces con la solucién PBST. Después del ultimo paso de lavado, se afadieron 50 ul de PBST a cada
pocillo de las placas Maxisorp recubierto de proteina. Cada uno de los 50 ul cultivados durante una noche en la
placa de microtitulacion de 96 pocillos fue transferido a los correspondientes pocillos de las placas recubiertas de
TALL-1, asi como a las placas de control recubiertas de Fc-Trail. Las mezclas de 100 ul de los dos tipos de placas
se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. Se desechd el liquido de las placas Maxisorp y los pocillos
se lavaron cinco veces con PBST. El anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP (Pharmacia) se diluyé hasta un ratio
de 1:7.500, y se afiadieron 100 pl de la solucién diluida a cada pocillo de las placas Maxisorp para una hora de
incubacion a temperatura ambiente. El liquido fue desechado de nuevo y los pocillos se lavaron siete veces con
PBST. Se afiadieron 100 pl de sustrato de tetrametilbencidina (TMB) (Sigma) a cada pocillo para desarrollar la
reaccion del color, y la reaccion se detuvo con 50 pl de la solucidon de 5 N H,SO4. Los valores de ODasg se leyeron
en un lector de placas (Molecular Devices).

B. Secuenciacion de los clones de fagos.

Para cada clon de fago, se preparo la plantilla de secuenciacion a través de un método PCR. Se utilizé el siguiente
par de oligonucleotidos para amplificar unos 500 fragmentos de nucleétido:

cebador #1 (5-“CGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTG-3') (SEC. ID. N°: 56)
y cebador #2 (5 '-CATGTACCGTAACACTGAGTTTGGTC-3'). (SEC. ID. N°: 57)

Se preparo la siguiente mezcla para cada clon.

Reactivos volumen (pL) / tubo
dH20 26,25
50% glicerol 10
10B PCR tampon (sin MgCly) 5
25 mM MgClI2 4
10 mM dNTP mix 1
100 uM cebador 1 0,25
100 uM cebador 2 0,25
Taq polimerasa 0,25
Fago en TE (seccion 4) 3
Volumen de la reaccion final 50
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Se utilizo el termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) para ejecutar el siguiente programa:
94°C durante 5 min; [94°C durante 30 seg., 55°C durante 30 seg., 72°C durante 45 seg.] x30 ciclos; 72°C durante 7
min; frio a 4°C. El producto de la PCR se comprobd poniendo 5 pl de cada reaccion PCR en un gel de agarosa al
1%. El producto de la PCR en los restantes 45 ul de cada reaccién se limpiaron utilizando el kit QlIAquick Multiwell
PCR Puirification kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. El producto resultante fue después secuenciado
utilizando el ABI 377 Sequencer (Perkin-Elmer), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

6. Clasificacion de secuencias y determinacién de la secuencia de consenso

A. Clasificacion de secuencias

Las secuencias del péptido que se tradujeron de secuencias de nucleétidos variables (seccion 5B) fueron
correlacionadas con los datos del ensayo ELISA. Los clones que demostraron un elevado ODusg en los pocillos
recubiertos de TALL-1 y un bajo ODaso en los pocillos recubiertos de Fc-Trail se consideraron mas importantes. Las
secuencias que ocurren multiples veces se consideraron también importantes secuencias candidatas cuando se
elegian basandose en estos criterios para un posterior analisis como péptidos o pepticuerpos. Se seleccionaron
cinco y nueve secuencias de péptidos candidatas de las bibliotecas de TN8-1X y TN 12-1, respectivamente.

B. Determinacion de la secuencia de consenso

La mayoria de las secuencias seleccionadas de la biblioteca de TN12-I contenian un motivo de DBL muy
conservado. Este motivo se observé también en secuencias seleccionadas de la biblioteca de TN8-1B. Otro motivo,
PFPWE (SEC. ID. N°: 110) también se observo en las secuencias obtenidas de la biblioteca de TN8-1B.

Un péptido de consenso, FHDCKWDLLTKQWVCHGL (SEC. ID. N°: 58), se disefié basandose en el motivo de DBL.
Dado que los péptidos obtenidos de la biblioteca de TN12-1 eran los mas activos, las 26 secuencias de péptidos
principales basandose en los anteriores criterios de clasificacion (seccion 5A) fueron alineadas por el motivo de DBL.
La “secuencia de aminoacidos central” subrayada se obtuvo determinando el aminoacido que mas ocurre en cada
posicion. Las dos cisteinas adyacentes a las secuencias centrales eran aminoacidos fijados en la biblioteca de
TN12. El resto de la secuencia de aminoacido en el péptido de consenso se toma de uno de los péptidos candidatos,
TALL-1-12-10 (Tabla 2, SEC. ID. N°: 37). El péptido y el pepticuerpo que se obtuvo de esta secuencia de consenso
eran sumamente activos en el ensayo de proliferacion de células B.

EJEMPLO 2
Pepticuerpos

Se construy6 un conjunto de 12 pepticuerpos inhibidores de TALL-1 (Tabla 5) en los que un monémero de cada
péptido se fusiond estructuralmente con la region Fc de la IgGl humana. Cada pepticuerpo inhibidor de TALL-1 se
construy6 anillando los pares de oligonucledtidos mostrados en la Tabla 6 para generar un duplex que codifica el
péptido y un enlazador compuesto por cinco residuos de glicina y un residuo de valina como un fragmento Ndel de
Sall. Estas moléculas duplex se unieron en un vector ()AMG21-ANK-Fc, descrito en el presente) que contenia el gen
Fc humano, también digerido con Ndel y Sall. Las mezclas de unién resultantes se transformaron mediante
electroporacion en las células 2596 de la cadena de E. coli (GM221, descritas en el presente). Se comprobd la
capacidad de los clones para producir el producto de la proteina recombinante y para poseer la fusiéon de genes que
cuenta con la secuencia de nucleétidos correcta. Se seleccioné uno solo de estos clones para cada uno de los

péptidos. El nucledtido y las secuencias de aminoacidos de las proteinas de fusion se muestran en la Figura 4A a
4F.

Tabla 5. Secuencias de péptidos y oligonucleétidos empleados para generar pepticuerpos inhibidores de

TALL-1.
Pepticuerpo Pepticuerpo |Secuencia peptidica Oligonucledtid |Oligonucledtid
SEC. ID. N° o sentido o antisentido

TALL-1-8-1-a 29 PGTCFPFPWECTHA 2517-24 2517-25 ]
TALL-1-8-2-a 30 WGACWPFPWECFKE 2517-26 2517-27
TALL-1-8-4-a 31 VPFCDLLTKHCFEA 2517-28 2517-29
TALL-1-12-4-a 32 GSRCKYKWDVLTKQCFHH | 2517-30 2517-31
TALL-1-12-3-a | 33 LPGCKWDLLIKQWVCDPL | 2517-32 2517-33
TALL-1-12-5-a 34 SADCYFDILTKSDVCTSS | 2517-~-34 2517-35
TALL-1-12-8-a 35 SDDCMYDQLTRMFICSNL | 2517-36 . 2517-37
TALL-1-12-G-a 36 DLNCKYDELTYKEWCQFN | 2521-92 2521-93
TALL-1-12-10-a 37 FHDCKYDLLTRQMVCHGL | 2521-94 2521-95
TALL-1-12-11-a 38 RNHCFWDHLLXQDICPSP | 2521-96 2521-97
TALL-1-12-14-a 39 ANQCWWDSLTKKNVCEFF | 2521-98 2521-99
TALL-1- 58 FHDCKWDLLTKQWVCHGL | 2551-48 2551-49
consensus
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Tabla 5B. Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

Pepticuerpo Pepticuerpo SEC. Secuencia peptidica

ID. N°

TALL-1-8-
1a

111

MPGTCFPFPW
VFLFPPKPKD
DGVEVHNAKT
KCKVSNKALP
KNQVSLTCLV
SDGSFFLYSK
SLSLSPGK

ECTHAGGGGG
TLMISRTPEV
KPREEQYNST
APIEKTISKA
KGFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ

VDKTHTCPPC
TCVVVDVSHE
YRVVSVLTVL
KGQPREPQVY
EWESNGQPEN
GNVFSCSVMH

PAPELLGGPS
DPEVKFNWYV
HQDWLNGKEY
TLPPSRDELT
NYKTTPPVLD
EALHNHYTQK

TALL-1-8-
2-a

112

MWGACWPFPW
VFLFPPKPKD
DGVEVHNAKT
KCKVSNKALP
KNQVSLTCLV
SDGSFFLYSK
SLSLSPGK

ECFKEGGGGG
TLMISRTPEV
KPREEQYNST
APIEKTISKA
KGFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ

VDKTHTCPPC
TCVVVDVSHE
YRVVSVLTVL
KGQPREPQVY
EWESNGQPEN
GNVFSCSVMH

PAPELLGGPS
DPEVKFNWYV
HODWLNGKEY
TLPPSRDELT
NYKTTPPVLD
EALHNHYTQK

TALL-1-8-
4-a

113

MVPFCDLLTK
VFLFPPKPKD

1 DGVEVHNAKT

KCKVSNKALP
KNQVSLTCLV
SDGSFFLYSK
SLSLSPGK

HCFEAGGGGG
TLMISRTPEV
KPREEQYNST
APIEKTISKA
KGFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ

VDKTHTCPPC
TCVVVDVSHE
YRVVSVLTVL
KGQPREPQVY
EWESNGQPEN
GNVFSCSVMH

PAPELLGGPS
DPEVKFNWYV
HODWLNGKEY
TLPPSRDELT
NYKTTPPVLD
EALHNHYTQK

TALL-1-12-
4-a

114

MGSRCKYKWD
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

VLTKQCFHHG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPRPIEKT
TCLVXGFYPS
LYSKLTVDKS
GK

GGGGVDKTHT
TPEVTCVVVD
¥YNSTYRVVSV
ISKAKGQPRE
DIAVEWESNG

RWQQGNVFSC

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHODWLN
POVYTLPPSR
QPENNYKTTP
SVMHEALHNH

TALL-1-12-
3-a

115

MLPGCKWDLL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

TIKQWVCDPLG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS
GK

GGGGVDKTHT
TPEVICVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGQPRE
DIAVEWESNG
RWQQGNVFSC

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHODWLN
PQVYTLPPSR
QPENNYKTTP
SVMHEALENH

TALL-{-12-
5-a

116

MSADCYFDIL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF

TKSDVCTSSG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS

YTOKSLSLSP GK

GGGG VDKTHT CPPCPAPELL

TPEVICVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGOPRE
DIAVEWESNG
RWOQGNVFSC

VSHEDPEVKF
LTVLHODWLN
PQVYTLPPSR
QPENNYXTTP
SVMHEALHNH

TALL-1-12-
8-a

117

MSDDCMYDQL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL

TRMFICSNLG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS

GGGGVDKTHT
TPEVICVVVD
YNSTYRVVSV
IYSKAKGQPRE

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHQDWLN
PQVYTLPPSR

DIAVEWESNG QPENNYKTTP
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PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

LYSKLTVDXS
GK

RWQQGNVFSC

SVMHEALHNH

TALL-1-12-
9-a

118

MDLNCKYDEL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

TALL-1-12-
10-a

119

MFHDCKYDLL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GREYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTQKSLSLSP

TYKEWCQFNG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS
GK

TROMVCHGLG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS
GK

GGGGVDKTHT
TPEVTCVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGOPRE
DIAVEWESNG
RWOQGNVFESC

GGGGVDKTHT
TPEVTCVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGQPRE
DIAVEWESNG
RWQQGNVFSC

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHCDWLN
PQVYTLPPSR
QPENNYKTTP
SVMHEALHNH

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHQDWLN
PQVYTLPPSR
QPENNYKTTP
SVMHEALHNH

TALL-1-12-
11-a

120

MRNHC FWDHL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

LKQDICPSPG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS
GK

GGGGVDKTHT
TPEVTCVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGQPRE
DIAVEWESNG
RWQQGNVFSC

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHQDWLN
PQVYTLPPSR
QPENNYKTTP
SVMHEALHNH

TALL-1-12-
14-a

121

MANQCWWDSL

GGPSVFLFPP

NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

TKKNVCEFFG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS
GK

GGGGVDKTHT
TPEVTCVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGQPRE

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHQDWLN
PQVYTLPPSR

DIAVEWESNG QPENNYKTTP

RWOQGNVFSC

SVMHEALHNH

consenso
de TALL-1

122

MFHDCYXWDLL
GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
GKEYKCKVSN
DELTKNQVSL
PVLDSDGSFF
YTOKSLSLSP

dimero en
tandem
TALL-1 12-
3

123

MLPGCKWDLL
HMLPGCKWDL
LGGPSVFLFP
FNWYVDGVEV
NGKEYKCKVS
RDELTKNQVS
PPVLDSDGSF

YTOKSLSLS

dimero en
tandem
de

- consenso

124

MFHDCKWDLL
HMFHDCKWDL
LGGPSVFLFP
FNWYVDGVEV
NGKEYKCKVS
RDELTKNQVS
PPVLDSDGSF
HYTOKSLSLS

TKOWVCHGLG
KPKDTLMISR
NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
TCLVKGFYPS
LYSKLTVDKS
GK
IKQWVCDPIG
LIKQWVCDPL
PKPKDTLMIS
HNAKTKPREE
NKALPAPIEK
LTCLVKGFYP
FLYSKLTVDK
PGK

GGGGVDKTHT
TPEVTCVVVD
YNSTYRVVSV
ISKAKGQPRE
DIAVEWESNG
RWQQGNVFSC

SGSATGGSGS
GGGGGVDKTH
RTPEVTICVVV
QYNSTYRVVS
TISKAKGQPR
SDIAVEWESN
SRWQOGNVFS

CPPCPAPELL
VSHEDPEVKF
LTVLHQDWLN
PQUVYTLPPSR
QPENNYKTTP
SVMHEALHNH

TASSGSGSAT
TCPPCPAPEL
DVSHEDPEVK
VLTVLHQDWL
EPQVYTLPPS
GQPENNYKTT
CSVMHEALHN

TKQWVCHGLG SGSATGGSGS TASSGSGSAT
LTKQWVCHGL GGGGGVDKTH TCPPCPAPEL
PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK
HNAKTKPREE QYNSTYRVVS VLTVLHQDWL
NKALPAPIEK TISKAKGQPR EPQVYTLPPS
LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GQPENNYKTT
FLYSKLTVDK SRWQQGNVFS CSVMHEALHN

PGK
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Tabla 6. Secuencias de oligonucleétidos utilizadas en la construccion del pepticuerpo.

Oligonucledtido | SEC. ID. N° Secuencia

ID n°

2517-24 71 TAT GCC GGG TAC TTG TIT CCC GTT CCC GTG GGA ATG CAC
TCA CGC TGG TGG AGG CGG TGG GG

2517-25 72 TCG ACC CCA CCG CCT CCT GGA GCG TGA GTG CAT TCC CAC
GGG AAG CCG AAA CAA GTA CCC GGC A

2517-26 73 TAT GTG GGG TGC TIG TIG GCC GTT CCC GTG GGA ATG TTT
CAA AGA AGG TGG AGG CGG TGG GG

2517-217 74 | TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCT TCT TTG AAA CAT TCC
CACGGG AAC GGC CAA CAAGCA CCC CAC A

2517-28 75 TAT GGT TCC GTT CTG TGA CCT GCT GAC TAA ACA CTG TTT
CGA AGC TGG TGG AGG CGG TGG GG

2517-28 76 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCA GCT TCG AAA CAG TGT TTA
GTC AGC AGG TCA CAGAAC GGA ACC A

2517-30 77 TAT GGG TTC 1TCG T1G TAA ATA CAA ATG GGA CGT TCT GAC
TAA ACA GTG TTT CCA CCA CGG TGG AGG CGG TGG GG

2517-31 78 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCG TGG TGG AAA CAC TGT TTA
GTC AGA ACG TCC CAT TTG TAT TTA CAA CGA GAA CCC A

2517-32 79 TAT GCT GCC GGG TIG TAR ATG GGA CCT GCT GAT CAA ACA

' GTG GGT TTG TGA CCC GCT GGG TGG AGG CGG TGG GG

2517-33 80 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCC AGC GGG TCA CAA ACC CAC
TGT TTG ATC AGC AGG TCC CAT TTA CAA CCC GGC AGC A

2517-34 81 TAT GTC TGC TGA CIG TTA CTT CGA CAT CCT GAC TAA ATC
TGA CGT TTG TAC TTC TTC TGG TGG AGG CGG TGG GG

2517-35 82 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCA GAAR GAA GTA CAA ACG TCA
GAT TTA GTC AGG ATG TCG AAG TAA CAG TCA GCA GAC A

7517-36 B3 TAT GIC TGA CGA CIG TAT GTA CGA OCA GCT GAC TCG TAT
GTT CAT CTG TTC TAA CCT GGG TGG MGG CGG TGS GG

2517-37 84 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCC AGG TTA GAA -CAG ATG AAC
ATA CGA GTC AGC TGG TCG TAC ATA CAG TCG TCA GAC A

2521-92 85 TAT GGA CCT GAAR CIG TAA ATA CGA CGA ACT GAC TTA CAA
AGA ATG GTG TCA GTT CAA CGG TGG AGG CGG TGG GG

25221-93 86 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCG TTG AAC TGA CAC CAT TCT
TTG TAA GTC AGTTCG TCG TAT TTA CAG TTC AGG TCC A

2521-94 B7 | TAT GTT CCA CGA CTG TAR ATA CGA CCT GCT GAC TCG TCA
GAT GGT TTG TCA CGG TCT GGG TGG AGG CGG TGG GG

2521-95 CE) TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCC AGA CCG TGA CAA ACC AIC
TGA -CGA GTC AGC AGG TCG TAT TTA CAG PCG TGG ARC A

2521-96 89 TAT GCG TAA CCA CTG TTT CTG GGA CCA CCT GCT GAA ACA
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GGA CAT CTG TCC GTC TCC GGG TGG AGG CGG TGG GG
2521-97 90 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCC GGA GIiC GGA CAG ATG TCC
TGT TTC AGC AGG TGG TCC CAG AAAR CAG TGG TTA CGC A
2521-58 91 TAT GGC TAA CCA GTG TTG GTG GGA CTC TCT GCT GAA AAA
AAA CGT TTG TGA ATT CTT CGG TGG AGG CGG TGG GG
2521-99 52 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCG AAG AAT TCA CAA ACG TTIT
. 'I‘I‘TTTCAGCAGAGAGTCCCACCAACACTGGTTAOCCI_\
2551-48 93 TAT GTT CCA CGA CTG CAA ATG GGA CCT GCT GAC CAA ACA
GTG GGT TTG CCA CGG TCT GGG TGG AGG CGG TGG GG
2551-49 94 TCG ACC CCA CCG CCT CCA CCC AGA CCG TGG CAR ACC CAC
TGT TTG GTC AGC AGG TCC CAT TTG CAG TCG TGG AAC A

Vector pAMG21-RANK-Fc

pAMG21. El plasmido de expresion pAMG21 (n° de acceso ATCC 98113) se puede obtener del vector de expresion
de Amgen pCFM1656 (ATCC #69576) que, a su vez, se puede obtener del sistema del vector de expresion de
Amgen descrito en la Patente estadounidense n° 4.710.473. El plasmido pCFM1656 se puede obtener del plasmido
pCFM836 descrito (Patente estadounidense n° 4.710.473) de la siguiente manera:

» destruyendo los dos sitios de restriccion endégenos de Ndel, rellenando el extremo con la enzima de la
polimerasa T4 seguida de la unién al extremo romo;

» sustituyendo la secuencia de ADN entre los sitios de restriccion unicos Aatll y Clal que contienen el promotor
sintético PL por un fragmento similar obtenido de pCFM636 (patente n° 4.710.473) que contiene el promotor
P. (véase la SEC. ID. N°: 95 mas abajo); y

¢ sustituyendo la secuencia de ADN pequefia entre los sitios de restriccion unicos Clal y Kpnl por el
oligonucledtido que tiene la secuencia de la SEC. ID. N°: 96

SEC. ID. N°: 95

Aadl -
5 CTAATTCCGCTCTCACCTACCAAACAATGCCCCCCTGCAAAAAATAAATTCATAT-
3' TGCAGATTAAGGCGAGAGTGGATGGTTTGTTACGGGGGGACGTTTTTTATTTAAGTATA-

-AAAAAACATACAGATAACCATCTGCGGTGATAAATTATCTCTGGCGGTGTFCACATAAA-
-TTTTTTGTATGTCTATIGGTAGACGCCACTATTTAATAGAGACCGCCACAACTGTATTT-

-TACCACTGGCGGTGATACTGAGCACAT 3’
-ATGGTGACCGCCACTATGACTCGTGTAGC  §*
Qlal

SEC. ID. N°: 96

s’ CGAT'I’I‘GA’ITCTAGAAGGAGGAATAACATATGG'I'I‘AACGCGTTGGAATI‘CGGTAC
3'

3 TAAACTAAGATCTTCCTCCTT ATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGC 5’
Clal Kpn!

El plasmido de expresion pAMG21 se puede obtener entonces de pCFM1656 haciendo una serie de cambios
basicos orientados al sitio mediante PCR, solapando la mutagénesis de oligonucleétidos con las sustituciones de la
secuencia de ADN. Comenzando por el sitio Balll (plasmido bp # 180) inmediatamente 5' al promotor de replicacion
del plasmido PcopB y continuando por los genes de replicacion del plasmido, los cambios de los pares basicos se
muestran en la Tabla 7 a continuacion.

35



ES 2527471 T3

Tabla 7—Cambios en los pares basicos resultantes en pAMG21

pAMG21bp# bpin pCFM1656 bp modificado en in-Pamg21

# 204 T/A C/G

# 428 AT G/C

# 509 ' G/C AT

# 617 -- insertar dos bo G/C bp

# 679 G/C T/A

# 980 T/A C/G

# 994 G/C AT

#1004 At C/G .

#1007 C/G T/IA

#1028 AT T/A

#1047 C/G T/A

#1178 G/C T/A

#1466 G/IC T/A

#2028 G/C delecionde bo 1

#2187 C/G T/A

# 2480 AT T/A
2499-2502 AGTG GTCA

’ TCAC CAGT

# 2642 TCCGAGC delecion de 7 bo  ion

AGGCTCG

# 3435 G/C AT

# 3446 G/C AT

# 3643 AT T/IA

5 La secuencia de ADN entre los sitios de restriccion Unicos Aatll (posicion #4364 en pCFM1656) y Sacll (posicion
#4585 en pCFM1656) es sustituida por la secuencia de ADN siguiente (SEC. ID. N°: 97):.
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[ extremo adherente Aatll 5 GCGTAACGTATGCATGGTCTCC-
{ posicién #4358 en pAMG21 3’ TGCACGCATTGCATACGTACCAGAGG-

-CCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATARARCGARAGGCTCAGTCGARAGACT -
-GGTACGCTCTCATCCCTTGACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCTTTCTGA-

-GGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAAL GCTCTCCTGAGTAGGACAARTCCGC-
-CCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCCAGAGGACTCATCCTGTTTRGGCG-

~CGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCARCGGCCCGCGAGGGTEGCGGGCAGGALCGLCCCGC-
-GCCCTCGCCTAAACTTGCARCGCTTCCTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGLG-

~-CATARACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTACGT -
-GTATTTGACGGTCCGTAGTTTAATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAARCGCA-
: BatllL

~PTCTACARACTCTTTTGTTTATTT'TTCTAAATACATTCARATATGGACGTCGTACTTAAC-
- AAGATGTTTGAGAAAACARATARARAGATTTATGTARGTTTATACCTGCAGCATGAATTG

-TTTTAAAGTATGGGCAATCAATTGCTCCTGT’I;AAAATTGC‘I“I‘I‘AGAMTACTTTGGCAGC-
~AAARTTTCATACCCGTTAGTTAACGAGGACAATTTTAACGAAATCTTTATGAAACCGTCG-

-GGTTTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGGAAAGTGACCGTGCGCTTAC-
~CCAAACAACATAACTCAAAGTAAACGCGTAACCAATTTACCTTTCACTGGCACGCGAATG-

~TACAGCCTAATATTTTTGAAATATCCCARGAGCTTTTTCCTTCGCATGCCCACGCTARAC
-ATGTCGGATTATAAARACTTTATAGGGTTCTCGAAAAAGGAAGCGTACGGGTGCGATTTG~

-ATTCTTTTTCTCTTTTCCTTARATCGTTGTTIGATTTATTATTTGCTATATTTATTTTIC -
—TAAGAAAAAGAGAAAACCAATTTAGCAACAAACTAAATAATAAACGATATAAATAAAAAG-

—GATAATTATCAACTAGAGAAGGAACAATTAATGGTATGTTCATACACGCATGTARARATA~
~CTATTAATAGTTGATCTCTTCCTTGTTAATTACCATACAAGTATGTGCGTACATTTTTAT ~

-AACTATCTATATAGTTGTCTTTCTCTGAATGTGCAAARCTAAGCATTCCGAAGCCATTAT -
~TTGATAGATATATCAACAGAAAGAGACTTACACGTTTTGATTCGTAAGGCTTCGGTAATA -

~TAGCAGTATGAATAGGGAAACTAAACCCAGTGATAAGACCTGATGATTTCGCTTCTTTAA-
-ATCGTCATACTTATCCCTTTGATTTGGGTCACTATTCTGGACTACTARAGCGAAGAAATT -

~TTACATTTGGAGATTTTTTATTTACAGCATTGTTTTCARATATATTCCAATTAATCGGTG -
-AATGTAARACCTCTAARAAATAAATGTCGTAACAAAAGTTTATATAAGGTTAATTAGCCAC-

-AATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTTTATTAAATTAGCGTCATCAT -
~TTACTAACCTCAATCTTATTAGATGATATCCTAGTATAAAATAATTTAATCGCAGTAGTA-

- AATATTGCCTCCATTTTTTAGGGTAATTATCCAGAATTGARATATCAGATTTAARCCATAG-
—TTATAACGGAGGTAAAAAATCCCATTAATAGGTC TTAACTTTATAGTCTAAATTGGTATC~

-AATGAGGATAAATGATCGCGAGTAAATAATATTCACAATGTACCATTTTAGTCATATCAG-
-TFACTCCTATTTACTAGCGCTCATTTATTATAAGTGTTACATGGTAAAATCAGTATAGTC -

-ATAAGCATTGATTAATATCATTATTGCTTCTACAGGCTTTAATTTTATTAATTATTCTGT -
~TATTCGTAARCTAATTATAGTAATAACGAAGATGTCCGARATTARAATARTTAATAAGACA-

-AAGTGTCGTCGCCATTTATGTCTTTCATACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTC -
~TTCACAGCAGCCGTAAATACAGAAAGTATGGGTAGAGARATAGGAATGGATAACAARCAG -

-GCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATTAAAACGGCTAATAGATTGACATTTGATTCTAATAA -
-CGTTCAAAACGCACAATATATAGTAATTTTGCCATTATCTAACTGTAARCTARGATTATT -

-ATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGAAATACAATTGTTTAACATAAGTACCTG-
~TAACCTARAAACAGTGTGATAATATAGCGAACTTTATGTTARCARATTGTATTCATGGAC -
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-TAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTATAGTCGATTAATCGATTTGATT -
-ATCCTAGCATGTCCARATGCGTTCTTTTACCAAACAATATCAGCTAATTAGCTARACTAA-

-CTAGATTTGTTTTAACTAATTARAGGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGA -
-GATCTAARCAAAATTGATTAATTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCARCCTTAAGCT -

SacIX
~-GCTCACTAGTGTCGACCTGCAGGGTACCATGGAAGCTTACTCGAGGATCCGCGGAAAGAA -
-CGAGTGATCACAGCTGGACGTCCCATGGTACCTTCGAATGAGC TCCTAGGCGCCTTTCTT-

-GAAGAAGAAGAAGAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA~
~CTTCTTCTTCTTCTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTAT -

- ACTAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGARAGGAGG-
~-TGATCGTATTGGGGAACCCCCGGAGATTTGCCCAGARCTCCCCAAAARARCGACTTTCCTCC -

extremo adherente Sacll

-AACCGCTCTTCACGCTCTTCACGC 3° —— - ,
-TTGGCGAGAAGTGCGAGAAGTG 5 (position #5904 in pAMG21)

Durante la unién de los extremos adherentes de esta secuencia de ADN de sustitucion, los sitios fuera de Aatll y
Sacll son destruidos. Hay sitios de Aatll y Sacll unicos en el ADN sustituido.

Un gen que codifica el RANK humano fusionado al extremo N-terminal de Fc se unié a pAMG21 como un fragmento
Ndel a BamHI para generar la Cadena Amgen #4125. Esta estructura fue modificada para insertar un codén de
valina en la unién de RANK y Fc. Los codones de valina y aspartato adyacentes crean un sitio Sall Unico. Esto
permite la fusion de los péptidos en el extremo N-terminal de Fc3 entre los sitios Unicos Ndel y Sall. La secuencia
RANK se somete a delecidn tras la insercion de un nuevo fragmento Ndel-Sall. La secuencia del vector se
proporciona en la Figura 5A a 5M.

GM221 (Amgen #2596"). La cadena hospedadora de Amgen #2596 es una cadena K-12 de E. coli K-12 obtenida de
la cadena de Amgen #393, que es un derivado de E. coli W1485 obtenido del E. coli Genetic Stock Center,
Universidad de Yale, New Haven, Connecticut (cadena CGSC 6159). Ha sido modificado para contener tanto el
represor lambda sensible a la temperatura cl857s7 en la region ebg temprana como el represor laclQ en la region
ebg tardia (68 minutos). La presencia de estos dos genes represores permite el uso de este hospedador en diversos
sistemas de expresion, aunque ambos represores son irrelevantes para la expresion desde luxPR. El hospedador no
transformado no tiene ninguna resistencia antibidtica.

El sitio de unién ribosomal del gen cl857s7 ha sido modificado para incluir un RBS potenciado. Ha sido insertado en
el operdn ebg entre la posicion del nucledtido 1170 y 1411 conforme a la numeracion del n° de acceso Genbank
M64441Gb_Ba con delecion de la secuencia ebg interviniente. La secuencia del elemento insertado se muestra a
continuacion en mindsculas que representan las secuencias ebg que flanquean el elemento insertado mostrado a
continuacion (SEC. ID. N°: 98):

ttattitcgt GCGGCCGCACCATTATCACCGCCAGAGGTAAACTAGTCAACACGCACGGTGTTAGATAT
TTATCCCTTGCGGTGATAGATTGAGCACATCGATTTGATTCTAGAAGGAGGGATAATATATGAG
CACAAAAAAGAAACCATTAACACAAGAGCAGCTTGAGGACGCACGTCGCCTTAAAGCAATTTA
TGAAAAAAAGAAAAATGAACTTGGCTTATCCCAGGAATCTGTCGCAGACAAGATGGGGATGGG
GCAGTCAGGCGTTGGTGCTTTATTTAATGGCATCAATGCATTAAATGCTTATAACGCCGCATTGC
TTACAAAAATTCTCAAAGTTAGCGTTGAAGAATTTAGCCCTTCAATCGCCAGAGAATCTACGAG
ATGTATGAAGCGGTTAGTATGCAGCCGTCACTTAGAAGTGAGTATGAGTACCCTGTTTTTTCTCA
TGTTCAGGCAGGGATGTTCTCACCTAAGCTTAGAACCTTTACCAAAGGTGATGCGGAGAGATGG
GTAAGCACAACCAAAAAAGCCAGTGATTCTGCATTCTGGCTTGAGGTTGAAGGTAATTCCATGA
CCGCACCAACAGGCTCCAAGCCAAGCTTTCCTGACGGAATGTTAATTCTCGTTGACCCTGAGCA
GGCTGTTGAGCCAGGTGATTTCTGCATAGCCAGACTTGGGGGTGATGAGTTTACCTTCAAGAAA
CTGATCAGGGATAGCGGTCAGGTGTTTTTACAACCACTAAACCCACAGTACCCAATGATCCCAT
GCAATGAGAGTTGTTCCGTTGTGGGGAAAGTTATCGCTAGTCAGTGGCCTGAAGAGACGTTIGG
CTGATAGACTAGTGGATCCACTAGTgttctgeee

La estructura se administré en el cromosoma utilizando un fago recombinante llamado MMebg-cl857s7 potenciado
RBS #4 en Ftet/393. Tras la recombinacion y la resolucion solamente el elemento insertado del cromosoma se
mantiene en la célula. Fue rebautizado como F'tet/GM101. Ftet/GM101 fue entonces modificado mediante la
administracion de una estructura lacl® en el operdn ebg entre la posicion del nucledtido 2493 y 2937 conforme a la
numeracion del nimero de acceso de Genbank M64441Gb_Ba con la delecion de la secuencia ebg interviniente. La
secuencia del elemento insertado se muestra a continuacion en mindsculas que representan las secuencias ebg que
flanquean el elemento insertado (SEC. ID. N°: 99) que se muestra a continuacion:
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gecggasaccGACGTCCATCGAATGGTGCAAAACCTTICGCGGT. ATGGCATGATAGCGCCCGGAAGA
GAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGT. ATGCCGGT
GTCTCTI‘ATCAGACCGTTTCCCGCGTGG’I’GAACCAGGCCAGCCACGTITCTGCGAAAACGCGGG
AAAAAGTCG AAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGG
CGGGCAAACAGTCGUCCTGATFGGCGTI‘GCCACCPCCAGTC’IGGCCC{X}CACGCGCCGT&CA
AAT'I’GTCGCGGCGATI‘AAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGG’FGG‘IGTCGATGGTA
GAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAA AGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTG
GGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACT AA
TGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGA
AGACGGTAC GCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTA
GCGGGCCCATTA AGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCG
CAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAA
ACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACT: "GCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGG
CGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGT
GGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCOGTTAACCACCATCAAACAGGAT
TTTCGCCTGCTGGGGCAA ACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGA

AGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCA
AACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGG
AAAGCGGACAGTAAGGTACCATAGGATCCaggcacagga

La estructura se administré en el cromosoma utilizando un fago recombinante denominado AGebg-LaclQ#5 en
F'tet/GM101. Tras la recombinacion y resolucion solamente el elemento insertado del cromosoma anteriormente
descrito se mantiene en la célula. Fue rebautizado como F'tet/GM221. El episoma F'tet se obtuvo de la cadena
utilizando naranja de acridina a una concentracion de 25 pug/ml en LB. La cadena obtenida se identific6 como
sensible a la tetracilina y se almacené como GM221.

Expresién en E. coli. Los cultivos de cada una de las estructuras de fusiéon pAMG21-Fc en E. coli GM221 se
cultivaron a 37 °C en un medio de Luria Broth. La induccién de la expresion del producto genético del promotor
luxPR se consiguio tras la adicion del autoinductor sintético N-(3-oxohexanoil)-DL-homoserina lactona al medio de
cultivo a una concentracion final de 20 ng/ml. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante tres horas mas. Después de
tres horas, los cultivos bacterianos se examinaron al microscopio para comprobar la presencia de cuerpos de
inclusion y se recogieron mediante centrifugado. Se observaron cuerpos de inclusioén retractiles en cultivos
inducidos, lo que indica que las fusiones de Fc se produjeron mas probablemente en la fraccién no soluble de E. coli.
Los granulos de las células fueron lisados directamente mediante resuspension en una solucién tampén de Laemmli
que contenia 10% de B-mercaptoetanol y se analizaron mediante SDS-PAGE. En cada caso, se observo una intensa
banda de tincion de Coomassie del peso molecular apropiado sobre un gel SDS-PAGE.

EJEMPLO 3

El pepticuerpo TALL-1 inhibe la proliferacion de células B mediada por TALL-1

Los linfocitos B de ratén fueron aislados de bazos C57BL/6 mediante seleccion negativa. (MACS CD43 (Ly-48)
Microbeads, Miltenyi Biotech, Auburn, CA). Las células B purificadas (105) se cultivaron en MEM, un 10% de FCS
inactivado por calor, 5x10°M 2-mercaptoetanol, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina) por triplicado
en placas de cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pocillos con 10 ng/ml de proteina TALL-1y 2 ug/ml de F(ab’), de
cabra anti IgM de raton (Jackson ImmunoResearch Laboratory, West Grove, Pennsylvania) con la cantidad indicada
del pepticuerpo TALL-1 recombinante durante un periodo de cuatro dias a 37°C, 5% CO02. La proliferacion se midié
por la absorcion de timidina radiactiva 3[H] tras un periodo de incubacién de 18 horas

EJEMPLO 4
El pepticuerpo TALL-1 bloquea la unién de TALL-1 a sus receptores

El Reacti-Gel 6x (Pierce) se recubrié previamente con AGP3 humana (también conocida como TALL-1, Khare et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 97:3370-3375, 2000) y se bloqueé con BSA. 100 pM y 40 pM de muestras del pepticuerpo
AGP3 se incubaron con diversas concentraciones indicadas de AGP3 humana a temperatura ambiente durante 8
horas, antes de pasar a las perlas recubiertas de AGP3 humana. La cantidad de pepticuerpo unido a las perlas se
cuantific6 mediante anticuerpo de cabra anti-Fc humano fluorescente (Cy5) (Jackson Immuno Research). La sefial
de union es proporcional a la concentracion de pepticuerpo libre en el equilibrio de unién. La constante del equilibrio
de disociacion (Kp) se obtuvo de una regresion no lineal de las curvas de competencia, utilizando un modelo de
unién homogéneo de doble curva en un sitio (software KinEx™). Kd es de unos 4 pM por pepticuerpo de AGP3
(SEC. ID. N°: 123) union con AGP3 humana (Figura 9)

Para determinar si este pepticuerpo de AGP3 puede neutralizar la unién de AGP3 murina asi como de AGP3
humana, se utilizé un ensayo de neutralizacion de BlAcore. Todos los experimentos se realizaron en un BlAcore
3000 a temperatura ambiente. La proteina humana TACI-Fc (Xia et al, J. Exp. Med. 192,137-144, 2000) se
inmovilizé en un chip B1, utilizando 10 mM de acetato a un pH de 4.0 hasta un nivel de 2900RU. Se utilizé una célula
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de flujo en blanco como control de fondo. Utilizando una soluciéon tampén corriente de PBS (sin calcio ni magnesio)
que contenia 0,005% P20, 1 nM de AGP3 humana recombinante (en soluciéon tampén corriente mas 0,1 mg/ml de
BSA) se incub6 sin y con diversas cantidades indicadas de pepticuerpo AGP3 (eje x) antes de su inyeccion sobre la
superficie del receptor. La regeneracion se realizé utilizando 8 mM de glicina a un pH de 1.5 durante un minuto, 25
mM de acido 3-[cidohexilaminoJ-I-propanosulfénico (CAPS) a un pH 10.5, 1 M NaCl durante un minuto. Para la
determinacion de la union de AGP3 murina, se inmovilizé la TACI humana marcada con his en 1000 RU en la
mencionada solucion tampon. Se incubaron 5 nM de AGP3 murina recombinante (en soluciéon tampdén corriente mas
0,1 mg/ml de BSA) sin y con las diversas cantidades indicadas en la Figura 11 de pepticuerpo AGP3 (eje x), antes
de la inyeccion sobre la superficie del receptor. La regeneracion se realizé con 10 mM de HC1 de pH2, en dos
ocasiones durante 30 segundos. Se midié la unidn relativa tanto de la AGP3 humana como murina en
presencia/ausencia del pepticuerpo AGP3 (SEC. ID. N°: 123) (eje Y). La respuesta de union relativa se determind
como (RU-RU en blanco/RUo-RU en blanco). El pepticuerpo AGP3 (SEC. ID. N°: 123) inhibio tanto la unién de la
AGP3 humana como de la murina a su TACI receptor (Figura 10).

Para examinar si este pepticuerpo AGP3 bloquea la unién de AGP3 a los tres receptores (TACI, BCMA y BAFFR),
las proteinas TACI, BCMA y BAFFR del receptor soluble recombinante se inmovilizaron en el chip CM5. Utilizando
10 mM de acetato de pH4, se inmovilizé el TACI-Fc humano en 6300 RU, el BCMA-Fc humano en 5000 RU, y el
BAFFR-Fc en 6000 RU. 1 nM de AGP3 humana recombinante (en solucién tampén corriente con 0,1 mg/ml de BSA
y 0,1 mg/ml de heparina) o 1 nM de proteina APRIL recombinante (Yu, et al., Nat. Immunol., 1:252-256, 2000) se
incubaron con la cantidad indicada de pepticuerpo de AGP3, antes de la inyeccion sobre la superficie de cada
receptor. La regeneracion para el experimento de AGP3 se realizé con 8 mM de glicina de pH 1.5, durante un
minuto, seguido de 25 mM de CAPS de pH 10.5, 1M NaCl durante un minuto. La regeneracioén para el experimento
de APRIL se realizé con 8 mM de glicina de pH 2, durante un minuto, seguido de 25 mM de CAPS de pH 10.5, 1M
NaCl durante un minuto. Se midio la union relativa de AGP3 o APRIL. El pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID. N° 123)
bloqued la union de AGP3 a los tres receptores (Figura 11A). El pepticuerpo de AGP3 no afecté a la union de APRIL
a los receptores (Figura 11B).

EJEMPLO 5
El pepticuerpo de AGP3 bloquea la proliferacion de células B mediada por AGP3

Los linfocitos B de ratén fueron aislados de bazos C57BL/6 mediante seleccion negativa. (MACS CD43 (Ly-
48) Microbeads, Miltenyi Biotech, Auburn, CA). Las células B purificadas (10°) se cultivaron en un medio esencial
minimo (MEM), un 10% de suero bovino fetal (FCS) inactivado por calor, 5x10"°M 2-mercaptoetanol, 100 U/ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina) por triplicado en placas de cultivo de tejidos de fondo plano de 96 pocillos
con 10 ng/ml de proteina AGP3 (TALL-1) y 2 ug/ml de F(ab’)2 de cabra anti IgM de ratén (Jackson ImmunoResearch
Laboratory, West Grove, Pennsylvania) con la cantidad indicada del pepticuerpo de AGP3 recombinante (SEC. ID.
N°: 123) durante un periodo de cuatro dias a 37 °C, 5% CO2. La proliferacion se midié por la absorcion de timidina
radiactiva 3[H] tras un periodo de incubacién de 18 horas.

EJEMPLO 6
Pepticuerpo de AGP3 sobre la produccion de Ig estimulada por AGP3 en ratones

Los ratones (hembras Balb/c de 9-14 semanas de edad y 19-21 g de peso) se adquirieron a Charles River
Laboratories, Wilmington, MA. Los ratones (n = 10) se trataron intraperitonealmente con | mg/Kg de AGP3 humana
una vez al dia durante cinco dias consecutivos, seguido de 5 mg/Kg o 0,5 mg/Kg de pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID.
N°: 123) o de suero salino o de 5 mg/Kg Fc humano. Otros ratones quedaron sin tratar. Los ratones fueron
sacrificados al sexto dia para medir la IgM e IgA sérica, donde se midieron mediante un ensayo ELISA. Dicho
brevemente, las placas se recubrieron con anticuerpos de captura especificos para IgM o IgA (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, AL), se bloguearon, y se afiadieron diluciones de muestras estandar (IgM de
Calbiochem, San Diego, CA e IgA de Southern Biotechnology Associates) o muestras de prueba. La Ig capturada se
reveld utilizando anticuerpos biotinilados especificos para IgM o IgA (Southern Biotechnology Associates),
peroxidasa conjugada con neutravidina (Pierce, Rockford, IL), y sustrato de peroxidasa por pocillo (KPL,
Gaithersbur, MD) / tetrametilbencidina (TMB). Las densidades 6pticas se cuantificaron en un lector de ELISA
Thermomax ELISA (Molecular Devices, Menlo Park, CA).

El aumento estimulado por AGP3 humana de los niveles séricos de IgM e IgA se bloqued mediante 5 mg/Kg del
pepticuerpo anti-AGP3 (SEC. ID. N°: 123) y no mediante 0,5mg/Kg (Figuras 12A y 12B).

EJEMPLO 7
El pepticuerpo de AGP3 redujo el numero de células B del bazo en ratones

Los ratones (como anteriormente, n = 7) se trataron intraperitonealmente durante siete dias consecutivos con 5
mg/Kg o 1,5 mg/Kg o 0,5 mg/Kg del pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID. N°: 123) o de suero salino o de 5 mg/Kg Fc
humano. Los ratones fueron sacrificados al octavo dia para contar el nUmero de células B del bazo. Los bazos se
recogieron en suero salino y se manipularon con cuidado mediante homogenizacién manual para producir la
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suspension de células. El nimero total de células se obtuvo con un contador HIE (Technicon, Tarrytown, NY). Los
porcentajes de células B se obtuvieron mediante tincion doble de inmunofluorescencia y citometria de flujo,
utilizando un conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FTTC) y un conjugado de ficoeritrina (PE) Ab frente a CD3
y B220, respectivamente (PharMingen, San Diego. CA) y un analizador FACScan (Becton and Dickinson, Mountain
View.CA). Las células B se identificaron por ser CD3-B220+. A todas las dosis, el pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID.
N°: 123) redujo el nimero de células B en el bazo en forma de respuesta a la dosis (Figuras 12A 'y 12B) (SEC. ID.
Ne°: 123).

El tratamiento con pepticuerpo de AGP3 redujo el nimero de células B en ratones. Los ratones Balb/c recibieron
siete inyecciones intraperitoneales diariamente de la cantidad indicada de pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID. N°: 123) o
proteinas Fc humanas. El dia 8 recopilamos los bazos y se sometieron a analisis FAC para comprobar la presencia
de células B B220+ como se recoge en la Tabla 8.

Tabla 8

AGP3 Pb reduce el nimero de células B en ratones normales

n=7 dosis (I/dayx7) Células Bbazo ([SD Test t
(Ixl0eB)

salino 51,3 9,6

Fc 5mg/Kg 45,5 71

pepticuerpo 5mg/Kg 20,1 3,8 1,37856E-05
1,5mg/Kg 22,6 6,9 5,10194E-05
0,5mg/Kg 25,8 3.6 0,000111409

EJEMPLO 8

El pepticuerpo AGP3 redujo la gravedad de la artritis en el modelo de ratéon CIA

Los ratones DBA/1 de ocho a doce semanas de edad (obtenidos de Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) fueron
inmunizados intradermalmente, en la base de la cola, con colageno bovino de tipo Il (bC Il) (adquirido en la
Universidad de Utah), emulsionado en adyuvante completo de Freunds (Difco). Cada inyeccion era de 100 ul que
contenian 100 ug de bCIl. Los ratones recibieron una inmunizacién de refuerzo tres semanas después de la
inmunizacion inicial con bCIl emulsionado en adyuvante incompleto de Freunds. El tratamiento comenzé a partir del
dia de la inmunizacion de refuerzo durante cuatro semanas. Los ratones fueron examinados para comprobar el
desarrollo de la artritis. Como se ha descrito anteriormente (Khare et al.. J. Immunol. 155:3653-9,1995), se asigno
una puntuacion de 0-3 a cada una de las cuatro patas. Por tanto, la gravedad de la artritis podria variar de 0 a 12 en
cada animal. El tratamiento con el pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID. N°: 123) redujo notablemente la gravedad de las
puntuaciones de la artritis (Figura 13).

Se tomaron muestras de suero una semana después del tratamiento final (dia 35) para el analisis del nivel de
anticuerpo anti-colageno. Se recubrieron las placas de ELISA de alta unién (Immulon, Nunc) con 50 pl de 4 ug/ml de
solucién de bCll en solucion tampon de carbonato y las placas se mantuvieron en frio durante la noche en el
frigorifico. Las placas se lavaron tres veces con agua fria. Se utilizaron 75 pl de solucién de bloqueo compuesta por
PBS/.05% Tween 20/1% BSA para bloguear la unién no especifica durante una hora. Las muestras se diluyeron (en
solucién tampén de bloqueo) en placas de dilucién a 1:25, 1:100,1:400, y 1:1600 y 25 pl de estas muestras se
afadieron a cada pocillo de la placa ELISA para una dilucién final de 100, 400,1600, y 6400 con un volumen final de
100 ul/pocillo. Tras la incubacion a temperatura ambiente durante tres horas, las placas se lavaron tres veces de
nuevo. 100 pl del anticuerpo secundario diluidos en solucion tampdén de bloqueo (IgM de rata anti-raton, 1IgG2a,
IgG2,. IgGl, IgG3-HRP) se afiadieron a cada uno de los pocillos y las placas se incubaron durante al menos dos
horas. Las placas se lavaron cuatro veces. 100 pl de solucion TMB (Sigma) se afiadieron a cada pocillo y la reaccion
se detuvo utilizando 50 pl de acido sulfurico al 25%. Se leyeron las placas utilizando un lector de placas ELISA a 450
nm. Se compard el OD con un grupo estandar que representa unidades/ml. El tratamiento con el pepticuerpo de
AGP3 (SEC. ID. N°: 123) redujo los niveles séricos de IgGl, 1IgG3, IgG2a e IgG2b anti-colageno en comparacion con
los grupos del tratamiento de control con PBS o Fc (Figura 14).

El tratamiento con pepticuerpo de AGP3 redujo el nimero de células B en ratones. Los ratones Balb/c recibieron
siete inyecciones intraperitoneales diariamente de la cantidad indicada de pepticuerpo de AGP3 (SEC. ID. N°: 123) o
proteinas Fc humanas. El dia 8 se recopilaron los bazos y se sometieron a analisis FAC para comprobar la
presencia de células B B220+ como se recoge en la Tabla 8.
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Tabla 8

AGP3 Pb reduce el numero de células B en ratones normales

n=7 dosis (I/dayx7) Célula B bazo SD Test t
(Ixl0eB)
salino 51,3 9,6
Fc 5mg/KR 45,5 7,1
Pepticuerpo 5mg/Kg 20,1 3,8 1,37856E-05
1,5mg/Kg 22,6 6,9 5,10194E-05
0,5mg/Kg 25,8 3,6 0,000111409

En la invencién que ahora se esta describiendo por completo, resultara evidente para una persona con
conocimientos en el campo que se pueden introducir numerosos cambios y modificaciones en la misma, sin
desviarse de la invencion recogida en el presente.

La divulgacion se definira ahora por las siguientes clausulas

1. Una comp08|C|on de unién a TALL-1 objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos
DZ’LZ*, donde Z* es un residuo de aminoacido y Z'esTol, y donde la composicion objeto del presente no
comprende un fragmento de TACI, BCMA ni BAFFR (SEC. ID. N°: 195.196 y 197).

2. La composicion objeto de la clausula 1, donde z* es T.

3. Una composu:lon de unién a TALL-1 objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos DZ?,
donde Z* es un residuo de aminoacido.

4. La composicion objeto de la clausula 1 que comprende una secuencia de aminoacido de la férmula:
2.3 9_10 j » ) 1.‘! H
a aa CDaGI.a aa Ca (SEC. ID. N°: 100)
donde:
a1, a2, y a’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
a® es un residuo de aminoacido;
alesTo l;

a es un residuo hidréfobo o basico;
a es un residuo polar neutro; y
a' y a' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

5. La composicion objeto de la clausula 4 donde alesT y a’ es un residuo basico.
6. La composicion objeto de la clausula 4 donde a’esK y a%esF

7. La composicion objeto de la clausula 1 que comprende una secuencia de aminoacido de la formula:

blbzbSCbsbﬁDbaLbmb“'bﬂbu-b“c:b“b”bw (SEC. ID. N°: 104)

donde:
b’ y b? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;
b® es un residuo acido o amida;

b® es un residuo de aminoacido;
b® es un residuo aromatico;
b®es un residuo de aminoacido;
bPesTo l;

b11 es un residuo basico;

b12y b’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

b' es un residuo polar neutro; y
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b16, b'” y [ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

8. La composicion objeto de la clausula 7 donde:

b*esD, Q, 0 E;
b®es Wo Y;
b es T;

b" es KoR;y
b“esVol.

9. La composicion objeto de la clausula 1 que comprende una secuencia de aminoacido de la formula:

donde:

9 10 _11_12 13 14~ 1637 18
AFCCEDAL e’’’ Caie e e b e 105)

c1, cz, y c? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
¢® es un residuo de aminoacido;
¢’ es un residuo de aminoacido;
cdesTo l;
¢' es un residuo basico;
¢! y c'? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
¢' es un residuo polar neutro;
14

c " es un residuo de aminoacido;

¢'® es un residuo de aminoacido;
¢' es un residuo polar neutro; y

¢'® es un residuo de aminoacido o esta ausente.

10. La composicion objeto de la clausula 9 donde:

ces T;

c®esKo R;

c” es I,L,oV;y

c7esAolL

11. La composicion objeto de la clausula 1 que comprende una secuencia de aminoacido de la férmula:

donde:

d'd*d’Cd*d d'WDd"Ld d d"Cd" d"*d”

(SEC. ID. N°: 106)

d1, d2, y d® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
d5, d6, y d’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

d' es un residuo de aminoacido;

d®esTo l;

d14 es un residuo de aminoacido; y
d16, a" y d'® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

12. La composicion objeto de la clausula 1 que comprende una secuencia de aminoacido de la férmula:

donde:

19~ 15,36 _17_18
e'ee’Ce’e’e’De’Le'Ke’Ce’e'e'e (SEC. ID. N°: 107)

e1, e2, y e son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

e5, e6, e7, eg, y e’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
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e"esTo Iy
e15, e'® y e'” son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes.

13. La composicion objeto de la clausula 1 que comprende una secuencia de aminoacido de la férmula:

PPPKPDFLEF QI sec b, ne: 100)

donde:
f1, I y 2 son residuos de aminoacidos o estan ausentes:
f es W.,Y,o0;
f'es un residuo de aminoacido;
PesTo I;
% es K, R, oH;
2 es C, un residuo polar neutro, o un residuo basico (preferiblemente W, C o R);
P es C, un residuo polar neutro o esta ausente; y
' es cualquier residuo de aminoacido o esta ausente;

siempre que solamente uno de f1, f2, o f3, pueda ser C, y solamente uno de f12, 3 y 14

pueda ser C.
14. La composicion objeto de la clausula 13, donde esW.

15. La composicién objeto de la clausula 13, donde fesL.

16. La composicion objeto de la clausula 13, donde PesT.

17. La composicion objeto de la clausula 13, donde % es K.

18. La composicion objeto de la clausula 13, donde f2esC y uno de f1, f2, ofesC.

19. La composicién objeto de la clausula 13, donde P es V.

20. La composicion objeto del presente de la clausula 13 que comprende una secuencia de aminoacido de la

férmula:
2 GK.‘ATD 7 fﬂK 2-13714
flf f f L Qf‘ f f (SEC. ID. N°: 125).
21. La composicion objeto de la clausula 20 que comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
compuesto por SEC. ID. N°: 32,33,58, 60,63,66,67,69,114,115,122,123,124,147-150,152-177,179,180 y 187.

22. La composicion objeto del presente de la clausula 20 que comprende una secuencia de aminoacido de la
férmula:

LPGCKWDLLIKQWVCDPL (SEC. ID. N°: 33).

23. Una composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la féormula:
g5 CePFEWe Cg'g g
(SEC. ID. N°: 101)

donde:

g1, 92 y 93 son, cada uno de ellos e independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;
98 es un residuo polar neutro;

gmes un residuo polar neutro;

g es un residuo acido;

912 y 913 son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos; y

g14 es un residuo de aminoacido o esta ausente.

24. La composicion objeto de la clausula 23 donde:
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92 es G;
g5 es W;

98 es P;

g10 esE;y

913 es un residuo basico;
25. Una composicién objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la formula:

hlhzhs Cw-heh?WGhm Chnhlshu
(SEC. ID. N°: 102)

donde:

h1, h? y h® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

h® es un residuo hidréfobo;

h” es un residuo hidréfobo;

h' es un residuo hidréfobo polar o acido; y

h12, h13, y h' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

26. La composicidn objeto de la cldusula 25 donde:
h'es G;
h® es A;
h” es un residuo polar neutro; y
h' es un residuo &cido.
27. Una composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la féormula:
ijizis ci5i6i7iﬂ i9 ilOCiﬂ il3 ild
(SEC. ID. N°: 103)
donde:

i' es un residuo de aminoécido o esta ausente;
iZ es un residuo polar neutro;

i® es un residuo de aminoacido;

i5, i6, i7, y i son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

i° es un residuo acido;
i'° es un residuo de aminoacido;
i”?gi' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos; y

i" es un residuo polar neutro.

28. La composicion objeto de la clausula 27 donde:
iZ es W;y
i"esW.

29. Un compuesto de unidn a TALL-1 objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la
férmula PFPWE (SEC. ID. N°: 110).

30. La composicion objeto de la clausula 1 que tiene la siguiente formula:
,-V-(X)
(x )n.V x b
y multimeros de la misma, donde:

V' es un vehiculo

X'y X2 son, cada uno de ellos independientemente, seleccionados de entre — (L")c-P”,-(L1)e-P'-(L?)-P? -
(L1)e-P'(L2)e-P*~(L%)e-P?, and ~(L")c-P'-(L?)e-P*~(L%)e — P*-(L*),-P*
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Uno o mas de P1, PZ, p? y P4, cada uno de ellos independientemente, comprenden:

D22L24;

L1, L2, L3, y L son, cada uno de ellos independientemente, enlazadores; y

a,b,c,d,e y f son, cada uno de ellos independientemente, 0 o 1, siempre que al menos uno de a o b sea 1.

31. La composicion objeto de la clausula 30 de la siguiente formula:

PLL) ALY,V

32. La composicion objeto de la clausula 30 de la siguiente formula:

Vl"(Ll)c'P!'(L'z)d'Pz'

33. La composicion objeto de la clausula 30, donde V' es un dominio Fe.

34. La composicion objeto de la clausula 30, donde V' es un dominio Fc de IgG.

35. La composicion objeto de la clausula 30, donde V' es un dominio Fc de IgG1.

36. La composicion objeto de la clausula 30, donde V! comprende la secuencia de SEC. ID. N°: 2.

37. La composicion objeto de la clausula 30 donde uno o mas de P1, PZ,PS, y P4, cada uno de ellos
independientemente, comprende una secuencia seleccionada de:

8 9 10 12 13 _14
a'a’a’CDa’La’a’a"Ca™a’a ¢ p e 100)

b'b?b’Cb b DL*Lb b b b b Ch " b"b” - (SEC. ID. N°: 104)
12 7¢ 910 11 12 13 14 16 17 18

cCeDCLec’e’ec e Ceee (SEC. ID. N°: 105)

d 2d’Cdsdsd7W,’Dd.“’l..d.l’dmdlscdwdwdm"(sEC_ ID. N°: 106)
1,.2.3

15 _16 17 18
elete’Ce’e’e’ De’Le' Ke'Cee’e’e

PP PDPLEFCQF

(SEC. ID. N°: 107)

(SEC. ID. N°: 109)
| g' gz gJC gsP FgSW ng gn giz gxs
KHhR'CWh*WWGh"Ch*h*h"

1.2.3,~-5.6-7-8-9- .12-13:14
GG

(SEC. ID. N°: 103)

(SEC. ID. N°: 101)

(SEC. ID. N°: 102), y

donde:
a1, a2, y a’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
a® es un residuo de aminoacido;
a® es un residuo basico o hidréfobo;

a® es treonilo o isoleucilo;
a'? es un residuo polar neutro; y
a” y a' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

b’ y b? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;
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b® es un residuo acido o amida;

b® es un residuo de aminoacido;
b® es un residuo aromatico;

b® es un residuo de aminoacido;
bPesTo l;

b"" es un residuo basico;

b'2 y b son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
b' es un residuo polar neutro; y
b16, b'” y [ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
c1, cz, y c? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
c®es un residuo de aminoacido;
¢’ es un residuo de aminoacido;
cdesTo l;
¢'® es un residuo basico;
¢! y c'? son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
¢' es un residuo polar neutro;
14

c " es un residuo de aminoacido;

¢'® es un residuo de aminoacido;
¢' es un residuo polar neutro; y

¢'® es un residuo de aminoacido o esta ausente.

d d y d son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;

d®, d°, y d’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
d'° es un residuo de aminoacido;
d?esTo l;

d"™ es un residuo de aminoacido; y
d16, d17y q'® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

e1, e2, y e son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
e5, e6, e7, eg, y e’ son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;
'esTol; y

e' e'®y e'" son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

f!) f2 y f* son residuos de aminoacidos o ausentes;

f es W,Y,oF;

f'es un residuo de aminoacido;

PesTo l;

10 .

f esK R, oH;

2 es C, un residuo polar neutro, o un residuo basico;

' es C, un residuo polar neutro o esta ausente; y
' es cualquier residuo de aminoacido o esta ausente;

siempre que solamente uno de f1, f2, o f3, pueda ser C, y solamente uno de f12, 3 y 14 pueda ser C.

g1 g2 y g3 son, cada uno de ellos e independientemente, residuos de aminoacidos o estan ausentes;

g5 es un residuo polar neutro;
g es un residuo polar neutro;
g1 es un residuo acido;

g y g % son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos; y
g14 es un residuo de aminoacido o esta ausente.

h1, h? y h® son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.
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h®es un residuo hidréfobo;

h” es un residuo hidréfobo;

h' es un residuo hidréfobo polar o acido; y

h12, h13, y h'4 son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes.

i' es un residuo de aminoécido o esta ausente;
iZ es un residuo polar neutro;

i® es un residuo de aminoacido;

i5, i6, i7, y i8 son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

i° es un residuo acido;
i'° es un residuo de aminoacido;
i”?gi' son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos; y

i1* es un residuo polar neutro.
38. La composicion objeto de la clausula 37 donde:

a® es un residuo basico;

b*esD, Q, 0 E;

b®es Wo Y;

b" esKo R;y

b'*esVol.

c®esKo R;

c” es I,L,oV;y

c"esAo L;

f es W;

f es L; fes K; yf10 es V.

39. La composicion objeto de la clausula 37, donde uno o mas de P1, P2, p? y P4, cada uno de ellos
independientemente, comprende:

FEPKWDFLEKQE P (o

40. La composicion objeto de la Reivindicacion 39 de la siguiente formula:
1 1 2 1
P-(LY) PHLY,-V'.
41. La composicion objeto de la clausula 39 de la siguiente férmula:
1 1 1 2) 2
V(L") -P'«(L) P

42. La composicion objeto de la clausula 39 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
SEC. ID. N°: 122, 123 y 124.

43. La composicion objeto de la clausula 40 donde L? es mayor de 5 aminoacidos.

44. La composicion objeto de la clausula 43 donde L2 se selecciona de:

GSGSATGGSGSTASSGSGSATX'x”

(SEC. ID. N°: 193)
y

GSGSATGGSGSTASSGSGSATX'X*GSGSATGGSGSTASSGSGSATX X'

(SEC. ID. N°: 194).
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donde x’ y X son, cada uno de ellos independientemente, residuos basicos o hidréfobos, y X2 y x* son, cada uno de
ellos e independientemente, residuos hidréfobos.

45. La composicién objeto de la Reivindicacion 41 donde L? se selecciona de:

GSGSATGGSGSTASSGSGSATH

(SEC. ID. N°: 59).
GSGSATGGSGSTASSGSGSATGM  ¢cc 5. . 190).
GSGSATGGSGSTASSGSGSATGS

(SEC. ID. N°: 191) y
GSGSATGGSGSTASSGSGSATHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATHM

(SEC. ID. N°: 192).

46. La composicion objeto de la clausula 28 que comprende una secuencia seleccionada de la Tabla 2 (SEC. ID. N°:
29-39,30-70, y 126-188).

47. La composicion objeto de la clausula 30 que comprende una secuencia seleccionada de la Tabla 4 (SEC. ID. N°:
44-55).

48. La composicion objeto de la clausula 46, donde V' es un dominio Fe.

49.La composicion objeto de la clausula 46, donde V' es un dominio Fc de IgG.

50. La composicién objeto de la clausula 46, donde V' es un dominio Fc de IgG1.

51. Un ADN que codifica una composicion objeto de la clausula. 34.

52. Un vector de expresion que comprende el ADN de la clausula 51.

53. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la clausula. 52.
54. La célula de la clausula 53, donde la célula es una célula de E. coli.

55. Un método para tratar una enfermedad autoinmune mediada por células B, que comprende la administracién de
una composicion objeto de la clausula 1.

56.Un método para tratar una enfermedad autoinmune mediada por células B, que comprende la administracion de
una composicion objeto de la clausula 13.

57. Un método para tratar el lupus, que comprende la administracién de una composicion objeto de la clausula 1.
58. Un método para tratar el lupus, que comprende la administracién de una composicién objeto de la clausula 13

59. Un método para tratar un cancer mediado por células B, que comprende la administracién de una composicion
objeto de la clausula

60. Un método para tratar un cancer mediado por células B, que comprende la administracion de una composicion
objeto de la clausula 13.

61. Un método para tratar el linfoma de células B, que comprende la administracién de una composicién objeto de la
clausula 1.

62. Un método para tratar el linfoma de células B, que comprende la administracion de una composicién objeto de la
clausula 13.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AMGEN INC.
<120>
<130> A-743 (PCT)
<140>
<141> 2002-05-13
<150>
<151> 2001-05-11
<160> 197

<170>
<210> 1
<211> 684
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (1)...(684)

<400> 1

atg gac aaa act
Met Asp Lys Thr
1 .

ggg gga ¢cg tca
Gly Gly Pro Ser
20

atg atc tcec cgg
Met Ile Ser Arg
35

cac gaa gac cct
His Glu Asp Pro
50

gtg cat aat gcc
val His Asn Ala
65

tac' cgt gtg gtc
Tyr Arg Val val

ggc aag gag tac
Gly Lys Glu Tyr
100

US 60/290,196

PCT/US 02/15273

cac
His

gtc
val

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser
85

aag
Lys

Patente en version 3.2

aca
Thr

ttc
Phe

cet
Pro

gtc
vVal

aca
Thr
70

gtc
val

tgc
Cys

tgt
Cys

ctc
Leu

gag
Glu

aag
Lys
55

aag

Lys

ctc
Leu

aag
Lys

ES 2527471 T3

cca
Pro

tte
Phe

gte
val
40

tte
Phe

ccg
Pro

ace
Thr

gtc
val

cct
Pro

cece
Pxo
25

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg

gtc
val

tcc

Ser’

105

tgt
Cys

cca
Pro

tge
Cys

tgg
Trp

gag
Glu

ctg
Leu
90

aac
Asn

50

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu
75

cac

His

aaa
Lys

gct
Ala

ccc
Pro

gtg
val

gtg
val
60

cag
Gln

cag
Gln

gcce
Ala

ccg
Pro

aag
Lys

gtg
val
45

gac
Asp

tac

gac
Asp

ctc
Leu

PEPTIDOS Y MOLECULAS RELACIONADAS QUE SE UNEN A TALL-1

gaa
Glu

gac
Asp
30

gac
Asp

gge
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro
110

ctec
Leu
15

acc
Thr

gtg
Val

gtg
val

agc
Ser

ctyg
Leu
95

gece
Ala

ctg
Leu

cte
Leu

age
Ser

gag
Glu

acg
Thr
80

aat
Asn

cce
Pro

48

96

144

192

240

288

336



atce
Ile

gtg
val

agc
Ser
145

gag
Glu

cecc
Pro

gtg
Val

atg
Met

tct
Ser
225

<210> 2

gag
Glu
tac
130
ctg

Leu

tgg

gtg
val

gac
Asp

cat
His
210

ccg
Pro

<211> 288
<212> PRT

aaa
Lys
115

acc

ace
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
195

gag
Glu

ggt
Gly

ace
Thr

ctg
Leu

tge
Cys

agc
Ser

gac
Asp
180

agce

Ser

gct
Ala

aaa
Lys

<213> Homo Sapiens

<400> 2

atc
Ile

cee
Pro

ctg
Leu

aat
Asn
165

tce
Ser

agg

ctg
Leu

tece
Ser

cca
Pro

gtc
val
150

ggg
Gly

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aaa
Lys

tce
Ser
135

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn
215

ES 2527471 T3

gee
Ala
120

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro

tece
Ser

cag
Gln
200

cac
His

aaa
Lys

gat
Asp

tte
Phe

gag
Glu

ttc
Phe
185

gg9
Gly

tac

a99
Gly

gag
Glu

tat

aac
Asn
170

tte
Phe

aac
Asn

acg
Thr

51

cag
Gln

ctg
Leu

cce
Pro
15%

aac
Asn

cte
Leu

gtc
val

cag
Gln

cce
Pro

acc
Thx
140

age

Ser

tac

tac
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys
220

cga
Arg

gaa
Glu

125

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys

agce
Ser

tca
Ser
205

agc
Ser

aac
Asn

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys
190

tgc
cys

cte
Leu

cca
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

acg
Thr
175

cte
Leu

tcc
Ser

tce
Ser

cag
Gln

gtc
val

gtg
val
160

cet
Pro

acc
Thr

gtg
val

ctg
Leu

ig4

432

480

528

576

624

672

684
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Met Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
1 5

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
20

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
a5 40

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
50 ) 55

val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro

1

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
10 15

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
25 _ 30

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
‘45

Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu
60

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr

52
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65

Gly
Ile
val
Ser
145
Glu
Pro
val

Met

Ser
225

<210>3

Arg

Lys

Glu

130

‘Leu

Trp

val

Asp

His

210

Pro

<211> 62
<212> ADN

val

Glu

Lys

115

Thx

Thr

Glu

Leu

Lys

195

Glu

Gly

val

100

Thr

Leu

Ser

Asp

180

Ser

Ala

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

85

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

165

Ser

Arg

Leu

<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>

70

vVal

Cys

Ser

Pro

val

150

Gly

Asp

Trp

His

ES 2527471 T3

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala
120

Ser Arg
135

Lys Gly

Gln Pro

Gly Ser

Gln Gln

200

Asn Hié
215

val

Ser

105

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

185

Gly

Tyr

53

Leu

90

Asn

Gly

Glu

Asn

170

Phe

Asn

Thr

75

His Gln Asp

Lys Ala

Gln Pro

Leu Thr
140

Leu

Arg
125

Lys

Pro Ser Asp

155

Asn Tyr

Leu Tyr

val Phe

Gln Lys
220

Lys

Ser

Ser

205

Ser

Trp

Pro

110

Glu

Asan

Ile

Thr

Lys

190

Cys

Leu

Leu

95

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

175

Leu

Ser

Ser

80

Asn

Pro

Gln

Val

val

160

Pro

Thr

val

Leu
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<221> CDS
<222> (2)...(61)

<400> 3
t atg ccg ggt act tgt ttc ccg ttc ccg tgg gaa tgc act cac gct ggt 49
Met Pro Gly Thr Cys Phe Pro Phe Pro Trp Glu Cys Thr His Ala Gly
1 5 10 15
gga ggc ggt ggg g 62
Gly Gly Gly Gly
20
<210>4
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Estructura sintética
<400> 4

Met Pro Gly Thr Cys Phe Pro Phe Pro Trp Glu Cys Thr His Ala Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly
20

<210>5
<211> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>

<221> CDS
<222> (2)...(61)
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<400> 5

t atg tgg ggt gct tgt tgg ccg ttc ccg tgg gaa tgt tte aaa gaa ggt 49
Met Trp Gly Ala Cys Trp Pro Phe Pro Trp Glu Cys Phe Lys Glu Gly .
1 5 10 15

gga ggc ggt ggg g 62

Gly Gly Gly Gly
20
<210>6
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 6

Met Trp Gly Ala Cys Trp Pro Phe Pro Trp Glu Cys Phe Lys Glu Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly
20

<210>7
<211> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(61)

<400> 7 :

t atg gtt ccg ttc tgt gac ctg ctg act aaa cac tgt ttc gaa gct ggt 49
Mat Val Pro Phe Cys Asp Leu Leu Thr Lys His Cys Phe Glu Ala Gly
1 5 10 15

gga ggc ggt 999 g 62

Gly Gly Gly Gly
20

<210> 8
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Estructura sintética

<400> 8

Met Val Pro Phe Cys Asp Leu Leu Thr Lys His Cys Phe Glu Ala Gly
1 ) 10 ' 15

Gly Gly Gly Gly
' 20
<210>9
<211>74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(73)

<400> 9 :

t atg ggt tct cgt tgt aaa tac aaa tgg gac gtt ctg act aaa cag tgt
Met Gly Ser Arg Cys Lys Tyr Lys Trp Asp Val Leu Thr Lys Gln Cys
1 5 10 15

ttc cac cac ggt gga ggc ggt ggg g
Phe His His Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 10
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 10

Met Gly Ser Arg Cys Lys Tyr Lys Trp Asp Val Leu Thr Lys Gln Cys
1 S 10 15

Phe His His Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210>11
<211>74
56
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(73)

<400> 11

t atg ctg ccg ggt tgt aaa tgg gac ctg ctg atc aaa cag tgg gtt tgt 49
Met Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys
1 5 10 15

gac ccg ctg ggt gga ggc ggt ggg g ‘ 74

Asp Pro Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 12
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 12

Met Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys
1 5 10 15

Asp Pro Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 13
<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(73)
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<400> 13
t atg tct gct gac tgt tac ttc gac atc ctg act aaa tct gac gtt tgt

Met Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp \llgl Cys
1 s 10

act tet tct ggt gga ggc ggt ggg g
Thr Ser Ser Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 14
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 14

Met Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp Ygl Cys
1 5 10 '

Thr Ser Ser Gly Gly Gly Gly Gly
' 20

<210> 15

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(73)

<400> 15

t atg tct gac gac tgt atg tac gac cag ctg act cgt atg ttc atc tgt
Met Ser Asp Asp Cys Met Tyr Asp Gln Leu Thr Arg Met Phe Ile Cys

.1 5 10 15

tct aac ctg ggt gga ggc ggt ggg g
Ser Asn Leu Gly Gly Gly Gly Gly

20
<210> 16
<211>24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

58

49

74

49

74



10

15

20

25

ES 2527471 T3

<220>

<223> Estructura sintética

Met Ser Asp Asp Cys Met Tyr Asp Gln
1 5 .

Ser Asn Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 17
<211>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>

<221> CDS
<222> (2)...(73)

<400> 17

Leu Thr Arg Met Phe Ile Cys

10

15

t atg gac ctg aac tgt aaa tac gac gaa ctg act tac aaa gaa tgg tgt
Met Asp Leu Asn Cys Lys Tyr Asp Glu Leu Thr Tyr Lys Glu Trp Cys

1 5 10
cag ttc aac ggg gtg gag gcg gtg ggg

Gln Phe Asn Gly Val Glu Ala Val
20

<210> 18
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 18

15

49

76

Met Asp Leu Asn Cys Lys Tyr Asp Glu Leu Thr Tyr Lys Glu Trp Cys

1 5

Gln Phe Asn Gly Val Glu Ala Val
20

<210> 19
<211>74

10

59
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(73)

<400> 19

t atg ttc cac gac tgt aaa tac gac ctg ctg act cgt cag atg gtt tgt
Met Phe His Asp Cys Lys Tyr Asp Leu Leu Thr Arg Gln Met Val Cys
1 5 10 15

cac ggt ctg ggt gga ggc ggt ggg g
His Gly Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 20
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

Met Phe His Asp Cys Lys Tyr Asp Leu Leu Thr Arg Gln Met Val Cys
1 5 10 15

His Gly Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 21
<211>74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>

<221> CDS
<222> (2)...(73)

60
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<400> 21
t atg cgt aac cac tgt ttc tgg gac cac ctg ctg aaa cag gac atec tgt 49
Met Arg Asn His Cys Phe Trp Asp His Leu Leu Lys Gln Asp Ile Cys
1 5 10 15
ccg tect ceg ggt gga ggc ggt 999 g 74
Pro Ser Pro Gly Gly Gly Gly Gly
20 :
<210> 22
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 22

Met Arg Asn His Cys Phe Trp Asp His Leu Leu Lys Gln Asp Ile Cys

1 5 _ 10 15

Pro Ser Pro Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 23
<211>74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>

<221> CDS

<222> (2)...(73)
<400> 23

t atg gct aac cag tgt tgg tgg gac tct ctg ctg aaa aaa aac gtt tgt
- Met Ala Asn Gln Cys Trp Trp Asp Ser Leu Leu Lys Lys Asn val Cys

1 5 10

gaa ttc ttc ggt gga ggc ggt gogg g
Glu Phe Phe Gly Gly Gly Gly Gly
20
<210> 24
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
61

15

49

74
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<223> Estructura sintética

Met Ala Asn Gln Cys Trp Trp Asp Ser Leu Leu Lys Lys Asn \{‘;1 Cys
1 5 10

Glu Phe Phe Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 25
<211>74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento Ndel a Sall

<220>
<221> CDS
<222> (2)...(73)

<400> 25 "
t atg ttc cac gac tgc aaa tgg gac ctg ctg acc aaa cag tgg gtt tgc
Met Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Cys
1 5 10 15
74

cac ggt ctg ggt gga ggc ggt 999 g

His Gly Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 26
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Estructura sintética

<400> 26

Met Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Cys
1 5 10 15

His Gly Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

<210> 27
<211> 7285
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

62



<220>

<223> Vector pAMG21-Rank-Fc

<400> 27
gatcagcagt

ggaaacggga
atttcacagt
gatcttegte
gatccetgtt
cattgagtca
tggcegttgt
ctctgaagga
ttgagaaaat
ttgtggegta
aaggtggcaa
ataatcttct

gccaacaatt

ccccggaaca
aaaagcaagt
ttaaatcaca
acaattctca
tgagtattga
aaageggttt
tgcaagaa;a
tctcatggtt
catcaaagat
gcatgctaga
ggaactggtt
tcaacttttg

cagctatgcg

ES 2527471 T3

tcgtagctga
tttecceeget
ttaaacgaca
agtcéctgat
ggaggcgaga
gtgcgcagag
cgtcttacac
gagtactgcg
gaactgcaaa
ttactgatcg
ctgatgtgga
cgagtacgaa

gggagtatag

cgecttegeg
ccecggegtet
gtaatccceg
ttcaaaaaac
tgtcgcagac
gtaagcctat
acaaagagat
agagagaggg
gactggatat
tttaaggaat
tttacaggag
aagattaccg

ttatatgece

63

ttgctcagtt
daataagtga
ttgatttgtg
tgtagtatcc
agaaaatgca
gactgactct
aaaagttttt
gataacacag
actaaagtaa
cttgtggctg
ccagaaaagc
gggccecactt

ggaaaaéttc

gtccaaccce
aaaccatact
cgccaacaca
tctgcgaaéc
gtgacttccet
gagaaacaaa
gtcaaaaatc
gctcagttcg
agactttact
gccacgeegt
aaaaaccccg
aaaccgtata

aagacttctt

60
120
180
240
300
360
420

480

540

600
660
720

780



tctgtgctcg
cgtattaccg
cgctgaagtt
tcgccattca
tgcgtcgteg
ccaaccgcgt
ctgetgeegg
tgggactgat
atatcacgtt
ccgcgegecyg
ccctgggeat
gttatcagac
acagggaacg
aagggcgcett
agcgcatgat
agtgacctec
agcgcacaaa
tcecggecccee
acattaaact
cggccagcgt
acttaattac
atgcacctcece
acacaaccac
ataactgaaa
' gaatgttgta
ctcgtaageg
tcgtcgggac
tggcaggget

ﬁcggcggttt

ctccttetge
ccaggtaaag
ctgcgaaaaa
tgtggcgcac
ggctattgat
ccagtgctcee
aaaactctce
tacctaccag
cacatctgca
cagccgtgtg
ggatgaactg
agagcttaag
tcaggatatt
cactgcc;at

tctgtcacgt

tctgaataat

aaatcagcac
cctgtttteg
gcaagggact
tacagggtge
attcatttaa
caccgcaagc
cagaaaaacc
agcggeccceg
actacttcat
gccctgacgg
cactccgace
ggggatgggt

tactcctgtt
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gcattgtaag
aacccgaatc
ctgatggaaa
gceegttege
gcgetecttge
atcaccacgce
atcacccgtg
acggaatatg
ctgtttgcectg
gtatgégaaa
atagcgaaag
tccecgtggaa
gtcaccctgg
cgtgaggcég
aaccgtaatt
ccggectgeg
cacatacaaa
ataéahaaca
tecccataag
éétgtatctc
aaagaaaacé
ggcgggecce
ccégtccagc
cccecggteeg
catcgctgte
cccgctaacg
gcgcacagaa
aaggtgaaat

tcatatatga

tgcaggatgg
cggtgtttac
aggeggtggg
gtgatctgeg
aggggetgtg
tggccattga
ccécccgtgc
acccgcttat
ccctegatgt
acaaacaacg
cctggegttt
taaagcgtgc
tgaﬁacgéca
taaaacgcga
acagecggct
ccggaggett
aaacaacctc
cgcctcacag
gttacaaccg
ttaaacacct
tattcactgc
taccggagec
gcagaactga
aagggccgga
agtcttcteg
cggagatacg
gctctectcat
ctatcaatca

aacaacaggt
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tgtgactgat
accccgtgaa
cttcacttcc
tcgccgtatg
tttccactat
gtgcggactg
cctgacgttc
cgggtgctac
atcagaggag
caaaaagcag
tgttcgtgag
ccgtgcgegt
gctgacgcge
agttgagegt
ggccacagct
cecgcacgtet
atcatccagc
acggggaatt
ttcatgtcat
gtttatatct
ctgtccttgg
gctttagtta
aaccacaaag
acagagtcgce
ctggaagttc
ccecgacttce
ggctgaaage
gtaccggett

caccgectte

cttcaccaaa
ggtgcaggaa
cgttttgatt
ccaccagtge
gaccegetgy

gcgacggagt

ctgtcagage

attccgaceg
gcagtggeog
gggctggata
cgttttcgeca
cgtgatgcgg
gaaatcgegg

cgtgtgaagyg

tccecectgaa

gaagcccgac

‘ttetggtgea

ttgcttatece
aaagcgccat
cctttaaact
acagacaga£
caacactcag
ccccéécctc
ttttaattat
tcagtacacg
gggtaaaccc
gggtatggtc
acgcégggct

catgccgetyg

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2520



atgcggcata
écaaaﬁatag
atcgggggtg
cgtcccggaa
ctcgtgatgg
gaagaactcg
étaaagcacg
agccaacgct
agaaaagcgg
‘gagatcctcg
cccctgatge
fgctcgctcg
atgcagccge
tgacaggaga
gacaacgtcyg
tgcctcgtcé
écgcccctgc
ccagtcatag
ttgttcaatc

ccatcagatc

accagagggc

ﬁagctatcgc
ccttgtccag
ggctttctac
tgaagctaca
aggcacctga
gtgsatgadg

ataatacaag

tcectggtaac
gacaagttaa
ggcgaagaac
aacgattccg
caggttgggce
tcaagaaggc
aggaagcggt
atgtcctgat
ccatttteca
ccgtegggea
tcttcgtcea
atgcgatgtt
cgcattgeat
tcetgeccceg
agcacagctg
tgcaattcat
gctgacagce
ccgaatagec
atgcgaaacg

cttggcggca

gccccaéctg

catgtaagcc
atagceccagt
gtgttccgct
tatatgtgat
gtcgetgtct
gtaaatggca

aaaagcccgt
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gatatctgaa
aaatttacag
tccageatga
aagcccaace
gtegettggt
gatagaaggc
cagccecatte
ageggtecge
ccatgatatt
tgcgegectt
gatcatcctg
tcgettggtyg
cagccatgat
gcacttcgee

cgcaaggaac

tcaggacace

ggéacacggc
tctccaceca
atcetcatec
agaaagccat
gcaattccgg
cactgcaagc
agctgacatt
tcctttagea
ccgggcaaat
tﬁttcgtgac
ctacaggcgc

cacgggcette

ttgttataca
gcgatgcaat
gatcceoegeg
tttcatagaa
cggtcattte
gatgcgetgce
gccgccaage
cacacccage
cggcaagcag
gagcctggcyg
atcgacaaga
gtcgaatggg
ggatactttc
caatagcagce
gceccgtegtg
ggacaggtcg
ggcatcagég
agcggccggé
tgtcteottga
ccagtttact
tﬁcgcttgct
tacctgcttt
catcecggggt
gcecttgegce
cgctgaatat
attcagttcg
cttttatgga

tcagggcgtt
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tgtgtatata
gattcaaaca
ctggaggatc
ggcggcggtg
gaaccccaga
gaatcgggag
tcttcagcaa
cggccacagt
gcatcgccat
aacagttcgg
ccggctteca
caggtagccg
tcggcaggag
cagtcccttc
gccagccacyg
gtcttgacaa
cagccgattg
gaacctgegt
tctgatcttg
ttgcagggcﬂ
gtccataaaa
ctctttgcgc‘
cagcaccgtt
cctgagtget
tccttttgte
ctgcgctcac
ttcatgcaag

ttatggeggy

cgtggtaatg
cgtaatcaat
atccagceegyg
gaatcgaaat
gtccegetca
cggcgatace
tatcacgggt
cgatgaatcc
gagtcacgac
ctggegegag
tccgagtacg
ggtcaagcgt
caaggtgaga
ccgcttcagt
atagccgegce
aaagaaccgg
tctgttgtge
gcaaﬁccatc
atccccetgeg
tcccaacctt
ccgcccagte
ttgegtttte
tctgcggact
tgcggcageg

tccgaccate

ggctctggca

gaaactaccc

tctgetatgt

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060

3120

3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

3600

3660

. 3720

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200



ggtgctatct
cttcggatta
atcatcaaca
ccatgcgaga
gggectttcg
cgggagcgga
cataaactgc
ttctacaaac
ttttaaagta
ggtttgttgt
tacagcctaa
attcttttte
gataattatc
aactatctat
tagcagtatg
ttacatttgg
aatgattgga
aatattgcct
aatgaggata
ataagcattg
aagtgtcgtc
gcaagttttg
attggatttt
taggatcgta
ctagatttgt
tgagaagcat
gtcttctaaa
cttggatagc

ggcecctggtg

gactttttgc
tcccgtgaca
ggcttacceg
gtagggaact
ttttatctgt
tttgaacgtt
caggcatcaa
tecttttgttt
tgggcaatca
attgagtttc
tatttttgaa
tcttttggtt

aactagagaa

atagttgtet

aatagggaaa
agatttttta
gttagaataa
ccatttttta
aatgatcgeg
attaatatca
ggcatttatg
cgtgttatat
tgtcacacta
caggtttacg
tttaactaat
tatgagcate
tgcactacta
tggaatgaag

gcegtggteg
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tgttcagcag
ggtcattcag
tcttactgte
gccaggceatc
tgtttgtcgg
gcgaagcaac
attaagcaga
atttttctaa
attgctcectg
atttgecgcat
atatcccaag
aaatcgttgt
ggaacaatta
ttctctgaat
ctaaacccag
tctacagcat
tctactatag
gggtaattat
agtaaataat
ttattgctte
tctttcatac
atcattaaaa
ttatatcgct
caagaaaatg
taaaggagga
tgggacggtyg
cccct§acag
aagataaatg

ccggcaacag

ttcctgecect
actggctaat
gaagacgtgce
aaataaaacg
tgaacgctct
ggcccggagyg
aggccatcect
atacattcaa
ttaaaattgc
tggttaaatg
agetttttee
ttgatttatt
atggtatgtt
gtgcaaaact
tgataagacc
tgttttcaaa
gatcatattt
ccagaattga
attcacaatg
tacaggcttt
ccatctcttt
cggtaataga
tgaaatacaa
gtttgttata
ataacatatg
ctgtaacaaa
tgtatgtctg
cttgectgeat

tacgaccccee
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ctgattttce
gcacccagta
gtaacgtatg
aaaggctcag
cctgagtagg
gtggcgggcea
gacggatggc
atatggacgt
tttagaaata
gaaagtgacc
ttegecatgee
atttgcéata
catacacgca
aagcattccyg
tgatgatttc
tatattccaa
tattaaatta
aatatcagat
taccatttta
aattttatta
atccttacct
ttgacatttg
ttgtttaaca
gtcgattaat
atcgetecac
tgtgaaccag
ccctgtggece
aaagtttagtg

cggegetgeg

agtctgacca
aggcagcggt
catggtctcc
tcgaaagact
acaaatccgc
ggacgeccegc
ctttttgegt

cgtacttaac

ctttggcage

gtgcgcttac
cacgctaaac
tttattttte
tgtaaaaata
aagccattat
gcttctttaa
ttaatcggtyg
gcgtcatcat
ttaaccatag
gtcatatcag
attattctgt
attgtttgtc
attctaataa
taagtacctg
cgatttgatt
catgcaccag
gaaagtacat
cggatgaata
atécaggcaa

cgtgcacggce

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5940



tgggtaccac
cctgggegece
aggctacttc
cttecttgga
ttetetgeca
atgtccacct
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
¢ctcaccgte
caaagcccte
accacaggtg
gacctgcctg
écagccggaé
cctctacagc
ctccgtgatg
gggtaaataa
gttggctgct
cttgaggggt
agtaacgatc
gttgcegeceg
atgtcgtcgt

cagtccctet

tggagccagg
cagcacccgt
tctgatgect
aagagagtag

gctagaaaac

‘tgtccagete

gacaccctea
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccyg
catgaggctce
tggatccgcg
gccaccgetg
tttttgetga
cggtccagta
ggegtttttet
caacgaccce

teccacctget

<210> 28
<211> 7285
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector pAMG21-Rank-Fc
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actgcgagtg
tgcagctcaa
tttcctcecac
aacatcatgg
caccaaatga
cggaactcct
tgatcteecyg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcceg
tctatcccag
agaccacgec
tggacaagag
tgcacaacca
gaaagaagaa
agcaataact
aaggaggaac
atgacctcag
attggtgaga
ccattcaaga

gaccg

ctgcecgeege
caaggacaca
ggacaaatgc
gacagagaaa
accccatgtt
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgece
tcccgtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
gaagaagaag
agcataaccc

cgectettcac

aactccatct

atcgcagcaa

acagcaagca
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aacaccgagt
gtgtgcaaac
agaccctgga
tcecgatgtgg
tacgtcgaca
tcagtcttee
gtcacatgcg
gtggacggcyg
acgtacecgtg
tacaagtgca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagecctct
aaagcccgaa
cttggggecet
getcttcacg
ggatttgtte
cttgtegege

gcattgagaa

gcgcgccgag
cttgececttge
ccaactgtac
tttgcagtte
aaactcacac
tcttececee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagecct
agagcaatgg
gcteettett
tcttectecatg
cccrgtectee
aggaagctga
ctaaacgggt
cggataaata
agaacgctcyg
caatcgagcc

ctttggaatc

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260

7285
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<220>
<221> misc_feature
<223> Xaa (Pos, 1,2,3,15,16,17) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

Xaa (Pos 5,6,7,9,13) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos.

68



<400>

28

Gly Ala Thr Cys

1

Ala

Cys

Thr

Ala

65

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

145

Thr

Cys

Ala

Cys

130

Cys

Ala

Ala

Thr

35

Gly

Gly

Thr

Thr

Cys

115

Thr

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

20

Thr

Gly

Thr

100

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

180

Thr

Ala

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

85

Cys

Thr

Ala

Cys

165

Gly

Cys
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Gly Cys

Cys Gly

Gly Cys

Cys Ala

55

Ala Ala

70

Cys Cys

Ala Ala

Ala Cys

Ala Ala

135

Ala Gly
150

Ala Thr

Thr Cys

Ala

Gly

Ala

Gly
Thr
Thr
120

Thr

Gly
Cys

Ala

Gly
Ala
25

Cys
Ala
Cys
aAla
105
Ala
Cys

Ala

Thr

Thr
10

Gly

Thr

Cys

Ala

Thr

20

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly
170

Thy

185

Ala

69

Gly

Gly

Cys

Gly

75

Cys

Cys

Cys

Thr
155

Cys

cys

Thr

Cys

Thr

Cys

60

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

140

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

Gly

Thx

45

Gly

Ala

Gly

Cys

125

Thr

Cys

Thr

Gly

cys

Ala
30

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

110

Ala

Thr

Cys

cys

Cys
190

Cys

Gly

15

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

95

Ala

cys

Ala

Ala
175

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Thx

80

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

160

Ala

Cys

Gly



Gly

225

Gly

Thr

Thr

Cys

Gly

305

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr
385

Thr

210

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

290

Ala

Thr

Thr

Ala

370

Ala

Ala

195

Thr
Ala
Thr
Gly
Gly
275
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
355
Thr
Ala

Ala

Thr

Thr
Cys

Ala
260

cvs
Thr
Thr
ovs
Thr
340
Ala
Gly
Cys

Ala

Cys
420

Cys

Cys

245

Gly

Ala

Gly

Cys

Gly

325

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

405

Cys

Ala

Cys

230

Cys

Gly

Gly

Ala

Ala

310

Cys

Ala

Ala

Ala

Cys

390

Thr

Thr
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Ala
215
Thr
Thr
Ala
Ala
Cys
295
Ala
Ala
Cys
Ala
Ala
375
Ala

Thr

Cys

200

Ala

Cys

Gly

Gly

Cys

280

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

360

Gly

cys

Thr

Thr

Ala
Thr
Thr
Gly
265
Ala
Thr
Ala
Ala
Gly
345
Thr
Ala
Ala

Thr

Gly
425

Ala

Gly

Thr

250

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

330

Ala

Gly

Ala

Ala

Thr

410

Ala

70

Ala

Cys

235

Gly

Ala

Cys

315

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

395

Gly

Ala

Cys

220

Gly

Gly

Ala

Ala

300

Gly

Thr

Cys

Ala

380

Gly

Thr

Gly

205
Thr
Ala
Ala
Gly
Ala
285
Cys

Gly

Ala

Cys
365
Cys
Ala

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

270

Ala

Ala

Ala

Thr

350

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala’

430

Thr

Thr

255

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

335

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

415

Thr

Ala

Cys
240

Ala

Gly

Gly

Thr

Thr

320

Cys

Ala

Thr

Cys

Thr

400

Ala



Thr

Cys

Ala

465

Thr

Ala
Gly

545

Gly

Ala

Thr
625

Cys

cys

Gly
450

Gly
Thr
Ala
530
Gly
Thr
Ala
Ala
Ala
610

Gly

Cys

Ala
435
Ala
Ala
Gly
Ala
Gly
515
Ala
Cys
Ala
Ala
Cys
595
Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

Ala

Thr

500

Gly

Gly

Gly

Cys

Thr

580

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

485

Gly

Ala

Ala

Thr

565

'Thr

Cys

Ala

Gly

Ala
645

Gly

Gly

Gly

470

Ala

Ala

Thr

Cys

Ala

550

Gly

Thr

Cys

Ala

Ala

630

Ala
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Thr

Ala

455

Gly

Ala

Ala

Thr
535

Gly

Al.a

Gly

Cys

- 615

Thr

Ala

Thr
440

Gly

Cys

Ala

Thr

520

Thr

Cys

Thr

Gly

600

Thr

Ala

Gly

Ala

Thr

Ala

Thr

505

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

585

Ala

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Cys

490

Gly

Cys

Ala

Thr

Gly

570

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys
650

71

Gly

Gly

Ala

475

Cys

Cys

Thr

Gly
555

Thr

Gly

Thr

Cys
635

Ala

Thr

Gly

460

Gly

Ala

Ala

Ala

Thr
540

Cys

Thr

Cys

Gly

Thr

620

Ala

Ala

Ala
445

Gly

Thr

Ala
Ala
525

Thr

Thr

Thr
Thr
605
Gly

Ala

Cys

Ala

Cys

Ala

510

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly

590

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

Cys

Ala

495

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

575

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala
655

Gly

Ala

Gly

480

Ala

Ala

Thr

Ala

560

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly
640



Cys

Ala

Ala

Cys
705
Gly
Thr
Ala
Thr
Thr
785
Gly
Ala
Thr

Cys

Cys
865

Ala
Ala
690
Cys
Cys

Gly

Thr

Cys
770

Gly
Cys
Thr
Cys
Gly

850

Gly

Cys
Cys
675

Ala

Ala

Cys
Ala

755

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala
835

cys

Ala

Gly Ala Thr

660

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

740

Thr

Ala

Thr

Thr

Gly

820

Cys

Cys

Ala

Gly

Ala

725

Gly

Gly

Gly

Cys

805

Thr

Cys

Ala

Thr

Thr

Ala

Thr

710

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

790

Gly

Gly

Ala

Gly

Cys
870
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Ala

Thr

Thr

695

Ala

Ala

Gly

Cys

Ccys

775

Cys

Thr

Thr

Ala

Gly

855

Cys

Ala

Gly

680

Thr

Ala

Ala

Cys

760

Thr

Thr

Ala

Gly

Ala

840

Thr

Gly

Thr

.665

Cys

Ala

Ala

Thr

Gly

745

Gly

Thr

Cys

Ala

Ala

825

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

730

Thr

Gly

Cys

Cys

Gly

810

Cys

Gly

Ala

Thr

72

Thr

Ala

Cys

cys

715

Ala

Ala

Thr

795

Thr

Ala

Gly
875

Thr

Gly

Gly

700

Gly

Ala

Thr

Ala

Thr

780

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

860

Thr

Cys

Thr

685

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

765

Thr

Cys

cys

Ala

Thr

845

Ala

Thr

Thr

670

Gly

Ala

Cys

Gly

750

Ala

Cys

Thr

Ala

830

Thr

Ala

Thr

Thr

Cys

Gly

Thr

Thr

735

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

815

Cys

Ala

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

720

Ala

Thr

Thr

Gly

Cys

800

Gly

Thr

Cys

Cys

Cys
880



ES 2527471 T3

Ala Cys Cys Cys Cys Gly Thr Gly Ala Ala Gly Gly Thr Gly Cys Ala
885 890 895

Gly Gly Ala Ala Cys Gly Cys Thr Gly Ala Ala Gly Thr Thr Cys Thr
' 900 90S 910

Gly Cys Gly Ala Ala Ala Ala Ala Cys Thr Gly Ala Thr Gly Gly Ala
915 920 925

Ala Ala Ala Gly Gly Cys Gly Gly Thr Gly Gly Gly Cys Thr Thr Cys
930 935 940

Ala Cys Thr Thr Cys Cys Cys Gly Thr Thr Thr Thr Gly Ala Thr Thr
945 950 - 955 960

Thr Cys Gly Cys Cys Ala Thr Thr Cys Ala Thr Gly Thr Gly Gly Cys
965 970 975

Gly Cys Ala Cys Gly Cys Cys Cys Gly Thr Thr Cys Gly Cys Gly Thr
980 985 990

Gly Ala Thr Cys Thr Gly Cys Gly Thr Cys Gly Cys Cys Gly Thr Ala
995 1000 1005

Thr Gly Cys Cys Ala Cys Cys Ala Gly Thr Gly Cys Thr Gly Cys
1010 1015 1020

Gly Thf Cys Gly Thr Cys Gly Gly Gly Cys Thr Ala Thr Thr Gly
1025 1030 1035

Ala Thr Gly Cys Gly Cys Thr Cys Thr Thr Gly Cys Ala Gly Gly
1040 1045 1050

Gly Gly Cys Thr Gly Thr Gly Thr Thr Thr Cys Cys Ala Cys Thr
105% 1060 1065

Ala Thr Gly Ala Cys Cys Cys Gly Cys Thr Gly Gly Cys Cys Ala
1070 1075 1080

Ala Cys Cys Gly Cys Gly Thr Cys Cys Ala Gly Thr Gly Cys Thr
1085 1090 1095

Cys Cys Ala Thr Cys Ala Cys Cys Ala C&s Gly Cys Thr Gly Gly
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1100 ’ 1105 1110

Cys Cys Ala Thr Thr Gly Ala Gly Thr Gly Cys Gly Gly Ala Cys
1115 1120 1125

Thr Gly Gly Cys Gly Ala Cys Gly Gly Ala Gly Thr Cys Thr Gly
1130 1135 1140

Cys Thr Gly Cys Cys Gly Gly Ala Ala Ala Ala Cys Thr Cys Thr
1145 1150 1155

Cys Cys Ala Thr Cys Ala Cys Cys Cys Gly Thr Gly Cys Cys Ala
1160 ’ 1165 1170

Cys Cys Cys Gly Thr Gly Cys Cys Cys Thr Gly Ala Cys Gly Thr
1175 - 1180 1185

Thr Cys Cys Thr Gly Thr Cys Ala Gly Ala Gly Cys Thr Gly Gly
1190 1195 1200

Gly Ala Cys Thr Gly Ala Thr Thr Ala Cys Cys Thr  Ala Cys Cys
1205 1210 1215 .

Ala Gly Ala Cys Gly Gly Ala Ala Thr Ala Thr Gly Ala Cys Cys
1220 1225 1230

Cys Gly . Cys Thr Thr Ala Thr Cys Gly Gly Gly Thr Gly Cys Thr
1235 1240 1245

Ala Cys Ala Thr Thr Cys Cys Gly Ala Cys Cys Gly Ala Thr Ala
1250 1255 . 1260

Thr Cys Ala Cys Gly Thr Thr Cys Ala Cys Ala Thr Cys Thr Gly
1265 1270 1275

Cys Ala Cys Thr Gly Thr Thr Thr Gly Cys Thr Gly Cys Cys Cys
1280 1285 1290

Thr Cys Gly Ala Thr Gly Thr Ala Thr Cys Ala Gly Ala Gly Gly
1295 1300 1305

Ala Gly Gly Cys Ala Gly Thr Gly. Gly Cys Cys Gly Cys Cys Gly
1310 1315 1320
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Cys

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly
1325

Gly
1340

Ala
1355

Gly
1370

Gly
1385

Gly
1400

Gly
1415

Gly
1430

1445

Gly
1460

Gly
1475

Thr
1490

Gly
1505

Thr
1520

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly Cys

Thr Ala

Ala Ala

Gly Gly

Gly Cys

Thr Ala

Gly Thr

Gly Thr

Ala Gly

Cys Cys

Gly Thr

Gly Thr

Ala Ala

Thr Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Ala

Cys

Gly

Gly

Cys

Ala
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Gly
1330

Gly
1345

Gly
1360

Thr
1375

Thr
1390

Cys
1405

Thr
1420

Thr
1435

Cys
1450

Gly
1465

Cys
1480

Ala
1495

Gly
1510

Cys
1525

Cys Ala
Gly Gly
Cys Ala
Gly Gly
Gly Gly
Gly Ala
Thr GlQ

Thr Cys

Ala Gly

Thr Gly

Cys Cys

Thr Gly

Thr Cys

Cys Cys
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Gly

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Cys
1335

Ala
1350

Ala
1365

Ala
1380

Gly
1395

Gly
1410

Cys
1425

Ala
1440

Cys
1455

Ala
1470

Gly
1485

Gly
1500

Gly
1515

Gly
1530

Gly

‘Ala

Ala

Cys

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

Thr

cys

Ala

Ala

Thr

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

Thr

Thr

Gly

Cys

Thr

Gly

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Thr

aAla

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala



Ala
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Gly

ély

Gly
Ala
Gly

Cys

Ala

1535

Cys
1550

Gly
1565

Thr
1580

Ala
1595

Thr
1610

Cys
1625

1640

Cys
1655

1670

Ala
1685

Thr
1700

Ala
1715

Thr
1730

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala
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Gly Cys Ala Gly Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Cys

Cys

cys

Cys

Gly

Thr

Gly

1540

Thr Cys
1555

Thr Cys
1570

Ala Gly
1585

Ala Ala
1600

Thr Gly
1615

Thr Thr
1630

Gly Thr

1645

Thr Gly
1660

Cys Cys
1675

Cys Thr
1690

Cys Cys
1705

Thr Cys
1720

Cys Cys
1735

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

Cys

cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly
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ély
Gly
Thr
Gly
Thr
Gly
Gly
Thr
Cys
Ala
Gly
Cys
Cys

Ala

Ala
1545

Gly
1560

Gly
1575

Gly
1590

Gly
1605

Gly
1620

Thr
1635

Thr
1650

Ala
1665

Ala
1680

Ala
1695

Gly
1710

Ala
1725

Cys
1740

Cys

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

cys

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala

Gly
Ala
?ys
Ala
Gly

Gly

Cys
Ala

Gly

Cys
Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

Cys



Gly

Ala

Gly
Gly

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Ala

Cys
1745

Cys
1760

Ala
1775

Cys
1790

Gly
1805

Gly
1820

1835

Thr
1850

Thr
1865

Thr
1880

Cys
1895

Thr
1910

Cys
1925

Cys
1940

Ala

Ala

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

Cys

Thr

Ala

Cys

Ala‘

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

Ala

Cyé

Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

Ala

Thr

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

Cys
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Ala
1750

Thr
1765

Cys
1780

Gly
1795

Cys
1810

Ala
1825

Gly-
1840

Thr
1855

Thr
1870

Cys
1885

Gly
1900

Cys
1915

1930

Thr
1945

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

Thr

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

Thr
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Ala

Ala

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Cys
1755

Ala
1770

Thr
1785

Ala
1800

Thr
1815

Ala
1830

Gly
1845

Cys
1860

Gly
187S

Gly
1890

1905
1920
Gly

1935

1950

Ala

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

Cys

Gly

Cys

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

Thr

Cys

Gly

Thr

Ala

Thr



Thr

Ala

Gly

cys

Gly

Cys

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

1955

Thr
1970

Ala
1985

Ala
2000

Cys
2015

Gly
2030

Ala
2045

Cys
2060

Gly
2075

Ala
2090

"Ala

2105

Cys
2120

Ala
2135

Gly
2150

Cys
2165

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

Cys

Gly

Gly

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys

Thr

Thr Thr

Ala Ala

Cys Ala

Cys Thr

Gly Cys

Ala Gly

Ala Ala

Cys Cys

Cys Gly

Cys Thr

Cys Cys

Gly Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala
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1960

Thr
1975

Cys
1990

Ala
2005

Cys
2020

Ala
2035

Cys
2050

Gly
2065

Cys
2080

Ala
2095

Cys
2110

Thr
2125

Ala
2140

Thr
21585

Ala
2170

Ala

Ala

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr

Ala

cys

Ala

Gly

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys
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Cys

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

Thr

Ala

Ala

Gly

Cys

Thr

Gly

1965

Thr
1980

Ala
1995

Cys
2010

Cys
2025

Thr
2040

Gly
2055

Cys
2070

Thr
2085

Gly
2100

Ala
2115

Cys
2130

Ala
2145

Cys
2160

Gly
2175

Ala

Thr

Cys

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys

Ala

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Cys



Gly
Gly

Thr

Cys
?hr
Gly
Gly
-Ala
Thr

Thr

Gly
2180

Gly
2195

Cys
2210

Gly
2225

Thr
2240

Thr
2255

Cys
2270

Thr
2285

Gly
2300

Gly
2315

Cys
2330

Cys
2345

Cys
2360

Thr
2375

Cys Cys

Cys Cys

Thr Thr

Thr Thr

Cys Ala

Thr Cys

Thr Cys

Ala Ala

Cys Cys

Ala Thr

Gly Gly

Gly Gly

Gly Cys

Cys Thr

Cys

Gly

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Gly

cys

Cys

Gly

Thr

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

Cys

Ala
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Gly
2185

Ala
2200

Ala
2215

Ala
2230

Gly
2245

Gly
2260

Thr
2275

Gly
2290

cys
2305

Gly
2320

Ala
2335

Cys
2350

Ala
2365

Thr
2380

Gly

Ala

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala

Gly

Thx

Cys

Ala

Cys

Gly

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly
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Cys Cys

Ala Gly

Thr aAla

Thr Ala

Gly Thr

Gly Gly

Ala Cys

Cys Cys

Ala Cys

Cys Cys

Cys Cys

Cys Thr

Gly Ala

Cys Thr

Gly
2190

Ala
2205

Thx
2220

Cys
2235

Cys
2250

Ala
2265

Gly
2280

Thr

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys

Gly

2295 .

Gly
2310

Gly
2325

Cys
2340

Cys
2355

Ala
2370

Gly
2385

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys

Thr

Thr

Cys

Cys

Gly

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala



o
cys
Gly
Thr
Thr
o

Thr

Thr
Cys
gla
Thr
Thr

Ala

Cys
2390

Ala
2405

Thr
2420

Cys
2435

2450

Cys
2465

Thr
2480

Ala
2495

Cys
2510

Gly
2525

Cys
2540

Thr
2555

Ala
2570

Ala
2585

Gly.

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

Cys

Gly

Ala
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Ala
2395

Thxr
2410

Thr
2425

Ala
2440

Cys
2455

Thr
2470

Ala
2485

Thr
2500

Cys
2515

Ala
2530

Thr
2545

Ala
2560

‘Gly
2575

Gly
2590

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Cys

Cys

Thr

Cys

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

Thr

Gly

Ala
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Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

Cys
2400

Ala
2415

Thr

2430

Cys
2445

Thr
2460

Cys
2475

Ala
2490

Gly
2505

Gly
2520

Gly
2515

Ala
2550

Thr
2565

Gly
2580

Ala
2595

Thr

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Thr

Thr

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Thr



Ala

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala
2600

Thr
2615

Ala
2630

Gly
2645

Cys
2660

Cys
2675

Cys
26990

Cys
2705

Gly
2720

Ala
2735

Gly
2750

Thr
2765

Cys
2780

cys
2795

Ala

Ala

Gly

Cys

Gly

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala
Cys
Gly
Gly
Cys
Cys
Thr
Gly

Ala

Ala
Ala
Thr
Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

Cys

Thr

Ala

Ala

Thr

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Thr

Cys
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Thr
2605

Thy
2620

Ala
2635

Gly
2650

Gly
2665

Gly
2680

Ala
2695

Ala
2710

Cys
2725

Ala
2740

Cys
2755

Gly
2770

Cys
2785

Cys
2800

Cys

Gly

Gly

cys

Cys

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr

cys

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr
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Ala
Thr
Ala
Gly
Gly
ély
Gly
Gly
Cys
Gly
Ala
Gly
Gly
Cys

Cys

Gly
2610

Cys
2625

Thr
2640

Ala
2655

Ala
2670

Ala
2685

Gly
2700

Ala
2715

Cys
2730

Gly
2745

Thr
2760

Thr
2775

Thr
2790

Cys
2805

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

Thxr

Thr

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

Ala



Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

Cys

2810

Ala
2825

Cys
2840

Cys
2855

Gly
2870

Ala
2885

Thr
2900

Cys
2915

Ala
2930

Ala
2945

Thr
2960

Cys
2975

2990

Ala
3005

Ala

-3020

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr
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2815

Gly
2830

Gly
2845

Cys
2860

Gly
2875

Gly
2890

Cys
2905

Cys
2920

Ala
2935

2950

Gly
2965

Cys
2980

Gly
2995

Gly
3010

Gly
3025

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys
Ala
Ala
Thr

Gly

Cys

Gly

Cys
Gly
Ala
Cys

Thr
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Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

Thr

2820

Gly
2835

Cys
2850

Cys
2865

Cys
2880

Ala
2895

Cys
2910

Cys
2925

Thr
2940

Cys
2955

Cys
2570

cys
2985

Cys
3000

Thr
3015

Thr
3030

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

Gly

Thr

Cys

Cys

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys

Gly



Cys
Qla
Ala
Cys
cys
" Gly
cre
Cys
Gly
Cys
Thr
- Thr
Gly

Cys

Ala
3035

Thr
3050

Thr
3065

Ala
3080

Cys
3095

Gly
3110

Thr
3125

Ala
31490

Ala
3155

Ala
3170

Cys
3185

Thr
3200

Ala
3215

Gly

3230

Ala

Gly

Cys

Thr

Cys

ély

Gly

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

Cys

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

Thr

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Gly

Cys

ES 2527471 T3

Gly
3040

Cys
3055

Gly
3070

Cys
3085

Gly
3100
Cys
3115

Cys
3130

Ala
3145

Ala
3160

Ala
3175

Gly
3190

Thr
3205

Gly
3220

Ala
3235

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Ala

Gly
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Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Gly

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys
3045

Cys
3060

Cys
3075

Thr
3090

Gly
3105

Gly
3120

Cys
3135

Gly
3150

Cys
3165

Gly
3180

Gly
3195

Gly
3210

Thr
3225

Thr
3240

Gly Cys Cysa

Gly

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

cys

Gly



Cys
Ala
Thr

Ala

Thr
Thr
Ala
?hr
Cys

Cys

Ala

Ala
3245

Thr
3260

Ala
3275

Gly
3290

Ala
3305

Gly
3320

Ala
3335

Cys
3350

Ala
3365

Gly
3380

Gly
3395

Gly
3410

Thr
3425

Thr
3440

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Gly
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Cys Gly Cys

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

Gly

3250

Cys
3265

Cys
3280

Gly
3295

Ala
3310

Thr
3325

Cys
3340

Thr
3355

Gly
3370

Ala
3385

Gly
3400

Cys
3415

cys
3430

Gly
3445

Cys

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

cys

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

cys

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly
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Cys

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

cys

Thr
3255

Thr
3270

Cys
3285

Ala
3300

Gly
3315

Cys
3330

Cys
3345

Thr
1360

cys
3375

cys
3390

Gly
3405

Cys
3420

hla

3435

Cys
3450

Thr

Gly

Ala

cys

Cys

Gly

Ala

Gly

Cys

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

cys

Ala

Cys

Ala

Gly

cys

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Ala

Gly

Ala

cys

Ala

Thr

Cys

Cys

cys

Ala

cys

Cys

Ala



Cys
Ala

cys

Ala
Thr
o
Cys
Gly
Gly
Thr
Cys

cys

Thr

Ala
3455

Ala

Gly

Ala

3470

Cys
3485

Cys
3500

Thr
3515

Gly
3530

Thr
3545

Cys
3560

Gly
3575

Thr
3590

Thr
3605

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

Cys

Gly

Cys

Ala

3620 -

Thr
3635

Gly
3650

Ala

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

Thr

Gly Ala

Ala

Cys

Ala

Cys

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

Cys

Thr
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Gly
3460

Ala
3475

Cys
3490

Cys
3505

Gly'
3520

3535

Gly
355¢C

Cys
3565

Ala
3580

Thr
3595

cys
3610

Thr
3625

Ala
3640

Cys
3655

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

Gly

Cys

Ala

Thr

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Ala

Gly

Cys

Cys

Ala

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Thxr
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Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Thr
3465

Gly
3480

Ala
3495

Cys
3510

Cys
3525

Cys
3540

Ala
3555

Ala

3570

Cys
3585

Cys
3600

Gly
3615

Cys
3630

Ala
3645

Gly
3660

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

Thr

Thr

Ala

Gly



Cys
Gly
éys
513
?hr
Gly
Ala
Cys
Cys
Gly
Thr
Gly

Cys

3665

Ala
3680

Thr
3695

Thr
3710

Gly
3725

Gly
3740

Cys
3755

Ala
3770

Thr
3785

Cys
3800

Thr
3815

Cys
3830

Gly
3g4s

Ala

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

Thr

Thr

Ala

3860

Cys
3875

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

Gly

Cly

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

Thr

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly
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3670

Ala
3685

Thr
3700

Ala
3715

Cys
3730

Thr
3745

3760

Cys
3775

cys

3790

Gly
3805

Thr
3820

Gly
3835

Gly
3850

Gly .

3865

Thr
3880

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

Cys

Cys

Thr

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala

Thy

Thr

Thr

Cys

Ala
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Cys

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

Gly

A;a

Cys

Thr

Cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

Cys

3675

Thr
3690

Ala
3705

Thr
3720

Cys
3735

Gly
3750

Ala
3765

Cys
3780

Thr
3795

Cys
3810

Thr
3825

Cys
3840

Cys
3855

Thr
3870

Ala
3885

Cys Cys

Gly Gly

Ala Cys

Ala Gly

Thr Thr

Thr Ala

Ala Ala

Thr Ala

Thr Gly

Cys Cys

Cys Ala

Ala

Gly

Cys

Cys

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly
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Thr Thr Thr Cys Thr Gly Cys Gly Gly Ala Cys Thr Gly Gly Cys
3890 3895 ' 3900

Thr Thr Thr Cys Thr Ala Cys Gly Thr Gly Thr Thr Cys Cys Gly
3905 3910 3915 :

Cys Thr Thr Cys Cys Thr Thr Thr Ala Gly Cys Ala Gly Cys Cys
3920 3925 3930

Cys Thr Thr Gly Cys Gly Cys Cys Cys Thr Gly Ala Gly Thr Gly
3935 3940 3945

Cys Thr Thr Gly Cys Gly Gly Cys Ala Gly Cys Gly Thr Gly Ala
3950 3955 3960

Ala Gly Cys Thr Ala Cys Ala Thr Ala Thr Ala Thr Gly Thr Gly
3965 3970 3975

Ala Thr Cys Cys Gly Gly Gly Cys Ala Ala Ala Thr Cys Gly Cys
3980 3985 3990

Thr Gly Ala Ala Thr Ala Thr Thr Cys Cys Thr Thr Thr Thr Gly
3995 4000 4005

Thr Cys Thr Cys Cys Gly Ala Cys Cys Ala Thr Cys Ala Gly Gly
4010 4015 4020 .

Cys Ala Cys Cys Thr Gly Ala Gly Thr Cys Gly Cys Thr Gly Thr
4025 4030 4035

Cys Thr Thr Thr Thr Thr Cys Gly Thr Gly Ala Cys Ala Thr Thr
4040 4045 4050

Cys Ala Gly Thr Thr Cys Gly Cys Thr Gly Cys Gly Cys Thr Cys
4055 4060 4065

Ma Cys Gly Gly Cys Thr Cys Thr Gly Gly Cys Ala Gly Thr Gly
4070 4075 4080

Ala Ala Thr Gly Gly Gly Gly Gly Thr Ala Ala Ala Thr Gly Gly
4085 4090 4095

87



Cys
Thr
Ala
Ala
i
Gly
Gly
ély

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala
4100

Thr
4115

Gly
4130

Thr
4145

4160

Gly
4175

Gly
4190

Cys
4205

Cys
4220

Thr
4235

Cys
4250

Gly
4265

Ala
4280

Gly
4295

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

Gly

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Cys

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Ala
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Cys

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala
4105

Ala
4120

Cys
4135

Gly
4150

Gly
4165

Thr
4180

Cys
4195

Thr
4210

Cys
4225

Thr
4240

Thr
4255

Ala
4270

Ala
4285

Thr
4300

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

Cys

Gly

Thr

Thr

Gly

88

Gly

Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Cys

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala

3 Cys

Ala

Cys

Cys
4110

Thr
4125

Cys
4140

Gly
4155

Cys
4170

Gly
4185

Thr
4200

Thr
4215

Gly
4230

Thr
4245

Ala
4260

Gly
4275

Gly
4290

Cys
4305

Cys

Gly

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

Thr

Thr

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr
Ala
Ala
Cys
Ala
Gly
Thr
Thr
Cys
Thr
Thr
Aia
Thr

Gly



Thr
Ala
Cys
o
Thr
Thr
cys
Thr
éla
Cys
Gly
Ala
Gly

Gly

Ala
4310

Thr
4325

Gly
4340

Ala
4355

Gly
4370

Gly
4385

Thr
4400

Ala
4415

Gly
4430

Cys
4445

Thr
4460

Cys
4475

Gly
4490

Ala
4505

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

Thr

Thr

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Ccys

Ala

Cys

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala
4315

Ala
43130

Ala
4345

Cys
4360

Gly
4375

Ala
4390

Gly
4405

Gly
4420

Ala
4435

Gly
4450

Thr
4465

Thr
4480

Ala
4495

Ala
4510

Ala
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Gly

Gly

Cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

Gly

Cys

Thr

Thr

Gly

Cys

Gly

Thr

Cys

Thr

Cys

Ala

Gly

Thr

Cys

Thr

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

Cys

Thr

Cys

Ala
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Gly

Thr

Thr

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr
4320

Thr
4335

Cys
4350

Cys
4365

Cys
4380

Gly
4395

Cys
4410

Gly
4425

Thr
4440

Ala

4455,

Gly
4470

Ala
4485

Cys
4500

Ala
4515

Cys

Ala Thr Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

cys

Gly

Thr

Thr

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Ala

Thx

Cys

Ala

Ala

Thr

Gly

cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys



Ala

Ala

cvs

Gly

Thr

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

Ala

Thr

4520

Cys
4535

Ala
4550

Ala
4565

Ala
4580

Cys
4595

Cys
4610

Ala
4625

Thr
4640

Ala
4655

Thr
4670

Ala
4685

Ala
4700

Ala
4715

Ala
4730

Gly

Gly

Ala

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly Ala
Gly.Ala
Cys Thr
Thr Thr

Thr Cys

Ala Ala
Thr Thr
Thr Cys
Gly Thr
Ala Gly
Thr Thr
Tﬁr Thr

Thr Thr

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

Gly

Gly

Thr
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4525

Gly
4540

Gly
4555

Cys
4570

Ala

4585

Thr
4600

Thr
4615

Cys
4630

Thr
4645

Ala
4660

Cys
4675

Ala
4690

Cys
4705

Cys
4720

Gly
4735

Gly

Cly

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Cys

Cys

Thr

Thr

Gly

Cys

Thr

Cys
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Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

Gly

4530

Cys
4545

Cys
4560

Cys
4575

Ala
4580

Gly
4605

4620

4635

Ala
4650

Gly
4665

Cys
4680

Cys
4695

Gly
4710

Gly
4725

Cys
4740

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr



Thr

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr
4745

Cys
4760

Thr
41775

cys
4790

Gly
4805

Ala
4820

Thr
4835

Cys
4850

Thr
4865

Thr
4880

Thr
4895

Ala
4910

Ala
4925

Ala
4940

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys

Thr

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

Cys

Thx

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

Thr

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Thr

Ala
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Thr
4750

Gly
4765

Gly
4780

Gly
4795

Ala
4810

Cys
4825

Cys
4840

Cys
4855

Cys
4870

Cys
4885

Thr
4900

Thr
4915

Cys
4930

Cys
4945

Ala

Cys

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala
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Thr

Cys

Ala

Thr

Thr

Ala

Cys

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

Ala
4755

Thr
4770

Gly
4785

Cys
4800

Thx
4815

Gly
4830

Cys
4845

Cys
4860

4875

Thr
4890

Gly
4905

Cys
4920

Ala
4935

Ala
4950

Thr

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

Thx

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

Cys

Gly

Cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly



Gly
cys
Thr
Cys
Cys

Cys

Ala
Thr

Thr

Thr
Thr

Ala

Thr
4955

Ala
4970

Ala
4985

Thr
5000

Ala
5015

Gly
5030

Ala
5045

Ala
5060

Ala
5078

Cys

5090

Ala
5105

Ala
5120

Thr
5135

Ala
5150

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala

Thr

Gly

Cys

Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

Cys

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Thr
4960

Ala
4975

Thr
4990

Cys
5005

Thr
5020

Cys
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Cys

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

5035 -

Gly
5050

Ala
5065

Cys
5080

Cys
509%

Gly
5110

Cys
5125

Ala
5140

Thr
5158

Ala

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Cys

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly
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Ala

Thr

Gly

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

Cys
4965

Ala
4980

Thr
4995

Thr
5010

Ala
5025

Thr
5040

Gly
5055

Gly

~ 5070

Gly
5085

Ala
5100

Thr
5115

Thr
5130

Thr
5145

Gly
5160

Ala

Ala

Thr

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly
Cys
Thr
Gly
Cys
Gly
Ala
Ala
Thr
Ala
Thr
Thr
Cys

Thr
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Gly Ala Thr Thr Gly Gly Ala Gly Thr Thr Ala Gly Ala Ala Thr
5165 5170 5175

Ala Ala Thr Cys Thr Ala Cys Thr Ala Thr Ala Gly Gly Ala Thr
5180 5185 5190

Cys Ala Thr Ala Thr Thr Thr Thr Ala Thr Thr Ala Ala Ala Thr
5195 5200 5205

Thr Ala Gly Cys Gly Thr Cys Ala Thr Cys Ala Thr Ala Ala Thr
5210 5215 5220 :

Ala Thr Thr Gly Cys Cys Thr Cys Cys Ala Thr Thr Thr Thr Thr
5225 5230 5235

Thr Ala Gly Gly Gly Thr Ala Ala Thr Thr Ala Thr Cys Cys Ala
5240 5245 5250 .

Gly Ala Ala Thr Thr Gly Ala Ala Ala Thr Ala Thr Cys Ala Gly
5255 5260 5265

Ala Thr Thr Thr Ala Ala Cys Cys Ala Thr Ala Gly Ala Ala Thr
5270 5275 5280

Gly Ala Gly Gly Ala Thr Ala Ala Ala Thr Gly Ala Thr Cys Gly
5285 5290 5295

Cys Gly Ala Gly Thr Ala Ala Ala Thr Ala Ala Thr Ala Thr Thr
5300 5305 5310

Cys Ala Cys Ala Ala Thr Gly Thr Ala Cys Cys Ala Thr Thr Thr
9315 5320 5325

Thr Ala Gly Thr Cys Ala Thr Ala Thr Cys Ala Gly Ala Thr Ala
5330 5335 5340

Ala Gly Cys Ala Thr Thr Gly Ala Thr Thr Ala Ala Thr Ala Thr
5345 5350 5355

Cys Ala Thr Thr Ala Thr Thr Gly Cys Thr Thr Cys Thr Ala Cys
5360 5365 5370

Ala Gly Gly Cys Thr Thr Thr Ala Ala Thr Thr Thr Thr Ala Thr
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5375 5380 5385

Thr Ala Ala Thr Thr Ala Thr Thr Cys Thr Gly Thr Ala Ala Gly
5390 5395 5400

Thr Gly Thr Cys Gly Thr Cys Gly Gly Cys Ala Thr Th.r Thr Ala
5405 5410 5415

Thr Gly Thr Cys Thr Thr Thr Cys Ala Thr Ala Cys Cys Cys Ala
5420 5425 5430

Thr Cys Thr Cys Thr Thr Thr Ala Thr Cys Cys Thr Thr Ala Cys
5435 5440 5445

“cys Thr Ala Thr Thr Gly Thr Thr Thr Gly Thr Cys Gly Cys Ala
: 5450 5455 ) 5460

Ala Gly Thr Thr Thr Thr Gly Cys Gly Thr Gly Thr Thr Ala Thr
5465 5470 ) 5475

Ala Thr Ala Thr Cys Ala Thr Thr Ala Ala Ala Ala Cys Gly Gly
54890 5485 5490

Thr Ala Ala Thr Ala Gly Ala Thr Thr Gly Ala Cys Ala ’I‘ﬁr Thr
5495 5500 5505

Thr Gly Ala Thr Thr Cys Thr Ala Ala Thr Ala Ala Ala Thr Thr
5510 5515 5520

Gly Gly Ala Thr Thr Thr Thr Thr Gly Thr Cys Ala Cys Ala Cys
' 5525 5530 5535

Thr Ala Thr Thr Ala Thr Ala Thr Cys Gly Cys Thr Thr Gly Ala
5540 5545 5550

Ala Ala Thr Ala Cys Ala Ala Thr Thr Gly Thr Thr Thr Ala Ala
5555 5560 5565

Cys Ala Thr Ala Ala Gly Thr Ala Cys Cys Thr Gly Thr Ala Gly
5570 5575 5580

Gly Ala Thr Cys Gly Thr Ala Cys Ala Gly Gly Thr Thr Thr Ala
5585 5590 5595
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Thr

Ala

Gly
5600

Gly
5615

5630

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Thx

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala
5645

5660

Cys
5675

Cys
5690

Ala
5705

Cys
5720

Ala
5735

Gly
5750

Thr
5765

Ala
5780

Thr
5795

Cys

Thr

Cys

Thr

Thr

Ala

Cys

Ala

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

Thr

Cys

Thr

Ala Gly

Ala Thr

Ala Thr

Thr Gly

Ala Ala

Ala Thr

Thr Gly

Cys Ala

Gly Gly

Ala Ala

Ala Ala

Ala Ala

Thr Cys

Cys Thr
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Ala
5605

Ala
5620

5635

Thr
5650

Gly
5665

Gly
5680

Cys
5695

Thr
5710

Ala
5725

Ala
5740

Gly
5755

Ala
5770

Thr
5785

Gly
5800

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

95

Ala
Cys
Ala
Thr
Gly
Cys
Cyé
Thr
Gly
Thr
Cys
Cys
Cys

Cys

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Thr

Gly
5610

Ala
5625

Thr
5640

Ala
5655

Ala
5670

Cys
5685

Gly
5700

Ala
5715

Gly
5730

Ala
5745

Thr
5760

Cys
5775

Gly
5790

Gly
5805

Gly

Thr

Cys

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Cys

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

Ala

Gly

Gly

?hr
Ala
Ala
Ala
Ala
Cys
Ala
Ala
Gly
cys
Cys
Cys
Thr -

Gly



Cys

Gly

Ala

Gly

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

- Gly

Gly

Gly

Cys
5810

Gly
5825

Gly
5840

Cys
5855

Gly
5870

Cys
5885

Gly
5900

Ala
5915

Gly
£930

Thr
5945

Gly
5960

Cys
5975

5990

Gly
6005

Cys

Ala

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

cys

Gly

Cys

cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Thr

ES 2527471 T3

5815

Cys
5830

Thr
5845

Thr
5860

Ala
5875

Gly

' 5890

Gly

cys

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys
5905

cys
5920

Cys
5935

Cys
5950

Cys
5965

Cys
5980

Gly
5995

Cys
6010

Gly
Thr
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Cys
Ala
Tﬁr
Gly

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

Ala

Ala Thr

Gly Ala

Ala Thr

Ala Gly

Cys Ala.

Cys Gly
Cys Ala
Gly Cys
Gly Gly
Gly Ala
Gly Thr
Cys Ala
Giy Gly

Gly Cys
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Ala
5820

Ala
5835

Gly
5850

Thr
5865

Ala
5880

Thr
5895

Gly
5910

Gly
5925

Cys
5940

Gly
5955

Gly
5970

Cys
5985

Gly
6000

Ala
6015

Cys

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

Thr

Cys



ély
Gly
51&
Cys
Cys
cvs
Gly
s

Ala

Gly

Thr

Cys

Thr
6020

Gly
6035

Cys
6050

Thr
6065

Thr
6080

Ala
6095

Ala
6110

Cys
6125

Gly
6140

Gly
6155

Gly
6170

Cys
6185

Cys
6200

Cys
6215

Ala

Ala
Cys
Ala
Thr
Ala
Cys
Thr
Ala
Ala
The
Thr
Cys
Ala

Ala

Gly Cys

Cys Ala

Thr Thr

Cys Thr

Thr Thr

Ala Thr

Cys Ala

Thr Gly

Ala Cys

Gly Ala

Thr Thr

Gly Cys

Ala Cys

Thr Gly

Ala Ala

aAla

Cys

Gly

Thr

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Cys

Cys

Thr

Cys
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Gly
6025

Ala.
6040

Cys
6055

Cys
6070

Cys
6085

Cys
6100

Cys
6115

Ala
6130

Thr
6145

Ala
6160

Cys
6175

Ala
6190

Ala
6205

Thr
6220

Cys

Gly

Cys

Thr

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

97

Gly

Thr

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Cys

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala
6030

Gly
6045

Cys
6060

Ala
6075

Cys
6090

Cys
6105

Cys
6120

Gly
6135

Gly
6150

Ala
6165

Cys
6180

Gly
6195

Ala
6210

Thr
6225

Cys

Cys

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly



Thr

Thr

Gly

Ala

Cys

Cys

sly

Thr

Cys

Thr

Gly

6230

Cys
6245

Cys
6260

Gly
6275

Cys
6290

Cys
6305

Ala
6320

Cys
6335

Gly
6350

Ala
6365

Gly
6380

Thr
6395

Gly
6410

Gly
6425

Cys
6440

Cys

Cys

Gly

Thr

Thr

Cys

Thr

Gly

Ala

Gly

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly Gly Ala

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly‘

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

6235

Thr
6250

Ala
6265

Gly
6280

Cys
6295

Gly
6310

Cys
6325

Gly
6340

Gly
6355

Cys
6370

Cys
6385

Cys
6400

Gly
6415

Gly
6430

Gly.
6445
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Thr

Cys

Thr

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly.

Ala

Gly

98

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Cys

Ala

Cys

6240

Cys
6255

6270

Thr
6285

Cys
6300

Cys
6315

Gly
6330

Cys
6345

Ala
6360

Ala
6375

Thr
6390

Ala
6405

Ala
6420

Ala
6435

Ala
6450

Ala

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Thr

Cys

Gly

Thr

Ala

Thr

cys

Gly

Thr

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

Ala



Cys

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Gly

Cys

Ala
6455

Gly
6470

Ala
6485

Gly
6500

Ala
6515

Ala
6530

Gly
6545

Ala
6560

Thr
6575

Cys
6590

Cys
6605

Cys
6620

Gly
6635

Cys
6650

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

cys

Gly

Ala

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

Thr
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Cys
6460

Cys
6475

Cys
6490

Gly
6505

Gly
6520

Cys
6535

Cys
6550

Gly
6565

Ala
6580

Cys
6595

Gly
6610

Ala
6625

Gly
6640

Cys
6655

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Cys

Ala

Gly

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

Cys

Gly

Thr

Thr

Ala

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Gly

99

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

Ala

Ala

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

Cys

aAla

Cys

Ala
6465

6480

Ala
6495

Ala
6510

Ala
6525

Ala
6540

Cys
6555

Cys
6570

Ala
6585

Ala
6600

cys
6615

Gly
6630

Ala
6645

Thr
6660

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Ala

CGly

Gly

Ala

Cys

Thr

Gly

Cys

Thx

Ala

Ala

Cys



Cys

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

Cfs

Gly

Cys

Thr

Thr
6665

Thr
6680

aAla
6695

Gly
6710

Cys

6725

Ala
6740

Gly
6755

Gly

6770

Thr
6785

Gly
6800

Thr
6815

Gly
6830

Gly
6845

Cys
6860

Gly Cys
Thr Cys
Thr Cys
Ala Gly
C&s Gly
Ala Gly

Thr Gly

Gly Cys

‘Ala Cys

Thr Gly

Gly Gly

Thr Cys

Thr Gly

Thr Gly

Cys

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

Giy

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala
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Gly
6670

6685

Cys
6700

Cys
6715

Gly
6730

Cys
6745

Gly
6760

Cys
6775

Cys
6790

Cys
6805

Gly

6820

Cys
6835

Gly.
6850

Cys
6865

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

Thr

aAla

Ala

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

100

Cys

Gly

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Cys

aAla

Gly

Thr

Gly

Ala
6675

Gly
6690

Ala
6705

Gly
6720

Ala
6735

Cys
6750

Cys
6765

Thr
6780

6795

Gly

6810

Gly
6825

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Cys

.Gly

Cys

6840

Ala
6855

Ala
6870

Gly

Cys

Gly
Gly
Thr
Cys
Tht
Cys
Gly
cys
Ala
Ala
Ala
Thr
Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala



Cys

Cys

Thr

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Ala

Ala
6875

Thr
6890

Ala
6905

Gly
6920

Ala
6935

Ala
6950

Gly
6965

Gly
6980

Thr
6995

Thr

7010

Ala
7025

Ala
7040

Cys
7055

Gly
7070

Ala

Cys

Cys

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

Gly
6880

Gly
6895

Ala
6910

Gly
6925

Gly
6940

Ala
6955

6970

Ala
6985

Cys
7000

Ala
7015

Thr
7030

Ala
7045

Cys
7060

Thr
7075

Cys
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Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala Gly

Cys Thr

Gly Gly

Ala Gly

Ala Ala

Cys Thr

Cys Cys

Ala Ala

Thr Thr

Gly Gly

Thr Thr

Gly Ala

Cys Thr

Ala Ala

Gly Gly

101

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

Ala

Cys

Gly
6885

Cys
6900

Thr
6915

Ala
6930

Cys
6945

Ala
6960

Cys
6975

Thr
6990

Gly
7005

Thr
7020

Thr
7035

Cys
7050

Thr
7065

Ala
7080

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

Cys

Cys

Cys

Thr

Thx

Cys

Ala

Thr

Gly



7085

Thr Ala
7100

Thr Cys
7115

Thr Cys
7130

Gly Cys
7145

Thr Thr
7160

Gly Cys
7175

Gly Cys
7190

Thr Cys
7205

éys Cys
7220

Gly Cys
7235

Ala Ala
7250

Thr Cys
7265

Cys Thr
7280

<210> 29
<211> 14

<212> PRT

Ala

Cys

Ala

Cys

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Thr

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

Gly

Thr

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Cys

Ala

Cys

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys
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7090

Cys
7105

Thr
7120

cys
7135

Gly
7150

Gly
7165

Ala
7180

Cys
7195

Thr
7210

Thr
7225

Ala
7240

Gly
7255

Thr
7270

Gly
7285

Gly

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Thr

Thr’Cys Ala
Gly Ala Thr
Cys Thr Cys
Gly Cys Gly
Gly Ala Gly
Thr Thr Gly
Ala Gly Cys
Ala Ala Cys
Ala Ala Gly
Cys A%a Thr
Ala Ala Thr

Cys Cys Ala

102

7095

Gly
7110

Thr
7125

Gly
7140

Thr
7155

Ala
7170

Thr
7185

cys
7200

Gly
7215

Ala
7230

Thr
7245

Cys
7260

Cys
7275

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

Gly

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

Cys

Ala

Thr

Cys

Thr

Thr

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Gly
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ES 2527471 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 29

Pro Gly Thr Cys Phe Pro Phe Pro Trp Glu Cys Thr His Ala

1 5

<210> 30
<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 30

Trp Gly Ala Cys Trp Pro Phe Pro Trp Glu Cys Phe Lys Glu

1 5 . 10

<210> 31
<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 31

Val Pro Phe Cys Asp Leu Leu Thr Lys His Cys Phe Glu Ala

1 s 10

<210> 32
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 32

10
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ES 2527471 T3

Gly Ser Arg Cys Lys Tyr Lys Trp Asp Val Leu Thr Lys Gln gs Phe
v 5 10 :
His His
<210> 33
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 32

Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp
1 5 10 15

Pro Leu
<210> 34
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 34

Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp Val Cys Thr
1 5 10 15

Ser Ser

<210> 35
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 34
Ser Asp Asp Cys Met Tyr Asp Gln Leu Thr Arg Met Phe Ile Cys ‘Ser
1 5 . 10 15

Asn Leu
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ES 2527471 T3

<210> 36
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 36

Asp Leu Asn Cys Lys Tyr Asp Glu Leu Thr Tyr Lys Glu Trp Cys Gln
1 S 10 15

Phe Asn

<210> 37
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 37

Phe His Asp Cys Lys Tyr Asp Leu Leu Thr Arg Gln Met Val Cys His
1 5 10 } 15

Gly Leu

<210> 38
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 38
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Arg Asn His Cys Phe Trp Asp His Leu Leu Lys Gln Asp Ile Cys Pro
1 ] 10 15

Ser Pro

<210> 39
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 39

Ala Asn Gln Cys Trp Trp Asp Ser Leu Thr Lys Lys Asn Val Cys Glu
1 S 10 15

Phe Phe

<210> 40
<213>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
<400> 40

<210> 41
<213>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazadores de poliglicina

<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)

<223> N is asparagina
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ES 2527471 T3

<400> 41
gggngssg

<210> 42
<213>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazadores de poliglicina

<400> 42
999cggg

<210> 43
<213>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazadores de poliglicina

<400> 43

Gly Pro Asn Gly Gly
1 5

<210> 44
<213> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(19)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 19 del extremo C-terminal
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ES 2527471 T3

<400> 44
Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp Val Cys Asp
1 5 10 15

Pro Leu Xaa

<210> 45
<213>19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<400> 45

Xaa Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp val Cys
1 5 10 15

Asp Pro Leu

<210> 46
<213> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>

<221> misc_feature

<222> (38)..(38)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 38 del extremo C-terminal
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ES 2527471 T3

<400> 46
Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp val Cys Asp
1 5 10 15

Pro Leu Xaa Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln Trp
20 25 30

val Cys Asp Pro Leu Xaa
35

<210> 47
<213> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<220>
<221> misc_feature
<222> (20)..(20)

<223> Xaa = un enlace peptidico

<400> 47

Xaa Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gla Trp val Cys
1 5 10 15

Asp Pro Leu Xaa Leu Pro Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Ile Lys Gln
20 25 30

Trp Val Cys Asp Pro Leu
35

<210> 48
<213> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Enlace peptidico

<220>
<221> misc_feature
<222>(19)..(19)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<400> 48

ES 2527471 T3

Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Sexr Asp val Cys Thr

1 5

Ser Ser Xaa

<210> 49
<213> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<400> 49

Xaa Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp Val Cys

1 5

Thr Ser Ser

<210> 50
<213> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

10

10
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<221> misc_feature
<222> (18)..(18)

<223> Xaa = un enlace peptidico

ES 2527471 T3

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<400> 50

Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp Val Thr Ser

1 5

10

15

Ser Xaa Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp Val

20

Thr Ser Ser Xaa
) 35

<210> 51
<213> 36
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = un enlace peptidico

25

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<220>
<221> misc_feature
<222>(19)..(19)

<223> Xaa = un enlace peptidico

<400> 51

1

Xaa Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile
5

10

30

Leu Thr Lys Ser Asp Val Thr
5

Ser Ser Xaa Ser Ala Asp Cys Tyr Phe Asp Ile Leu Thr Lys Ser Asp
2

20

val Thr Ser Ser
35

30
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<210> 52
<213> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(19)
<223> Xaa = un enlace peptidico
Dominio Fc unido en la posicién 19 del extremo C-terminal

<400> 52

Phe His Asi) Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp val Cys His

1 S 10

Gly Leu Xaa

<210> 53
<213> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa = un enlace peptidico

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<400> 53
Xaa Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Cys
1 5 10
His Gly Leu
<210> 54
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<213> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>
<221> misc_feature
<222> (38)..(38)

<223> Xaa = un enlace peptidico

ES 2527471 T3

Dominio Fc unido en la posicién 38 del extremo C-terminal

<400> 54

1

10

15

E;he His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp val Cys His
5

Gly Leu Xaa Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp

20

Val Cys His Gly Leu Xaa
35
<210> 55
<213> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlace peptidico

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = un enlace peptidico

25

Dominio Fc unido en la posicién 1 del extremo N-terminal

<220>
<221> misc_feature
<222> (20)..(20)

<223> Xaa = un enlace peptidico
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<400> 55
Xaa Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp val Cys
1 5 10 15

His Gly Leu Xaa Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu ';‘gr Lys Gln
20 25

Trp Val Cys His Gly Leu
35

<210> 56
<213> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 56
Cggcgcaact atcggtatca agctg

<210> 57
<213> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<400> 57
Catgtaccgt aacactgagt ttcgtc

<210> 58
<213> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de consenso

<400> 58
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Phe His Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Cys His
1 - 5 10 15

Gly Leu

<210> 59
<213> 23
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de enlazador preferible

<400> 59

Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr His Met
20

<210> 60
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 60

Asn Gln Thr Leu Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Phe Ile Thr
1 5 10 15

Tyr Met

<210> 61
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 61

Pro Val Tyr Gln Gly Trp Trp Asp Thr Leu Thr Lys Leu Tyr Ile Trp

1 5 10
Asp Gly
<210> 62
<213> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 62

Trp Leu Asp Gly Gly Trp Arg Asp Pro Leu Ile Lys Arg Ser Val Gln

1 5 10

Leu Gly

<210> 63
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 63

1 5 10

Ser Asn
<210> 64
<213>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
116
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<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 64

Gln Arg Val Gly Gln Phe Trp Asp Val Leu Thr Lys Met Phe Ile Thr
1 S 10 15

Gly Ser

<210> 65
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 65

Gln Ala Gln Gly Trp Ser Tyr Asp Ala Leu Ile Lys Thr Trp Ile Arg
1 5 10 15

Trp Pro

<210> 66
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 66

Gly Trp Met His Trp Lys Trp Asp Pro Leu Thr Lys Gln Ala Leu Pro
1 . 5 10 15

Trp Met

<210> 67
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

117



10

15

20

25

30

ES 2527471 T3

<400> 67

Gly His Pro Thr Tyr Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Ile Leu
1 5 10 15

Gln Met

<210> 68
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 68

Trp Asn Asn Trp Ser Leu Trp Asp Pro Leu Thr Lys Leu Trp Lgu Gln
1 5 10 1

Gln Asn

<210> 69
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 69

Trp Gln Trp Gly Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp val Gln
1 5 10 15

Gln Gln

<210> 70
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
<400> 70
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Gly Gln Met Gly Trp Arg Trp Asp Pro Leu Thr Lys Met Trp Leu Gly
1 5 10 15

Thr Ser

<210> 71
<213> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 71
tatgccgggt acttgtttcc cgttccegtg ggaatgcact cacgctggtg gaggcggtag

gg

<210> 72
<213> 64
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 72
tcgaccccac cgcctcctgg agegtgagtg cattcccacg ggaagcecgaa acaagtacce

ggea
<210> 73
<213> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 73
tatigi:ggggt gcttgttgge cgttceccgtg ggaatgtttc aaagaaggtg gaggcggtgg

g9
<210> 74

119

60

62

60

64

60

62



10

15

20

25

30

ES 2527471 T3

<213> 64
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 74
tcgaccccac cgcctccace ttctttgaaa cattcccacg ggaacggcca acaagceaccce 60

caca 64

<210>75
<213> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 75
tatggttceg ttctgtgacc tgctgactaa acactgtttc gaagctggtyg gaggcggtgg 60

g9 62

<210> 76
<213> 64
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 76
tcgaccccac cgectccace agcttcgaaa cagtgtttag tcagcaggtc acagaacgga 60

acca . 64

<210> 77
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos
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<400> 77
ﬁatgggttct cgttgtaaat acaaatggga cgttctgact aaacagtgtt tccaccacgg

tggaggcggt gggg

<210> 78
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 78 .
tcgaccccac cgectccace gtggtggaaa cactgtttag tcagaacgtc ccatttgtat 60

ttacaacgag aaccca 76

<210> 79
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 79

tatgctgccg ggttgtaaat gggacctgct gatcaaacag tgggtttgtg acccgcetggg
tggaggcggt gggg

<210> 80
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 80

tcgaccccac cgcctccacce cagegggtca caaacccact gtttgatcag caggtcceat
ttacaacccg gcagca

<210> 81
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 81
tatgtctget gactgttact tcgacatcct gactaaatct gacgtttgta cttettctgg

tggaggcggt gggg

<210> 82
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 82
tcgaccccac cgeccotccace agaagaagta caaacgtcag atttagtcag gatgtcgaag

taacagtcag cagaca

<210> 83
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 83
tatgtctgac gactgtatgt acgaccagct gactcgtatg ttcatctgtt ctaacctggg

tggaggcggt gggg

<210> 84
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 84 .

tcgaccccac cgectccacc caggttagaa cagatgaaca tacgagtcag ctggtcgtac - 60

atacagtcgt cagaca 76
<210> 85
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<213>74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos
<400> 85
tatggacctg aactgtaaat acgacgaact gacttacaaa gaatggtgtc agttcaacgg
tggaggcggt gggg

<210> 86

<213>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 86
tcgaccccac cgecctccace gttgaactga caccattctt tgtaagtcag ttcgtegtat

ttacagttca ggtcca

<210> 87
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 87
tatgttccac gactgtaaat acgacctgct gactcgtcag atggtttgtc acggtctggg

tggaggcggt gggg

<210> 88
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos
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<400> 88
tcgaccccac cgcctccacc cagaccgtga caaaccatct gacgagtcag caggtcgtat

ttacagtegt ggaaca

<210> 89
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 89
tatgcgtaac cactgtttct gggaccacct gctgaaacag gacatctgtc cgtctccggyg

tggaggcggt gggg
<210> 90
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 90
tcgaccccac cgoctecace cggagacgga cagatgtcct gtttcagcag gtggtcccag

aaacagtggt tacgca

<210> 91
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 91
tatggctaac cagtgttggt gggactctct gctgaaaaaa aacgtttgtg aattcttcgg

tggaggcggt 999y
<210> 92

<213>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220~
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<223> Oligonucledtidos

<400> 92
tcgaccccac cgcctccace gaagaattca caaacgtttt ttttcagcag agagtcccac

caacactggt tagcca

<210> 93
<213> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 93 ,
tatgttccac gactgcaaat gggacctgct gaccaaacag tgggtttgee acggtctggg

tggaggcggt gggg

<210> 94
<213>76
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos

<400> 94
tcgaccccac cgecctccacc cagaccgtgg caaacccact gtttggtcag caggtcccat

ttgcagtcgt ggaaca

<210> 95
<213> 141
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector pAMG21-Rank-Fc

<400>95
ctaattcege tcotcacctac caaacaatge ccccctgcaa aaaataaatt catataaaaa
acatacagat aaccatctgc ggtgataaat tatctctggce ggtgttgaca taaataccac

tggcggtgat actgagcaca t
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<210> 96
<213>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector pAMG21-Rank-Fc

<400> 96

ES 2527471 T3

cgatttgatt ctagaaggag gaataacata tggttaacgc gttggaattc ggtac

<210> 97
<213> 1546
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pAMG21

<400> 97
gcgtaacgta

cgaaaggctc
ctcctgagta
gggtggcggg
ctgacggatg
aaatatggac
gctttagaaa
tggaaagtga
ccttcgeatg
ttatttgcta
ttcatacacg
ctaagcattc
cctgatgatt
aatatattcc

tttattaaat

tgcatggtct
agtcgaaaga
ggacaaatcc
caggacgccc
geetttttge
gtcgtactta
tactttggca
ccgtgegett
cccacgctaa
tatttatctt
catgtaaaaa
cgaagccatt
tcgecttettet
aattaatcgg

tagcgtcate

ccccatgega
ctgggeettt
gccgggagcd
gccataaact
gtttctacaa
acttttaaag
gecggtttgtt
actacagcect
acattctttt
tcgataatta
taaactatct
attagcagta
aattacattt
tgaatgattg

ataatattge

gagtagggaa
cgttttatct
gatttgaacg
gccaggeatce
actcttttgt
tatgggcaat
gtattgagtt
aatatttttg
tctcttttgg
tcaactagag
atatagttgt
tgaataggga
ggagattttt
gagttagaat

ctccattttt

126

ctgccaggca
gttgtttgte
ttgcgaagca
aaattaagca
ttatttttet
caattgctcc
tcatttgecge
aaatatccca
ttaaatcgtt
aaggaacaat
ctttctctga
aactaaacce
tatttacagc
aatctactat

tagggtaatt

tcaaataaaa
ggtgaaégct
acggeccecgga
gaaggccatc
aaatacattc
tgttaaaatt
attggttaaa
agagcttttt
gtttgattta
taatggtatg
atgtgcaaaa
agtgataaga
attgttttca
aggatcatat

atccagaatt

55
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gaaatatcag
tgtaccattt
éta&ttttat
ttatccttac
gattgacatt
aattgtttaa
tagtcgatta
éggttaacgc
actcgaggat
ctgctgecac

ggggtttttt

<210> 98
<213> 872
<212> ADN

atttaaccat
tagtcatatc
taattattct
ctattgtttg
tgattctaat
cataagtacc
atcgatttga
gttggaattce
ccgcggaaag
cgctgagcaa

gctgaaagga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GM221

<400> 98
ttattttcgt

gttagatatt
gataatatat
gccttaaage
cégacaagat
taaatgctta
gceccttcaat
tagaagtgag
gcttagaace
tgattctgca
gccaagcttt

tgatttctgce

gcggecgeac
tatcccttgc
gagcacaaaa
aatttatgaa
ggggatgggg
taacgccgcea
cgecagagaa
tatgagtacc
tttaccaaag
ttctggcttg
cctgacggaa

atagccagac

ES 2527471 T3

agaatgagga
agataagcat
gtaagfgtcg
tcgcaagttt
aaattggatt
tgtaggatcg
ttctagattt
gagctcacia
aagaagaaga
taactagcat

ggaaccgcete

cattatcacc
ggtgatagat
aagaaaccat
aaaaagaaaa
cagtcagged
ttgqttacaa
tctacgagat
ctgtttetee
gtgatgcgga
aggttgaagg
tgttaattct

ttgggggtga

taaatgatcg
tgattaatat
tcggcattta
tgcgtgttat
tttgtcacac
tacaggttta
gttttaacta
gtgtcgacct
agaagaaagc
aaccecttgg

ttcacgctct

gccagaggta
tgagcacatc
taacécaaga
atgaacttgg
ttggtgcttt
aaattctcaa
gtatgaagcg
tcatgttcag
gagatgggta
taattccatg
cgttgaccct

tgagtttacc

127

cgagtaaata
cattattgct
tgtetttcat
atatcattaa
tattatatcg
cgcaagaaaa
attaaaggag
géagggtacc
ccgaaaggaa

ggcctctaaa

atattcacaa
tctacaggct
acccatctct
aacggtaata
cttgaaatac
tggtttgtta
gaataacata
atggaagctt
gctgagttgg

cgggtcttga

tcacgce

aactagtcaa
gatttgatte
gcagcttgag
cttatcccag
atttaatggc
agttagcgtt
gttagtatgc
gcagggatgt
agcacaacca
accgcaccaa
gagcaggctg

ttcaagaaac

cacgcacggt
tagaaggagg
gacgcacgtc
gaatctgteg
atcaatgcat
gaagaattta
agccgtcact
tctcacctaa
aaaaagccag
caggctccaa
ttgagccagg

tgatcaggga

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1546
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tagcggtcag gtgtttttac aaccactaaa cccacagtac ccaatgatce catgcaatga

gagttgttce gttgtgggga aagttatcgc tagtcagtgg cctgaagaga cgtttggetg

ES 2527471 T3

atagactagt ggatccacta'gtgtttctgc cc

<210> 99
<213> 1197
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GM221

<400> 99
ggcggaaacce

cggaagagag
agtatgccgg
ctgcgaaaac
gcgtggcaca
tggccétgca
gtgccagegt
tgcagaaﬁcf
aggatgccat
ctgaccagac
tggagcatct
ctgtctegge
agccgatage
aaatgctgag
tgggcgcaat
tgggatacga
aggattttcg
aggcggtgaa
cgcccaatac

gacaggtttc

gacgtccatc
tcaattcagg
tgtctcttat
gcgggaaaaa
acaactggcg
cgcgeegteg
ggtggtgteg
Fctcgcgcaa
tgcégtggaa
acccatcaac
ggtcgcattg
gcgtetgegt
ggaacgggaa
tgagggcatc
gcgcgccatt
cgatéécgeé
cctgctgggg
gggcaatcag
gcaaaccgcece

ccgactggaa

gaaﬁggtgca
gtggtgaatg
cagaccgttt
gtcgaagcgg
ggcaaacagt
caaattgtcg
atggtagaac
cgcgtcagtg
gctgectgea
agtattattt
ggtcaccagc
ctggetggcet
ggcgactgga
gttcccactg
accgagtccg
gacagctcat
caaaccagcy
ctgttgcccg
tctcccegeg

agcggacagt

aaaccttteg
tgaaaccagt
cccgegtggt
cgatggcgga
cgctcctgat
cggcgattaa
gaagcggcgt
ggctgatcat
ctaatgttce
tctcccatga
aaatcgcgcet
ggcataaata
gtgcecatgtc
cgatgctggt
ggctgegegt
gttatatcce
tggaccgcett
tctcactggt
cgttggccga

aaggtaccat

128

cggtatggca
aacgttatac
gaaccaggcc
gctgaattac
tggegttgcee
atctcgcgcc
cgaagcctgt
taactatccg
ggcgttatet
agacggtacg
gttagcgggce
tctcactege
cggttttcaa
tgccaacgat
tggtgeggat
gccgttaace
gctgcaactce
gaaaagaaaa
ttcattaatg

aggatccaqg

tgatagcgce
gatgtcgcag
agccacgttt
attcccaacc
acctcecagte
gatcaactgg
aaagcggcgyg
ctggatgacc
cttgatgtct
cgactgggcyg
ccattaagtt
aatcaaattc
caaaccatgc
cagatggcgce
atctecggtag
accatcaaac
tctcagggece
accaccctgg
cagctggcac

cacagga

780

840

872

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

1020
1080
1140

1197
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<210> 100
<213> 14
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1
<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2,3,13)...(14)

<223> Xaa (Pos, 1,2,3,13,14) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(6)...(6)

<223) Xaa (Pos6) es un residuo de aminoacido;

<220>
<221> misc_feature
<222>(8)...(8)

<223) Xaa (Pos8) es treonilo o isoleucilo:

<220>
<221> misc_feature
<222>(9)...(9)

<223) Xaa (Pos9) es un residuo hidréfobo o basico;

<220>
<221> misc_feature
<222>(10)...(10)

<223) Xaa (Pos10) es un residuo de aminoacido;

<220>

<221> misc_feature

129



ES 2527471 T3

<222>(12)...(12)

<223) Xaa (Pos12) es un residuo hidréfobo neutro;

<400> 100

Xaa Xaa Xaa Cys Asp Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
1 S 10

<210> 101
<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2,3,12y)...(13)

<223> Xaa (Pos, 1,2,3,12,13) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(5y)...(8)

<223) Xaa (Pos5,8) es un residuo hidréfobo neutro;

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> Xaa (Pos 10) es un residuo acido;
<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> Xaa (Pos14) es un residuo de aminoacidos o ausente.

<400> 101
Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Pro Phe Xaa Trp Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
1 ‘ ’ 5 10 '

<210> 102
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<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2,3,12, 13 y)...(14)

<223> Xaa (Pos, 1,2,3,12,13,14) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(6y)...(7)

<223) Xaa (Pos 6,7) es un residuo hidréfobo neutro;

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> Xaa (Pos 10) es un residuo hidrofobo polar o acido;

<400> 102

Xaa Xaa Xaa Cys Trp Xaa Xaa Trp Gly Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 103
<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1)...(1)

<223> Xaa (Pos1) es un residuo de aminoacidos o ausente;

<220>
131



10

15

20

25

30

35

ES 2527471 T3

<221> misc_feature
<222>(2vy)...(14)

<223) Xaa (Pos 2,14) es un residuo hidréfobo neutro;

<220>
<221> misc_feature
<222>(3y)...(10)

<223) Xaa (Pos 3,10) es un residuo de aminoacido;

<220>
<221> misc_feature
<222> (5,6,7,8,12y)..(13)

<223> Xaa (Pos 5,6,7,8,12,13) son, cada uno de ellos independientemente, aminoacidos

<220>
<221> misc_feature
<222>(9)..(9)

<223> Xaa (Pos 9) es un residuo de aminoacido;

<400>- 103

Yaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa

1 . 5 10

<210> 104
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2,12,13, 16, 17 y)...(18)

<223> Xaa (Pos, 1,2,12,13,16,17,18) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o

ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(3)...(3)
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<223> Xaa (Pos 3) es un residuo acido o amida;

<220>
<221> misc_feature
<222>(5y)...(8)

<223> Xaa (Pos 5,8) es un residuo de aminoacido;

<220>
<221> misc_feature
<222>(6vy)...(6)

<223> Xaa (Pos 6) es un residuo aromatico;

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> Xaa (Pos 10)es To |;

<220>
<221> misc_feature
<222> (11)..(11)

<223> Xaa (Pos 11) es un residuo basico;

<220>
<221> misc_feature
<222> (14)..(14)

<223) Xaa (Pos 14) es un residuo hidréfobo neutro;

<400> 104

Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Asp Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 S

Xaa Xaa

<210> 105
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

ES 2527471 T3

10

133
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<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2y)...(3)

<223> Xaa (Pos, 1,2,3) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(5,7,14 y)...(16)

<223) Xaa (Pos 5,7,14,16) es un residuo de aminoacido;

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> Xaa (Pos 9)es To |[;

<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(10)

<223> Xaa (Pos 10) es un residuo basico;

<220>
<221> misc_feature
<222>(11y)...(12)

<223> Xaa (Pos 11,12) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

<220>
<221> misc_feature
<222>(13y)...(17)

<223> Xaa (Pos 13, 17) es un residuo hidroéfobo neutro;

<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)

<223> Xaa (Pos 18) es un residuo de aminoacido o esta ausente;
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<400> 105

Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Asp Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa

1 5 10

Xaa Xaa

<210> 106
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2,3,16, 17 y)...(18)

<223> Xaa (Pos, 1,2,3,16,17,18) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(5,6,7,10y)...(14)

<223> Xaa (Pos 6,7,10,14) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> Xaa (Pos 12)es To |;

<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> Xaa (Pos 13) es un residuo de aminoacido;

15

15

<400> 106
Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Trp AsSp Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Cys Xaa
1 5 10
Xaa Xaa
<210> 107
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<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2,3,15,16,17)...(18)

<223> Xaa (Pos, 1,2,3,15,16,17,18) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos o
ausentes;

<220>
<221> misc_feature
<222>(5,6,7,9y)...(13)

<223> Xaa (Pos 5,6,7,9,13) son, cada uno de ellos independientemente, residuos de aminoacidos;

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> Xaa (Pos 11)es Tol;y

<400> 107
Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Asp Xaa Leu Xaa Lys Xaa Cys Xaa Xaa
1 S 10 15

Xaa Xaa

<210> 108
<213>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(2)...(2)

<223> X en (Pos 2) es un residuo de aminoacido;
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<220>
<221> misc_feature
<222>(4)...(4)

<223) X en (Pos 4) es treonilo o isoleucilo

<400> 108

Asp Xaa Leu Xaa
1

<210> 109
<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2y)...(3)

<223> X en (Pos,1,2,3) son residuos de aminoacidos o estan ausentes (con uno de X1,X2, y X3 preferible para ser
C cuando uno de x12,x13, y x14 es c);

<220>

<221> misc_feature

<222>(5)...(5)

<223) X en (Pos 5) es W, Y, o F (W preferible);

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(7)

<223> X en (Pos 7) es un residuo de aminoacido (L preferible);

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> Xen (Pos 9) es T o | (T preferible);

<220>

<221> misc_feature
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<222> (10)..(10)
<223> Xen (Pos 10) es K, R, o H (K preferible);

<220>
<221>Misc_feature
<222>(12)..(12)

<223> X en (Pos 12) es C, un residuo hidréfobo neutro, o un residuo basico (W,C, o R preferible);

<220>
<221>Misc_feature
<222>(13)..(13)

<223> X en (Pos 13) es C, un residuo hidréfobo neutro, o esta ausente (V preferible);

<220>
<221>Misc_feature
<222>(14)..(14)

<223> X en (Pos 14) es cualquier residuo de aminoacido o esta ausente;

<400> 109

Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Asp Xaa Leu Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 110
<213>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Moduladores de TALL-1

<400> 110

Pro Phe Pro Trp Glu
1 5

<210> 111
<213> 248
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

<400> 111

Met Pro Gly Thr Cys Phe Pro Phe Pro Trp Glu Cys Thr His Ala Gly
1 5 . 10 15

Gly Gly Gly Gly Val Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
20 25 30

139



Pro

Lys

val

65

Asp

Asp

Leu

Arg

145

Lys

Asp

Lys

Sexr

Ser

225

Ser

Glu

Asp

50

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

130

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

210

Leu

<210>

Leu

35

Thx

Val

Val

Ser

Leu

115

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

195

Leu

Ser

Ser

112

Leu

Leu

Ser

Glu

100

Asn

Pro

Gln

val

val

180

Pro

Thr

val

Leu

Gly

Met

His

val

8s

Gly

Ile

val

Ser

165

Glu

Pro

val

Met

Ser
245

Gly
Ile
Glu
70

His
Arg
Lys
Glu
150
Leu
'I"z.'p
val
Asp
His

230

Pro

Pro

Ser

55

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

135

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

215

Glu

Gly

ES 2527471 T3

Ser

40

Arg

Pro

Ala

val

120

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

200

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

105

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

185

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

val

Thr

90

val

cys

Ser

Pro

val

170

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

75

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

155

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
235

140

Phe

val

60

Phe

Pro

Thr

val

Pro

Thr

Asn

Arg

‘val

Ser

» 125

Ala

140

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

220

His

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

205

Gly

Tyr

Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
110
Asn

Gly

Glu

Asn
190
Phe

Asn

Thr

Lys

val

Glu

95

His

Lys

Gln

Leu

Pro

175

Asn

Leu

val

Gln

Pro

val

Val

80

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

160

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
240
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<211> 248
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Moduladores de TALL-1

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

ES 2527471 T3
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<400>

112

Met Trp Gly

1

Gly

Pro

Lys

val

65

Asp

Asp

Leu

Arg

145

Lys

Asp

Gly
Glu
Asp
50

Asp

Gly

Asn

Pro
130
Glu

Asn

Ile

Gly

Leu

35

Thr

val

val

Ser

Leu

115

Ala

Pro

Gln

Ala

Ala

Gly

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

100

Asn

Pro

Gln

val

val
180

Val

Gly

Met

His

val

85

Gly

Ile

val

Ser

165

Glu

Trp

Asp

Gly

Ile

Glu

70

Hig

Arg

Lys

Glu

Tyr
150

Leu

Trp

Pro

Lys

Pro

Ser

55

Asp

Asn

val

Glu

Lys
135

Glu

ES 2527471 T3

Phe

Ser

40

Axrg

Pro

Ala

Val

120

Thr

Leu

Cys

Ser

Pro

His

25

val

Thr

Glu

Lys

Ser

105

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn
185

Trp
10

Thr
Phe
Pro
val
Thr
90

val
Cys
Ser
Pro
val
170

Gly

142

Glu Cys

Cys Pro

Leu Phe

Glu Vval
60

Lys Fhe
75

Lys Pro

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala

140

Ser Arg
155

Lys Gly

Gln Pro

Phe

Pro

Pro

45

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

125

Lys

Asp

Phe

Glu

Lys

Cys

30

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

110

Asn

Gly

Glu

Asn
190

Glu
15

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

95

His

Lys

Gln

Leu

Pro

175

Asn

Gly

Ala

Pro

Val

val

80

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

160

Ser
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ES 2527471 T3

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
195 200 205

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe
210 215 220

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
225 230 235 240

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
245

<210> 113
<213> 248
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1
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<400>

113

Met val Pro

3

ély
Pro
s
val

65

Asp

Asp

Gly

Glu

Asp

50

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

Leu

35

Thr

val

Val

Ser

Leu
115

Phe Cys

Gly Vval
20

Leu Gly

Leu Met

Ser His

Glu val
85

Thr Tyr
100

Asn Gly

Asp

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Leu

Lys

Pro

Ser

55

Asp

Asn

Val

Glu

ES 2527471 T3

Leu

Ser

40

Arg

Pro

Ala

val

Tyr
120

Thr

His

25

val

Thr

Glu

Lys

Ser

105

Lys

Lys

10

Thr

Phe

Pro

val

Thr

90

val

Cys

144

His

Cys

Leu

Glu

Lys

75

Lys

Leu

Lys

Cys

Pro

Phe

val

60

Phe

Pro

Thr

val

Phe

Pro

Pro

45

Thr

Asn

Arg

val

Ser

125

Glu

Cys
30

Pro

Cys

Glu

Leu
110

Asn

Ala
15

Pro

Lys

val

Gly

Ala

Pro

val

Tyr Val

Glu
95

His

Lys

80

Gln

Gln

Ala



Leu Pro
130

.Arg Glu
145

Lys Asn
Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

195

Leu

210 -

Ser Cys
- 225

Ser Leu

<210> 114
<213> 252
<212> PRT

Ser

Ser

Pro

Gln

val

val

180

Pro

Thr

val

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile Glu

val Tyr
150

Ser Leu
165

Glu Trp

Pro VvVal

Val Asp

Met His

230

Ser Pro
245

ES 2527471 T3

Lys

135

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

215

Glu

Gly

<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

200

Ser

Ala

Lys

Ile Ser

Pro Pro

Leu Val

170

Asn Gly

185

Ser Asp

Arg Trp

Leu His

145

Lys

Ser

155

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
235

Ala

140

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

220

His

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

205

Gly

Tyr

Gly

Glu

Asn
190
Phe

Asn

Thr

Gln Pro

Leu Thr
160

Pro Ser
175

Asn Tyr

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys
240
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<400> 114

Met Gly Ser Arg Cys Lys Tyr Lys Trp Asp Val Leu Thr Lys Gln Cys
1 5 10 15

Phe His His Gly Gly Gly Gly Gly Val Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
‘ 20 25 30

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
35 40 45

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
50 55 60

146



Thr
65

Asn
Arg
val
Ser
Lys
145
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly
225

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

210

Asn

Thr

<210> 115
<213> 252
<212> PRT

Val

Glu
His
115
Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

195

Leu

val

Gln

val

val

Gln

100

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
180

Phe

Lys

<213> Secuencia artificial

Val

Asp

85

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
245

Asp
70

Gly

Asn

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

230

Leu

ES 2527471 T3

val

Val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Leu
215

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

120

Pro

Gln

Val

vVal

Pro

200

Thr

val

Leu

His

val

Tyr

105

Gly

Ile

val

Ser

Glu

185

Pro

Val

Met

Ser

147

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
170

Trp

Val

Asp

His

Pro
250

Asp

Asn

val

Glu

Lys

Thr

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

235

Gly

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

140

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

220

Ala

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

205

Arg

Leu

Val

val
110

Cys

Ser

Pro

val

Gly

190

Asp

Trp

His

Lys

Lys

95

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

175

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

80

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser

Gln

His
240
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<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1
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<400>

115

Met Leu Pro

1

Asp
Pro
Pro
Thr
65

Asn
Arg
Val
Ser
Lys
145
Asp
Phe
Glu

Phe

Pro

Cys

Pro
50

Trp

Glu

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Asn

Phe
210

Leu

Pro

35

Lys

val

Glu
His
115
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn

195

Leu

Gly

Gly

20

Ala

Pro

Val

Val

Gln

100

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
180

Tyr

Gly

Pro

Lys

val

Asp

85

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Lys

Gly

Glu

Asp

Asp

70

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

Lys

Trp

Gly

Leu

Thr

55

Val

val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
215

ES 2527471 T3

Asp

Gly

Leu

40

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

120

Pro

Gln

val

val

Pro

200

Thr

Leu

val

25

Gly

Met

His

Val

105

Gly

Ile

val

Ser

élu

iss

Pro

Val

Leu

10

Asp

Gly

Ile

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

Leu
170

Tzrp

val

Asp

149

Ile
Lys
Pro
Ser
Asp
75

Asn
val
élu
Lys
Thr
155
Glu

Leu

Lys

Lys

Thr

Ser

Arg

Pro

val

Thr
140

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
220

Gln

His

val

45

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

205

Arg

Trp

Thr

30

Phe

Pro

val

Thr

val
110

Cys

Ser

Pro

val

Gly

190

Asp

Trp

val
15

Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
95

Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
175
Gln

Gly

Gln

Cys

Pro

Phe

val

Phe

80

Pro

Thr

val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser

Gln



ES 2527471 T3

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hia Glu Ala Leu His Asn His
225 230 235 240

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
' 245 250

<210> 116
<213> 252
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

150



<400>

Met
1
Thr
Pro
Pro
Thr
65
Asn
Arg
val

Ser

Lys

Ser

Ser

Cys

Pro

50

Trp

Glu

Leu

Asn

130

Gly

116

Ala

Ser

Pro

35

Lys

Val

Tyr

Glu

His

115

Lys

Gln

Asp

Gly
20

Ala

.Pro

val

val

Gln

100

Gln

Ala

Pro

Cy;
Gly
Pro
Lys
val
Asp
85

Tyr
Asp

Leu

Arg

Tyr

Gly

Glu

Asp

Asp

70

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Phe

Gly

Leu

Thr

55

val

val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

ES 2527471 T3

Asp Ile

Gly Val
25

Leu Gly
40

Leu Met

Ser His

Glu Val

Thr Tyr
105

Asn Gly
120

Pro Ile

Gln val

Leu

10

Asp

Gly

Ile

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

151

Thr
Lys
Pro
Ser
aAsp
75

Asn
val
glu
Lys

Thr

Lys

Thx

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Thr
140

Leu

Ser

His

val

45

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

125

Ile

Pro

Asp

Thr

30

Phe

Pro

val

Thr

Val
110

Cys

Ser

Pro

val Cys

15

Cys Pro

Leu Phe

Glu Vval

Lys Phe

80

Lys Pro

95

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala

Ser Arg



10

145

Asp Glu

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe
210

Gly Asn
225

Tyr Thr

<210> 117
<213> 252
<212> PRT

Leu Thr

Pro Ser
180

Asn Tyr
195

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
245

ES 2527471 T3

150

Asn Gln Val

Ile Ala val

Thr Thr Pro
200

Lys Leu Thr
215

Cys Ser Val
230

Leu Ser Leu

<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

Ser

Glu

185

Pro

val

Met .

Ser

Leu
170

Trp

Val

Asp

His

Pro
250

152

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

235

Gly

Cys Leu

Ser Asn

Asp Ser
205

Ser Arg
220

Ala Leu

Lys

val Lys
175

Gly Gln

190

Asp Gly

Trp Gln

His Asn

160
Gly
Pro
Ser

Gln

His
240



ES 2527471 T3

<400> 117

Met Ser Asp Asp Cys Met Tyr Asp Gln Leu Thr Arg Met Phe
1. 5 10

Ser Asn Leu Gly Gly Gly Gly Gly Val Asp Lys Thr His Thr
20 25 a0

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
35 40 45

Pro Pro Lys Pro ﬁys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
50 ' 55 60

Thr Cys Val Vval vVal Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
65 70 75

153

Ile Cys

15

Cys Pro

Leu Phe

Glu val

Lys Phe
80



Asn Trp Tyr

Arg
val
‘Ser
Lys
145
Asp
Phe
Glu
Phe
Cly

225

Tvyx

Glu

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Tyr

Ash

Phe

210

Asn

Thr

<210> 118
<213> 252
<212> PRT

Glu

His

115

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

195

Leu

Val

Gln’

val
Gln
100
Gln
Ala
Pro

Thr

Ser
180

Tyr

Tyr

Phe

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

AsSp

85

ASD

Leu

Arg

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
245

ES 2527471 T3

Gly Val

Asn

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

230

Leu

Ser
Leu
Ala
135
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
215

Ser

Ser

<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

Glu

Thr

Asn

120

Pro

Gln

val

val

Pro

200

Thr

Vval

Leu

Val

Tyx

105

Gly

Ile

val

Ser

Glu

185

Pro

val

Met

Ser

154

His

90

Arg

Lys

Glu

Leu
170

Trp

val

Asp

His

Pro
250

val

Glu

Lys

Thr

155

Glu

Leu

Lys

Glu

235

Gly

Ala

Vval

Thr
140

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

220

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

205

Arg

Leu

Thr

val
110

Cys
Ser
Pro
val
Gly
190
Asp

Trp

His

Lys

95

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

175

Gln

Gly

Gln

Asn

val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser

Gln

His'
240



ES 2527471 T3

<400> 118

Met Asp Leu Asn Cys Lys Tyr Asp Glu Leu Thr Tyr Lys Glu '{;p Cys
1 5 10

155



Gln
Pro
Pro
Thr
65

Asn
Arg
val
Ser
Lys
145
Asp
Phe
Glu
Phe

Gly
225

Phe Asn

Cys

Pro
50

cys

Glu

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

210

Asn

Pro

35

Lys

val

Tyr

Glu

His

115

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

195

Leu

Val

Gly

Ala

Pro

Val

Val

Gln

100

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

180

Tyr

Phe

Gly

Pro

Lys

val

Asp

85

Asp

Leu

Arg

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Ser

Gly

Glu

Asp’

Asp

70

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
230

ES 2527471 T3

Gly

Leu

Thr

55

Val

val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

215

Ser

Gly

Val

- 25

Leu

40

Leu

Ser

Glu

'Thr

Asn

120

Pro

Gln

val

val

Pro

200

Thr

val

Gly
Met
His
val
105
Gly
Ile
Vval
Ser
Glu
185
Pro

val

Met

Asp

Gly

Ile

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

Leu
170

Trp

val

Asp

156

Lys

Pro

Ser

Asp

75

Asn

val

Glu

Lys

Thr

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
235

Thr His Thr Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

140

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

220

Ala

val

45

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

205

Arg

Leu

30

Phe

Pro

val

Thr

Val

110

Cys

Ser

Pro

val

Gly

190

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

Lys

95

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

175

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

80

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser

Gln

His
240
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Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
245 250

<210> 119
<213> 252
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

157



.<400>

119

Met Phe His

1

His
Pro
Pro
Thr

65

Asn

val
Ser
Lys
145

Asp

Gly

Pro
50

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Leu

Pre

Lys

Val

Glu

His

115

Lys

Gln

Leu

Asp

Gly

Ala

Pro

Val

val

Gln

100

Gln

Ala

Pro

Thr

Cys
-]

Gly

Lys
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg

Lys
165

Lys

Gly

Glu

Asp

Asp

70

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Tyr

Gly

Leu

Thr

55

Vval

val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

ES 2527471 T3

Asp

Gly

Leu

40

Leu

Ser

Glu

Asn

120

Pro

Gln

val

Leu

Val

25

Gly

Met

His

val

Tyr

105

Gly

Ile

val

Ser

Leu

10

Asp

Gly

Ile

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

Leu
170

158

Thr

Lys

Ser

Asp

Asn

val

Glu

Lys

Thr
155

Arg

Thr

Ser

Arg

60

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

140

Leu

Cys

Gln
ﬁis
val
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
125
Ile

Pro

Leu

Met
Thr
30

Fhe

Pro

val

val
110
Cys
Ser

Pro

val

val

15

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

95

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
175

Cys

Pro

Phe

val

phe

80

Pro

Thr

val

Ala

Arg

160

Gly



ES 2527471 T3

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
180 185 190

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
195 200 205

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
210 215 220

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
225 ‘ 230 235 240

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys'
245 250

<210> 120
<213> 252
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

159



<400>

120

Met Arg Asn His

1

Pro Ser

Pro Cys

Pro Pro
50

Thr Cys
65

Asn Trp

Arg Glu

Pro

Pro

35

Lys

Val

Glu

Gly Gly

20

Ala

Pro

val

val

Gln

100

Pro

Lys

vVal

Phe

Gly

Glu

AsSp

Asp

70

Gly

Asn

Trp

Gly

Leu

Thr

55

Val

val

Ser

ES 2527471 T3

Asp

Gly

Leu

40

Leu

Ser

Glu

Thx

His

val

25

Gly

Met

His

val

Tyr
105

Leu

10

Asp

Gly

Ile

Glu

His

90

Arg

160

Leu

Lys

Pro

Ser

Asp

75

Asn

val

Lys

Thr

Ser

Arg

60

Pro

Ala

val

Gln

His

Val

45

Thr

Glu

Lys

Ser

AsSp
Thr
30

FPhe

Pro

val

val
110

Ile

15

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

95

Leu

Cys

‘Pro

Phe

Val

Phe

80

Pro

Thr



val

Ser

Lys

145

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

225

Tyr

<210> 121
<213> 252

<212> PRT

Leu

Asn

130

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

210

Asn

Thr

His

115

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

195

Leu

val

Gin

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

180

Tyr

Phe

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Leu

Arg

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
245

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

230

Leu

<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

ES 2527471 T3

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

215

Ser

Ser

Asn

120

Pro

Gln

val

val

Pro

200

Thr

val

Leu

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu
185

val

Met

Ser

161

Lys

Glu

Leu
170

Trp

Val

Asp

His

Pro
250

Glu

Lys

Thr

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

235

Gly

Thr
140

Leu

Cys

Ser

ASp

Ser

220

Ala

Lys

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

205

Arg

Leu

Ser

Pro

Val

Gly

190

Asp

His

Lys
Lys
Ser
Lys
175
Gln
Gly

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser

Gln

His
240
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<400> 121
Met Ala Asn Gln Cys Trp Trp Asp Ser Leu Thr Lys Lys Asn Val Cys
1. 5 10 15

Glu Phe Phe Gly Gly Gly Gly Gly Val Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
20 29 30

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe

162



Pro
Thr
65

Asn
Arg
val
Ser
Lys
145
ASp
Phe
Glu

Phe

Gly
225

35

Pro Lys
50

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His
115

‘Asn Lys

130

Gly Gln

Glu Leu

Tyr Pro

Asn Asn

195

Phe Leu
210

Asn Val

Thr Gln

<210> 122
<211> 252

<212> PRT

Pro

val

val

Gln

100

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
180

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

85

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

165

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
245

Asp

Asp

70

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

230

Leu

Thr

55

val

Val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

215

Ser

Ser

ES 2527471 T3

40

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

120

Pro

Gln

Val

val

Pro

200

Thr

val

Leu

Met

His

Val

Tyr

105

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

185

Pro

val

Met

Ser

Ile

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

Leu
170

Trp

val

Asp

His

Pro
250

163

Ser

Asp

75

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

235

Gly

Arg

60

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

140

Leu

Cys

Sar

Asp

Ser

220

Ala

Lys

45

Glu

Lys

Ser

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

205

Arg

Leu

Pro

val

Thr

val
110

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Glu

Lys

Lys

95

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

175

Gln

190

Asp

Trp

His

Gly

Gln

Asn

val

Phe

80

Pro

Thr

val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser

Gln

His
240
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1
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<400>

122

Met Phe His

1

His

Pro

Pro

Thr

65

Asn

Arg

val

Ser

Lys

145

Asp

Phe

Glu

Gly
Cys
Pro
50

Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
130
Gly
Glu

Tyr

Asn

Leu
Pro
is

Lys

Val

Glu
His
115
Lys
Gln
Leu

Pro

Asn

Asp Cys
5

Gly Gly
20

Ala Pro

Pro Lys

val Vval

val Asp

Gln Tyr
100

Gln Asp

Ala Leu

Pro Arg

Thr Lys
165

Ser Asp
180

Tyr Lys

Lys

Gly

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

150

Asn

Ile

Thr

ES 2527471 T3

Trp

Gly

Leu

Thr

55

val

val

Ser

Leu

Ala

135

Pro

Gln

Ala

Thr

Asp

Gly

Leu

40

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

120

Pro

Gln

Val

val

Pro

Leu

val

25

Gly

Met

His

val

105

Gly

Ile

val

Sér

Glu
185

Leu

10

Asp

Gly

Ile

Glu

His

90

Arg

Lys

Glu

Tyx

Leu
170

Trp

val

165

Thr

Lys

Pro

Ser

Asp

75

Asn

val

Glu

Lys

Thr

155

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

Ser

Arg

60

Pro

Ala

val

Thr
140

Leu

Cys

Ser

Asp

Gln

His

val
45

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

125

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

Trp

Thr

30

Phe

val

Thr

Val
110

Cys

Ser

Pro

val

Gly

190

Asp

val
15

Cys

Leu

Glu

Lys

LyS

95

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

175

Gln

Gly

Cys

Pro

Phe

val

Phe

80

Pro

Thr

val

Ala

Arg

160

Gly

Pro

Ser



ES 2527471 T3

195 200 205

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
210 215 220

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
225 230 2315 240

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

245 250
<21

0> 1123
<213> 293
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1
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<400>

123

Met Leu Pro

1

Asp

Ser

Asp

Gly

65

Leu

Leu

Ser

Pro
Ser
Leu
50

val
Gly

Met

His

Leu

Gly

35

Leu

Asp

Gly

Ile

Glu

115

Gly

Gly

20

Ser

Ile

Lys

Pro

Ser

100

Asp

Cys

Ser

Gly

Lys

Ser
85

Arg

Pro

Lys

Gly

Ser

Gln

His

70

Val

Thr

Glu

ES 2527471 T3

Trp Asp

Ser Ala

Ala Thr
40

Trp Val

55

Thr Cys

Phe Leu

Pro Glu

vVal Lys
120

Leu

Thr

25

His

Cys

Pro

Phe

val

105

Phe

Leu
10

Gly

‘Met

Asp

Pro

Pro

90

Thr

Asn

167

Ile
ély
Leu
Pro
cys
75

Pro

Trp

Lys Gln Trp

Ser Gly Ser
30

Pro Gly Cys
45

Leu Gly Gly
60

Pro Ala Pro

Lys Pro Lys

val Val val
110

Tyr Val Asp
125

val

15

Thr

Lys

Gly

Glu

Asp

95

Asp

Gly

Ala

Trp

Gly

Leu

80

Thr

val

val



10

Glu

Thx

145

Asn

Pro

Gln

val

Val

225

Pro

Thr

Val

Leu

val
130

TYr

Gly

Ile

val

Ser

210

Glu

Pro

val

Met

Ser
290

<210> 124
<213> 293
<212> PRT

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

. 195

Leu

Trp

val

Asp

His

275

Pro

Asn

val

Glu

Lys

180

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

260

Glu

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

val

Tyr

165

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

245

Ser

Ala

Lys

Lys

Ser

150

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

230

Ser

Arg

Leu

ES 2527471 T3

Thr

135

val

Cys

Ser

Pro

val

215

Gly

Asp

His

<223> Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

200

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
280

Pro

Thr

Vval

Ala

185

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

265

His

Arg

val

Ser

170

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

250

Gly

168

Glu

Leu

155

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

235

Phe

Thr

Glu

140

His

Lys

Gln

Leu

'Pro

220

Asn

Leu

val

Gln

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

205

Ser

Phe

Lys
285

Tyr

Asp

Leu

Arg

180

Lys

Asp

Lys

Serxr

Ser

270

Ser

Asn Ser

Trp Leu
160

Pro Ala
175

Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr

240

Lys Leu
255

Cys Ser

Leu Ser



Hisg

Ser

Asp

Gly

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr .

145

Asn

Pro

Gln

val

Val-
225

Gly

Ser

Leu

50

val

Gly

Met

His

val

130

Gly

Ile

val

Ser

210

Glu

Leu
Gly
35

Leu
Asp
Gly
Ile
Glu
115
His
Arg
Lys
Glu
Tyx
195
Léu

Trp

Gly

20

Ser

Thr

Lys

Pro

Sar

100

Asp

Asn

val

Glu

Lys

180

Thr

Thr

Glu

Ser

Gly

Lys

Thr

Ser

85

Arg

Pro

Ala

Val

165

Thr

Leu

Cys

Ser

Gly

Ser

Gln

His

70

val

Thr

Glu

Lys

Ser

150

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn
230
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Ser

Ala

Txp

55

Thr

Phe

Pro

val

Thr

135

val

Cys

Ser

Pro

val

215

Gly

Val

Cys

Leu

Glu

Lys

120

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

200

Lys

Gln

Thr
25

His

cys

Pro

Phe

val

105

Phe

Pro

Thr

val-

Ala
185

Arg

Gly

Pro

169

Gly

Met

His

Pro

Pro

S0

Thxr

Asn

Arg

val

Ser

170

Lys

‘Asp

Phe

Glu

Gly

Phe

Gly

Cys

75

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

155

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn
235

Sar

His

Lau

60

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

140

His

Lys

Gln

Leu

Pro

220

Asn

Gly

Asp

45

Gly

Ala

Pro

val

val

125

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

205

Ser

Ser
30

Cys

Gly

Pro

Lys

val
110

Asp.

Tyxr

Asp

Leu

Arg

190

Lys

AsSp

Lys

Thr

Lys

Gly

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

175

Glu

Asn

Ile

Thr

Ala

Trp

Gly

Leu

80

Thr

val

val

Ser

Leu

160

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
240
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Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
245 250 255

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
260 265 270

val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
275 280 285

I.;eu Ser Pro Gly Lys
290

<210> 125
<213> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso

<220>
<221> misc_feature
<222>(1,2y)...(3)

<223> X en (Pos,1,2,3) son residuos de aminoacidos o estan ausentes (con uno de X1,X2, y X3 preferible para ser
C cuando uno de x12,x13, y x14 es C);

<220>
<221> misc_feature
<222>(7)...(7)

<223> X en (Pos 7) es un residuo de aminoacido (L preferible);

<220>

<221> misc_feature

<222>(9)...(9)

<223> Xen (Pos 9) es T o | (T preferible);

<220>
<221> misc_feature
<222>(12)...(12)
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<223> X en (Pos 12) es C, un residuo hidréfobo neutro o basico (preferible);

<220>
<221> misc_feature
<222>(13)...(13)

<223> X en (Pos 13) es C, un residuo hidréfobo neutro, o esta ausente (V preferible);

<220>
<221> misc_feature
<222>(14)...(14)

<223> X en (Pos 14) es cualquier residuo de aminoacido o esta ausente;

Xaa Xaa Xaa Lys Trp Asp Xaa Leu Xaa Lys Gln Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 126
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 126

Tyr Lys Gly Arg Gln Met Trp Asp Ile Leu Thr Arg Ser Trp val val
1 5 10 15

Ser Leu

<210> 127
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 127

Gln Asp Val Gly Leu Trp Trp Asp Ile Leu Thr Arg Ala Trp Met Pro
1 5 10 15

Asn Ile

<210> 128
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 128

Gln Asn Ala Gln Arg Val Trp Asp Leu Leu Ile Arg Thr Trp Val Tyr

1 5 10

Pro Gln

<210> 129
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 129

Gly Trp Asn Glu Ala Trp Trp Asp Glu Leu Thr Lys Ile Trp Val Leu
1 5 10 15

Glu Gln

<210> 130
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

172

15



10

15

20

25

30

ES 2527471 T3

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 130

Arg Ile Thr Cys Asp Thr Trp Asp Ser Leu Ile Lys Lys Cys Val Pro
1 5 . 10 ] 15

Gln Ser

<210> 131
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 131

Gly Ala Ile Met Gln Phe Trp Asp Ser Leu Thr Lys Thr Trp Lgu Arg
1 5 10 15

Gln Ser

<210> 132
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 132
Trp Leu His Ser Gly Trp Trp Asp Pro Leu Thr Lys His Trp Leu Gln
1 5 10 15

Lys Val

<210> 133
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 133
éet Glu Trp Phe Phe Trp Phe Asp Pro Leu Thr Arg Ala Gln Leu Lys
1 5 10 15 .

Phe Arg

<210> 134
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 134
Gly val Trp Phe Trp Trp Phe Asp Pro Leu Thr Lys Gln Trp Thr Gln
1 5 10 15

Ala Gly
<210> 135
<213>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 135
Met Gln Cys Lys Gly Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Lys Trp Cys Vasl Thr
1 5 10 1

Asn Gly
<210> 136
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 136

Leu Trp Ser Lys Glu Vval Trp Asp Ile Leu Thr Lys Ser Trp val Ser
1 5 10 15
Gln Ala
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<210> 137
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 137

Lys Ala Ala Gly Trp Trp Phe Asp Trp Leu Thr Lys Val Trp V;l Pro
1 5 10 1

Ala Pro

<210> 138
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacion de TALL-1 preferibles

<400> 138
Ala Tyr Gln Thr .Trp Phe Trp Asp Ser Leu Thr Arg Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15

Thr Thr

<210> 139
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 139
Ser Gly Gln His Phe Trp Trp Asp Leu Leu Thr Arg Ser Trp Thr Pro
1 5 10 15
Ser Thr
<210> 140
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<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 140

Leu Gly Val Gly Gln Lys Trp Asp Pro Leu Thr Lys Gln Trp Val Ser
1 5 10 15

Arg Gly
<210> 141
<213>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 141
val Gly Lys Met Cys Gln Trp Asp Pro Leu Ile Lys Arg Thr Val Cys
1 5 10 15

val Gly

<210> 142
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 142

Cys Arg Gln Gly Ala Lys Phe Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Leu Leu
1 5 10 15

Gly Arg

<210> 143
<213> 18
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 143

Gly Gln Ala Ile Arg His Trp Asp Val Leu Thr Lys Gln Trp Val Asp
1 5 10 15

Ser Gln

<210> 144
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 144

Arg Gly Pro Cys Gly Ser Trp Asp Leu Leu Thr Lys His Cys Leu Asp
1 5 10 15

Ser Gln

<210> 145
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 145
Trp Gln Trp Lys Gln Gln Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Met Val Trp
1 5 ' 10 15

val Gly

<210> 146
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 146 °

Pro Ile Thr Ile Cys Arg Lys Asp Leu Leu Thr Lys Gln Val val Cys
1 5 10 .15

Leu Asp

<210> 147
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 147

Lys Thr Cys Asn Gly Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Leu Gln

1 5 10 15
Gln Ala

<210> 148
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
<400> 148
Ii,ys Cys Leu Lys gly Lys Trp Asp Leu ;.gu Thr Lys Gln Cys \{21 Thr
Glu Val

<210> 149

<213>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 149

Arg Cys Trp Asn Gly Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys i;e His
1 5 10

Pro Trp

<210> 150
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 150

Asn Arg Asp Met Arg Lys Trp Asp Pro Leu Ile Lys Gln Trp I;e‘Val
1 . 5 10 1

Arg Pro

<210> 151
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 151
Gln Ala Ala Ala Ala Thr Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Leu Val
1 5 10 15

Pro Pro

<210> 152
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 152
Pro Glu Gly Gly Pro Lys Trp Asp Pro Leu Thr Lys Gln Phe Leu Pro
1 5 10 15

Pro Val

<210> 152
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 152

Pro Glu Gly Gly Pro Lys Trp Asp Pro Leu Thr Lys Gln Phe Leu Pro
1 5 10 15

Pro Val

<210> 153
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 1S3
Gln Thr Pro Gln Lys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Phe Thr
1 5 10 15

Arg Asn

<210> 154
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 154
Ile Gly Ser Pro Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Met Ile Cys
1 5 10 15
Gln Thr
<210> 155
<213>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 155
Cys Thr Ala Ala Gly Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Ile Gln
1 5 10 15

Glu Lys
<210> 156
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 156
val Ser Gln Cys Met Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Lgu Gln
1 5 . 10 . 1

Gly Trp

<210> 157
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 157

Val Trp Gly Thr Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Tyr Leu Pro
1 S 10 15

Pro Gln

<210> 158
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 158
Gly Trp Trp Glu Met Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Tyr Arg
1 5 10 15

Pro Gln

<210> 159
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
<400> 159

Thr Ala Gln Val Ser Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Leu Pro
1 5 10 15

Leu Ala
<210> 160
<213> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 160

Gln Leu Trp Gly Thr Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Tyr Ile Gln
1 5 10 15

Ile Met

<210> 161
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<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 161
Trp Ala Thr Ser Gln Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Gln
1 5 10 15

Asn Met

<210> 162
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 162

Gln Arg Gln Cys Ala Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Val Leu
1 -1 10 15

Phe Tyr
<210> 163
<213>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 163

Lys Thr Thr Asp Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Arg Ile Cys
1 5 10 15

Gln Val

<210> 164
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
<400> 164
Leu Leu Cys Gln (s;ly Lys Trp Asp Leu li.gu Thr Lys Gln Cys ?:u Lys
1

Leu Arg

<210> 165
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 165
Leu Met Trp Phe Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Leu Val Pro
1 S 10 15

Thr Phe

<210> 166
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
<400> 166
Gln Thr Trp Ala Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Ile qu

1 5 10 15

Pro Met

<210> 167
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 167

Asn Lys Glu Leu Leu Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Arg Gly
1 S 10 15

Arg Ser

<210> 168
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 168

Gly Gln' Lys Asp Leu Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Tyr \{gl Arg
1 5 10

Gln Ser

<210> 169
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 169

Pro Lys ‘Pro Cys Gln Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Lgu Gly
1 5 10 1

Ser Val

<210> 170
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 170

Gly Gln Ile Gly Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp
1 5 10 :

Thr Arg

<210> 171
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
val Trp Leu Asp Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Ile His

1 5 10 15

Pro Gln

<210> 172
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 172

Gln Glu Trp Glu Tyr Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Gly Trp
1 5 10 15

Leu Arg

<210> 173
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 173

His Trp Asp Ser Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Val Val
1 5 10 15

Gln Ala

186
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<210> 174
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 174

Thr Arg Pro Leu Gln Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp ri.gu Arg
1 5 10
val Gly

<210> 175

<213> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 175

Ser Asp Gln Trp Gln Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp ll’}ge Trp
1 5 10

Asp Val

<210> 176
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 176
Gln Gln Thr Phe Met Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Ile Arg
1 5 10 15

.Arg His

<210> 177

<213>18
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 177
Gln Gly Glu Cys Arg Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Phe Pro
1 5 10 15

Gly Gln

<210> 178
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 178
Gly Gln Met Gly Trp Arg Trp Asp Pro Leu Ile Lys Met Cys Leu Gly
1 5 10 15

Pro Ser

<210> 179
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 179
Gln Leu Asp Gly Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Lys Val Cys
1 5 10 15

Ile Pro

<210> 180
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220~
188



10

15

20

25

ES 2527471 T3

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 180

His Gly Tyr Trp Gln Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Trp Vgl §er
1 5 10 1

ser Glu

<210> 181
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 181

His Gln Gly Gln Cys Gly Trp Asp Leu Leu Thr Arg Ile Tyr igu Pro
1 ' 5 10

Cys His

<210> 182
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

- <400> 182
Leu His Lys Ala Cys Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Cys Trp Pro
1 5 10 15
Met Gln

<210> 183
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 183
Gly Pro Pro Gly Ser Val Trp Asp Leu Leu Thr Lys Ile Trp Ile Gln
1 5 10 15

Thr Gly

<210> 184
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 184

Ile Thr Gln Asp Trp Arg Phe Asp Thr Leu Thr Arg Leu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Leu Arg

<210> 185
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 185

Gln Gly Gly Phe Ala Ala Trp Asp Val Leu Thr Lys Met Trp Ile Thr

val Pro

<210> 186
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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Gly His Gly Thr Pro Trp Trp Asp Ala Leu Thr Arg Ile Trp Ile Leu

1 5

Gly val

<210> 187
<213> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2527471 T3

10

<223> Dominios de modulacion de TALL-1 preferibles

<400> 187

15

val Trp Pro Trp Gln Lys Trp Asp Leu Leu Thr Lys Gln Phe Val Phe

1 5

Gln Asp
<210> 188
<213>19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10 15

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles

<400> 188

Trp Gln Gln Trp Ser Trp Lys Trp Asp Leu Leu Thr Arg Gln Tyr Ile

1 5
Ser Ser Ser
<210> 189
<213> 882
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Dominios de modulacién de TALL-1 preferibles
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<400> 189
atgcttccag

teccggttetg
catatgctgc
ggtggaggcg
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgage
agcgacatcg
ccteecgtge
agcaggtggce

cactacacgc

<210> 190
<213> 23
<212> PRT

gctgcaagtg

ctactggtgg

cgggttgtaa
gtggggtcga
cgtcagtectt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccyg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa

agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador preferible

<400> 190

Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly

1

5

ES 2527471 T3

ggatcttett
ttcecggetce
atgggacctg
caaaactcac
cectcetteecee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttetca

ctcecetgtet

attaagcaat
accgcaagct
ctgatcaaac
acatgtccac
ccaaaaccca
gacgtgagcce
cataatgcea
gtcctcaceg
aacaaagccce
gaaccacagg
ctgacctgcce
gggcagccgg
ttcctectaca
tgctcegtga

ccgggtaaat

10

Ser Gly Ser Ala Thr Gly Met

<210> 191
<213> 23
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

192

gggtaﬁgcga
ctggttcagg
agtgggtttg
cttgtccage
aggacaccct
acgaagacce
agacaaagcc
Ecctgcacca
tcccagecece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgagge

aa

15

tccacttgga
cagtgcgact
tgacccgcetg
tcecggaacte
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
ggccccatcc
cttectatcecc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

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

882



10

15

20

25

ES 2527471 T3

<220>

<223> Enlazador preferible

©<400> 191

Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr Gly Ser
20

<210> 192
<213> 46
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador preferible

<400> 192

Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr His Met Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser
20 25 30

Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr His Met
35 40 45
<210> 193
<213> 23
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador preferible

<220>

<221>misc_feature

<222> (22)..(23)

<223> X en (Pos 22) es independientemente un residuo hidréfobo o basico, y

X en (Pos 23) es independientemente un residuo hidréfobo.
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<400> 193
Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr Xaa Xaa
20

<210> 191
<213> 23
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador preferible

<220>
<221>misc_feature

<222> (22, 23, 45 y)..(46)

<223> X en (Pos 22) y (pos 45) son, cada uno de ellos independientemente, residuos hidréfobos o basicos, y

X en (Pos 23) y (Pos 46) son, cada uno de ellos independientemente, residuos hidréfobos.

<400> 194

Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly
1 5 10 15

Ser Gly Ser Ala Thr Xaa Xaa Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gly Gly Ser
20 25 30

Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr Xaa Xaa
35 40 45

<210> 195

<213> 38

<212> PRT

<213> Humano

<400> 195

Met Arg Arg Gly Pro Arg Ser Leu Arg Gly Arg Asp Ala Pro Val Pro
1 5 10 15

Thr Pro Cys Val Pro Thr Glu Cys Tyr Asp Leu Leu Val Arg Lys Cys
20 25 30

val Asp Cys Arg Leu Leu
35

<210> 196
<213> 23
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<212> PRT

<213> Humano

<400> 196
Thr Ile Cys Asn His Gln Ser Gln Arg Thr Cys Ala Ala Phe Cys Arg
1 S 10 15

Ser Leu Ser Cys Arg Lys Glu Gln Gly Lys Phe Tyr Asp His Leu Leu
20 25 30

Arg Asp Cys Ile Ser Cys Ala Ser Ile
35 40

<210>197

<213>42

<212> PRT

<213> Humano
<400> 197
Phe Val Ser Pro Ser Gln Glu Ile Arg Gly Arg Phe Arg Arg Met Leu

1 5 10 15

Gln Met Ala Gly Gln Cys Ser Gln Asn Glu Tyr Phe Asp Ser Leu Leu
20 25 30

His Ala Cys Ile Pro Cys Gln Leu Arg Cys
35 40
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2.Una

donde:

3. Una

donde:

ES 2527471 T3

REIVINDICACIONES

composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la férmula
b'b?b>Cb°b°Db®Lb %" 'b™?b b Cb b b8 (SEC. ID. N.: 104)

b’ y b2, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
b*esD, QoE;

b® es un residuo de aminoacido;

b®es Wo Y;

b® es un residuo de aminoacido;

b es T;

b" esKo R;

b'2 y b13, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;

b esVo Ly

b16, b'” y b18, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente.

composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la formula

c'c’c’ce’De’Le’e’c e Pc e Ce '’ e (SEC. ID. N.°: 105)

c1, c? y 03, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
¢® es un residuo de aminoacido;

¢’ es un residuo de aminoacido;

ces T;

c®esKo R;

¢! y 012, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;

cPes I,LoV;

¢ es un residuo de aminoacido;

¢'® es un residuo de aminoacido;

c7esAo Ly

¢'® es un residuo de aminoacido o esta ausente.

composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la formula
d'd?d*Cd°d®d’'WDd"°Ld"%d"*d"*Cd"°d"’d"® (SEC. ID. N.°: 106)

d1, d? y d3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
d5, d® y d7, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;

d%esTo l;

d"™ es un residuo de aminoacido;

d" es un residuo de aminoacido; y

d16, a" y d18, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente.
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4. Una composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la formula
e'e’e®ce’e®e’De’Le''Ke'*Ce™%e™®e e (SEC. ID. N.°: 107)
donde:
e1, e? y e3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
e5, e6, e7, egy e13, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;
e"esTo Iy

e15, e16, e'’ y e18, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente.

5. Una composicién objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la férmula
9'9’g’Cg’PFg®Wg'°Cg'?g"g™ (SEC. ID. N.°: 101)
donde:
g1 y 93, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
92 es G;
g5 es W;
98 es P;
g10 es E;
912 es un residuo de aminoacido;
913 es un residuo basico; y

g14 es un residuo de aminoacido o esta ausente.

6. Una composicion objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la féormula
h'h?h*CWh°h"WGh'Ch'?h"®h™ (SEC. ID. N.°: 102)
donde:
h1, h? y h3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
h®es un residuo hidréfobo;
h” es un residuo hidréfobo;
h' es un residuo hidréfobo acido o polar; y

h12, h' y h14, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente.

7. La composicion objeto de la reivindicacion 6, donde:
h'es G;
h® es A;
h” es un residuo hidréfobo neutro; y

h'® es un residuo acido.

8. Una composicién objeto del presente que comprende una secuencia de aminoacidos de la férmula
i'ZPCi%E %% "% (SEC. ID. N.°: 103)
donde:
i' esta ausente o es un residuo de aminoacido;

i2 es residuo W;
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i® es un residuo de aminoacido;
i5, i6, ie i8, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;
i° es un residuo acido;

i"%es un residuo de aminoacido;

12 .13
el

i , cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido; y

i' es residuo W.

9. Una composicion objeto del presente que tiene la férmula
(XDarV'-(X)s
y multimeros de la misma, donde:

V1 es una molécula que evita la degradacion y/o aumenta la vida media, reduce la toxicidad, reduce la
inmunogenicidad, o aumenta la actividad biolégica de una proteina terapéutica;

X"y X? se seleccionan, cada uno de ellos independientemente, de entre -(L'). -P’, (L") -P"-(L?)¢ P?, -(L")c -
P, - (L)arP?(L%)eP?, (L") -P", ~(LA)a -P*(L%)e PP, (L) -PY,

uno o varios de P1, PZ, p? y p* comprenden, cada uno de ellos independientemente, una secuencia seleccionada de

20

25

30

35

40

entre

donde

a'a’a’CDa’La’a’a'’Ca'?a™a' (SEC. ID. N.°: 100),
b'b?b>Cb°b°Db®Lb %" 'b™b b Cb b "b'® (SEC. ID. N.°: 104),
c'c’c’ce’De’Lc’ec e e Ce '’ e (SEC. ID. N.°: 105),
d'd?d*Cd®d®d’'WDd"°Ld"%d"*d"*Cd"°d""d"® (SEC. ID. N.°: 106),
e'e?e®ce’e®e’De’Le''Ke'*Ce™e’%e' e (SEC. ID. N.2: 107),
9'9°g’Cg’PFg®Wg'°Cg'?g"*g™ (SEC. ID. N.°: 101),
h'h?h*CWh°h"WGh'Ch'?h"®h™ (SEC. ID. N.°: 102) y
i'ZPCi%E %% °Ci %" (SEC. ID. N.°: 103)

a1, a2y a3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
a® es un residuo de aminoacido;

a® es un residuo bésico o hidréfobo;

a® es treonilo o isoleucilo;

a'® es un residuo de aminoacido;

a'? es un residuo hidréfobo neutro;

a” y a14, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
b’ y b2, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
b® es un residuo acido o de amida;

b® es un residuo de aminoacido;

b® es un residuo aromatico;

b® es un residuo de aminoacido;

bPesTo l;

b"" es un residuo basico;

b'2 y b13, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;

b' es un residuo hidréfobo neutro;

b16, b'” y b18, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;

c1, c? y 03, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
198
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¢® es un residuo de aminoacido;

¢’ es un residuo de aminoacido;

cesTo l;

¢' es un residuo basico;

¢! y 012, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;

¢' es un residuo hidréfobo neutro;

¢ es un residuo de aminoacido;

¢'® es un residuo de aminoacido;

¢'” es un residuo hidréfobo neutro;

¢'® es un residuo de aminodcido o esta ausente;

d1, d? y d3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
d5, d® y d7, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;

d'® es un residuo de aminoacido;

d?esTo l;

d"™ es un residuo de aminoacido;

d16, a" y d18, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente.
e1, e? y e3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
e5, e6, e7, e® y e13, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;
e"esTo l;

e15, e16, e'’ y e18, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
g1, 92 y 93, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
g5 es un residuo hidréfobo neutro;

98 es un residuo hidréfobo neutro;

g10 es un residuo acido;

912 y 913, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido; y

g14 es un residuo de aminoacido o esta ausente.

h1, h? y h3, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
h® es un residuo hidréfobo;

h” es un residuo hidréfobo;

h' es un residuo hidréfobo acido o polar;

h12, h' y h14, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido o esta ausente;
i' esta ausente o es un residuo de aminoacido;

i2 es un residuo hidréfobo neutro;

i® es un residuo de aminoacido;

i5, i6, ie i8, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido;
i° es un residuo acido;

i'° es un residuo de aminoacido;

12 .3
1 el

, cada uno de ellos independientemente, es un residuo de aminoacido; y
i'* es un residuo hidréfobo neutro;
L1, L2, L® y L* son cada uno de ellos independientemente, enlazadores; y

a, b, ¢, d, ey f son, cada uno de ellos independientemente, 0 0 1, siempre que al menosunodeaob
sea 1.
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10. La composicién objeto de la reivindicacion 9 de la férmula
P (L")e-P*(L?)s-V'".

11. La composicion objeto de la reivindicacion 9 de la férmula
V'-(L")e-P"(L?)e-P%.

12. La composicién objeto de la reivindicacion 9, donde V' es un dominio Fc.

13. La composicion objeto de la reivindicacion 9, donde V' es un dominio Fc de IgG.

14. La composicion objeto de la reivindicacion 9, donde V' es un dominio Fc de IgGl.

15. La composicién objeto de la reivindicacion 9, donde V' comprende la secuencia de SEC. ID. N.°: 2.

16. La composicion objeto de la reivindicacion 9, donde:
a’ es un residuo basico.
b®es D, QW o E;
b®es W o Y;
b" esKo R;
b™esVo L;
c®esKo R;
c13esl, LoV;y

c"esAolL.
17. La composicion objeto de la reivindicacion 9, donde L? es mayor que 5 aminoacidos.

18. La composicién objeto de la reivindicacion 17, donde L? se selecciona de entre
GSGSATGGSGSTASSGSGSATX'X? (SEC. ID. N.°: 193)
y
GSGSATGGSGSTASSGSGSATX X*GSGSATGGSGSTASSGSGSATX X! (SEC. ID. N.°: 194)

donde x’ y X son, cada uno de ellos independientemente, un residuo basico o hidréfobo y X2 y x* son, cada uno de
ellos independientemente, un residuo hidréfobo.

19. La composicién objeto de la reivindicacion 17, donde L? se selecciona de entre
GSGSATGGSGSTASSGSGSATH (SEC. ID. N.°: 59),
GSGSATGGSGSTASSGSGSATGM (SEC. ID. N.°: 190),
GSGSATGGSGSTASSGSGSATGS (SEC. ID. N.°: 191),y
GSGSATGGSGSTASSGSGSATHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATHM (SEC. ID. N.°: 192).

20. La composicion objeto de la reivindicacion 9 que comprende una secuencia seleccionada de la tabla 2 (SEC. ID.
N.°: 29-39, 60-70 y 126-188).
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21. La composicion objeto de la reivindicacion 9 que comprende una secuencia seleccionada de la tabla 4 (SEC. ID.
N.°: 44-55).

22. Un ADN que codifica una composicion objeto de la reivindicacion 9.

23. Un vector de expresion que comprende el ADN de la reivindicacion 22.

24. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 23.

25. La célula de la reivindicacion 24, donde la célula es una célula de E. coli.

26. Una composicion objeto de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 para el uso en un método de
tratamiento de una enfermedad autoinmune mediada por células B, que comprende la administracion de dicha
composicion.

27. Una composicion objeto de la reivindicacion 26 para el uso en un método de tratamiento del lupus, que
comprende la administracion de dicha composicion.

28. Una composicion objeto de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 para el uso en un método de
tratamiento de un cancer mediado por células B, que comprende la administracion de dicha composicion.

29. Una composicion objeto de la reivindicacion 28 para el uso en un método de tratamiento de linfoma de células B,
que comprende la administracion de dicha composicion.
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FIG. 3

ATGGACAAAACTCACACA’I‘G’I‘CCAC CT’I‘GTCCAGCTCCGGMC’I‘CC'ICGGGGGACCGNA

Bt e ittt Ty 3 o mmnm - oo o e mcem——d

TACC'I‘GT’I‘T‘I‘GAGTG'PGTACAGGTGGAACAGG'ICGAGGCCT’I’GAGGACCCCCCTGGCAGT
M D K THTTOCUPPCUPAZPTEULTLGTGT?®PS
GTCTTCCTCTTCCCCCCARAAACCCAAGGACACCCTCATGATC TCCCGGACCCCTGAGGTC
CAGAAGOAGAAGEGOa T IGaa T ICC IO TCOaAGTACTAGAGOCOTOOGEACTOCRE
VPLFPPKPKDTLMISRTPEV
ACA'I‘GCG’I’GG'I‘GG'N;GACG'I‘GAGCCACGAAGACCCNAGGTCMGT’PCAACTGG’I‘ACGN
DO TACGCACC ACCACCTaC ACTCOa a0 T I TORaACTOCAG T TCARG T IGACCATGCAS
T C VV VDV S HEDUZPEVI KT PNWYUV
GACGGCG'I’GGAGGNCATAANCCAAGACMAGCCMGGAGGAGCAGTMGC&CG

.................. Shemmee ———— -+
C TGCCGCACCTCCACGTATTACGGTTCNTTTCGGCGCCCTCCNGMTGTMTCGTGC

DGVEVHNAKTKPREBQYNST

TAC CGTGNGTCAGCGTCCTCACCGNCTGCAC&GGAC’DGGCTGMNGCAAGGAGTAC
.................. e mr b ma e — b ————
A’IGGCACACCAGTCGCAGGAG'I'GGCAGGACGTGG'ICUIGACCGACTTACCGT‘I‘CCTCA’IG

YRVVSVLTVLHQDWLNGKBY
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATOGAGAAAACCATCTCOCAAAGCC
mcé%mmmmé&emmmcrmmrm
K C KV S NKALUPAEPTIZEIZKTTI S KA

AAAGGGCAGCCCCGAGAAOCACAGGTGTACACCCIGCCCCCA’!‘CCCGGGATGAGCTGACC

-+ - -
i - - -

TMCCCGTCGGGGCTCTNGTGNCACANTGGGACGGGMTAGGGCCCTACIOGACNG
K G Q PR EUPGQVY L PP S RDELT
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTANCCAGCGACANGOCGTG
............ e

TTCTTGGTCCAGTCGGACTGGACGGACCAGTTTCCGAAGATAGGGTCGCNTRGC&CAC
K NQ V s L T CULVKGUVP Y P S DI AV

GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTRCAAGACCACGCCTCCCGNCW

- ———— -

CTCACCCTCTCGTTACCCGTCGGCCTCTNT’BGANWNCGGAGGGCAGGACCN

E W BE 8 NG Q P ENNVYI KTTUP P VLD
TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACMG&GCAGGWAGCAG
S D GS F FL Y S KL TVDIZ K S URWAOQAQ
‘GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAG
COCTIGCAGARGAG TACTAGOCAC TAC A TR ACG T TGO TOA TG IGCGTCTTE
GG NV F Ss C s VMHEMA ALHNUBHYTOQQK

AGCCTC'I‘C%’.['GTCTCGGGG‘I‘MA

§ L S L § P G K
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FIG. 4A

1) AGP3-8-~1l-a
NdeIl

I
TATGCCGGGTACTTCTTTCCCGTTCCCGTGGGAATGCACTCACGCTGGTGGAGGCGGT

--------- D et T e T T e e a1

1
GGCCCATGAACAAAGGGCAAGGGCACCCTTACGTGAGTGCGACCACCTCCGCCA
a M P G T CPF P F P W ECTH AGTGG G -
Sall
|
GGGG
6l ~—--meem-e 69
CCCCAGCT
a G VvV D -

- 2) AGP3-8-2-a
Ndel

I
TATGTGGGGTGCTTGTTGGCCGTTCCCGTGGGAATGTTTCAAAGAAGGTGGAGGCGGT

1l e Frm——————— R Ftommmm——— $ommmm———— trmmmm———— + 60
ACACCCCACGAACRACCGGCAAGGGCACCCTTACARAGTTTCTTCCACCTCCGCCA

M WG ACWUPT FUPWETGCTPI KETGG GGG
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FIG. 4B
3) AGP3-8-4-a

Ndel
I
TATGGTTCCGTTCTGTGACCTGCTGACTAAACACTGTTTCGAAGCTGGTGGAGGCGGT
1 coemmmee R et it R R PO + 60
ACCAAGGCAAGACACTGGACGACTGATTTGTGACAAAGCTTCGACCACCTCCGCCA

a M V P F C DL LTI XKMHUCU FEW A AGTGTGG -
Salx
I
GGGG
6l - 69
CCCCAGCT
a G VD -

4) AGP3-12-4-a
November 6, 2000 12:53 ..

NdeI
I
TATGGGTTCTCGTTGTAAATACAAATGGGACGTTCTGACTAAACAGTGTTTCCACCAC
1l e o —————— L alalartad o e ———— P —————— + 60
ACCCAAGAGCAACATTTATGTTTACCCTGCAAGACTGATTTGTCACAAAGGTGGTG

a M G S R C K ¥ K WDVL T KQCVFHBH -
Sall
|
GGTGGAGGCGGTGCGGG
(3 R —— o +- 81
LCCACCTCCGCCACCCCAGCT
a G G G G G Vv D -
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FIG. 4C

S) AGP3-12-3-a
NdeI
K
TATGCTGCCGGGTTGTAAATGGGACCTGCTGATCAAACAGTGEGTTTGTGACCCGCTG
1l ~omeeeo o R ettt it T et L el + 60
ACGACGGCCCAACATTTACCCTGGACGACTAGTTTIGTCACCCARAACACTGGGCGAC

a M L P GC KW DUL L I KQWUWVCDU&PL -
Sall
I
GGTGGAGGCGGTGGGGE
6l -—~-——--m- B T TR +- 81
CCACCTCCGCCACCCCAGCT
a G GG G G V D -

6) AGP3-12-5-a -
NdeI
|
TATGTCTGCTGACTGTTACTTCGACATCCTGACTAAATCTGACGTTIGTACTTCTTCT
1l ~—ceemeee brmmm————— orm—————— 2 ettt fmmmm—ea R + 60
ACAGACGACTGACAATGAAGCTGTAGGACTGATTTAGACTGCAAACATGAAGAAGA

a M S A D CY F DI L TIX S DUV C TS S -
Salrl
I
GGTGGAGGCGGETGGGG
6l = e +- 81
CCACCTCCGCCACCCCAGCT
a G 6 G G G V D -
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FIG. 4D

7) AGP3-12-8-a
Ndel
' .
TATGTCTGACGACTGTATGTACGACCAGCTGACTCGTATGTTCATCTGTTCTAACCTG
l e Fomm—————— tormm—mm——— D doomemma em————— + 60
ACAGACTGCTGACATACATGCTGGTCGACTGAGCATACAAGTAGACAAGATTGGAC

a M S DDCNMYUDO QLTI RMTPTICGCSNTEL -
Sall
|
GGTGGAGGCGGTGGGE
6l ---v-eue- tomm—eem— =+~ B1
CCACCTCCGCCACCCCAGCT
a G 66 GGV D -

8) AGP3-12-9-a
Ndel
|
TATGGACCTGAACTGTAAATACGACGAACTGACTTACAAAGAATGGTGTCAGTTCAAC
1l e e o —————— tmmm e ——— tom—————— e ——————— + 60
ACCTGGACTTGACATTTATGCTGCTTGACTGAATGTTTCTTACCACAGTCAAGTTG

a M DL NCI XK Y DEL TYJKE EWTZ CI QUPFN -
Salrx
|
GGTGGAGGCGGTGGGG
6l ~=-v—e——- fmmm—————— +- 81
CCACCTCCGCCACCCCAGCT
a G G G G G V D -
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FIG. 4E

9) AGP3-12-10-a
Ndel
-
TATGTTCCACGACTGTAAATACGACCTGCTGACTCGTCAGATGGTTTGTCACGGTCTG
R ettt b D bt B el L ettt + 60
ACAAGGTGCTGACATTTATGCTGGACGACTGAGCAGTCTACCAAACAGTGCCAGAC

a M FP H DCK Y DL L T™RQ MUV CHGL -
Salx
|
GGTGCGAGGCGGTGGGG
R R e $ommmm e +~ 81
CCACCTCCGCCACCCCAGCT -
a G G G G G v D -

10) aGP3-12-11-a
Ndel

]

TATGCGTAACCACTGTTTCTGGGACCACCTGCTGAAACAGGACATCTGTCCGTCTCCG
l -~ i O et o ——————— tm———m————— mm——————— + 60

ACGCATTGGTGACAAAGACCCTGGTGGACGACTTTGTCCTGTAGACAGGCAGAGGC

a M R N HCP WD HULILEKQDTITZCTP s P -
Sall
|
GGTGGAGGCGGTGGGG
6l -~ e ———— +- 81
CCACCTCCGCCACCCCAGCT
a G 6 6 GG VD -
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FIG. 4F

11) AGP3-12-14-a

Ndel

TATGGCTAACCAGTGTTGGTGGGACTCTCTGCTGAAAAAAAACGTTTGTGAATTCTTC
l commcceee tommer e e e r e b ——— tormmc e pmm e ————— + 60
ACCGATTGGTCACAACCACCCTGAGAGACGACTTTTTTTTGCAAACACTTAAGAAG

a M A N Q €C W W D S L L K K NV CEVF F -
Salr
GGTGGAGGCEGTGGGE
6l —~r—-e-- tomg o +- 81
CCACC?CGGCCACCCCAQCT
a G GG G G V D -

12)  AGP3 Consensus
NdeI
LATGT@CCACGACTGCAAATGGGACCTGCTGACCAAACAGTGGGTTTGCCACGGTCTG
L ATACAAGe TR ISR AT T T TR OO ARACGGTGCCAGAS
a M F H D CKWDIL LTI XK QW VYV CH GG L -
SalIl
GGTGGAGGCGGTGGGGE .
6l ~~—mem—m o ————— +- 81
CCACCTCCGCCACCCCAGCT

a G GG G G VD -
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FIG. 5A

HOORHMY

GATCAGCAGTCCCCGGAACATCGTAGCTGACGCCTTCGCGTTGCTCAGTTGTCCAACCCC
_________ [ U S S PSPPI SIS PP WP PIPRPE S 1 |
CTAGTCGTCAGGGGCCTTGTAGCATCGACTGCGGARAGCGCAACGAGTCAACAGGTTGGGG

GGAAACGGGAAAAAGCAAGTTTTCCCCGCTCCCGGCGTTTCAATAACTGAAAACCATACT

--------- S e ittt I ¥4
CCTTTGCCCTTTTTCGTTCAAAAGGGGCGAGGGCCGCAAAGTTATTGACTTTTGGTATGA

------------------------------------------------------ + 180 -

=35 -10
------ Promoter (PCOPB) —--—=——-mmmrcmmcmc e e e
GATCTTCGTCACAATTCTCAAGTCGCTGATTTCAAAAAACTGTAGTAECCTCTGCGAAAC

------------------------------------------------------ + 240
CTAGAAGCAGTGTTAAGAGTTCAGCGACTAAAGTTTTTTGACATCATAGGAGACGCTTTG
-—>

mRNA start

GAmCCCTGTTTGAGTATTGAGGAGGCGAGATGTCGCAGACAGAAAATGCAGTGACTTCCT 300
...................................................... +
CTAGGGACAAACTCATAACTCCTCCGCTCTACAGCGTCTGTCTTTTACGTCACTGAAGGA
M S Q ™ EN A VT S S -
--- copB protein --->

CATTGAGTCAAAAGCGGTTTGTGCGCAGAGGTAAGCCTATGACTGACTCTGAGAAACAAA 360
--------- s T -+- B e et 3
GTAACTCAGTTTTCGCCAAACACGCGTCTCCATTCGGATACTGACTGAGACTCTTTGTTT

L S Q K RF VRRGIKUPMTD S E K Q M-

TGGCCGTTGTTGCAAGAAAACGTCTTACACACAAAGAGATAAAAGTTTTTGTCAAAAA 420
--------------------------------------------- $mmem—mm e}
AGCGGCAACAACGTTCTTTTGCAGAATGTGTGTTTCTCTATTTTCAAAAACAGTTTTTAG

A V V A RK RILTHI KETIIXKXKVFYV K N P -

s

c

a

I
CTCTGAAGGATCTCATGGTTGAGTACTGCGAGAGAGAGGGGATAACACAGGCTCAGTTCG 480
______________________________________________________ +
GAGACTTCCTAGAGTACCAACTCATGACGCTCTCTCTCCCCTATTGTGTCCGAGTCAAGC

L K DL MV ETYTCERTEGTITUQAUQF V-
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FIG. 5B

-~=~ Promoter (PrepA) ---=-—-- >
| -- copB binding site --|
TTGAGAAAATCATCAAAGATGAACTGCAAAGACTGGATATACTAAAGTAAAGACTTTACT
--------- L it e e bl et el D et L Y Rt L LT e -1 1)
AACTCTTTTAGTAGTTTCTACTTGACGTTTCTGACCTATATGATTTCATTTCTGAAATGA
E K I I KD EUL Q R L DI UL K *

-10
TTGTGGCGTAGCATGCTAGATTACTGATCGTTTAAGGAATTTIGTGGCTGGCCACGCCGT
--------- D e Tt SR RS WINICIUNPIRIRISNY {1
AACACCGCATCGTACGATCTAATGACTAGCAAATTCCTTAAAACACCGACCGETGCGGCA

) : ]-- mRNA -->
D
Br
md
nl
Iz |gmemm e e -
AAGGTGGCAAGGAACTGGTTCTGATGTGGATTTACAGGAGGCAGAAAAGCAAAAACCCCG

--------- e et et L L LS LY PP ET ST ET T 3110

TTCCACCGTTCCTTGACCAAGACTACACCTAAATGTCCTCGGTCTTTRCGTTTTTGGGGC :
M W I Y R S Q K S KNUPD-
--~ copT {(ORF) --->

------- COPA RNAL —==c oo e ccm e ccmc e ccc e e e n -
ATAATCTTCTTCAACTTTTGCGAGTACGAAAAGATTACCGGGGCCCACTTAAACCGTATA
--------------------------- PR SRR, Y,
TATTAGAAGAAGTTGAAAACGCTCATGCTTTTCTAATGGOCCCGGGTGAATTTGGCATAT

N L L QLLRTVZ RTEKTDTYT RTGT?PTULIZ KTPTY S-

| .
GCCAACAATTCAGCTATGCGGGGAGTATAGTTATAQGCGCGGAAAAGTTCAAGACTTCTT 0
--------------------------------------------- s A |
CGGTTGTTAAGTCGATACGCCCCTCATATCAATATACGGGCCTTTTCAAGTTCTGAAGAA

Q Q F S Y A G 8§ I VICUPUEI KU FI KT S F -

TCTGTGCTCGCTCCTTCTGCGCATTGTAAGTGCAGGATGGTGTGACTGATCTTCACCAAA

------------------------------------------------------ + 840
AGACACGAGCGAGGAAGAGGCGTAACATTCACGTCCTACCACACTGACT&GAAGTGGTTT
C A RS PF CAL ¢~ M T DL HQ T-

--- repAl protein ~-->

HMHHH® HDO

CGTATTACCGCCAGGTAAAGAACCCGAATCCGG?GTTTACACCGCGTGAAGGTGCAGGAA 900
------------------------------------ Fommccccec et

GCATAATGGCGGTCCATTTCTTGGGCTTAGGCCACAAATGTGGGGCACTTCCHCG?CCTT
Y YR Q V KNUPNUPVF T PRUEGAGT-

CGCTGAAGTTCTGCGAAAAACTGATGGAAAAGGCGGTGGGCTTCACTTGCCGTTTTGATT 960
______________________________________________________ +

GCGACTTCAAGACGCTTTTTGACTACCTﬂTﬁCCGGCACCCGAAGTGAAGGGCAAAACTAA
L K F CEKVLMEI KA AV GV F TSRV F D F -

212



961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

ES 2527471 T3

FIG. 5C

Horroe o

TCGCCATTCATGTGGCGCACGCCCGTTCGCGTGATCTGCGTCGCCGTATGCCACCAGTGC
------------------ D Dttt U
AGCGGTAAGTACACCGCGTGCGGGCAAGCGCACTAGACGCAGCGGCATACGGTGGTCACG

A I H V A H A R S RDULIRIZRIZRMUZPUPUV L

TGCGTCGTCGGGCTATTGATGCGCTCTTGCAGGGGCTGTGTTTCCACTATGACGCGCTGG

__________________ D ATt S U I WSS §

ACGCAGCAGCCCGATAACTACGCGAGAACGTCCCCGACACAAAGGTGATACTGGGCGACC
R RR AI DA AILULAGQGLTCT FHYDUZPTLA

CCAACCGCGTCCAGTGCTCCATCACCACGCTGGCCATTGAGTGCGGACTGGCEACGGAGT
--------- R T Lt T N p——
GGTTGGCGCAGGTCACGAGGTAGTGGTGCGACCGGTAACTCACGCCTGACCGCTGCCTCA

N RV QC S I TT TULWAUIUET CGUL - ATTE S

HMHKMOQP

CTGCTGCCGGAAAACTCTCCATCACCCGTGCCACCCGTGCCCTGACGTTCCTGTCAGAGC

GACGACGGCCTTTTGAGAGGTAGTGGGCACGGTGGGCACGGGACTGCAAGGACAGTCTCG
A A G KL S I T™RATWRA AL TUPUL S-E L

ﬂmmmﬂmmwxwmummmmwmmmamxmwmGmuxwmmmxmmm
------------------ T L T .l
ACCCTGACTAATGGATGGTCTGCCTTATACTGGGCGAATAGCCCACGATGTAAGGCTGGC

¢ L I T Y QTEYDUPULI GCUYI P T D

ATATCACGTTCACATCTGCACTGTTTGCTGCCCTCGATGTATCAGAGGAGGCAGTGGCCG
--------- S S SIS Sy SO RO
'mmmﬂxmmﬁnmwmﬂnummmxmxmxmcmmmrnmuxcmummx

I T F TS AL P AALDV S EEA AUV AA

CCGCGCGCCGCAGCCGTGTGGTATGGGAAAACAAACAACGCAAAAAGCAGGGGCTGGATA
------------------------------------ O S
GGCGCGGGGCGTCGGCACACCATACCCTTTTGTTTGTTGCGTTTTTCGTCCGCGACCTAT

A R R S R VYV V WEWNIKUGQRIKI KOQGILDT

CCCTGGGCATGGATGAACTGATAGCGAAAGCCTGGCGTTTTGTTCGTGAGGGTTTTCGCA
------------------------------------ O N
GGGACCCGTACCTACTTGACTATCGCTTTCGGACCGCAAAACAAGCACTCGCAAAAGCGT

L G M DETIL I AUXKAWTRUPFVIRIETRTFR RS

HHEMDY

GTTATCAGACAGAGCTTAAGTCCCGTGGAATAAAGCGTGCCCGTGCGCGTCGTGATGCGG

o i e e e e e e e e e e e W o W o o o o o e o e e e e e e

CAATAGTCTGTCTCGAATTCAGGGCACCTTATTTCGCACGGGCACGCGCAGCACTACGCC
Y Q T E L R S R G I KRAURARUIRDAD
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FIG. 5D

ACAGGGAACGTCAGGATATTGTCACCCTGGTGAAACGGCAGCTGACGCGCGAAATGGCGG
--------- R et Ly N R

TGTCCCTTGCAGTCCTATAACAGTGGGACCACTTTGCCGTCGACTGCGCGCTTTAGCGCC
R E R QDTIUVTLV KZRQLTU RETIA AE

AAGGGCGCTTCACTGCCAATCGTGAGGCGGTAARACGCGAAGTTGAGCGTCGTCTCAAGS
--------- Fommm e c et e e f e m e c b ————

- TTCCCGCGAAGTGACGGTTAGCACTCCGCCATTTTGCGCTTCAACTCGCAGCACACTTCC

G R F TANUZREA AV KR RETVEU RT RTUVYVIKE

AGCGCATGATTCTGTCACGTAACCGTAATTACAGCCGGCTGGCCACAGCTTCCCCCTGAA

--------- B ettt ST S S Y

TCGCGTACTAAGACAGTGCATTGGCATTAATGTCGGCCGACCGGTGTCGAAGGGGGACTT
R M I L S R N R NVY S R L A T A S.p *

AGTGACCTCCTCTGAATAATCCGGCCTGCGCCGGAGGCTTCCGCACGTC TGAAGCCCGAC
--------- R i i Dl T SIS
TCACTGGAGGAGACTTATTAGGCCGGACGCGGCCTCCGAAGGCGTGCAGACTTCGEGCTG

HX MY

AGCGCACAAAARATCAGCACCACATACAAAAAACAACCTCATCATCCAGCTTCTGGTGCA
--------- Bt T SRR SRS NS SS S SR W PR FY
TCGCGTGTTTTTTAGTCGTGGTGTATGTTTTTTGTTGGAGTAGTAGGTCGAAGACCACGT

TCCGGCCCCCCCTGTTTTCGATACAAAACACGCCTCACAGACGGGGAATTTTGCTTATCC
--------------------------- M R PO

AGGCCGGGGGGGACAAAAGCTATGTTTTGTGCGGRGTGTCTGCCGCTTAAAACGAATAGG

| e Ori —eeccmcmcccccmc e
ACATTAAACTGCAAGGGACTTCCCCATAAGGTTACARCCGTTCATGTCATAAAGCGCCAT
--------- Y U S
TGTAATTTGACGTTCCCTGAAGGGGTATTCCAATGTTGGCAAGTACAGTATTTCGCGGTA

CCGCCAGCGTTACAGGGTGCAATGTATCTTTTAAACACCTGTTTATATCTCCITTARAACT
--------- B S LT Ty Nper WS UM YRS X
GGCGGTCGCAATGTCCCACGTTACATAGAAAATTTGTGGACAAATATAGRGGAAATTTGA

: |
ACTTAATTACATTCATTTAAAAAGAAAACCTATTCACTGCCTGTCCTTGGACAGACAGAT
------------------ e UM SR

TGAATTAATGTAAGTAAATTTTTCTTTTGGATAAGTGACGGACAGGAACCTGTC?GTCTA

ATGCACC'I‘CCCACCGCAAGCGGCGGGCCGCTACCGGAGCCGCTTTAG‘I‘TACAACAC’I’CAG
------------------ il t T PENU I PRIy 2 PP
TACGTGGAGGGTGGCGTTCGCCGCCCGGGGATGGCCTCGGCGAAANAAIGTTGPGAGTC
M HL PP QA AGPY R.SRPF S Y NTAQ

--- repA4 protein ---> |===--

ACACAACCACCAGAAAAAGCCCGGTCCAGCGCAGAACTGAAACCACAAKGGCCCTGCCTC

TGTGTTGGTGGTCTTTTTGGGGCCAGGTCGCGTCTTGACTTTGGTGTTTCGGGGRGGGAG
T Q P P E K PR S S A EL K P Q S P S L

ATAACTGAAAAGCGGCCCGGGCCCGGTCCGAAGGGCCGGAACRGAGTCGCTTTTAATTAT

TATTGACTTTTCGCCGGGGCGGGGCCAGGCTTCCQGGCCTTGTCTCAGCGAAAATTAATA
I T E KRPRUPGPI KGR RNUSRVYVATFNY
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FIG. 5E

GAATGTTGTAACTACTTCATCATCGCTGTCAGTCTTCTCGCTGGAAGTTCTCAGTACACG
--------- T s Y Sy S S §
CTTACAACATTGATGAAGTAGTAGCGACAGTCAGAAGAGCGACCTTCAAGAGTCATGTGC
E.C C N Y F I I AV SL L A G S S Q¢YTrT

BS
gf
1i
II

/
CTCGTAAGCGGCCCTGACGGCCCGCTAACGCGGAGAT%CGCCCCGACTTCGGGTAAACCC
--------- tormmm e rmmcerre e e cd e m e ce e b m——————
GAGCATTCGCCGGGACTGCCGGGCGATTGCGCCTCTATGCGGGGCTGAAGCCCATTTGGG
L VvV §$ G P DG PL TRU R Y AUPT S G R P

TCGTCGGGACéACTCCGACCGCGCACAGAAGCTCTCTCATGGCTGAAAGCGGGTATGGTC
--------- T T S T Lo TupmE——r'Y
AGCAGCCCTGGTGAGGCTGGCGCGTGTCTTCGAGAGAGTACCGACTTTCGCCCATACCAG
S §S G P L R P RTEATUL S WL K AGMUV

TGGCAGGGCTGGGCGATGGGTAAGGTCGAAATCTATCAATCAGTACCGGCTTACGCCGGGCT
--------- e N s T T T e
ACCGTCCCGACCCCTACCCATTCCACTTTAGATAGTTAGTCATGGCCGAATGCGGCCCGA
W Q G W G W V R ¥+

HHM R

TCGGCGGTTTTACTCCTGTTTCATATATGAAACAACAGGTCAGCGCCTTCCATGGCGCTG
AGCCGCCAAAATGAGGACAAAGTATATACTTTGTTGTCCAGTGGCGGAHGGTAGGGCGAC

HEHGrT bW

ATGCGGCATATCCTGGTAACGATATCTGAATTGTTATACATGTGTATATACGTGGTAATG
--------- P OO PO OIS SERSREREYSE S &

TACGCCGTATAGGACCATTGCTATAGACTTAACAATATGTACACATATATGCACCATTAC
ACAAAAATAGGACAAGTTAAAAATTTACAGGCGN“HﬂUMKBﬂHCAAACACGTAATCAAT
PO T TR OO TG IO AN T T AN TG TOCOCTAC T T ACTARG TG TOCATTAGTTA
ATCGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGAECATGCAGCCGG
TRGCCCCCACCCGCTTCTTGAGGTCGTACTCTAGGGGCGCGACCTCCTRGTAGGTCGGCC

‘CGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAAT
--------- I FONE R S R SRR

GCAGGGCCTTTTGCTAAGGCTTCGGGTTGGARAGTATCTTCCGCCGCCACCTTAGCTTTA
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FIG. 5F

<o nZ
(LN

CTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCA
GAGCACTACCGTCCAACCCGCAGCGAACCAGCCAGTAAAGCTTGGGGTCTCAGGGCGAGT

GAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACC

2821 ce—cmemmmbemm e T et D et LD DD DD bl Dbl et +

CTTCTTGAGCAGTTCTTCCGCTATCTTCCGCTACGCGACGCTTAGCCCTCGCCGCTATGG

*+ P P E DL LRYUPF ATIRIOQSUDUPA AN ATIG
<--- APHII protein [kanamycin resistance gene) ---

GTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGT
YT Rt SRR S +
CATTTCGTGCTCCTTCGCCAGTCGGGTAAGCGGCGGTTCGAGARGTCGTTATAGTGCCCA

Y L VL F RDAWETG GG GTLTETEHA ATIDTRT

AGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCBCAGTCGATGAATCC
1Y s R ittt e S SO +
TCGGTTGCGATACAGGACTATCGCCAGGCGGTGTGGGTCGGCCGGTGTCAGCT%CTTAGG
AL A I D Q Y R DAYV GLURGTCDTIUZPG

AGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGAGTCACGAC
3001 —ommommeedemcm e meabem—————— o mm e b oo e

TCT’I"I"I‘CGCCGGTAAAAGGTGGTACTATAAGCC GTTCG'ICCGTAGOGGTAC‘ICAGTGC‘I‘G

S F RGNZEVMTINTEPTLTC CADGHTUVYV

GAGATCCTCGCCGTCGGGCAT!GCGCGCC'I'{’GAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAG
3061 mmmcmommmdmm e —mcabmmmmmm e m o m o m b — = e = e +
CTCTAGGAGCGGCAGCCCGTACGCGCGGAACTCGGACCGCTTGTCAAGCCGACCGCGCTC

L D EG D PM R AIKUDLRMA ATFUL E A P A L

CCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACG
3121 ~-----e-- L T e bt AN +
GGGGACTACGAGAAGCAGGTCTAGTAGGACTAGCTGTTCTGGCCGAAGGTAGGCTCATGC

G Q HEEDLDUDAG QDU VULSGAE M R TR

TGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGAICAAGCGT
P -3 R R R SRS L +
ACGAGCGAGCTACGCTACAAAGCGAACCACCAGCTTACCCGTCCATCGGCCTAGTTCGCA
ARETITZRTBHTEKA AGQEHT DT F. PCTA AZPUDTLT

ATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGA
Y WO +
TACGTCGGCGGCGTAACGTAGTCGGTACTACCTATGAAAGAGCGGTCCTGGTTCCACTCT
HL RRMAD AMTISV VI KEA AZPATLHS

TGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGT
3301 mmememeedommmmm e e m e mm e m e mm o m— e m m e mmmm ==

mmmcmwamcmsccammmmamccmmcm

S LLDQGZPVETSGTELTZELLWDRGAET

GACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCGGTCGTGGCCAGCCACGATAGGCGCGC
3361 mommommembomecmmmm b — b — e

CTGTTGCAGCTCGTGTCGAGGCGTTCCTTGCGGGCAGCACGGGTCGGTGCTATCGGCGCG

VVDLVAACTZPYVGTTA AZLMWSTULRA

TGCCTCGTCCTGCAATTCATTCAGGACACCGGACAGGECGGTCTTGACAAAAAGAACCGG

342] mcmcmccccfmemmmmmmebmmmmmmm e fmm— mmmmmm o= = o m oo
ACGGAGCAGGACGT‘I‘AAGTAAG’I‘CCTGTGGCC‘I‘GTCCAGCCAGAACTGWPTTC’ITGGCC
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FIG. 5G

A'E D QL ENULVGSTLDTU KV VT FTLUVFP
GCGCCCC'I‘GCGC'I‘GACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTG’PGC

CGCGGGGACGCGACTGTCGGCCTTGTGCCGCCGTAGTCTCGTCGGCTAACAGAC;;E;EG'
R G QA SLRVFVAADSCTGTITOQAOQA-A

B

a

1
CCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCG?GCAATCCAQC
GGTCAGTATCGGCTTATCGGAGAGGTGGGTTCGCCGGCCTCTTGGACGCACGTTAGGTAG
W D Y G F L REV WA AUP S GAUH.L GD

TTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCTGATCTTGATCCCCTGCG

AACAAGTTAGTACGCTTTGCTAGGAGTAGGACAGAGAACTAGACTAGAACTAGGGGACGC
Q E I M

<-- APHII (kanamycin resistance) protein --)

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

<==- MRNA APHIL =-=| = ======
CCATCAGATCCTTGGCGGCAAGAAAGCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTT
--------- e T T T 4
GGTAGTCTAGGAACCGCCGTTCTTTCGGTAGGTCARATGAAACGTCOCGARGGGTTGGAA

-35
C————————- Promoter (APHII) -w=ec---c—-emem—=e--
ACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGTCCATAAAAGCGCCCAGTC
------------------ b Sttt fatatett L DL TL L LT LD o 4

TGGTCTCCCGCGGGGTCGACCGTTAAGGCCAAGCGAACGACAGGTATTTTGGCGGGTCAG-

TAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAAGCTACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTGCGTTTTC
--------- T LT T T Y

ATCGATAGCGGTACATTCGGGTGACGTTCGATGGACGARAGAGAAACGCGARCGCAARAG

CCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCGGGGTCAGCACCGTTTCTGGGGACT
--------- P S EPEEPP SRR PR atatatatat et tad
GGAACAGGTCTATCGGGTCATCGACTGTAAGTAGGCCCCAGTCGTGGCAAAGACGCCTGA

GGCTTTCTACGTGTTCCGCTTCCTTTAGCAGCCCTTGCGCCCTGAGTGCTTGCGGCAGCG

CCGAAAGATGCACAAGGCGAAGGAAATCGTCGGGAACGCGGGACTCACGAACGGGGTCGC

------ par locus -vreeememmrcem e —ccce———

TGAAGCTACATATAEGTGATCCGGGCAAATCGCTGAATATTCCTTTTGTCTCCGACCATC
--------- o - B e bttt

ACTTCGATGTATATACACTAGGCCCGTTTAGCGACTTATAAGGAAAACAGAGGCTGGTAG

B
<

g
I

------------------------ par loCus -=—ee--m——ecocme——o-oeeo-
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FIG. 5H

GTGAATGGGGGTAAATGGCACTACAGGCGCCTTTTATGGATTCATGCAAGGAAACTAGCC
------------------ T Lot T S MO

CACTTACCCCCATTTACCGTGATGTCCGCGGAAAATACCTAAGTACGTTCCTTTGATGGG

D ittt L Ly par loCUS -=~c-ccaccccanccrcercen———
ATAATACAAGAAAAGCCCGTCACGGGCTTCTCAGGGCGTT I TATGGCGGGTC TGCTATGT
--------- L et ettt atatede e D T L LR R R T T 3
TATTATGTTCTTTTCGGGCAGTGCCCGAAGAGTCCCGCAAAATACCGCCCAGACGATACA

------------------------ par lOoCUS ~=~-ecemccmecmccccccnmnncea
GGTGCTATCTGACTTTTTGCTGTTCAGCAGTTCCTGCCCTCTGATTTTCCAGTCTGACCA
————————— R et Sttt satabebabede Dl DL DL LD DL DD LR DD Dt
CCACGATAGACTGAAAAACGACAAGTCGTCAAGGACGGGAGACTAAAAGGTCAGACTGGT

------------------------ par loCusS =—=w=~—==--m—-ecoarccccnca
CTTCGGATTATCCCGTGACAGGTCATTCAGACTGGCTAATGCACCCAGTAAGGCAGCGGT
--------------------------- T s S et T 5
GAAGGCTAATAGGGCACTGTCCAGTAAGTCTGACCGATTACGTGGGTCATTCCGTCGCCA

N B

-] -]

i a

--------------------------------- ] I I
A’I’CA'I‘CAACAGGCTTACCCG’ICTTACTGTCGAAGACG’I‘GCGTAACGTA‘DGCATGG’IC‘ICC

T%GTAGTTGTCCGAATGGGCAGAATGACAGCTTCTGCACGCATTGCATACGTACCAGAGG

T1 hairpin

____________________ > C———
CCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACT
__________________ Pmmrmmm e p e ——— - - e e e e

GGTACGCTCTCATGCCTTGACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCTTTCTGA

|
GGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAA@CCGC

]
]
|
\
!
[}
f
|
I
l
1
1
[}
|
]
1
1
l
l
\
1
1
1
]
1
]
|
I
[}
[}
{
]
1
{
|
[
+
|
]
1
]
|
{
|
|
l
l
]
]
t
!
]
|
t
|
+

CCCGGAAAGCAAA?TAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCAECCTGTTTKGGCG
-- T1 stop -->

HOaAOBRKEY W0

CGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCGCGC
GCCCTCGCCTmAACTTGCAACGCTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGCGGGCG
T2 hairpxn

CATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGRCGGATGGCCTTTTTGCGT
--------- O e

GTATTTGACGGTCCGTAGTTTAATTCGTCTTCCGGTAGGAngGCTACCGGAAATACGCA
———— stop ~--->
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FIG. 51

MR P

s62 TTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGGACGTCGTACTTAAC
1 commcan—o K S —— e
AAGATGT’I‘TGAGAAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATACC 'I‘GCAGCATGAAT’IG

+
‘1
1
]
1
1
]
[}
]
]

+

TTTTAAAGTATGGGCAA’!‘CAATTGC‘ICCTGTTAAAA’I‘TGCTTTAGAAATACWTGGCAGC
4681 ~-ce----o tommmm e e e e L LR DL R
AAAATTTCATACCCGTTAGTTAACGAGGACAATTTTAACGABATCTTTATGAAACCGTCG
* S§ K F Y P CDTIA AGTTULTIA AI K SIS SOQHOC
| <=~~ luxR protein ---

+

GGTTTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGGAAAGTGACCGTGGGCTTAC
4741 -----cee- L L ettt R tommm———— e Lt +

CCAAACAACATAACTCAAAGTAAACGCGTAACCAATTTACCTTTCACTGGCACGCGAATG

R NTTTNILIKMOQA ANTIULHPFTUV TR RK

TACAGCCTAATATTTTTGAAATRTCCCAAGAGCTTTTTCCTTCGCATGCCCACGCTAAAC

ATGTCGGATTATAAAAACTTTATAGGGTTCTCGAAAAAGGAAGCGTAGGGGTGCGATTTG
§ C G L I K 8§ I D WS S KGUEZ CA AMWA AL

ATTCTTTTTCTCTTTTGGTTAAATCGTTGTTTGATTTATTATTTGCTATATTTATTTTTC

4861 ~---cm=w- trmmm————— o —————— Pmmmmmm——— tommmmr———— tom—m—————— +
TAAGAAAAAGAGAAAACCAATTTAGCAACAAACTAAATAATAAACGATATAAATAAAAAG
C E XK ERKTTULDNDNSI KINNA- ATINTIHIK

GATAATTATCAACTAGAGAAGGAACAA’H‘AA’PGGTATGTTCATACACGCA’I‘GTAAAAATA
492] ~mememmemdeccmccccm e emendommm—— e U YR +
CTA'I‘TAATAGTTGATC’I‘CT‘I‘CCTTGTTAATTACCATACAAGTATGTGCGTACA’I‘H"ITAT
R YNDVTILSUPVILPTINMTCAUHTLTF

B

s

m

I
AACTAECTATATAGTTGTCTTTCTCTGAATGTGCAAAACTAAGCATTCCGAAGCCATT%T
1L R e e R et DL LT e et +

TTGATAGATATATCAACAGAAAGEGACTTACACGTTTTGATTCGTAAGGCTTCGGTAATA
L §$ DI YNUDI KESUHA AP STLMGT FGN

TRGCAGTATGAATAGGGAAACTAAACCCAGTGATAAGACCTGATGATTTCGCT?CTTTAA
504l -~ecremenbcree e o —————— - ————— trm—m————e +

ATCGTCATACTTATCCCTTTGATTTGGGTCACTATTCTGGACTACTAAAGCGAKGAAAET

N AT H I P PF S PG TIULG S S KAZEK

TTACATTTGGAGATTTTTTATTTACAGCATTGTTTTCAAATATATTCCAATTAATCGGTG

5101 ---c-ce=- D et i t——— b —r e ——— tommm————— +
AATGTAAACCTCTAAAAAAI%AATGTCGTAACAAAAGTTTATATARGGTTAATTAGCCAC
I V N P S K KNV ANIDNUETFTINWNDNTITP

AATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTTTATTAAATTAGGGTCATCAT

5161 ---=e—uee e ettt o ———— tomm—————— trmmcm e ———— e +
TTACTAACCTCAATCTTATTAGATGATATCCTAGTATAAAATAATTTAATCGCAGTAGTA
S H N S N S ¥ pVvVviIiI?PDYVYI XK ILNA ADD
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FIG. 5J

AATATTGCCTCCATTTTTTAGGGTAATTATCCAGAATTGAAATATCAGATTTAACCATAG
5221 ~--mccerebmcmeeaa e e e ———— tmmmmn— e + 5280

TTATAACGGAGGTAAAAAATCCCATTAATAGGTCTTAACTTTATAGTCTAAATTGGTATC

¥y Y Q RW KI XK P Y NDU LTI S I DS U KUV M -

HE R 2

s281 AATGAGGATAAATGATCGCGAGTAAATAATATTCACAATGTACCATTTTAGTCATATCAG
------------------ e Rtk e e S oL L ey 3 V.11
TTACTCCTATTTACTAGCGCTCATTTATTATAAGTGTTACATGGTAAAATCAGTATAGTC
S H P Y I I A L L Y Y ECHVY M K T M D -

ATAAGCATTGATTAATATCATTATTGCTTCTACAGGCTTTAATTTTATTAATTATTCTGT
K N R T At Sttt Seb L DL L L ET TP + 5400

TATTCGTAACTAATT%KEGTAATAACGAAGATGTCCGAAATTAAAATAATTAATAAGACA

S L C Q NIUDIJNNSU RUCAZIKTII KNI NTITIHR -

AAGTGTCGTCGGCATTTATGTCTTTCATACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTC
5401 ~----m—eo L T e et et DL L LT o m e + 5460
TTCACAGCAGCCGTAAATACAGAAAGTATGGGTAGAGAAATAGGAATGGATAACAAACAG
Y T D D A NI D KM
<---~ luxR protein ---|

GCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATTAAAACGGTAATAGATTGACAI?TGATTCTAATAA

5461 —-cecm et e e e e + 5520
CGTTCAAAACGCACAATATATAGTAATTTTGCCATTATCTAACTGTAAACTAAGATTATT
<Cmv——- | <-==<] <==--| <---~ Promoter (luxPL) ---==-v--

luxR mRNA start sites

CRP Binding Site

5521 ~—cecemm——e Pomm—————— Pr—c—————— o ——— - e Frmm - —— + 5580

(o] B
----- Promoter (luxPR) ~---—--> 1 b
lux operator site |-35 | ) | -10 | a a
_____________________ ———— I

TAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTATAGTCGATTAATCGATTTGATT

558l —-emem—c——tecemaeeea tommmm————— T el e ittt + 5640
ATCCTAGCATGTCCAAATGCGTTCTTTTACCAAACAATATCAGCTAATTAGCTAAACTAA

| =--- 1209-85 -~cmvceeu-- > |-- mRNA start -->

Ndef
CTAGATTTGTTTTAACTAATTAAAGGAGGAATAACATATGATCGCTCCACCATGCACCAG_5700
1) A e e N Tt T T +
GATCTAAACAAAATTGATTAATTTCCTCCTTATTGTATACTAGCGAGGTGGTACGTGGTC

M I A PPCT S -
| -- RANK -->

TGAGAAGCATTATGAGCATCTGGGACGGTGCTGTAACAAAfGTGAACCAGGAAAGTACAT 5760
8701 —~ccmmmmed e rce e me e e ———-———— e ——— +
ACTCTTCGTAATACTCGTAGACCCTGCCACGACATTGTTTACACTTGGTCCTTTCATGTA

E XK HY EHL GRCUC CNU I KTGCEU®PGI KYM-
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FIG. 5K

GTCTTCTAAATGCACTACTACCTCTGACAGTGTATGTCTGCCCTGTGGCCCGGATGAATA
CAGAAGAT T ACTGATOATCOAGACTOTOACATACA GACOGEAC ACCOOOCCTACTTAT
SS KCTTTSDSVCLPCGTEPDE Y
CTTGGATAGCTGGAATGAAGAAGATAAATGCTTGCTGCATAAAGTTTGTGATACAGGCAA
AACCTATCGACCTTAC IO TICT AT T AC ARG CAC T AT TOARACACTATGTCCGTT
L DSWNTETETDTZKTCTLTULIHTEKTYT CTDTGK
' ApaLI
GGCCCTGG'I‘GGCCG'I‘GG'I‘CGCCGGCAACAG’I‘ACGACCCCCCGGCGCTGCGCGTGCACGGC
CCGEEACCACCEaCACCAGEGaCCaTTOTCATACTOOEECGCCECGACGOGCACETERCE
AL VAVVAGNSTTEPRERCACTA

KpnI

AcchSI

5941

TGGGTACCACTGGAGCCAGGACTGCGAGTGCTGCCGCCGCAACACCGAGTGCGCGCLCGREG
--------- T

ACCCATGGTGACCTCGGTCCTGACGCTCACGACGGCGGCGTTGTGGCTCACGCGCGGCCC

6001

6061

6121

6181

G Y HW S Q DCECCRIRNTETGCA AUPG

CCTGGGCGCCCAGCACCCGTTGCAGCTCAACAAGGACACAGTGTGCAAACCTTGCCTTGC
GGACCCGCGGGTCGTGGGCAACGTCGAGTTGTTCCTGTGTCACACGTTTGGAACGGAACG
L G A Q HPL QL NI KDTUVC CI KUPOCTULA
AGGCTACTTCTCTGATGCCTTTTCCTCCACGGACAAATGCAGACCCTGGACCAACTGTAC
POCGATGAAGAGACTACGGAARAGOAGOTOCC T TTTACGTCTGOGACC TGOTIGACATS
G Y F S DA VF S STDI KUCRU®PWTNICT
CTTCCITGGAAAGAGAGTAGAACATCATGGGACAGAGAAAICCGAEGTGGPPKIEGTTC
GAAGGAACCTTTCTCTCATCTTGTAGTACCCTGTCTCTTTEGGCTACACCAAACGTCAAG
F L GKXKRYV EHHGTEIZ KSDV YV C S 8§

Accl
Sall

TTCTCTGCCAGCTAGAAAACCACCAAATGAACCCCATGTTTACGTCGACAAAACTCACAC
------------------ O USRS &
AAGAGACGGTCGATCTTTTGGTGGTTTACTTGGGGTACAAAmGCAGCTGTTTTGAGTGTG

S L P AR K P PNUEUPHV Y VDI KTHT
<-- end RANK -~||--start Fc--->
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FIG. 5L

Q P ENNUZYKTTUP PV L D SDG S F F
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
SOAGA TG TC T TCaAG I GaCACCTa MO T S TOOACC S TeaTCCO T TGO AGARGASTA

L Y § KL TV DI KSURWOQQGNV VT F S TC

CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCC

6840

--------- O T S U R S "Y'

GAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGCTGATGTGCGTCTTCTCGGAGAGGGACAGAGE
S VM HE AL HNUBEHEYTT QK S L S L s P
BamHI

GGGTARAATAATGGATCCGCGGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAGCCCGAAAGGAAGCTGA
--------- s D e h o T USSR VR S S Y
CCCATTTATTACCTAGGCGCCTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCGGGCTTTCCTTCGACT

G K *
BlpIl
| T7 hairpin

______________ Cm—

GTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTEAACGGGT
--------------------------- it e 4

CAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCA

———

CTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACCGCTCTTCACGCTCTTCACGCGGATAAATA
-------- B el st LT S e

GAACTCCCCAAAAA?CGACTTTCCTCCTTGGCGAGAAGTGCGAGAAGTGCGCCTATTTAT
~T7 stop ~--->

toop ha;rpin

AGTAACGATCCGGTCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCRGAACGCTCG
--------- B S Uy U S . |
TCATTGCTAGGCCAGGTCATTACTGGAGTCTTGAGGTAGACCTARACAAGTCTTGCGAGC

toop hairpin

GTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCGCAGCAACTTGTCGCGCCAATCGAGCC
--------- VM OO U

CAACGGCGGCCCGCAAAAAATAACCACTCTTAGCGTCGTTGAACAGCGCGGTTAGCTCGG
-- toop stop -->|

ATGTGGTCGTCAACGACCCCCCATTCAAGAACAGCAAGCAGCATTGAGAACTTTGGAATC
------------------------------------ S S R

TACAGCAGCAGTTGCTGGGGGGTAAGTTCTTGTCGTTGGTCGTAACTCTTGAAACCTTAG

CAGTOCCTCTTGCACCTGCTGACCG
.................. +==~== 7285
GTCAGGGAGAAGGTGGACGACTGGC
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FIG. 6A
[&QLZ_!I.sticky end] 5 GCGTAACGTATGCATGGTCTCC-
(position #4358 in pAMG21) 3' TGCACGCATTGCATACGTACCAGAGG-

-CCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATARAACGAAAGGC TCAGTCGAAAGACT -
~GGTACGCTCTCATCCCTTGACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTCAGCTTTC TGA~

~GGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGC -
-CCCGGAAAGCAAAATAGACAACAAACAGCCACTTGCGAGAGGACTCATCCTGTTTAGGCG-

-CGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACACCCGC -
~GCCCTCGCCTAAACTTGCAACGCTTCGTTGCCGGGCCTCCCACCGCCCGTCCTGOGGGCG-

~CATRAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTITITGCGT -
~GTATTTGACGGTCCGTAGTTTAATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCA-

. Aatlr
-TTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGGACGTCGTACTTAAC-
-AAGATGTTTGAGAAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATACCTGCAGCATGAATTG -

-TTTTARAGTATGGGCAATCAATTGCTCCTGTTAAAATTGLC TTTAGAAATACTTTGGCAGC -
-AAAATTTCATACCCGTTAGTTAACGAGGACAATTTTAACGAAATCTTTATGAAACCGTCG-

-GGTTTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGCGAAAGTGACCGTGCGCTTAC-
-CCAAACAACATAACTCARAGTAAACGCGTAACCAATTTACCTTTCACTGGCACGCGAATG~

-TACAéCCTAATATmTGAMTANCCAAGAGCTMﬁCCTTCGCATGCCCACGCTMAC-
-ATGTCGGATTATAAAAACTTTATAGGGTTCTCGAAAAAGGAAGCGTACGGGTGCGATTTG~

-ATTCTTTTTCTCTTTIGGTTARAATCGTTGTT TGATTTATTATTTGCTATATTTATTTTTC ~
-TAAGAAAAAGAGAAAACCAATTTAGCAACAAACTAAATAATAAACGATATAAATAAAARG-

~GATAATTATCAACTAGAGAAGGAACAATTAATGGTATGTTCATACACGCATGTAARAATA-
-CTATTAATAGTTGATCTCTTCCTTGTTAATTACCATACAAGTATGTGCGTACATTTTTAT -

-AACTATCTATATAGTTGTCTTTCTCTGAATGTGCAAARACTAAGCATTCCGAAGCCATTAT-
-TTGATAGATATATCAACAGAAAGAGAC TTACACGTTTTGATTCGTAAGGCTTCGGTAATA~

-TAGCAGTATGAATAGGGARACTAAACCCAGTGATAAGACCTGATGATTTCGCTTCTTTAA~
~ATCGTCATACTTATCCCTTTGATTTGGGTCACTATTCTGGACTACTAAAGCGAAGAAATT-

~TTACATTTGGAGATTTTTTATTTACAGCATTG TTTTCAAATATATTCCAATTAATCGGTG-
~-AATGTAAACCTCTAAAAAATAAATGTCGTAACAAARGTTTATATAAGGTTAATTAGCCAC-

- AATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTT TATTAAATTAGCGTCATCAT -
~TTACTAACCTCAATCTTATTAGATGATATCCTAGTATAAAATAATTTAATCGCAGTAGTA-

- AATATTGCCTCCATTTTTTAGGG TARTTATCCAGARTTGAAATATCAGAT TTAACCATAG -
- PTATAACGGAGGTAAAAAATCCCATTAATAGGTCTTARCTTTATAGTCTAAATTGGTATC -

- AATGAGGATAAATGATCGCGAGTAAATAATATTCACAATGTACCATTTTAGTCATATCAG-
- TMTACTCCTATTTACTAGCGCTCATTTATTATARGTGTTACATGGTARAATCAGTATAGTC -

- ATAAGCATTGATTAATATCATTATTGCTTCTACAGGCTTTAATTTTATTAATTATTCTGT -
- TATTCGTAACTAATTATAGTAATAACGAAGATGTCCGAAATTARARTARTTAATAAGACA~

-~ AAGTGTCGTCGGCATTTATGTCTTTCATACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTC -
~TTCACAGCAGCCGTAAATACAGAAAGTATGGGTAGAGAAATAGGAATGGATAACARACAG-

-GCAAGT’I‘T’IGGGNTTATATATCATTAAAACGG’I‘MTMA‘I"I‘GACAM’I‘GATTC TAATAA-
-CGTTCAAAACGCACAATATATAGTAATTTIGCCATTATCTAACTGTARACTAAGATTATT -
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FIG. 6B

-ATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGARATACAATTGTTTAACATAAGTACCTG~
-TAACCTAAAAACAGTGTGATAATATAGCGAACTTTATGTTAACAAATTGTATTCATGGAC~

~TAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTATAGTCGATTAATCGATTTGATT ~
-ATCCTAGCATGTCCAAATGCGTTCTTTTACCAAACAATATCAGCTAATTAGCTAAACTAA~

-CTAGATTTGTTTTAACTAATTAAAGGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGA -
-GATCTAAACAAAATTGATTAATTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGCT -

SacIT.
-GCTCACTAGTGTCGACCTGCAGGGTACCATGGAAGCTTACTCGAGGATCCGCGGARAGAA -
-CGAGTGATCACAGCTGGACGTCCCATGGTACCTTCGAATGAGCTCCTAGGCGCCTITCTT -

-GAAGAAGAAGAAGAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT’I‘GGCTGCTGCCACCGC‘I‘GAGCAATA-
-CTTCTTCTTCTTCTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTAT -

-ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGG -
~-TGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAARAAAACGACTTTCCTCC -

-AACCGCTCTTCACGCTCTTCACGC 3° (SacII sticky end)
-TTGGCGAGAAGTGCGAGAAGTG 5 (position #5904 in pAMG21)
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FIG.7

pepticuerpo TALL-1 (ug/ml)
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FIG. 16A

BamHI
|
ATGCTTCCAGGCTGCAAGTGGGATCTTCTTATTAAGCAATGGGTATGCGATCCACTTGGA

———eemma S fmmmm————— dommmemme o dommmm———— P +
TACGAAGGTCC GACGTTCACCCTAGAARGAATAATTCGTTACCCATACGCTAGEGTGAACCT

M L°P G C K WDIULULIZKOQWUVCDUZPTUL G
TCCGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCCACCGCAAGC TCTGGTTCAGGCAGTGCGACT
--------- e e i Ty SIS
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FIG. 16B
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