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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-IL-3Ra. para su utilizacién en el tratamiento de un tumor de la sangre.
Campo técnico
La presente invencién se refiere a un anticuerpo contra la proteina IL-3Ra humana (por otro nombre;: CD123
humana). También se describen en la presente memoria un agente terapéutico y un agente de diagnostico para
tumores malignos mielociticos, particularmente leucemia mieloide aguda (AML), que comprende como principio
activo un anticuerpo anti-IL-3Ra. humana.

Antecedentes de lainvencion

Con respecto a tumor maligno:

Un tumor maligno (cancer) es la primera causa principal de muerte en Japén, y el nUmero de pacientes crece cada
afio, y se desea vivamente el desarrollo de un farmaco y un método terapéutico que tenga eficacia y seguridad
elevadas. Como la causa que forma un tumor maligno, estan una mutacion del ADN por radiacion, rayos
ultravioletas y diversas sustancias carcinogénicas. Los estudios sobre tumores malignos se han centrado en la
identificacion bioldgica molecular de estos cambios genéticos. Como resultado, se considera que la transformacion
tumorigénica es inducida por la acumulacién de un gran nimero de mutaciones, y similares. Se ha demostrado
mediante un modelo de estirpe celular y similar que algunas mutaciones decisivas estan conectadas directamente
con la transformacion tumorigénica. Con respecto a la leucemia como una de las enfermedades diana de la
invencion, se han identificado y clasificado muchas anormalidades cromosémicas. En muchos de los casos, se
encuentra translocacion del cromosoma, y en las principales translocaciones cromosémicas ya se han identificado
algunos genes asociados con la translocacién cromosémica. Analizando las funciones de los genes relacionados
con la translocacion, se ha encontrado que estos genes estan implicados en el inicio de la leucemia.

Con respecto a las células troncales cancerosas:

Por otro lado, desde hace tiempo, desde el punto de vista de la biologia celular, se ha propuesto la denominada
hip6tesis de células troncales cancerosas, que sefiala que la célula troncal es el origen de un tumor maligno similar
al tejido normal. La célula troncal se define como una célula que tiene capacidad de replicacion auténoma y
pluripotencia, y generalmente se divide aproximadamente en célula troncal totipotente y célula troncal tisular. Las
células troncales tisulares se originan a partir de tejidos y érganos especificos tales como el sistema sanguineo,
higado, sistema nervioso, y similar, y presentan una frecuencia extremadamente baja. Entre ellas, se ha estudiado
muy frecuentemente la célula troncal hematopoyética. Se ha dado a conocer que un sistema hematopoyético se
puede reconstruir durante un periodo de tiempo prolongado transplantando una célula troncal hematopoyética en un
raton en el que se destruyo6 el sistema hematopoyético mediante una dosis letal de irradiacion (documento 1 no de
patente). A diferencia de la célula troncal normal, los estudios sobre células troncales cancerosas se han retrasado
durante un periodo de tiempo prolongado puesto que no se pudo encontrar su naturaleza exacta. Sin embargo, se
ha identificado por primera vez una célula troncal cancerosa en leucemia mieloide aguda, en 1997 por Dick et al.
Después, se ha dado a conocer la presencia de células troncales cancerosas en diversos tumores malignos.
Resumiendo, las células troncales cancerosas estan presentes a una frecuencia de varios % o menos de todas las
células troncales tanto tumorales y raras como normales. Se considera que las células restantes que forman el
tumor son células precursoras tumorales en las que la capacidad de proliferacion esta limitada, o células tumorales.

Mediante estos informes, se mostré que existe una jerarquia incluso en el tumor similar al tejido normal, y la célula
troncal cancerosa que reside en este pico (origen) tiene una fuerte capacidad formadora de tumores.

Caracteristicas y problemas terapéuticos de células troncales cancerosas:

Resumiendo muchos informes, se considera que las células troncales cancerosas mantienen diversas
caracteristicas que poseen las células troncales normales. Los ejemplos de similitudes incluyen la rareza de las
células, un microentorno (nicho) en el que existe la célula, la expresion de un gen de multirresistencia, la detencién
del ciclo celular, y similares.

Particularmente, las caracteristicas de que expresan un grupo de genes de multirresistencia y de que estan en la
interfase del ciclo celular similar a células troncales normales podria convertirse en un problema terapéuticamente
enorme. Un gen de multirresistencia BCRP es una bomba que afecta a la eficacia del farmaco al eliminar diversos
agentes antitumorales fuera de las células, y se ha dado a conocer un método para recoger células troncales
haciendo uso de la actividad (documento 2 no de patente). Ademas, su presencia en la interfase del ciclo celular
bajo el estado de “detencion” (documento 3 no de patente) provoca una reduccion de la sensibilidad a muchos
agentes antitumorales y radiaciones que atacan el crecimiento celular rapido del cancer (documentos 4 y 5 no de
patente).
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Basandose en las caracteristicas anteriores, se considera que la célula troncal cancerosa que presenta resistencia a
la terapia es una causa de regeneracion tumoral.

Con respecto al farmaco diana molecular

Las tres vias principales de tratamiento de un tumor maligno incluyen la terapia con agentes antitumorales, la terapia
de radiacion y la extirpacion quirdrgica. El tumor de la sangre esta limitado a la terapia con agentes antitumorales y a
la terapia de radiacion, y como se describe en lo anterior, la célula troncal cancerosa puede tener una resistencia a
estos tratamientos. Otro problema es que los efectos secundarios son grandes, puesto que estos dos tratamientos
afectan a todo el cuerpo. Como medio para resolver este problema, es de esperar un farmaco diana molecular.
Tienen la posibilidad de reducir los efectos secundarios al presentar su eficacia farmacéutica solamente en la célula
gue expresa la molécula diana.

Los ejemplos de farmacos tipicos del farmaco diana molecular en el campo de enfermedades sanguineas incluyen
imatinib y rituximab. Imatinib se dirige contra un factor que provoca la leucemia, denominado Bcr-Abl, producido por
una anormalidad cromosémica (cromosoma de Filadelfia), que se observa en el 95% de los pacientes con CML.
Este es un farmaco de bajo peso molecular que induce el suicidio de células leucémicas al inhibir la funcion de Bcr-
Abl. Rituximab es un anticuerpo terapéutico que reconoce CD20 como una molécula de la superficie en una célula B,
y tiene un efecto antitumoral sobre un tumor maligno de célula B (linfoma no de Hodgkin y similar). Por otro lado, los
farmacos diana moleculares para AML son pocos, y solamente hay un agente gemtuzumabozogamicina (Mylotarg)
en el que un antibiético, calicheamicina, estd enlazado a un anticuerpo monoclonal para CD33, conocido como un
antigeno de la superficie celular de AML. Sin embargo, actualmente el uso de Mylotarg esta limitado debido a su
fuerte toxicidad, que se considera derivada de la calicheamicina, ademas del problema de que el intervalo
terapéutico es estrecho. Basandose en lo expuesto anteriormente, se puede afirmar que el descubrimiento de un
nuevo gen diana y el desarrollo de un agente terapéutico para éste son invenciones importantes que conducen
directamente a la posibilidad de terapia y expansion de las elecciones de la terapia.

Como la realizacion de fArmacos diana moleculares, se han estudiado y desarrollado diversas sustancias tales como
un anticuerpo terapéutico y un farmaco de bajo peso molecular, asi como un farmaco peptidico, una preparacion
proteica biolégica tal como citocina, un ARNpi, aptdmero, y similar. Cuando se usa un anticuerpo como agente
terapéutico, debido a su especificidad, es util en el tratamiento de patologias en las que la célula trastornada expresa
un antigeno especifico. El anticuerpo se une a una proteina que se expresa sobre la superficie celular como su
antigeno, y actla eficazmente al unirse a la célula. El anticuerpo tiene una caracteristica de una semivida
prolongada en la sangre y una elevada especificidad por su antigeno, y también es notablemente util como agente
antitumoral. Por ejemplo, cuando un anticuerpo se dirige a un antigeno especifico de tumor, se puede esperar que el
anticuerpo administrado se acumule en el tumor y ataque de ese modo a la célula tumoral via la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) y la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). Ademas, al unir
una sustancia radioactiva, una sustancia citotoxica y similar a un anticuerpo, es posible transferir eficientemente un
agente a la parte tumoral y permitir de ese modo que actle sobre ella. Al mismo tiempo, puede disminuir la cantidad
del agente dirigido a otros tejidos no especificos, y también se puede esperar una reduccién de efectos secundarios.
Se puede esperar la inhibicion del crecimiento tumoral o la regresion del tumor al administrar un anticuerpo que tiene
actividad agonista cuando un antigeno especifico de tumor tiene una actividad para inducir la muerte celular, o al
administrar un anticuerpo que tiene actividad de neutralizaciéon cuando un antigeno especifico de tumor esta
relacionado con el crecimiento y supervivencia de las células. Debido a las caracteristicas anteriores, se considera
que los anticuerpos son adecuados en la aplicacién como agentes antitumorales.

Con respecto a los anticuerpos terapéuticos:

En la preparacion de anticuerpo original, se us6 un ratdn como el animal a inmunizar. Sin embargo, el uso de
anticuerpos de ratdon como farmacos esta limitado debido a un gran nimero de razones. Un anticuerpo de ratén
puede ser reconocido como una sustancia extrafia en el cuerpo humano, induciendo la denominada respuesta de
“anticuerpo anti-ratén humano”, a saber, “HAMA” (documento 6 no de patente). Ademas, la regiéon Fc del anticuerpo
de ratdn no es eficaz para el ataque sobre células enfermas via el complemento humano o células inmunitarias
humanas.

Como uno de los enfoques para evitar tales problemas, se ha desarrollado un anticuerpo quimérico (documentos 1y
2 de patente). El anticuerpo quimérico contiene partes de anticuerpos derivadas de dos o mas especies (region
variable de anticuerpo de raton, regién constante de anticuerpo humano, y similar). Un punto ventajoso de tal
anticuerpo quimérico es que mantiene las caracteristicas del anticuerpo de ratén pero puede activar el complemento
humano o células inmunitarias humanas, ya que tiene Fc humana. Sin embargo, es conocido que tal anticuerpo
quimérico todavia induce la respuesta de “anticuerpo humano anti-quimérico”, a saber, “HACA” (documento 7 no de
patente).

Ademas, se ha desarrollado un anticuerpo recombinante en el que solamente se sustituyeron las regiones
determinantes de la complementariedad (“CDR”) de una parte de un anticuerpo (documentos 3 y 4 de patente).
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Mediante el uso de una técnica de injerto de CDR, se obtiene un anticuerpo que comprende una CDR de ratén y una
region estructural variable humana y una regién constante humana, el denominado “anticuerpo humanizado”
(documento 8 no de patente). Ademas, mediante el uso de un ratén productor de anticuerpo humano, o mediante la
identificacion usando una biblioteca de anticuerpos humanos, se han proporcionado técnicas ampliamente utilizadas
también relacionadas con la preparacion de anticuerpos humanos completos (documentos 9 y 10 no de patente).

Con respecto a IL-3Ra:

La IL-3Ra es la cadena o del receptor de IL-3, pertenece a una familia de receptores de citocinas, y muestra una
afinidad débil por IL-3 como su ligando. Al formar un heterorreceptor con su cadena B (CD131, en lo sucesivo
denominado también como IL-3Rp), un receptor de IL-3 tiene una fuerte afinidad y transfiere una sefial, tal como
crecimiento, diferenciacion y similar, a una célula a través de la region intracelular de la cadena B. La cadena o del
receptor de IL-5y la cadena o del receptor de GM-CSF comparten en comun la cadena .

La IL-3Ra es una proteina membranica de tipo | de transmembrana de un solo paso, y se sabe, en base a la
secuencia, que en la region extramembrénica estan presentes un sitio de unién a IL-3 y un sitio de fibronectina tipo
lll. Se sabe que no hay ninguna estructura que pueda transferir una sefial en la region intramembranica. Aunque la
estructura tridimensional de IL-3Ra no se ha analizado todavia, se puede suponer que las estructuras de receptores
de citocinas son similares entre familias, puesto que la posicion del resto de cisteina que forma el enlace S-S
estructuralmente importante esta conservada en la mayoria de los casos. Entre los mismos receptores de citocinas,
se han analizado las estructuras cristalinas de la cadena o del receptor de IL-13, de la cadena o del receptor de IL-4,
y de la cadena a del receptor de GM-CSF. Basandose en la informacion de estas familias de receptores de
citocinas, se puede suponer que la regién extramembranica de IL-3Ra esta aproximadamente dividida en 3 dominios
(dominios A-B-C). Se sabe que un anticuerpo 7G3 que reconoce el dominio A de IL-3Ra humana bloquea la
sefializacion de IL-3 (documento 11 no de patente). Ademas, se ha dado a conocer la expresion de una molécula de
IL-3Ra deficiente en el dominio A (documento 12 no de patente), y como cuestion de rutina, un anticuerpo que
reconoce el dominio A no puede reconocer IL-3Ra deficiente en el dominio A. Adema4s, se considera que el dominio
C es la raiz de la molécula de IL-3Ra, y tiene una elevada posibilidad de inhibir tridimensionalmente la asociacién de
IL-3Rp con IL-3Ra.

La IL-3 es el Unico ligando que se conoce como ligando de IL-3Ra. IL-3 es un factor hematopoyético que se sabe
que acelera la formacién de colonias de los siguientes: eritrocito, megacariocito, neutréfilo, eosindfilo, baséfilo,
mastocito y célula del sistema monocitico. Se sabe que IL-3 también estimula una célula precursora que tiene
pluripotencia, pero se afirma bastante que IL-3 acelera una diferenciacion no de una célula troncal inmadura que
tiene capacidad de replicacion autbnoma sino de una célula precursora comprometida con la diferenciacion.

Es conocido que IL-3Ra esta relacionada con el crecimiento y diferenciacion de células mieloides al formar un
heterodimero con la cadena B y transferir de ese modo la sefializaciéon de IL-3 a la célula via la ruta de fosforilacion
de serinal/treonina. Se sabe que IL-3Ra esta expresada en células progenitoras de granulocitos-macréfagos (GMP) o
células progenitoras mieloides comunes (CMP) entre las células precursoras hematopoyéticas, e induce crecimiento
y diferenciacion en sistemas de neutréfilos y macrofagos via la sefializacion de IL-3. Por otro lado, se ha dado a
conocer que el progenitor megacariocitico-eritroide (MEP) que se presenta aguas abajo de CMP no expresa IL-3Ra,
a diferencia del GMP, que también esta presente aguas abajo.

Con respecto a células troncales de AML, Bonnet y Dick han dado a conocer que la célula troncal de AML esta
presente en la fraccién CD34 positiva CD38 negativa (referencia 13 no de patente). Ademas, comparando la misma
fraccion (CD34 positiva CD38 negativa) de la célula troncal normal, Jordan et al. han encontrado que IL-3Ra esta
muy expresada en la célula troncal de AML (referencia 14 no de patente). En la pluralidad de informes posteriores
(referencias 15 y 16 no de patente) también se ha dado a conocer un elevado potencial de IL-3Ra. como marcador
de no solo la célula troncal de AML sino también de célula troncal de leucemia. En el tratamiento de canceres que
incluyen leucemia, es importante que se eliminen solamente las células cancerosas sin lesionar tanto como sea
posible células normales, y se considera que esta diferencia en la expresion de IL-3Ra entre la célula troncal normal
y la célula troncal leucémica es util en el tratamiento dirigido a la célula troncal leucémica.

Con respecto a IL-3Rp que forma un heterodimero con IL-3Ra, no hay ningin informe que afirme que IL-3Rp esta
muy expresada en células troncales de leucemia, y también en el caso de una micromatriz en la que se compara de
hecho la expresion de ARNm en célula troncal de leucemia y célula troncal normal, IL-3RpB no esta identificada como
una molécula en la que su expresion esta incrementada en célula troncal de leucemia (referencia 17 no de patente).

Con respecto a IL-3Rp que forma un heterodimero con IL-3Ra, no hay ningin informe que afirme que IL-3Rp esta
muy expresada en célula troncal de leucemia, y también en el caso de una micromatriz en la que se compara de
hecho la expresion de ARNm en célula troncal de leucemia y célula troncal normal, IL-3RpB no se identifica como una
molécula cuya expresién esta incrementada en célula troncal de leucemia (referencia 18 no de patente).
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La presencia de una célula leucémica que depende de IL-3 es conocida desde hace tiempo, y los estudios antiguos
son estudios enfocados en un blastocito, que ocupa la mayoria de las células leucémicas. Segun los estudios
recientes sobre célula troncal leucémica, se afirma que la célula troncal leucémica adquiere resistencia a agentes
antitumorales al suprimir exhaustivamente su crecimiento. Ademas, se considera que un blastocito reactivo con IL-3
tiene una capacidad de proliferacion elevada, de manera que se supone que tal célula es eficaz en el tratamiento
general usando un agente antitumoral.

Como candidato del agente dirigido a un receptor de IL-3R, la propia IL-3 se administré durante mucho tiempo a
pacientes con insuficiencia hematopoyética, pero no dio resultado como farmaco. Esta en desarrollo un ensayo
clinico para una proteina de fusion en la que se afade la toxina diftérica a IL-3, apuntando a la leucemia como una
diana de la enfermedad. Con respecto a la IL-3 y la fusion de toxina diftérica-IL-3, éstas no son adecuadas como los
agentes dirigidos contra células en las que la expresion de IL-3Ra esta incrementada especificamente, puesto que
IL-3 se une fuertemente no a una proteina de IL-3Ra sola sino también a una heteroproteina de IL-3Ra y B3, debido a
las propiedades de IL-3. Por otro lado, como candidato de un agente dirigido contra IL-3Ra, se ha dado a conocer un
resultado de primera fase de un anticuerpo quimérico 7G3 de raton y humano anti-IL-3Ra (documento 19 no de
patente). Puesto que el anticuerpo quimérico 7G3 se usa con el objeto de bloquear la sefializacion de IL-3 como
mecanismo de terapia contra AML, éste no es un agente dirigido a eliminar células positivas para IL-3Ra. También,
aunque se conocen algunos otros anticuerpos anti-IL-3Ra (9F5 (Becton Dickinson), 6H6 (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY) y AC 145 (Miltenyi-Biotech)), éstos no tienen la capacidad para eliminar las células que
expresan de forma elevada IL-3Ra.

El documento 20 no de patente describe el anticuerpo monoclonal 7G3, que se une especificamente a la cadena de
IL-3Ra. El documento 5 de patente describe un anticuerpo monoclonal anti-cadena de IL-3Ra producido mediante la
estirpe celular de hibridoma designada 7G3. El documento 21 no de patente da a conocer un estudio de fase | que
usa CSL360, un mAb IgG1 quimérico recombinante derivado de 7G3.

Listado de citas

Documento de patente

Documento 1 de patente: Solicitud de Patente Publicada EP 120694
Documento 2 de patente: Solicitud de Patente Publicada n® 125023
Documento 3 de patente: Solicitud de Patente GB n°® GB2188638A
Documento 4 de patente: patente US n° 5.585.089

Documento 5 de patente: WO 97/24373

Documento no de patente

Documento 1 no de patente: Osawa M et al., Science. 273:2 42-5 (1996)
Documento 2 no de patente: Goodell MA et al., J Exp Med. 183: 1797-806 (1996)
Documento 3 no de patente: Yamazaki S et al., EMBO J. 25: 3515-23 (2006)
Documento 4 no de patente: Ishikawa F et al., Nat Biotechnol. 25:1315-21. (2007)
Documento 5 no de patente: Bao S et al., Nature. 444: 756-60 (2006)

Documento 6 no de patente: Schiff et al., Canc. Res., 45, 879-885 (1985)
Documento 7 no de patente: Bruggemann et al., J. Exp. Med., 170:2153-2157 (1989)
Documento 8 no de patente: Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988)
Documento 9 no de patente: Ishida | et al., Cloning Stem Cells. 4:91-102 (2002)
Documento 10 no de patente: Wu et al., J Mol Biol. 19:151-62 (1999)

Documento 11 no de patente: Sun et al., Blood, 87:83 (1996)

Documento 12 no de patente: Chen et al., J Biol Chem, 284: 5763(2009)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Documento 13 no de patente:
Documento 14 no de patente:
Documento 15 no de patente:
Documento 16 no de patente:
Documento 17 no de patente:
Documento 18 no de patente:
Documento 19 no de patente:
Documento 20 no de patente:

Documento 21 no de patente:

Sumario de lainvencién

Problemas técnicos

Un objetivo de la invencion es proporcionar un agente terapéutico que puede eliminar células troncales leucémicas
solas y que también apenas presente efectos adversos sobre células normales (muestra muy pocos efectos
secundarios). Especificamente, la presente invencidon proporciona un anticuerpo contra la cadena de IL-3Ra
humana, que no inhibe la sefializacién de IL-3, y que se une al dominio B de la cadena de IL-3Ra. humana pero no
se une al dominio C. También se describe en la presente memoria una composicion que comprende el anticuerpo, y
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un método terapéutico o método de deteccion que comprende el anticuerpo.

Solucién de problemas

La invencion se refiere a los siguientes (1) a (9).

(1) Un anticuerpo contra una cadena de IL-3Ra humana, que no inhibe la sefializacion de IL-3 que se une al
dominio B de la cadena de IL-3Ra humana pero no se une al dominio C de la cadena de IL-3Ra humana.

(2) ElI anticuerpo descrito en el (1) mencionado anteriormente, que tiene ademds citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) elevada.

(3) El anticuerpo descrito en el (1) o (2) mencionado anteriormente, en el que la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) elevada muestra una tasa de lisis especifica de 10% a una concentracién de
anticuerpo de 0,01 ug/ml, mediante un método de ensayo de ADCC sobre células Colon-26/hCD123 que usa
PBMC cultivadas con IL-2.

(4) El anticuerpo descrito en uno cualquiera de los (1) a (3) mencionados anteriormente, que comprende
secuencias de aminoacidos de CDR de cadena pesada y CDR de cadena ligera seleccionadas del grupo que
consiste en los siguientes (a) a (e):

(@) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID NOs: 113 a 115,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por
SEC ID NOs: 131 a 133, respectivamente,

(b) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID NOs: 116 a 118,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por
SEC ID NOs: 134 a 136, respectivamente,

(c) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID NOs: 119 a 121,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por
SEC ID NOs: 137 a 139, respectivamente,

(d) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs: 122
a 124, respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos
representadas por SEC ID NOs: 140 a 142, respectivamente,
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(e) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs: 125
a 127, respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos
representadas por SEC ID NOs: 143 a 145, respectivamente.

(5) El anticuerpo descrito en uno cualquiera de los (1) a (4) mencionados anteriormente, que comprende la
region variable de cadena pesada y la regién variable de cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste
en los siguientes (a) a (e):

(a) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q)
en la posicién 20 a serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 53,y
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de valina (V) en la
posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 55;

(b

~

una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q)
en la posicién 20 a serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 57, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de
valina (V) en la posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
59;

(c) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q)
en la posicion 20 a serina (S) en la posicion 139 en la secuencia de amino&cidos representada por SEC
ID NO: 61, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de
acido aspartico (D) en la posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de amino4cidos de
SEC ID NO: 63;

«

~

una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q)
en la posicion 20 a serina (S) en la posicion 139 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 65, y
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoécidos de acido aspartico
(D) en la posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 67;y

(e

~

una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q)
en la posicion 20 a serina (S) en la posicién 138 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 69, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de
acido aspartico (D) en la posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 71.

(6) Una composicion para uso en un método para prevenir o tratar un tumor de la sangre en el que una célula
gue expresa IL-3Ra se encuentra en la médula ésea o sangre periférica de un sujeto, que comprende el
anticuerpo anti-IL-3Ra descrito en uno cualquiera de (1) a (5) como principio activo.

(7) El anticuerpo anti-IL-3Ra. descrito en uno cualquiera de (1) a (5) para uso en un método para tratar un tumor
de la sangre en el que una célula que expresa IL-3Ra se encuentra en médula 6sea o sangre periférica.

(8) Uso del anticuerpo anti-IL-3Ra descrito en uno cualquiera de (1) a (5) para detectar un tumor de la sangre en
el que una célula que expresa IL-3Ra se encuentra en médula ésea o sangre periférica de una muestra
biolégica procedente de un sujeto.

(9) La composicién para uso como se describe en (6) o el anticuerpo anti-IL-3Ra para uso como se describe en
(7) o el uso como se describe en (8), en el que el tumor de la sangre es leucemia mieloide aguda (AML).

Efecto ventajoso de lainvencién

La invencién se refiere a un anticuerpo contra la cadena de IL-3Ra humana, que no inhibe la sefializacion de IL-3 y
que se une al dominio B de la cadena de IL-3Ra humana pero que no se une al dominio C; a una composicién que
comprende dicho anticuerpo; y a un método terapéutico o método de deteccion que usa dicho anticuerpo.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] y [figura 2] Las figuras 1y 2 son resultados de un analisis de citometria de flujo de una célula que expresa
una proteina quimérica IL-3Ra/GM-CSFRa usando un anticuerpo marcado anti-IL-3Ra.

[Figura 3] La figura 3 es un resultado de un analisis de citometria de flujo de una célula que expresa una proteina
quimérica IL-3Ra/GM-CSFRa. usando un anticuerpo marcado anti-IL-3Ra.

[Figura 4] La figura 4 es una grafica en la que, entre las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de los dominios
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Ay B de la molécula de IL-3Ra humana, se muestran mediante lineas discontinuas partes de regiones en las que
las regiones 1 a 7 dispuestas en el exterior de la molécula estan sustituidas por la secuencia de GM-CSFRa
mostrada.

[Figura 5] La figura 5 es un resultado de un ensayo de crecimiento celular para examinar la actividad de bloqueo de
la sefializacion de IL-3. La ordenada representa el porcentaje de inhibicién de crecimiento celular (%) y la abscisa
representa diversos nombres de anticuerpos anti-IL-3Ro.

[Figura 6] La figura 6 es un resultado de un ensayo de colonias para examinar la actividad de bloqueo de la
sefializacién de IL-3. GM, E, y GEMM muestran resultados usando el sistema de granulocitos/macréfagos, colonia
del sistema de eritroides, y colonias mixtas, respectivamente.

[Figura 7] La figura 7 es un resultado de examinar los efectos antitumorales de diversos anticuerpos humanos en un
modelo que posee tumor. La ordenada representa el nimero de células MOLM13, y la abscisa representa los
diversos nombres de anticuerpos anti-IL-3Ra.

[Figura 8] y [figura 9] Las figuras 8 y 9 son resultados del ensayo de ADCC para estirpes celulares que expresan IL-
3Ra usando anticuerpo anti-IL-3Ra. En la figura 8 se us6 PBMC no cultivada con IL-2, y en la figura 9 se us6 PBMC
cultivada con IL-2.

[Figura 10] La figura 10 es un resultado del andlisis de citometria de flujo de células que expresan una IL-3Ra de
Macaca fascicularis mediante el anticuerpo anti-IL-3Ra y un anticuerpo secundario anti-lgG humana marcado con
PE. La columna superior muestra las células que expresan IL-3Ra de Macaca fascicularis, y la columna inferior
muestra las células que expresan IL-3Ra humana.

Modo de poner en practica lainvencién
(Descripcién detallada de las formas de realizacion deseables especificadas)

Los encabezamientos de las secciones a usar en esta memoria descriptiva son solamente con el fin de organizacion,
y no se deberian de interpretar como limitacion para el objeto principal a describir.

(Resumen)

Esta invencion se refiere a un anticuerpo contra la cadena de IL-3Ra humana, que no inhibe la sefializacion de IL-3,
y que se une al domino B de la cadena de IL-3Ra humana (en adelante denominada IL-3Ra) pero que no se une al
dominio C.

Los receptores de IL-3 (en adelante denominados IL-3R), particularmente IL-3Ra, son expresados en la superficie
celular de una célula troncal leucémica. En general, la cadena B del receptor de IL-3 (en adelante denominada IL-
3Rp) transfiere la sefializacion de IL-3 a la célula, y por lo tanto induce crecimiento y diferenciacién.

En consecuencia, existe la posibilidad de que una inhibicién de la sefializacion de IL-3 provoque efectos secundarios
tales como la inhibicién de la accién hematopoyética normal por una célula troncal normal. De este modo, como
nuevo método terapéutico dirigido a la célula troncal leucémica, es preferible que el método se dirija contra IL-3Ra y
gue no inhiba la sefializacion de IL-3.

(IL-3Ra)

El gen de IL-3Ra es una proteina transmembranica de tipo | que pertenece a una familia de receptores de citocinas.
En células normales, la molécula de IL-3Ra es expresada sobre una parte de células precursoras hematopoyéticas,
basdfilos, una parte de células dendriticas, y similares. En el caso de tumores, se sabe que es expresada en un
cancer y leucemia en el sistema hematopoyético. Como ejemplos de tumores que expresan IL-3Ra, se sabe que IL-
3Ra es expresada en blastocitos de AML y CML en la fase de crisis blastica, y en el caso de una fraccién negativa
para marcadores de diferenciacion positiva para CD34 negativa para CD38 considerada como una célula troncal
leucémica, en AML, CML, MDS, ALL y SM. En la sangre, IL-3, que es un ligando conocido de IL-3Ra, es expresada
sobre una célula T activada, una célula asesina natural, un mastocito y una parte de células del sistema
megacariocitico. Ademas, la IL-3Ra también se denomina CD123. La IL-3Ra incluye una IL-3Ra de tipo mamifero
(por ejemplo, los primates y humanos). La secuencia de IL-3Ra incluye variantes polimérficas. Los ejemplos
especificos de la IL-3Ra humana de longitud completa incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos.
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MVLLWLTLLLIALPCLLQTKEDPNPPITNLRMKAKAQQLTWDLNRNVTDIECVKD
ADYSMPAVNNSYCQFGAISLCEVTINYTVRVANPPFSTWILFPENSGKPWAGAENL

TCWIHDVDFLSCSWAVGPGAPADVQYDLYLNVANRRQQYECLHYKTDAQGTRIG
CRFDDISRLSSGSQSSHILVRGRSAAFGIPCTDKFVVFSQIEILTPPNMTAKCNKTHS

FMHWKMRSHFNRKFRYELQIQKRMQPVITEQVRDRTSFQLLNPGTYTV
QIRARERVYEFLSAWSTPQRFECDQEEGANTRAWRTSLLIALGTLLALVCVFVIC

RRYLVMQRLFPRIPHMKDPIGDSFQNDKLVVWEAGKAGLEECLVTEVQVVQKT

(SEC ID NO: 1)

Los ejemplos especificos de secuencia de aminoacidos de la region extracelular de IL-3Ra humana incluyen las
siguientes secuencias de aminoacidos:

MVLLWLTLLLIALPCLLQTKEDPNPPITNLRMKAKAQQLTWDLNRNVTDIECVK
DADYSMPAVNNSYCQFGAISLCEVTNYTVRVANPPFSTWILFPENSGKPWAGAE
NLTCWIHDVDFLSCSWAVGPGAPADVQYDLYLNVANRRQQYECLHYKTDAQG

TRIGCRFDDISRLSSGSQSSHILVRGRSAAFGIPCTDKFVVFSQIEILTPPNMTAKC

NKTHSFMHWKMRSHFNRKFRYELQIQKRMQPVITEQVRDRTSFQLLNPGTYTV
QIRARERYV YEFLSAWSTPQRFECDQEEGANTRAWRTSL (SEQ ID NO:2)

Ademas, la regidn extracelular de IL-3Ra esté dividida en tres dominios de Aa C.

Un dominio comprende una region desde glutamina (Q) en la posicién 18 hasta serina (S) en la posicion 100 en los
aminoacidos de SEC ID NO: 2, y el dominio B comprende desde la glicina (G) en la posicion 101 hasta serina (S) en
la posicién 203 en los aminoéacidos de SEC ID NO: 2, y el dominio C, aquella desde la glutamina (Q) en la posicion
204 aleucina (L) en la posicién 308 en los aminoacidos de SEC ID NO: 2.

Ademas, en el dominio Ay en el dominio B, las siguientes 7 regiones estan dispuestas en el exterior de la molécula.

La region 1 es desde el acido aspartico (D) en la posicion 55 hasta prolina (P) en la posiciéon 61 en los aminoacidos
de la SEC ID NO: 2, la region 2 es desde la valina (V) en la posicién 63 hasta fenilalanina (F) en la posicion 70 en los
aminoacidos de la SEC ID NO:2, la region 3 es desde la serina (S) en la posicion 91 hasta acido glutamico (E) en la
posicion 98 en los aminoacidos de la SEC ID NO: 2, la region 4 es desde la prolina (P) en la posicion 97 hasta
triptéfano (W) en la posicion 104 en los aminoacidos de la SEC ID NO:2, la region 5 es desde la cisteina (C) en la
posicion 122 hasta prolina (P) en la posicion 128 en los aminoéacidos de la SEC ID NO:2, la region 6 es desde la
isoleucina (l) en la posicion 182 hasta serina (S) en la posicidon 188 en los aminoacidos de la SEC ID NO: 2, y la
region 7 es desde la glicina (G) en la posicion 192 hasta lisina (K) en la posicion 198 en los aminoéacidos de la SEC
ID NO:2.

En consecuencia, los ejemplos del anticuerpo de la invencion incluyen un anticuerpo que se une a una secuencia de
aminoacidos de las posiciones 101 a 203 en los aminoacidos de SEC ID NO: 2 que es la region extracelular de IL-
3Ra, pero que no se une a una secuencia de aminoacidos de posiciones 204 a 308, y un anticuerpo que se une
ademas a secuencias de aminoacidos de posiciones 182 a 188 y posiciones 192 a 198 en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 2.

El anticuerpo de la invencidn se une a las regiones especificas mencionadas anteriormente de la region extracelular
de IL-3Ra, y no inhibe la sefializacién de IL-3.

La expresion “no inhibe la sefializacion de IL-3”, como se usa en la invencion, significa que no inhibe la sefal
intracelular a través de IL-3R mediante IL-3, e incluye un caso en el que la asociacion de IL-3 con IL-3R no esta
inhibida y la unién de la cadena de IL-3Ra y la cadena 3 no esta inhibida. Especificamente, significa que la relacion
de inhibicion del crecimiento celular mostrada por figura 5 segin el andlisis en el ejemplo 8 es 40% 0 mas,
preferiblemente 60% o mas, mas preferiblemente 80% o mas, cuando la concentracién de anticuerpo se ajusta a 10
ug/ml. Segun esta memoria descriptiva, las expresiones “bloquear la sefializacién de IL-3” e “inhibir la sefializacion
de IL-3” se usan con el mismo significado y no son discriminantes, y la actividad de bloqueo de la sefializacion de IL-
3 significa la capacidad para inhibir la sefializacion de IL-3.

También, el anticuerpo de la invencion tiene una citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) elevada,
ademas de las propiedades mencionadas anteriormente.
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El anticuerpo anti-IL-3Ra que tiene actividad de ADCC significa un anticuerpo que se une a una célula que expresa
IL-3Ra para exterminar a la célula que expresa IL-3Ra via una célula efectora que tiene citotoxicidad, tal como
célula NK y similar.

La actividad de ADCC elevada significa que el porcentaje de lisis especifico es 10% o mas a una concentraciéon de
anticuerpo de 0,01 pg/ml o menos cuando se mide mediante un ensayo de ADCC sobre células Colon-26/hCD123
que usa PBMC cultivada con IL-2.

El porcentaje de lisis especifica significa un valor obtenido midiendo el porcentaje de lisis de una célula diana por un
anticuerpo, y se puede calcular especificamente segln el siguiente ejemplo 11.

Los ejemplos de la célula que expresan IL-3Ra incluyen células cancerosas de la sangre (células de leucemia
mieloide aguda (AML), células de leucemia mieloide crénica (CML), células de sindromes mielodisplasicos (MDS),
células de leucemia linfoide aguda (ALL), células de leucemia linfoide crénica (CLL), células de mieloma multiple
(mieloma multiple: MM), células de mastocitoma sistémico (SM), etc.), células T reguladoras (tales como células
CD4-positivas CD25-positivas), células presentadoras de antigeno (tales como células dendriticas, monocitos,
macrofagos y células similares a ellas (células estrelladas hepaticas, osteoclastos, microgliocitos, las células
fagociticas epidérmicas principales, células del polvo (macréfagos alveolares), etc.)), basoéfilos, y similares.

Ademas, la célula de AML, la célula de CML, la célula de ALL, la célula de CLL, la célula de MDS, la célula de SM, la
célula de MM, diversas células de linfoma incluyen sus células troncales cancerosas.

La célula troncal cancerosa es uno de los grupos celulares que constituye el tumor. Por ejemplo, en leucemia
mieloide aguda (AML) esta representada por la célula mieloide Linaje(-)CD34(+)CD38(-). En consecuencia, puesto
gue el anticuerpo de la invencion tiene actividad de ADCC elevada, induce reduccion o eliminacion de células que
expresan IL-3Ro.

También, el anticuerpo anti-IL-3Ra de la invencion incluye un anticuerpo anti-IL-3Ra que tiene CDR de cadena
pesada y CDR de cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste en los siguientes (a) a (e):

(a) CDR 1 a 3 de cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs: 113 a 115,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC
ID NOs: 131 a 133, respectivamente,

(b) CDR 1 a 3 de cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs: 116 a 118,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC
ID NOs: 134 a 136, respectivamente,

(c) CDR 1 a 3 de cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs: 119 a 121,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC
ID NOs: 137 a 139, respectivamente,

(d) CDR 1 a 3 de cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs: 122 a 124,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC
ID NOs: 140 a 142, respectivamente, y

(e) CDR 1 a 3 de cadena pesada son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC ID NOs:125 a 127,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de cadena ligera son las secuencias de aminoacidos representadas por SEC
ID NOs: 143 a 145, respectivamente.

Ademas, el anticuerpo de la invencion incluye un anticuerpo anti-IL-3Ra. que comprende la region variable de la
cadena pesada y la region variable de la cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste en los siguientes (a) a
(f) (se muestran entre paréntesis los nombres de los anticuerpos que se describen en los siguientes ejemplos a partir
de los cuales se obtiene cada una de las regiones variables):

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde glutamina (Q)
en la posicién 20 hasta serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 53, y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos desde
valina (V) en la posicion 23 hasta lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID NO:55 (nombre del anticuerpo: Old4)

(b) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde glutamina (Q)
en la posicién 20 hasta serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 57, y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos desde
valina (V) en la posiciéon 23 hasta lisina (K) en la posiciéon 129 en la secuencia de aminoacidos representada
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por SEC ID NO: 59 (nombre del anticuerpo: Old5)

(c) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde glutamina (Q)
en la posicion 20 hasta serina (S) en la posicion 139 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 61, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos desde
acido aspartico (D) en la posicion 23 hasta lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID NO: 63 (nombre del anticuerpo: Old17)

(d) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde glutamina (Q)
en la posicion 20 hasta serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 65, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos desde
acido aspartico (D) en la posiciéon 23 hasta lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID NO: 67 (nombre del anticuerpo: Old19), y

(e) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos desde glutamina (Q)
en la posicién 20 hasta serina (S) en la posicién 138 en la secuencia de aminoacidos representada por SEC
ID NO: 69, y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos desde
acido aspartico (D) en la posicidon 23 hasta lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID NO: 71 (nombre del anticuerpo: New102).

También se describen aqui anticuerpos anti-IL-3Ra que comprenden una regién variable de cadena pesada y/o una
regién variable de cadena ligera, que comprenden secuencias de amino4cidos en las que 1 a 3 restos de
aminoacidos estan suprimidos, sustituidos, afiadidos o insertados en la region variable de cadena pesada y/o en la
regién variable de cadena ligera mostradas mediante (a) a (e).

(Anticuerpo)

El anticuerpo se usa en un sentido muy amplio, e incluye un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo multivalente, un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, anticuerpo biespecifico), y también fragmentos
de anticuerpo en tanto que éstos presenten la actividad biolégica deseada.

El anticuerpo contiene una secuencia de region variable de cadena pesada o de cadena ligera madura. Ademas, el
anticuerpo también incluye una forma modificada y forma variante tal como sustituciones en o fuera de una region
constante, una region determinante de la complementariedad (CDR) o un anticuerpo de region estructural (FR) de
una secuencia de region variable de cadena pesada o ligera madura del anticuerpo, y similar. En una realizacion
especifica, la sustitucion incluye una sustitucién de aminoacidos conservativa incluida en la sustitucion.

Ademas, el anticuerpo también incluye una subsecuencia de la secuencia de la region variable de cadena pesada o
de cadena ligera madura. En una realizacion especifica, la subsecuencia se selecciona de Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, Fd,
Fv monocatenario (scFv), Fv de enlace de disulfuro (sdFv) y VL o VH.

Ademas, el anticuerpo también incluye un dominio heterogéneo. En una forma de realizacion especifica, el dominio
heterogéneo incluye una etiqueta, un marcador detectable o un agente citotdxico.

Los ejemplos del anticuerpo incluyen un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal, y cualquier isotipo o
subclase de los mismos. En una realizacion especifica, el anticuerpo mencionado anteriormente es un isotipo de 1gG
(por ejemplo, IgG1, 19G2, IgG3 o 1gG4), IgA, IgM, IgE o IgD. El anticuerpo “monoclonal” significa un anticuerpo que
se basa en, se obtiene de un Unico clon que incluye un clon eucariota, un clon procariota o un clon fagico, o que
deriva de un anico clon que incluye un clon eucariota, un clon procariota o un clon fagico, se basa en un unico clon
gue incluye un clon eucariota, un clon procariota o un clon fagico. En consecuencia, el anticuerpo “monoclonal”’ es
una sustancia estructuralmente definida, y no un método mediante el cual se produce.

El anticuerpo contra IL-3Ra, anti-IL-3Ra. y anticuerpo anti-IL-3Ro  significan un anticuerpo que se une
especificamente a IL-3Ra. La unién especifica significa que es selectiva para el epitopo que presenta una IL-3Ra.
La unién especifica se puede distinguir de la unién no especifica usando un ensayo conocido en el campo técnico
(por ejemplo, inmunoprecipitacion, ELISA, citometria de flujo, transferencia Western).

Cuando todos o una parte de los epitopos del antigeno a los que se une especificamente un anticuerpo anti-IL-3Ra
estan presentes en diferentes proteinas, existe la posibilidad de que este anticuerpo se pueda unir a las diferentes
proteinas. Por lo tanto, existe la posibilidad de que el anticuerpo anti-IL-3Ra se una especificamente a otra proteina
que tiene homologia estructural o de secuencia elevada con el epitopo de IL-3Ra, dependiendo de la homologia
estructural o de secuencia con el epitopo de IL-3Ra. En consecuencia, existe la posibilidad de que el anticuerpo anti-
IL-3Ra se una a una proteina diferente cuando un epitopo que tiene suficiente homologia de secuencia o estructural
esta presente en la proteina diferente.
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El anticuerpo anti-IL-3Ra. incluye anticuerpos aislados y purificados. El anticuerpo de la invencién, incluyendo un
anticuerpo anti-IL-3Ra aislado o purificado, incluye un anticuerpo humano.

La expresion “(estar) aislada”, que se debe utilizar como un modificador de una composicion, significa que la
composicion se prepara por la mano del hombre o se separa de uno 0 mas componentes adicionales en un entorno
in vivo que se presenta en la naturaleza generalmente mediante una o mas etapas o0 procedimientos de
manipulacion. En general, una composicion separada de esta manera no contiene sustancialmente uno o mas
materiales con los que se asocian normalmente en la naturaleza, tal como una o mas proteinas, acidos nucleicos,
lipidos, hidratos de carbono y membranas celulares. Debido a esto, la composicion aislada se separa de otros
componentes bioldgicos en las células del organismo en las que aparece de forma natural en la composicién, o del
medio artificial en el que se produce (por ejemplo, mediante sintesis o cultivo celular). Por ejemplo, un anticuerpo
anti-IL-3Ra aislado se puede obtener de un animal en el que se produce el anticuerpo (por ejemplo, mamiferos no
transgénicos o mamiferos transgénicos (roedores (ratdon) o los ungulados (ganado)) y se separa de otros
polipéptidos y &cidos nucleicos. En consecuencia, se considera que el suero que contiene un anticuerpo obtenido de
tal animal esta aislado. La expresion “(estar) aislado” no excluye formas fisicas alternativas, y por ejemplo, un
anticuerpo aislado podria incluir subsecuencias y quimeras, multimeros o formas derivatizadas del anticuerpo.

La expresion “(estar) purificada”, a usar como un modificador de una composicion, se refiere a una composicion que
esta libre de la mayoria de o de sustancialmente todos los materiales con los que esta asociada en la naturaleza. En
general, un anticuerpo purificado se obtiene a partir de los componentes que se presentan generalmente en el
entorno del anticuerpo. Debido a esto, se considera que un sobrenadante de anticuerpo que se separa de una
mezcla de cultivo celular de un hibridoma productor de anticuerpo esta purificado. En consecuencia, el “(estar)
purificado” no requiere pureza absoluta, y es especifico del contexto. Ademas, la composicién “(estar) purificada” se
puede combinar con una o mas moléculas adicionales. Debido a esto, la expresion “(estar) purificada” no excluye la
combinacién de composicién. La pureza se puede determinar mediante un método apropiado opcional tal como
espectrometria de UV, cromatografia (por ejemplo, HPLC, fase gaseosa), electroforesis en gel (por ejemplo, tincion
con plata o Coomassie), andlisis de secuencia (péptido y acido nucleico) y similares.

La proteina y el acido nucleico “purificados” incluyen una proteina y un acido nucleico que se obtienen mediante un
método de purificacion estandar. También, una proteina y un acido nucleico obtenidos mediante expresion
recombinante en una célula hospedante y sintesis quimica también estan incluidos en este término. Ademas, el
“(estar) purificado” también se puede referir a una composicion en la que el nivel de contaminantes es menor que el
nivel que es aceptable por una agencia normativa para la administracion a animales humanos o no humanos, tales
como la Food and Drug Administration (FDA).

El anticuerpo anti-IL-3Ra incluye un anticuerpo que se une a IL-3Ra y modula la funcion o actividad de IL-3Ra in
vivo 0 in vitro (por ejemplo, en un sujeto). En la memoria descriptiva, “modular” y sus variaciones gramaticales,
cuando se usa en relacién con la actividad o funcién de IL-3Ra, significan que la actividad o funcién de IL-3Ra esta
afectada, modificada o alterada de forma detectable, pero no incluye la inhibicién de la sefializacion de IL-3. En
consecuencia, el anticuerpo anti-IL-3Ra que modula la actividad o funciéon de IL-3Ra. es un anticuerpo que
proporciona influencia, modificacion o alteracion de manera que una o mas de la actividad o funcién de IL-3Ra. se
puede detectar sin inhibir la sefializacién de IL-3, y tal actividad o funcion de IL-3Ra puede incluir, por ejemplo, la
union de IL-3Ra con un ligando de IL-3Ra (por ejemplo, IL-3), una transferencia de sefial mediada por IL-3Ra, 0 una
respuesta celular mediada por IL-3Ra 0 una respuesta celular que puede ser modulada por IL-3Ra, 0 la actividad o
funcién de otra IL-3Ra descrita en la memoria descriptiva, o en cualquier otra parte, es conocida normalmente o se
puede conocer.

Los ejemplos de diversas actividades y funciones de IL-3Ra no limitadas que se pueden modular incluyen la
transduccion de sefiales mediada por IL-3Ra 0 la respuesta celular mediada por IL-3Ra, la respuesta celular que se
puede modular via IL-3Ra, la proliferacion celular o expansion celular (por ejemplo, célula de AML, célula de CML,
célula de ALL, célula de CLL, célula de MDS, célula de MM, célula de SM, diversas células de linfoma, monocitos,
macréfagos, mastocitos, basdfilos, células T cooperadoras, células T reguladoras, células asesinas naturales,
células progenitoras mieloides y células progenitoras linfoides), supervivencia o apoptosis celular (por ejemplo,
célula de AML, célula de CML, célula de ALL, célula de CLL, célula de MDS, célula de MM, célula de SM, diversas
células de linfoma, monocitos, macréfagos, mastocitos, baséfilos, células T cooperadoras, células T reguladoras,
células asesinas naturales, células progenitoras mieloides y células progenitoras linfoides), expresién o produccion
de citocinas (por ejemplo, citocinas Thl, Th2 y no Th1/Th2) e interferones, expresién o producciéon de proteina
antiapoptdtica o proteina proapoptética, tratamiento, supresion o mejora de trastorno, enfermedad, estado
fisioldgico, estado patolégico y sintoma. Las citocinas especificas a modular no estan limitadas, y los ejemplos
incluyen IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-14, IL-16, IL-17, IL-23, IL-26, TNF-a, e interfer6n y (in vitro o in vivo).
Las proteinas antiapoptéticas y las proteinas proapoptoticas especificas no estan limitadas, y los ejemplos incluyen
Bcl-xL, Bcl-2, Bad, Bim, y Mcl-1.

Por lo tanto, los ejemplos de anticuerpo anti-IL-3Ra descritos en la presente memoria descriptiva incluyen un
anticuerpo que modula la transduccién de sefiales mediada por IL-3Ra 0 la respuesta celular mediada por IL-3Ra, la
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respuesta celular que puede ser modulada via IL-3Ra, la proliferacion celular o crecimiento celular (por ejemplo,
célula de AML, célula de CML, célula de ALL, célula de CLL, célula de MDS, célula de MM, célula de SM, diversas
células de linfoma, monocitos, macrofagos, mastocitos, baséfilos, células T cooperadoras, células T reguladoras,
células asesinas naturales, células progenitoras mieloides y células progenitoras linfoides), supervivencia o
apoptosis celular (por ejemplo, célula de AML, célula de CML, célula de ALL, célula de CLL, célula de MDS, célula
de MM, célula de SM, diversas células de linfoma, monocitos, macréfagos, mastocitos, basofilos, células T
cooperadoras, células T reguladoras, células asesinas naturales, células progenitoras mieloides y células
progenitoras linfoides), expresion o produccion de citocinas (por ejemplo, citocinas Thl, Th2 y no Th1/Th2) e
interferones, expresion o produccion de proteina antiapoptotica o proteina proapoptética, tratamiento, supresion o
mejora de trastorno, enfermedad, estado fisioldégico, estado patoldgico y sintoma. En las formas de realizacion
especificas, el anticuerpo anti-IL-3Ra de la presente invencion puede modular la expansién o supervivencia de
célula de AML, el nimero de otra célula cancerosa de la sangre (por ejemplo, célula de CML, célula de ALL, célula
de MDS, célula de MM, célula de SM, diversas células de linfoma), el crecimiento o supervivencia de células
sanguineas no cancerosas tales como monocitos, macréfagos, mastocitos, baséfilos, células T cooperadoras,
células T reguladoras, células asesinas naturales, células progenitoras mieloides y células progenitoras linfoides, y
reduce, hace desaparecer o agota célula de AML, célula de CML, célula de ALL, célula de CLL, célula de MDS,
célula de MM, célula de SM, o diversas células de linfoma.

El anticuerpo anti-IL-3Ra incluye una forma modificada tal como un producto de sustitucion (por ejemplo, un
producto de sustitucion de aminoacidos), que también se denomina como “variante”, un producto de adicion, un
producto de supresion (por ejemplo, una subsecuencia o fragmento), y similar. Tales formas y variantes modificadas
del anticuerpo retienen la funcién o actividad al menos parcial del anticuerpo anti-IL-3Ra. mostrada por la invencion,
tal como la unién con IL-3Ra, 0 la modulacion de la actividad o funcion (por ejemplo, transferencia de sefiales de IL-
3Ra) de IL-3Ra. En consecuencia, el anticuerpo anti-IL-3Ra modificado puede retener la capacidad para modular,
por ejemplo, la unién al menos parcial de IL-3Ra y una o méas de las funciones o actividades de IL-3Ra (por ejemplo,
transferencia de sefiales, respuesta de sefial, y similares).

Segun esta memoria descriptiva, el término “alterar” (“modificar”) y sus versiones gramaticales significan que la
composicion deriva de una composicion de referencia. Las proteinas, &cidos nucleicos y otras composiciones
modificadas pueden tener mayores o menores actividades que una proteina, acido nucleico u otra composicion no
modificada de referencia, o pueden tener una funcion diferente de una proteina, acido nucleico u otra composicion
no modificada de referencia.

Tal anticuerpo que contiene una sustitucion de aminoacidos puede ser codificado por un acido nucleico. En
consecuencia, la presente invencion también proporciona una secuencia nucleotidica que codifica un anticuerpo que
contiene una sustitucion de aminoacidos.

El término “identidad” o “idénticas” significa que las dos 0 mas sustancias citadas son la misma. En consecuencia,
cuando dos secuencias proteicas (por ejemplo, anticuerpos anti-IL-3Ra) son idénticas, tienen las mismas secuencias
de aminoacidos al menos con las regiones o porcion citadas. La expresién “region idéntica” significa una region
idéntica de dos 0 mas sustancias citadas. De este modo, cuando dos secuencias proteicas son idénticas a lo largo
de una 0 mas regiones de las secuencias, tienen identidad en las regiones. “Sustancialmente idéntica” significa que
una molécula esta estructural o funcionalmente conservada de manera que la molécula tiene o se predice que tiene
funcién o actividad al menos parcial de una o més de las funciones o actividades de la molécula de referencia, o
region relevante/correspondiente o una porcion de la molécula de referencia con la que comparte identidad. De este
modo, los polipéptidos que tienen identidad sustancial (por ejemplo, anticuerpos anti-IL-3Ra) tienen o se predice que
tienen al menos una parte de la actividad o funcién como un polipéptido de referencia (por ejemplo, anticuerpo anti-
IL-3Ra). Por ejemplo, en una forma de realizacion especifica, se considera que un anticuerpo anti-IL-3Ra que tiene
una o mas modificaciones (por ejemplo, supresion, sustitucién, adicion o insercion de 1 a 3 restos de aminoacidos),
que retiene actividad o funciéon al menos parcial del anticuerpo anti-IL-3Ra sin modificar, tiene identidad sustancial
con el anticuerpo anti-IL-3Ra de referencia.

Debido a variaciones entre la proteina estructuralmente relacionada y la proteina funcionalmente relacionada, la
cantidad de identidad de secuencia requerida para retener funciones o actividad en la proteina, regién y funciéon o
actividad de la region. En el caso de proteina, una actividad o funcion puede ser retenida por la presencia de apenas
30% de identidad de secuencia de aminoacidos, pero en general, esta presente una mayor identidad de 50%, 60%,
75%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 0 98%, con la secuencia de referencia. El grado de identidad entre dos secuencias
se puede verificar usando un programa de ordenador o algoritmo matematico conocido convencionalmente en el
campo técnico. En tal algoritmo que calcula la relacion de identidad de secuencia (homologia), en general, se
cuentan espacios y mal apareamientos de secuencias a lo largo de una regién de comparacion. Por ejemplo, el
algoritmo de recuperacion BLAST (por ejemplo, BLAST 2.0) (por ejemplo, véase Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:
403 (1990), publicamente disponible mediante NCBI) tiene los siguientes parametros de recuperacion ilustrativos:
mal apareamiento -2; comienzo del espacio 5; alargamiento del espacio 2. En la comparacién de secuencias
polipeptidicas, el algoritmo BLASTP se usa tipicamente en combinacién con una matriz de puntuacion tal como PAM
100, PAM 250, BLOSUM 62, BLOSUM50.FASTA (por ejemplo, FASTA 2 y FASTA 3), y similares, y también se usa
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un programa de comparacion de secuencias SSEARCH para determinar el grado de identidad (Pearson et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444 (1988); Pearson, Methods Mol. Bio., 132: 185 (2000); y Smith et al., J. Mol. Biol., 147:
195 (1981)). También se ha desarrollado un programa para determinar la similitud estructural de proteinas usando
cartografiado topoldgico basado en Delaunary (Bostick et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 304: 320 (2003)).

Una “sustitucion conservativa” es una sustitucion de un aminoacido por un resto biolégica, quimica o
estructuralmente similar. Similitud biolégica significa que una actividad biolégica, tal como la actividad de unién a IL-
3Ra, no es destruida por la sustitucion. Similitud estructural significa que los aminoéacidos tienen una cadena lateral
con una longitud similar (por ejemplo, alanina, glicina y serina), o tienen un tamafo similar. La similitud quimica
significa que los restos tienen la misma carga o son hidrofilos o hidréfobos. Los ejemplos especificos incluyen la
sustituciéon de un resto hidréfobo tal como isoleucina, valina, leucina, y metionina por otro resto, o la sustitucion de
un resto polar por otro resto, tal como la sustitucion de arginina por lisina, la sustitucion de acido glutamico por acido
aspartico, o la sustitucién de glutamina por asparagina, y la sustitucién de serina por treonina.

Ademas, los ejemplos del anticuerpo modificado incluyen miméticos peptidicos que tienen uno o mas D-aminoacidos
sustituidos por L-aminoécidos (y una mezcla de los mismos), analogos estructurales y funcionales tales como
aminoacidos o analogos de aminoacidos sintetizados o no naturales, y formas derivatizadas de los mismos. Los
ejemplos de modificacién incluyen una estructura ciclica, tal como un enlace amidico de extremo a extremo entre el
término amino y carboxi de la molécula, o un enlace de disulfuro intra- o intermolecular o un enlace de disulfuro
intramolecular o intermolecular.

ejemplos especificos no limitantes adicionales de las modificaciones de amino&cidos incluyen la secuencia parcial
(subsecuencia) y fragmento de IL-3Ra. La subsecuencia y fragmento ejemplares de IL-3Ra incluyen una parte de la
secuencia de IL-3Ra a la que se une el anticuerpo anti-IL-3Ra ejemplar de la invencion. También, la subsecuencia 'y
fragmento ejemplificativos de IL-3Ra incluyen una region de inmunogenicidad, tal como una parte de la IL-3Ra, a la
gue se une el anticuerpo anti-IL-3Ra ejemplificativo de la invencion.

Segun la invencion, se proporciona un acido nucleico que codifica una subsecuencia o fragmento del anticuerpo
anti-IL-3Ra que retiene al menos una parte de la funcién o actividad del anticuerpo anti-IL-3Ra, y un anticuerpo anti-
IL-3Ra no modificado o de referencia. En esta memoria descriptiva, el término “subsecuencia” o “fragmento” significa
una porcion de una molécula de longitud completa. La secuencia de aminoacidos que codifica la subsecuencia del
anticuerpo anti-IL-3Ra es més corta que el anticuerpo anti-IL-3Ra. de longitud completa en al menos un aminoacido
(por ejemplo, supresion de uno 0 mas aminoacidos internos o terminales desde el término amino o término carboxi).
La subsecuencia del anticuerpo anti-IL-3Ra tiene aminoacidos mas pequefios que aquellos del anticuerpo anti-IL-
3Ra de longitud completa en al menos uno. La subsecuencia de acido nucleico tiene nucleétidos menores que
aquellos de la secuencia de acido nucleico comparativa de longitud completa en al menos uno. En consecuencia, la
subsecuencia puede ser una longitud opcional dentro de la longitud completa de IL-3Ra nativa.

La subsecuencia o fragmento del anticuerpo anti-IL-3Ro. puede tener una afinidad de unién como el anticuerpo de
longitud completa, y una especificidad de unién como el anticuerpo de longitud completa, o una o méas actividades o
funciones como el anticuerpo de longitud completa, tal como la funcién o actividad de un anticuerpo antagonista o
agonista anti-IL-3Ra. Las expresiones “subsecuencia funcional” y “fragmento funcional”’, en el caso de referirse al
anticuerpo, significan una porcion del anticuerpo que retiene una o mas funciones o actividades como el anticuerpo
de referencia de longitud completa, tal como al menos una parte de la funcién o actividad del anticuerpo anti-IL-3Ra.
Por ejemplo, una subsecuencia del anticuerpo que se une a IL-3Ra 0 a un fragmento de IL-3Ra es considerada una
subsecuencia funcional.

La subsecuencia y fragmento del anticuerpo se pueden combinar. Por ejemplo, una subsecuencia de VL o VH se
puede conectar mediante una secuencia enlazadora y de ese modo formar un anticuerpo quimérico VL-VH. Una
combinacién de subsecuencias de Fv monocatenario Fv(scFv) se pueden conectar mediante una secuencia
enlazadora y de ese modo pueden formar un anticuerpo quimérico scFv-scFv. La subsecuencia y fragmento del
anticuerpo anti-IL-3Ra incluyen un anticuerpo monocatenario o region variable, sola o en combinacion con toda o
una porcion de otra subsecuencia del anticuerpo anti-IL-3Ra.

La subsecuencia y fragmento del anticuerpo se pueden preparar mediante hidrolisis del anticuerpo mediante su
proteolisis, por ejemplo mediante una digestidon con pepsina o papaina de todo el anticuerpo. La subsecuencia y
fragmento del anticuerpo obtenidos mediante escision enzimatica con pepsina proporciona un fragmento 5S
representado por F(ab’),. Este fragmento se puede escindir adicionalmente usando un agente reductor de tiol para
formar un fragmento monovalente Fab’ 3.5S. Alternativamente, una escision enzimatica que usa pepsina produce
directamente dos fragmentos Fab’ monovalentes y un fragmento Fc (véanse, por ejemplo, la patente US n°
4.036.945 y la patente US n°© 4.331.647; y Edelman et al., Methods Enzymol., 1: 422 (1967)). Se pueden usar otros
métodos para escindir un anticuerpo, tal como la separacién de una cadena pesada para formar un fragmento de
cadena ligera-cadena pesada monovalente, la escision adicional del fragmento u otro método enzimatico o quimico.

Una proteina y un anticuerpo, asi como su subsecuencia y fragmento, se pueden preparar usando ingenieria
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genética. La tecnologia incluye el gen total o parcial que codifica una proteina o un anticuerpo que se expresa en
una célula hospedante tal como una célula COS y E. coli. Una célula hospedante recombinante sintetiza la
secuencia completa o una subsecuencia tal como scFv (tal como Whitlow et al, en: Methods: A Companion to
Methods in Enzymology 2:97 (1991), Bird et al, Science 242:423 (1988); y patente US n°® 4.946.778). Un Fv
monocatenario y un anticuerpo se pueden preparar segin el procedimiento como se describe en la patente US n°
4.946.778 y la patente US n° 5.258.498; Huston et al, Methods Enzymol 203:46 (1991); Shu et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90:7995 (1993); y Skerra et al, Science 240:1038 (1988).

La forma modificada incluye una secuencia derivatizada, tal como aminoacidos en los que los grupos amino libre
forman hidrocloruro de amina, grupo p-toluenosulfonilo y grupo carbobenzoquinona; los grupos carboxi libre que
forman una sal o éster metilico y etilico; y los grupos hidroxilo libres forman un derivado O-acilico u O-alquilico, y
derivados de aminoacidos que existen de forma natural tales como 4-hidroxiprolina (derivado de prolina), 5-
hidroxilisina (derivado de lisina), homoserina (derivado de serina), ornitina (derivado de lisina), y similares. La
modificacién se puede llevar a cabo usando un método conocido convencionalmente en el campo técnico (por
ejemplo, mutagénesis por supresion o insercidon especifica del sitio basado en PCR, modificacion quimica y
mutagénesis, reticulacion y similar).

Los productos de adicion y los productos de insercion estan incluidos en las formas modificadas de las
composiciones proteicas (por ejemplo, anticuerpo), de acidos nucleicos y otras composiciones. Por ejemplo, la
adicion puede ser un enlace covalente o no covalente con cualquier tipo de moléculas de proteina (por ejemplo,
anticuerpo), acido nucleico u otras composiciones. En general, la adicion e inserciéon confieren funcion o actividad
diferente.

Los polipéptidos o secuencias de acidos nucleicos de fusion (quiméricos) estan incluidos en el producto de adicion y
en el producto de insercion, y estas son secuencias que tienen una o mas moléculas que generalmente no estan
presentes en la secuencia nativa (de tipo salvaje) de referencia unida covalentemente a la secuencia mencionada
anteriormente. Un ejemplo especifico es una secuencia de aminoacidos de otra proteina (por ejemplo, un
anticuerpo) para producir una proteina multifuncional (por ejemplo, un anticuerpo multiespecifico).

También, el anticuerpo de la invencion incluye un producto quimérico o de fusion en el que uno o mas dominios
adicionales estan enlazados covalentemente a aquél, a fin de conferir una funcién o actividad diferente o
complementaria. Los ejemplos del anticuerpo incluyen un producto quimérico o de fusion que no esta presente de
forma natural, y en el que dos o0 méas secuencias de aminoacidos estan mutuamente enlazadas.

Segun la invencidn, se proporciona un anticuerpo anti-IL-3Ro. que contiene un dominio heter6logo y un &cido
nucleico que codifica el anticuerpo anti-IL-3Ra. El dominio heterdlogo puede ser un producto de adiciéon o producto
de insercion de aminoacidos, pero no esta limitado a un resto de aminoacido. En consecuencia, el dominio
heterdlogo puede estar compuesto de uno cualquiera de diversos tipos diferentes de partes funcionales pequefias o
grandes. Tal parte incluye un acido nucleico, un péptido, un hidrato de carbono, un lipido 0 un compuesto organico
pequefio, tal como un farmaco, un metal (oro, plata) y similar.

Los ejemplos especificos no limitantes del dominio heterdlogo incluyen una etiqueta, un marcador detectable y un
agente citotdxico. Los ejemplos especificos de la etiqueta y del marcador detectable incluyen etiquetas T7, His, myc,
HA y FLAG; enzimas (peroxidasa de rébano picante, ureasa, catalasa, fosfatasa alcalina, p-galactosidasa,
cloranfenicol transferasa); sustratos enzimaticos; ligandos (por ejemplo, biotina); receptores (avidina); radiondclidos
(por ejemplo, C14, S35, P32, P33, H3, 1125 e 1131); reactivos de densidad electronica; moléculas de transferencia
de energia; marcadores paramagnéticos; fluordforo (fluoresceina, rodamina, ficoeritrina); cromoéforo; agentes
guimioluminiscentes (imidazol, luciferasa) y agentes bioluminiscentes. Los ejemplos especificos del agente citotéxico
incluyen toxina de la difteria (difteria, toxina), toxina del célera, y lisina.

Se puede insertar una secuencia enlazadora entre la proteina (por ejemplo, un anticuerpo), acido nucleico u otra
composicion y el producto de adiciéon o producto de insercion (por ejemplo, un dominio heterdlogo), de manera que
los dos sustratos mantienen al menos una parte de funcion o actividad diferente. La secuencia enlazadora puede
tener una o mas propiedades que pueden acelerar cualquiera de los dominios, o puede portar reaccion mutua con
cualquiera de los dominios, y tales caracteristicas incluyen imposibilidad para formar una estructura flexible y una
estructura secundaria ordenada, o propiedad hidrofoba o propiedad de carga. Los ejemplos de los aminoacidos que
se encuentran generalmente en las regiones proteicas flexibles incluyen glicina, asparagina y serina. Otros
aminoacidos proximos a la neutralidad, tales como treonina y alanina, también se pueden usar en la secuencia
enlazadora. La longitud de la secuencia enlazadora se puede variar (véase, por ejemplo, la patente US n°
6.087.329). El enlazador incluye ademas agentes de reticulacion quimica y agentes de union (agentes conjugantes)
tales como un derivado sulfo-succinimidilico (sulfo-SMCC, sulfo-SMPB), disuccinimidil suberato (DSS), disuccinimidil
glutarato (DSG) y disuccinimidil tartrato (DST).

Otros ejemplos de la adicion incluyen uno cualquiera de glucosilacién, acido graso, lipido, acetilacion, fosforilacion,
amidacién, formilacién, ubiquitinacion y derivatizacion mediante un grupo protector o bloqueante, y un gran namero
de modificaciones quimicas. Otras sustituciones y posibilidades pueden ser facilmente entendidas por los expertos
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en la técnica, y se considera que estan comprendidas dentro del alcance de la invencion.

Tal secuencia modificada se puede preparar usando técnicas de ADN recombinante que median la expresién celular
o0 la traduccion in vitro. Las secuencias de acido nucleico y los polipéptidos también se pueden preparar mediante un
método conocido convencionalmente en el campo técnico, tal como sintesis quimica usando un sintetizador de
péptidos automatizado (véase, por ejemplo, Applied Biosystems, Foster City CA).

Los anticuerpos modificados y los anticuerpos variantes, tales como productos de sustitucion, productos de adicién
de subsecuencias, y similares, pueden mantener actividad detectable del anticuerpo anti-IL-3Ro.. En una realizacién,
el anticuerpo modificado tiene la actividad para unirse a la molécula de IL-3Ra e induce reduccion o eliminacion de
células que expresan IL-3Ra mediante un sistema inmune que se centra principalmente en una célula efectora. El
anticuerpo modificado se refiere al control funcional de células que expresan IL-3Ra, e inducen supervivencia,
crecimiento, detencion, muerte celular, y similar, de las células. La muerte celular incluye apoptosis, necrosis,
autofagia, y similar.

(Método de identificacion de IL-3Ra)

También se describen en la presente memoria un método libre de células y un método a base de células (por
ejemplo, in vivo o in vitro) que criba, detecta e identifica IL-3Ra (por ejemplo, en una disolucion o mediante una fase
sélida). Estos métodos se pueden llevar a cabo en una disolucion in vitro usando un biomaterial o muestra, e in vivo
usando por ejemplo una muestra de una célula derivada de animal (por ejemplo, linfocito). EI método puede
comprender una etapa de puesta en contacto de un biomaterial o0 muestra con un anticuerpo unido a IL-3Ra bajo
una condicion que permita la unién del anticuerpo con IL-3Ra, y una etapa para evaluar el anticuerpo unido a IL-
3Roa. La presencia de IL-3Ra se detecta mediante la union del anticuerpo que se une a IL-3Ra. IL-3Ra puede estar
presente en una célula o tejido. El biomaterial o muestra mencionado anteriormente se puede obtener de un analito
de mamifero.

La expresiéon “puesta en contacto”, cuando se usa en relaciéon con la composicion, tal como una proteina (por
ejemplo, anticuerpo anti-IL-3Ra), un material, una muestra o tratamiento, significa una interaccion directa o indirecta
entre la composicion (por ejemplo, anticuerpo anti-IL-3Ra) y otra sustancia de referencia. Los ejemplos especificos
de la interaccion directa incluyen el enlazamiento. Los ejemplos especificos de la interaccién indirecta incluyen aquel
caso en el que la composicién actia sobre una molécula intermedia, y esta molécula intermedia actia entonces
sobre la sustancia de referencia. En consecuencia, por ejemplo, la puesta en contacto de una célula (por ejemplo,
linfocito) con el anticuerpo anti-IL-3Ra incluye permitir que el anticuerpo se una a la célula (por ejemplo, a través de
la union a IL-3Ra), 0 permitir que el anticuerpo actie sobre una sustancia intermedia, seguido de la accion de esta
sustancia intermedia sobre la célula.

Los términos “evaluar’ y “medir”, y sus versiones gramaticales, se usan de forma sinénima en la memoria
descriptiva, y significan la medida cualitativa y la medida cuantitativa, o tanto la medida cualitativa como la medida
cuantitativa. Cuando estos términos se usan en relacion con la unién, incluyen cualquier medio para evaluar la
cantidad relativa, la afinidad o especificidad de la union, incluyendo diversos métodos que se describen en la
memoria descriptiva y que se conocen convencionalmente en el campo técnico. Por ejemplo, la unién del anticuerpo
anti-IL-3Ra con IL-3Ra se puede evaluar o medir mediante un ensayo de citometria de flujo.

(Produccién de anticuerpo)

Se describe en la presente memoria un método para producir un anticuerpo anti-IL-3Ra humana que tiene
citotoxicidad para células positivas para IL-3Ra. El método puede comprender administrar una regién extracelular de
IL-3Ra humana conjugada con una proteina recombinante IL-3Ra humana o un gen de IL-3Ra introduciendo células
en animales capaces de expresar inmunoglobulina humana (por ejemplo, ratones transgénicos o ganado
transgénico); identificar el animal para la expresion de un anticuerpo anti-IL-3Ra. humana; seleccionar el animal que
produce el anticuerpo anti-IL-3Ra humana; y aislar el anticuerpo del animal seleccionado.

La proteina IL-3Ra humana adecuada para la produccién del anticuerpo se puede producir mediante una cualquiera
de diversas técnicas de expresion recombinante y purificacion de proteinas estandar. Por ejemplo, la secuencia de
IL-3Ra se puede preparar mediante técnicas estandar de sintesis peptidica, tales como una sintesis en fase sélida.
A fin de facilitar la purificacion de la proteina expresada o sintetizada, una porcién de la proteina puede contener una
secuencia de aminoacidos tal como una etiqueta FLAG, una etiqueta T7, una secuencia de polihistidina, o similar. La
proteina se expresa en el interior de las células, y se puede purificar. La proteina se puede expresar mediante un
método de recombinacion como parte de una proteina mas grande (por ejemplo, un producto de fusion o quimeérico).
La IL-3Ra adecuada para generar la respuesta inmune incluye subsecuencias de IL-3Ra tales como un fragmento
de inmunogenicidad. También se describe una célula que expresa IL-3Ra, una preparacion o extracto celular o
fraccidn que contiene IL-3Ra, y una IL-3Ra parcialmente purificada.
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El método para preparar anticuerpo policlonal y anticuerpo monoclonal es conocido convencionalmente en el campo
técnico. Por ejemplo, IL-3Ra 0 su fragmento de inmunogenicidad se usa para inmunizar un animal conjugandolo
opcionalmente con un portador tal como hemocianina de lapa californiana (KLH) u ovoalbimina (por ejemplo, BSA),
0 mezclandola con un adyuvante tal como adyuvante completo de Freund o adyuvante incompleto de Freund.
Aislando una célula del bazo derivada de un animal inmunizado que responde a IL-3Ra, se puede fusionar con una
célula de mieloma usando técnicas de hibridoma. Los anticuerpos monoclonales producidos mediante hibridomas se
pueden identificar para determinar la reactividad con IL-3Ra 0 su fragmento de inmunogenicidad.

El animal que se puede inmunizar incluye los primates, ratén, rata, conejo, cabra, oveja, ganado y cobaya. La
inmunizacion inicial, y cualquier inmunizaciéon opcionalmente subsiguiente, puede ser mediante la via intravenosa,
via intraperitoneal, via intramuscular o via subcutanea. Ademas, a fin de incrementar la respuesta inmune, el
antigeno se puede conjugar con otra proteina, tal como hemocianina de lapa californiana (KLH), tiroglobulina y
toxoide del tétano, o se puede mezclar con un adyuvante tal como adyuvante completo de Freund, adyuvante
incompleto de Freund, y similar. La inmunizacion inicial, y cualquier inmunizacion opcionalmente subsiguiente,
puede ser a través de la via intraperitoneal, via intramuscular, via intraocular o via subcutédnea. La inmunizacion
puede ser a la misma concentracién o concentracion diferente de una preparacion de IL-3Ra, 0 a intervalos
regulares o irregulares.

El animal incluye aquellos que se modifican genéticamente para incluir loci de genes humanos, y se puede preparar
un anticuerpo humano usando el mismo. Los ejemplos de los animales transgénicos con uno o mas genes de
inmunoglobulina humana se describen, por ejemplo, en la patente US n° 5.939.598, documentos W002/43478 y
W002/092812. Usando una técnica de hibridoma convencional, se aislan células del bazo de ratén inmunizado que
tiene respuesta elevada al antigeno, y se fusionan con célula de mieloma. Se puede obtener un anticuerpo
monoclonal que se une a IL-3Ra.

El método para producir un anticuerpo policlonal humano y un anticuerpo monoclonal humano se describe
adicionalmente (véase, tal como Kuroiwa et al., Nat. Biotechnol. 20:889 (2002); docs W098/24893; W(092/01047;
W096/34096; W096/33735; patente US n° 5.413.923; patente US n° 5.625.126; patente US n° 5.633.425; patente
US n° 5.569.825; patente US n° 5.661.016; patente US n° 5.545.806; patente US n° 5.814.318; patente US n°
5.885.793; patente US n® 5.916.771; y patente US n°5.939.598).

El término “humano”, cuando se usa haciendo referencia a un anticuerpo, significa que la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo es completamente la secuencia de aminoacidos humana, a saber, regiones variables de cadena
pesada y de cadena ligera humanas y region constante humana. En consecuencia, todos los aminoacidos son
aminoacidos humanos, o estan presentes en el anticuerpo humano. Un anticuerpo que es un anticuerpo no humano
se puede obtener en un anticuerpo completamente humano sustituyendo los restos de aminoacidos no humanos por
los restos de aminoacidos que estan presentes en el anticuerpo humano. Los restos de aminoacidos que estan
presentes en el anticuerpo humano, el mapa de las regiones CDR vy los restos de consenso del anticuerpo humano
son bien conocidos en el campo técnico (véase, por ejemplo, Kabat, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 42 edicion, US Department of Health and Human Services, Public Health Service (1987); Chothia y Lesk
(1987)). En Padlan, Mol. Immunol., 31: 169 (1994) y Padlan, Mol. Immunol., 28: 489 (1991) se describen como
objeto una secuencia de consenso del subgrupo Il de VH humana basado en la investigacion llevada a cabo usando
22 secuencias de VH lll humana conocidas, y una secuencia de consenso de subgrupo | de cadena « de VL humana
basado en la investigacion llevada a cabo usando 30 secuencias de subgrupo | de cadena x humana conocidas. En
consecuencia, el anticuerpo humano incluye un anticuerpo en el que uno o mas restos de aminoacidos se han
sustituido por uno 0 mas aminoacidos existentes en un anticuerpo humano distinto opcional.

Los ejemplos del anticuerpo anti-IL-3Ra incluyen anticuerpos preparados usando un método conocido en el campo
técnico, tal como injerto de CDR (documentos EP 239.400; W091/09967; patente US n° 5.225.539; patente US n°
5.530.101; y patente US n° 5.585.089), sustitucion de restos interactivos de la superficie por aminoacidos de una
secuencia de anticuerpo humano, modificacion del patron de los anticuerpos en la superficie (documento
EP592.106; EP519.596; Padlan, Molecular Immunol. 28: 489 (1991); Studnicka et al., Protein Engineering 7: 805
(1994); Roguska et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 91: 969 (1994)) y barajado de cadenas (patente US n° 5.565.332).
A fin de producir un anticuerpo humanizado, se ha usado (Padlan, Mol. Immunol. 31:169 (1994); y Padlan, Mol.
Immunol. 28: 489 (1991)) la secuencia de consenso humana (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285
(1992); y Presta et al, J. Immunol. 151: 2623 (1993)).

El término “humanizado”, cuando se usa en relaciéon con un anticuerpo, significa que la secuencia de aminoacidos
del anticuerpo tiene uno 0 mas restos de aminoacidos no humanos (por ejemplo, ratén, rata, cabra, conejo, y similar)
de la region determinante de la complementariedad (CDR) que se une especificamente a un antigeno deseado en
una molécula inmunoglobulinica humana aceptora, y uno o mas restos de aminoacidos humanos (restos de
aminoacidos que estan flanqueados con CDR) en la region estructural (FR) de Fv. El anticuerpo denominado
“primatizado” esta dentro del alcance del significado de “humanizado”, excepto que los restos de aminoacidos de la
molécula inmunoglobulinica humana aceptora y la region estructural pueden ser cualesquiera restos de aminoacidos
de primate (por ejemplo, mono, gibén, gorila, chimpancé, orangutan, macaco), ademas de restos humanos. Los
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restos de FR humanos de la inmunoglobulina se pueden sustituir por los restos no humanos correspondientes. En
consecuencia, por ejemplo, a fin de alterar, generalmente mejorar, la afinidad o especificidad por el anticuerpo, los
restos en la regién CDR o en la regién estructural humana se pueden sustituir por los restos correspondientes del
anticuerpo donante de regién CDR o estructural no humana. El anticuerpo humanizado puede contener restos que
no se pueden encontrar en el anticuerpo humano ni en la secuencia de CDR o estructural donante. Por ejemplo, se
puede predecir que la sustitucion en FR de una posicion particular que no se puede encontrar en el anticuerpo
humano o en el anticuerpo no humano donante puede mejorar la afinidad o especificidad de unién del anticuerpo
humano en esta posicion. Las sustituciones estructurales y de CDR del anticuerpo en base al modelado molecular
son convencionalmente conocidas en el campo de la técnica, por ejemplo mediante el modelado de la interaccion de
restos de CDR vy estructurales para identificar restos estructurales importantes para la union al antigeno y la
comparaciéon de secuencias para identificar restos estructurales inusuales en la posicion especifica (véanse, por
ejemplo, patente US n° 5.585.089; y Riechmann et al., Nature, 332:323 (1988)).

Los anticuerpos quiméricos estan incluidos en el anticuerpo anti-IL-3Ra. Segun la presente memoria, el término
“quimérico” y sus variaciones gramaticales, cuando se usa en relacion con anticuerpos, significa que la secuencia de
aminoé&cidos del anticuerpo contiene una o mas porciones que derivan de dos o mas especies diferentes, se obtiene
o0 aisla de dos o mas especies diferentes, o se basa en dos o mas especies diferentes. Por ejemplo, una porcion del
anticuerpo puede ser humana (por ejemplo, region constante) y otra porcion del anticuerpo puede ser no humana
(por ejemplo, una region variable de cadena pesada de raton o de cadena ligera de raton). En consecuencia, un
ejemplo del anticuerpo quimérico incluye un anticuerpo en el que la porcion diferente del anticuerpo deriva de una
especie diferente. A diferencia del anticuerpo humanizado o primatizado, el anticuerpo quimérico puede tener una
secuencia de una especie diferente en una region arbitraria del anticuerpo.

El método para producir un anticuerpo quimérico es conocido en el campo técnico (tal como Morrison, Science 229:
1202 (1985); Oi et al., BioTechniques 4: 214 (1986); Gillies et al., J. Immunol. Methods 125: 191 (1989); patente US
n° 5.807.715; patente US n° 4.816.567; y patente US n° 4.816.397). Por ejemplo, en Munro, Nature 312: 597 (1984);
Neuberger et al., Nature 312: 604 (1984); Sharon et al., Nature 309: 364 (1984); Morrison et al., Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA 81: 6851 (1984); Boulianne et al., Nature 312: 643 (1984); Capon et al, Nature 337: 525 (1989); y
Traunecker et al.,, Nature 339: 68 (1989), un anticuerpo quimérico en el que una regidn variable del anticuerpo
derivada de una especie se sustituye por una region variable de anticuerpo derivada de otra especie.

Ademas, el anticuerpo anti-IL-3Ra. se puede preparar mediante técnica de hibridoma, técnica recombinante, y
técnica de presentacion de fagos, y una combinacion de las mismas (véanse patente US n° 4.902.614, patente US
n° 4.543.439, y patente US n°® 4,411,993; y también véanse Monoclonal Antibodies. Hybridomas: A New Dimensionin
Biological Analyses, Plenum Press, Kennett, McKearn, y Bechtol et al, 1980, y Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, segunda edicion, 1988).

El anticuerpo humano anti-IL-3Ra. humana de la invencion se produjo usando ratones con cromosomas transferidos
(ratones KM (marca registrada)) inmunizados con diversas formas de una forma soluble de proteinas IL-3Ra
humanas recombinantes, o estirpes celulares que expresan IL-3Ra. (documentos W002/43478, W002/092812, e
Ishida et al., IBC’s 11th Antibody Engineering Meeting, Abstract (2000)). Puesto que el anticuerpo humano anti-IL-
3Ra humana tifie de forma detectable no una estirpe celular precursora no transformada sino una estirpe celular
transfectante estable de IL-3Ro humana, tal como la célula Jurkat-IL-3Ra y la célula L929-IL-3Ra, se muestra que el
anticuerpo se une especificamente a IL-3Ra humana.

El anticuerpo de la invencion puede tener una secuencia de cadena ligera x 0 una secuencia de cadena ligera A, una
longitud completa de cualquiera de ellas como se presentan en el anticuerpo que existe de forma natural, o una
mezcla de las mismas (principalmente un producto de fusién de la secuencia de cadena « y la secuencia de cadena
A), Y sus subsecuencias/fragmentos. Las moléculas de anticuerpo que se presentan de forma natural pueden
contener dos cadenas ligeras x o dos cadenas ligeras A.

Se describe en la presente memoria un método para preparar un anticuerpo que se une especificamente a IL-3Ra.
El método para preparar un anticuerpo anti-IL-3Ra puede comprender administrar IL-3Ra. humana, una
subsecuencia de la misma o un fragmento de la misma (por ejemplo, region extracelular de IL-3Ra), conjugada, si es
necesario, con una proteina recombinante Fc humana, a animales que pueden expresar inmunoglobulina humana
(por ejemplo, ratones transgénicos o ganado transgénico), identificar los animales en busca de su expresion del
anticuerpo anti-IL-3Ra. humana, seleccionar un animal que produce anticuerpo anti-IL-3Ra humana, y aislar el
anticuerpo del animal seleccionado. Mediante este método se puede juzgar si el anticuerpo anti-IL-3Ra. humana
tiene 0 no una actividad antagonista o agonista de IL-3Ra.

La actividad efectora significa actividad dependiente del anticuerpo inducida via una region Fc del anticuerpo, y
como tal se conocen la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (actividad de ADCC), citotoxicidad
dependiente del complemento (actividad de CDC), fagocitosis dependiente del anticuerpo (actividad de ADP)
mediante fagocitos tales como macréfagos y células dendriticas, y similares.
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Como método para controlar la actividad efectora del anticuerpo monoclonal anti-IL-3Ra de la invencién, los
ejemplos incluyen un método que controla la cantidad de la fucosa (también denominada fucosa central) que esta
unida a N-acetilglucosamina (GIcNAc) a través de un enlace a-1,6 en un extremo reductor de una cadena de azlcar
enlazada mediante N de tipo complejo que esta unida a asparagina (Asn) en la posicién 297 de una region Fc de un
anticuerpo (documentos W02005/035586, W02002/31140, y WO00/61739), un método en el que se controla
modificando restos de aminoacidos de la region Fc del anticuerpo, y similar. La actividad efectora se puede controlar
aplicando uno cualquiera de estos métodos al anticuerpo monoclonal anti-IL-3Ra de la invencion.

Controlando el contenido de la fucosa central de la cadena de azlcar enlazada mediante N de tipo complejo de Fc
del anticuerpo, se puede aumentar o disminuir la actividad efectora del anticuerpo. Como método para reducir el
contenido de la fucosa que se une a la cadena de azUcar enlazada mediante N de tipo complejo que esta unida a Fc
del anticuerpo, se puede mencionar la desfucosilaciéon (desfucosilada o no fucosilada). La desfucosilacion es
expresar un anticuerpo usando célula CHO de la que se ha eliminado el gen de a1,6-fucosil-transferasa, y se puede
obtener un anticuerpo al que no esta unida la fucosa. El anticuerpo al que no esta unida la fucosa tiene actividad de
ADCC elevada. Por otro lado, como método para incrementar el contenido de la fucosa que se une a la cadena de
azucar enlazada mediante N de tipo complejo a la que esta unido Fc del anticuerpo, el anticuerpo al que esta unida
la fucosa se puede obtener expresando el anticuerpo usando una célula hospedante en la que se introduce el gen
de al,6-fucosiltransferasa. El anticuerpo al que esté unida la fucosa tiene actividad de ADCC menor que aquella del
anticuerpo al que no esta unida la fucosa.

Ademas, la actividad de ADCC vy la actividad de CDC se pueden aumentar o disminuir modificando los restos de
aminoécidos de la region Fc del anticuerpo. Por ejemplo, la actividad de CDC del anticuerpo se puede incrementar
usando la secuencia de aminoacidos de la region Fc descrita en el documento US 2007/0148165. También, la
actividad de ADCC o la actividad de CDC se puede aumentar o disminuir llevando a cabo la modificacién de
aminoacidos descrita en las patentes US n° 6.737.056, US n° 7.297.775 y US n° 7.317.091. Ademas, un anticuerpo
en el que se controla la actividad efectora del anticuerpo se puede obtener usando los métodos mencionados
anteriormente en combinacién en un anticuerpo.

Se describe adicionalmente la secuencia nucleotidica de la invencion, tal como de un vector y similar. El vector
puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-IL-3Ra, 0 una subsecuencia o
fragmento del mismo.

El 4cido nucleico puede tener diversas longitudes. La longitud del acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-IL-
3Ra de la presente invencién o la subsecuencia del mismo es generalmente alrededor de 100 a 600 nucledtidos, o
cualquier valor numérico o intervalo que comprende tales longitudes del intervalo descrito anteriormente; 100 a 150,
150 a 200, 200 a 250, 250 a 300, 300 a 350, 350 a 400, 400 a 450, 450 a 500, 500 a 550 o 550 a 600 nucledtidos de
longitud, o cualquier valor numérico o intervalo o valor dentro de o que comprende tal longitud del intervalo descrito
anteriormente. Los ejemplos de la longitud del acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-IL-3Ra de la presente
invencion o la subsecuencia del mismo incluyen generalmente 10 a 20, 20 a 30, 30 a 50, 50 a 100, 100 a 150, 150 a
200, 200 a 250, 250 a 300, 300 a 400, 400 a 500, 500 a 600 nucleétidos, y cualquier valor numérico o intervalo
dentro de o que engloba tal longitud.

Las expresiones “acido nucleico” y “polinucledétido” significan al menos dos o mas pares de bases de acido ribo- o
desoxirribonucleico (nucledtidos) que estan enlazados a través de un enlace de fosfoéster o equivalente. El &cido
nucleico incluye polinucledtido y polinucleésido. El &cido nucleico incluye una sola molécula, una molécula doble,
una molécula triple, una molécula circular o una molécula lineal. Los ejemplos del &cido nucleico incluyen ARN,
ADN, ADNCc, un &cido nucleico genémico, un &cido nucleico de origen natural y un &cido nucleico no natural, tal
como un &cido nucleico sintético, pero no esta limitado. Los &cidos nucleicos y polinucledtidos cortos (por ejemplo,
10 a 20, 20 a 30, 30 a 50, 50 a 100 nucledtidos) se denominan habitualmente “oligonucleétidos” o “sondas” de ADN
monocatenario o bicatenario.

El acido nucleico se puede preparar usando diversas técnicas de clonacion estandar y técnicas de sintesis quimica.
Los ejemplos de las técnicas incluyen, pero no se limitan a, amplificacion de acidos nucleicos, tal como reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con dianas de ADN genémico o ADNc usando cebadores (por ejemplo, una mezcla
de cebadores degenerados) que se pueden hibridar con una secuencia codificante de anticuerpo. Ademas, el acido
nucleico también se puede preparar mediante sintesis quimica (por ejemplo, sintesis de fosforoamidito en fase
sélida) o transcripcién a partir de un gen. Después, la secuencia preparada se puede expresar mediante una célula
(por ejemplo, una célula hospedante tal como levadura, bacteria o eucariota (una célula de animal o de mamifero o
en una planta)), después la secuencia se clona en un plasmido y después se amplifica, o la secuencia se traduce in
vitro.

Un vector es un vehiculo que se puede manipular mediante insercion o incorporacién de acido nucleico. Los
ejemplos del vector incluyen un vector plasmidico, un vector virico, un vector procariota (bacteria) y un vector
eucariota (planta, hongos, mamiferos). El vector se puede usar para la expresion in vitro o in vivo de acido nucleico.
Tal vector se denomina “vector de expresion”, y es util para la transferencia de acido nucleico, incluyendo un acido
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nucleico que codifica un anticuerpo anti-IL-3Ra. 0 su subsecuencia o fragmento, y la expresion de una proteina
codificada in vitro (por ejemplo, en una disolucién o en fase sdlida), mediante una célula o mediante in vivo en un
sujeto.

Ademas, el vector también se puede usar para la manipulaciéon de acidos nucleicos. Para la manipulacién genética,
un acido nucleico insertado se puede transcribir o traducir usando un “vector de clonacion” in vitro (por ejemplo, en
una disolucién o en fase sélida) en una célula, o in vivo en un sujeto.

En general, el vector contiene un origen de replicacion para la amplificacion en una célula in vitro o in vivo. A fin de
facilitar la transcripcion y traduccién, si es necesario, se pueden incluir elementos de control tales como un elemento
de control de expresién presente en el vector.

Un vector puede incluir un marcador de seleccion. El “marcador de seleccién” es un gen que permite la selecciéon de
una célula que contiene el gen. “Seleccion positiva” significa un proceso para seleccionar una célula que contiene el
marcador de seleccion debido a una seleccion positiva. La resistencia a farmacos es un ejemplo del marcador de
seleccibn positiva, y una célula que contiene el marcador sobrevivira en el medio de cultivo que contiene el farmaco,
y una célula que no contiene el marcador morira. Los ejemplos del marcador de seleccién incluyen genes de
multirresistencia tales como neo, que proporciona resistencia a G418; hygr, que proporciona resistencia a
higromicina; puro, que proporciona resistencia a puromicina, y similares. Otro marcador de seleccion positiva incluye
genes que permiten la identificacion o seleccion de una célula que contiene el marcador. Los ejemplos de estos
genes incluyen un gen de proteina fluorescente (GFP y cromdforo similar a GFP, luciferasa), gen lacZ, gen de
fosfatasa alcalina, y un marcador de superficie tal como CD8. “Seleccion negativa” significa un proceso de
exterminio de las células que contienen marcadores de seleccion negativa al exponerlas a un agente de seleccion
negativa apropiado. Por ejemplo, una célula que contiene el gen de timidina cinasa del virus del herpes simple (HSV-
tk) (Wigler et al., Cell, 11: 223 (1977)) es sensible al farmaco ganciclovir (GANC). De forma similar, el gen gpt hace a
una célula sensible a 6-tioxantina.

El vector virico incluye aquellos que se basan en retrovirus (un lentivirus para infectar no solamente a células que se
dividen sino también a células que no se dividen), virus espumoso (patente US n° 5.624.820, patente US n°
5.693.508, patente US n° 5.665.577, patente US n° 6.013.516 y patente US n° 5.674.703; documentos WO 92/05266
y WO 92/14829), adenovirus (patente US n°® 5.700.470, patente US n° 5.731.172 y patente US n° 5.928.944), virus
adenoasociado (AAV) (patente US n° 5.604.090), un vector virico del herpes simple (patente US n°® 5.501.979), un
vector del sistema de citomegalovirus (CMV) (patente US n°® 5.561.063), reovirus, genoma de rotavirus, virus del
simio 40 (SV40) o virus del papiloma (Cone et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6349 (1984); Eukaryotic Viral
Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, editado por Gluzman, 1982; Sarver et al., Mol. Cell. Biol., 1: 486 (1981);
patente US n° 5.719.054). El adenovirus infecta de forma eficiente a una célula que se replica lentamente y/o
terminalmente diferenciada, y se puede usar para dirigirlo a la célula que se replica lentamente y/o a la célula
terminalmente diferenciada. ejemplos adicionales de vectores viricos Utiles para la expresion incluyen parvovirus,
virus de Norwalk, coronavirus, paramixovirus y rabdovirus, virus de toga (por ejemplo, virus Sindobis y virus del
bosque de Semliki) y virus de la estomatitis vesicular (VSV).

Un vector que comprende un &cido nucleico se puede expresar cuando el acido nucleico estd conectado a
elementos de expresion para funcionar. La expresion “conectado para funcionar” (operablemente enlazado) significa
gue una relacion fisica o funcional entre los elementos citados les permite operar en su manera pretendida. En
consecuencia, el acido nucleico “operablemente enlazado” a un elemento de control de expresion significa que el
elemento de control modula la transcripcion del acido nucleico y, segun sea apropiado, la traduccién del producto de
transcripcion.

El “elemento de control de expresion” o “secuencia de control de expresion” es un polinucleétido que influye sobre la
expresion de un acido nucleico operablemente enlazado. Los promotores y potenciadores son ejemplos especificos
no limitantes de elementos y secuencias que controlan la expresion. El “promotor” es una region reguladora del ADN
gue actla en cis, que puede iniciar la transcripcion de una secuencia de acido nucleico hacia el extremo 3’ (direccion
3’). Un nucleétido que acelera el inicio de la transcripcion esta incluido en la secuencia promotora. El potenciador
también regula la expresion del &cido nucleico, pero actia a una distancia desde el sitio de iniciacion de la
transcripcion del acido nucleico al que esta operablemente enlazado. Cuando el potenciador esta presente en el
extremo 5’ o en el extremo 3’ del acido nucleico, asi como en el acido nucleico (por ejemplo, secuencia codificante o
intrén), el potenciador funcional adicionalmente. ejemplos adicionales del elemento de control de expresién incluyen
una secuencia lider y una secuencia de pareja de fusién, un elemento de sitio de entrada al ribosoma interno (IRES)
para preparar multigén, un mensaje policistronico, una sefial de ayuste de intron, mantenimiento del marco de
lectura correcto del gen para permitir la traduccién de ARNm en el marco, sefial de poliadenilacion que produce una
poliadenilacion apropiada del producto de transcripcion de interés, y codones de parada.

Los ejemplos del elemento de control de expresion incluyen un elemento “constitucional” en el que la transcripcion
de un &cido nucleico operablemente enlazado se produce sin la presencia de sefiales o estimulo. El elemento de
control de expresion que confiere expresion en respuesta a la sefial o estimulo y aumenta o disminuye la expresion
del acido nucleico operablemente enlazado es “ajustable”. El elemento ajustable que aumenta la expresion del acido
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nucleico operablemente enlazado en respuesta a una sefial o estimulo se denomina “elemento inducible”. El
elemento ajustable que disminuye la expresién del acido nucleico operablemente enlazado en respuesta a una sefial
o estimulo se denomina “elemento represor” (principalmente, la sefial disminuye la expresion; y la expresion
aumenta cuando se elimina o no esta presente la sefial).

Los ejemplos del promotor constitucional para la expresion bacteriana incluyen un promotor inductor, tal como T7 y
pL, plac, ptrp y ptac (promotor hibrido ptrp-lac) o bacteriéfago A, y similar. Para un sistema de célula de insecto, se
puede usar un promotor constitucional o un promotor inducible (por ejemplo, ecdisona). El promotor constitucional
para levadura incluye un promotor inductor tal como ADH, LEU2, GAL y similar (por ejemplo, véanse Ausubel et al.,
en: Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Capitulo 13, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience edition,
1988; Grant et al., en: Methods in Enzymology, 153: 516 - 544 (1987) Wu & Grossman, 1987, Acad. Press, N.Y;
Glover, DNA Cloning, Vol. 11, Capitulo 3, IRL Press, Wash., D.C., 1986; Bitter, en: Methods in Enzymology, 152: 673
- 684 (1987), editado por Berger & Kimmel, Acad. Press, N.Y.; y Strathern et al., The Molecular Biology of the Yeast
Saccharomyces, editado por Cold Spring Harbor Press, Vol. 1y Vol. 11 (1982)).

Para la expresion en mamiferos, se puede usar un promotor constitucional derivado de un virus o de otro origen. Por
ejemplo, se pueden usar promotores inducibles derivados de CMV, SV40, o una secuencia de repeticion terminal
larga (LTR) viral, o genoma de célula de mamifero (por ejemplo, promotor de metalotioneina IlA; promotor de
choque térmico, elemento que responde a esteroides/hormona tiroidea/acido retinoico) o virus de mamifero (por
ejemplo, promotor tardio de adenovirus; LTR de virus de cancer de mama de ratén).

Los ejemplos del elemento de control de expresidn incluyen un elemento que es activo en un tejido especifico o tipos
celulares, y tal elemento se denomina “elemento de control de expresion especifico de tejidos”. En general, el
elemento de control de expresion especifico de tejidos es més activo en células especificas o tipos de tejidos, y esto
es debido a que este elemento de control de expresion especifico de tejidos es reconocido por una proteina
activante de la transcripcidn que es activa en la célula especifica o tipos de tejidos o por otro factor de transcripcion,
en comparacion con otras células o tipos de tejidos. Los ejemplos especificos no limitantes de tal elemento de
control de expresion son hexocinasa Il, COX-2, a-fetoproteina, antigeno carcinoembriénico, DE3/MUCL1, antigeno
especifico de la prostata, C-erB2/neu, polipéptido estimulante de la secrecion de insulina dependiente de glucosa
(GIP), transcriptasa inversa de telomerasa, y un promotor tal como un promotor sensible a hipoxia.

Se describe en la presente memoria una célula hospedante transformada o transfectada con acido nucleico de IL-
3Ra 0 vector de la invencion. Los ejemplos de las células hospedantes incluyen, pero no se limitan a, célula
procariota y célula eucariota, tal como células bacterianas, flngicas (levadura), y células de plantas, insectos y
animales (por ejemplo, mamiferos tales como primates, ser humano, y similar). Los ejemplos no limitantes de célula
transformada incluyen una bacteria transformada con un acido nucleico de bacteri6fago recombinante, un vector de
expresion de &acido nucleico plasmidico o vector de expresion de &cido nucleico cosmidico; una levadura
transformada con un vector de expresion de levadura recombinante; una célula vegetal infectada con un vector de
expresion de virus recombinante (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco,
TMV) o transformada con un vector de expresion plasmidico recombinante (por ejemplo, plasmido Ti); una célula de
insecto infectada con un vector de expresion de virus recombinante (por ejemplo, baculovirus); y una célula animal
infectada con un vector de expresion de virus recombinante (por ejemplo, retrovirus, adenovirus, virus de la vacuna)
0 una célula de animal transformada manipulada para la expresién estable. La célula CHO es un ejemplo no
limitante de una célula hospedante de mamifero que expresa un anticuerpo anti-IL-3Ra y su subsecuencia y
fragmento. La célula hospedante puede ser una pluralidad o poblacién de células a partir de una linea separada de
la célula primaria, una célula secundaria aislada o célula subcultivada, o una estirpe celular establecida o cultivo
celular inmortalizado.

La expresion “estar transformada” o “estar transfectada”, cuando se usa en referencia a una célula (por ejemplo,
célula hospedante) o un organismo, significa un cambio de gen en una célula tras la incorporacion de una molécula
exdgena, tal como una proteina o un acido nucleico (por ejemplo, transgén), en la célula. En consecuencia, la célula
“transfectada” o “transformada” es una célula en la que se introduce la molécula exégena manualmente por el
hombre, por ejemplo, mediante técnicas de ADN recombinante, o una progenie de la misma.

El acido nucleico o proteina se puede transfectar o transformar (expresar) en la célula o una progenie de la misma
de forma estable o temporalmente. La proteina introducida se puede expresar haciendo crecer la célula, o
transcribiendo el acido nucleico. Puesto que existe una posibilidad de que se produzca una mutacion durante la
replicacién, existen casos en los que una progenie de la célula transfectada o transformada no es idéntica a la célula
precursora.

En general, en la transfeccion o transformacion celulares se usa un vector. El vector puede incluirse en una particula
virica o vesicula, y puede ser dirigida opcionalmente hacia tipos celulares especificos incluyendo una proteina en la
superficie de la particula o vesicula que se une a un ligando o receptor de la célula diana. En consecuencia, una
célula se puede usar como una diana preparando la propia particula virica o vesicula o la proteina de la superficie
virica, con el fin de transfectar o transformar in vitro, ex vivo o in vivo. En consecuencia, el vector incluye técnicas de
suministro in vitro, in vivo y ex vivo de vectores viricos y no viricos a una célula, tejido u érgano.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550 639 T3

Ademas, la introduccion de un acido nucleico en una célula diana (por ejemplo, una célula hospedante) también se
puede llevar a cabo mediante un método conocido convencionalmente en el campo técnico, tal como choque
osmaético (por ejemplo, fosfato de calcio), electroporacién, microinyeccion, fusién celular, y similar. La introduccion de
acido nucleico y polipéptido in vitro, ex vivo e in vivo también se puede llevar a cabo usando otras técnicas. Por
ejemplo, una sustancia polimérica tal como poliéster, acido poliamico, hidrogel, polivinilpirrolidona, etileno-acetato de
vinilo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, sulfato de protamina, o copolimero de lactida/glicolida, copolimero de
polilactida/glicolida, o copolimero de etileno-acetato de vinilo, y similar. El acido nucleico se puede encerrar en una
microcapsula de hidroximetilcelulosa o de gelatina, 0 en una microcapsula preparada usando poli(metacrilato de
metilo), o en un sistema coloidal, respectivamente, mediante una técnica de coacervacion o mediante polimerizacion
interfacial. El sistema de dispersiéon coloidal incluye un sistema a base de un complejo polimérico, nanocapsula,
microesfera, perlas y lipido (emulsion de tipo aceite en agua, micela, micela mixta, liposoma, y similar).

El liposoma para introducir diversas composiciones en células es conocido convencionalmente en el campo técnico,
y se incluyen en él, por ejemplo, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, lipofectina y DOTAP (por ejemplo, patente US n°
4.844.904, patente US n° 5.000.959, patente US n° 4.863.740 y patente US n° 4.975.282; y GIBCO-BRL,
Gaithersburg, Md.). También se conocen los lipidos cationicos anfifilicos a base de piperazina, que son Utiles en
terapia génica (véase, por ejemplo, patente US n° 5.861.397). También se conoce un sistema lipidico cationico
(véase, por ejemplo, patente US n° 5.459.127). En esta memoria descriptiva, la sustancia polimérica, microcapsula y
el sistema de dispersion coloidal (liposoma y similar) se denominan colectivamente como “vesicula”.

Ademas, los ejemplos de las técnicas adecuadas que se pueden usar en el método para producir un anticuerpo son
purificaciéon por afinidad, purificacion en gel no modificado, HPLC o RP-HPLC, exclusion por tamafios, purificacion
mediante columna de proteina A, y una combinacion opcional de estas técnicas. Un isotipo de anticuerpo anti-IL-
3Ra se puede determinar usando un ensayo ELISA, y, por ejemplo, se puede identificar una Ig humana usando anti-
Ig humana absorbido sobre Ig de ratén.

La afinidad de unién se puede determinar mediante constantes de asociacion (Ka) y de disociacion (Kd). La
constante de afinidad en el equilibrio KD es la relacion de Ka/Kd. Las constantes de asociacion (Ka) y de disociacion
(Kd) se pueden medir usando resonancia plasmonica de superficie (SPR) (Rich y Myszka, Curr. Opin. Biotechnol.,
11: 54 (2000): Englebienne, Analyst., 123: 1599 (1998)). La instrumentacion y los métodos para la deteccién y
monitorizaciébn en tiempo real de la constante de asociaciébn son conocidos convencionalmente y estan
comercialmente disponibles (BiaCore 2000, Biacore AB, Upsala, Suecia; y Malmqvist, Biochem. Soc. Trans., 27:335
(1999)). El valor de KD se puede definir como la concentracion de anticuerpo anti-IL-3Ra requerida para saturar la
mitad del sitio de unién (50%) en IL-3Ra.

(Propiedad de cruzamiento en primates)

Actualmente, aunque se estan desarrollando en el mundo tantos como 500 anticuerpos terapéuticos, se afirma que
los anticuerpos humanos tienen una posibilidad elevada de ser capaces de evitar problemas de inmunogenicidad.
Sin embargo, por otro lado, existen muchos casos en los que la eficacia farmacéutica de los anticuerpos humanos
no es mostrada en absoluto en roedores. En ese caso, hay muchos casos en los que se han de usar primates en
ensayos de toxicidad, y ademas en muchos casos no es rara la reactividad encontrada solamente en el chimpancé.
Cuando la reaccion farmacoldgica se puede encontrar solamente en el chimpancé, el ensayo de toxicidad esta
adicionalmente constrefiido de forma significativa. En primer lugar, las instalaciones en las que se pueden llevar a
cabo experimentos con chimpancés estan limitadas considerablemente, los individuos estan infectados con VIH en
muchos casos, y también hay problemas de higiene laboral de trabajadores implicados en los experimentos.
Ademas, con respecto al chimpancé, hay grandes limitaciones por cuanto no se puede llevar a cabo el ensayo
anatémico tras la administracién final del farmaco, y también es imposible llevar a cabo el ensayo de toxicidad
reproductivo, y similares. En consecuencia, la capacidad para verificar la eficacia farmacéutica en mono (Macaca
fascicularis y/o Macaca mulatta) es Util desde el punto de vista de avanzar ensayos de toxicidad que son esenciales
para el desarrollo de sustancias farmacéuticas.

Con respecto al método para confirmar la reactividad cruzada del mono con mono, se puede confirmar mediante un
método convencionalmente conocido tal como el método de tincidn tisular inmunogquimico, inmunoensayo enzimatico
en fase solida (en lo sucesivo, “ELISA”), citometria de flujo (FCM), y similar.

(Composicién farmacéutica)

Los anticuerpos se pueden incluir en una composiciéon farmacéutica. Un anticuerpo puede comprender un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, un estabilizante o una carga, y se prepara en forma de una disolucion acuosa o como
una preparacion liofilizada. Tipicamente, se usa una cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable
para la isotonicidad de la preparacion farmacéutica. Los ejemplos del vehiculo aceptable, estabilizante o carga
incluyen una disoluciéon tampén tal como fosfato, citrato y otro &cido organico, y similar; un polipéptido de bajo peso
molecular (menos de 10 en el nUmero de restos); una proteina tal como seroalbimina, gelatina, inmunoglobulina, y
similar; un polimero hidréfilo tal como polivinilpirrolidona; un aminoacido tal como glicina, glutamina, asparagina,
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histidina, arginina, lisina, y similar; un monosacarido, disacarido y otros hidratos de carbono tales como glucosa,
manosa, dextrina, y similar; un agente quelante tal como EDTA y similar; sacaridos tales como sacarosa, manitol,
trehalosa, sorbitol, y similares; un contraion formador de sal tal como sodio y similar; un complejo metalico (por
ejemplo, complejo de Zn-proteina); un antiséptico (cloruro de octadecil dimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio; cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o
propilparabeno; catecol, resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); y/o un tensioactivo no ionico tal como
TWEEN™, PLURONICS™, polietilenglicol (PEG), y similar.

(Uso terapéutico de sustancia antitumoral que selecciona como diana a células que expresan IL-3Ra)

Los ejemplos de las enfermedades para las que se examina el uso terapéutico, pero no se limitan a ellas, incluyen
las enfermedades que se pueden considerar que se pueden tratar mediante la unién a o seleccién como diana de
células tumorales de la sangre que expresan IL-3Ra (célula de AML, célula de CML, célula de MDS, célula de ALL,
célula de CLL, célula de mieloma multiple, y similar), mastocito, baséfilo, célula T cooperadora (por ejemplo, célula
Thl, célula Th17), célula T reguladora (por ejemplo, célula CD4 positiva CD25 positiva), célula presentadora de
antigeno (por ejemplo, célula dendritica, monocito-macréfago y células relacionadas (célula estrellada hepética,
osteoclasto, microglia, macréfago intraepidérmico, célula del polvo (fagocito alveolar) y similares)).

Los ejemplos de la enfermedad para la que se examina el uso terapéutico incluyen una enfermedad de la sangre en
la que la expresion de IL-3Ra se encuentra en médula ésea o sangre periférica. El ejemplo especifico puede incluir
leucemia mieloide aguda (AML). En base a la clasificacion de FAB (criterios francés-americano-britanico) que puede
determinar qué etapa de la célula entre las células en el curso de la diferenciacion en diversas células de la sangre a
partir de la célula troncal hematopoyética provocé la transformacion tumorigénica, la leucemia mieloide agua se
clasifica en tipos de enfermedad de MO (leucemia mieloblastica de tipo de microdiferenciacion), M1 (leucemia
mieloblastica no diferenciada), M2 (leucemia mieloblastica diferenciada), M3 (leucemia promielocitica aguda), M4
(leucemia mielomonocitica), M5 (leucemia monocitica), M6 (eritroleucemia), M7 (leucemia megacariocitica) y sus
subtipos. Ademas, otros ejemplos de enfermedades incluyen leucemia linfocitica aguda, leucemia atipica, leucemia
linfocitica cronica, leucemia de células T adultas, linfoma de células NK/T, linfocitosis granular (leucemia LGL),
policitemia vera, trombocitemia esencial, sindrome hipereosinofilico, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin,
linfoma folicular, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de células B grandes difusas, linfoma de
Burkitt, linfoma linfoblastico y enfermedad de Catsleman.

El uso de la invencion, que comprende la administracion o suministro de un anticuerpo anti-IL-3Ra y una sustancia
antitumoral dirigida contra una célula que expresa IL-3Ra, se puede llevar a cabo mediante cualquier método
aceptable. En una realizacion especifica, estos se administran a un sujeto, local, regional o sistémicamente.

Ademas, con respecto al anticuerpo anti-IL-3Ra, la sustancia antitumoral dirigida contra la célula que expresa IL-3Ra
para tratar las enfermedades mencionadas anteriormente también se puede considerar que se combina con otro
agente terapéutico adecuado para la misma enfermedad (tipicamente un agente quimioterapéutico), o se puede
administrar en combinacion con radioterapia. Los ejemplos del otro agente terapéutico adecuado incluyen un agente
guimioterapéutico tal como citarabina (Ara-C), un agente antitumoral del sistema de antraciclinas (tipicamente,
daunorrubicina (DNR), idarrubicina (IDA)), y similares, un agente terapéutico que induce diferenciacion, tal como
acido todo-trans-retinoico (ATRA), acido arsenioso, Am80 (tamibaroteno), gemtuzumab-ozogamicina (anticuerpo
anti-CD33 conjugado con ozogamicina), topotecan, fludarabina, ciclosporina, mitoxantrona (MIT), interferon e
imatinib, pero no se limitan a ellos, y también incluyen una combinacién con un método terapéutico que se considera
que es clinicamente eficaz.

En el sujeto que puede ser tratado por la invencidn se incluyen mamiferos (por ejemplo, ser humano). En una forma
de realizaciéon especifica, es un sujeto que es un candidato a un tumor de la sangre, o un sujeto que recibid
tratamiento del tumor de la sangre, un sujeto que tiene la posibilidad de provocar una respuesta celular mediada por
IL-3Ra, 0 un sujeto que recibié tratamiento de la respuesta celular mediada por IL-3Ra, un sujeto que es un
candidato a un tumor maligno mielocitico, o un sujeto que recibié tratamiento del tumor maligno mielocitico, o un
sujeto que es un candidato a leucemia mieloide aguda, o un sujeto que recibio tratamiento de la leucemia mieloide
aguda.

Segun la presente memoria, los términos “tratar”, “tratando”, “tratamiento” y sus variaciones gramaticales significan
un protocolo, un plan, un procedimiento o un método mejorado que se lleva a cabo sobre cada sujeto del que es
deseable obtener un efecto fisiolégico o un buen resultado en el paciente. En consecuencia, la invencion se refiere a
un tratamiento y a un método de tratamiento que produce una mejora o efecto beneficioso medible, particularmente
sobre un trastorno, una enfermedad, patologia, un estado de una enfermedad o un sintoma de un sujeto dado. La
mejora o efecto beneficioso medible es objetivo o subjetivo, desmesurado, transitorio o0 mejora a largo plazo de uno
cualquiera de trastornos, enfermedades, patologia, estados de una enfermedad o sintomas o una reduccién en el
comienzo, gravedad, duracidon o frecuencia de sintoma adverso relacionado con o provocado por trastornos,
enfermedades, estados fisioldgicos, patologia o estado. Segln la invencién, existe la posibilidad de que su efecto no
siempre se exhiba inmediatamente, sino que se encuentra una mejora o efecto beneficioso eventual un poco mas
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tarde con el transcurso del tiempo, de manera que se producira la estabilizacion o mejoria en un sujeto dado.

Excepto que se sefiale de otro modo, todos los términos técnicos y términos cientificos usados en esta memoria
descriptiva tienen los mismos significados que aquellos que son generalmente evidentes para personas en el campo
técnico al que se refiere la invencion. En las operaciones o examenes de la invencién se pueden usar métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en esta memoria descriptiva, pero aquellos que se describen en
esta memoria descriptiva son métodos y materiales adecuados.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Preparacién de célula de expresion de IL-3Ra humana, de Macaca fascicularis o de Macaca
mulatta

(Clonacién molecular de ADNc de IL-3Ra, Y preparacién de vector de expresion)

El ADNc de IL-3Ra humana se amplifico a partir de un ADN derivado de célula sanguinea (CLONTECH Human MTC
Panel) mediante PCR usando ExTaq (TAKARA BIO INC.). Como dispositivo de PCR, se us6 GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, en lo sucesivo, el dispositivo de PCR es el mismo en esta memoria descriptiva). Con
respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, se llevo a cabo una reaccion en
tres etapas a 94°C 30 segundos-55°C 30 segundos-72°C 2 minutos, 40 ciclos, y después se llevd a cabo una
reaccion a 99°C durante 30 segundos. Los cebadores de la PCR usados son como siguen.

IL-3Ro._Fw: 5-CGGCAATTGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCAC-3’ (SEC ID NO:3)
IL-3Ro._Re: 5-ATTGCGGCCGCTCAAGTTTTCTGCACGACCT-3 (SEC ID NO:4)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). EI ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Se cortd una banda a alrededor de 1,2
kb y se extrajo usando JetSob (Genomed). El ADN extraido se digiri6 con Mfel y Notl, se mezcl6 con el vector
pPEGFP-N1 (Clontech) o con el vector pEF6/Myc-His que se habia digerido con EcoRI y Notl, y se ligo usando el kit
de ligacion de TaKaRa. Con respecto a la transformacion, la muestra de ligacion y una célula competente DH10B se
mezclaron y se extendieron sobre placa de LB (que contiene kanamicina). La comprobacion del inserto del vector
pPEGFP-N1 se llevo a cabo mediante PCR directa de la colonia usando LA Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Con
respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, se llevd a cabo una reaccién de
tres etapas a 94°C 30 segundos-55°C 30 segundos-72°C 2 minutos, 40 ciclos, y después se llevdé a cabo una
reaccion a 99°C durante 30 segundos. Con respecto a los cebadores usados, se usaron IL-3Ra-Fw e IL-3Ra-Re.

Los productos de PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Usando una colonia a partir de la cual
se obtuvo una amplificacién a alrededor de 1,2 kb, se determind una secuencia nucleotidica mediante un método de
secuenciacion directo. En la reaccion de muestras de secuencias, se usaron BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) y GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) (éstos se usaron en todos
los andlisis de secuencias de ADN en la presente memoria). Con respecto a los cebadores, se usaron IL-3Ra-Fw,
IL-3Ra-Re y el siguiente cebador. IL-3Ra_seqF1: 5-GTCTTCACTACAAAACGGAT-3' (SEC ID NO:5).

Como el dispositivo de analisis de la secuencia, se uso6 el analizador de ADN ABI 3700XL (Applied Biosystems). Se
seleccion6 un clon que tiene la misma secuencia de la region codificante del nUmero de asociacion de GenBank NP-
002174.1, y se extrajo un ADN plasmidico mediante un método Miniprep. Los nombres de los vectores fueron
pEGFR-N1/hCD123 y pEF6/Myc-His/hCD123, respectivamente.

La secuencia del inserto (Mfel a Notl) fue como sigue.

CAATTGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCACGCTGCTCCTGATCGCCCTGCCC
TGTCTCCTGCAAACGAAGGAAGATCCAAACCCACCAATCACGAACCTAAGG
ATGAAAGCAAAGGCTCAGCAGTTGACCTGGGACCTTAACAGAAATGTGACC
GATATCGAGTGTGTTAAAGACGCCGACTATTCTATGCCGGCAGTGAACAATAG
CTATTGCCAGTTTGGAGCAATTTCCTTATGTGAAGTGACCAACTACACCGTCC
GAGTGGCCAACCCACCATTCTCCACGTGGATCCTCTTCCCTGAGAACAGTGG
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GAAGCCTTGGGCAGGTGCGGAGAATCTGACCTGCTGGATTCATGACGTGGAT
TTCTTGAGCTGCAGCTGGGCGGTAGGCCCGGGGGCCCCCGCGGACGTCCAG
TACGACCTGTACTTGAACGTTGCCAACAGGCGTCAACAGTACGAGTGTCTTC
ACTACAAAACGGATGCTCAGGGAACACGTATCGGGTGTCGTTTCGATGACAT
CTCTCGACTCTCCAGCGGTTCTCAAAGTTCCCACATCCTGGTGCGGGGCAGG
AGCGCAGCCTTCGGTATCCCCTGCACAGATAAGTTTGTCGTCTTTTCACAGAT
TGAGATATTAACTCCACCCAACATGACTGCAAAGTGTAATAAGACACATTCCT
TTATGCACTGGAAAATGAGAAGTCATTTCAATCGCAAATTTCGCTATGAGCTT
CAGATACAAAAGAGAATGCAGCCTGTAATCACAGAACAGGTCAGAGACAGA
ACCTCCTTCCAGCTACTCAATCCTGGAACGTACACAGTACAAATAAGAGCCC
GGGAAAGAGTGTATGAATTCTTGAGCGCCTGGAGCACCCCCCAGCGCTTCGA
GTGCGACCAGGAGGAGGGCGCAAACACACGTGCCTGGCGGACGTCGCTGCT
GATCGCGCTGGGGACGCTGCTGGCCCTGGTCTGTGTCTTCGTGATCTGCAGA
AGGTATCTGGTGATGCAGAGACTCTTTCCCCGCATCCCTCACATGAAAGACC
CCATCGGTGACAGCTTCCAAAACGACAAGCTGGTGGTCTGGGAGGCGGGCA
AAGCCGGCCTGGAGGAGTGTCTGGTGACTGAAGTACAGGTCGTGCAGAAAA
CTTGAGCGGCCGC (SEQ ID NO:6)

Las muestras de ADNc de Macaca fascicularis y Macaca mulatta se amplificaron a partir de un ADNc derivado de
médula 6sea de Macaca fascicularis o ADNc derivado de médula 6sea de Macaca mulatta, mediante un método de
PCR usando LA Taq (TAKARA BIO INC). Como el dispositivo de PCR, se us6 el GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems). Con respecto a la PCR, después de una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto,
se llevd a cabo una reaccion de tres etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15 segundos-72°C 70 segundos, 40 ciclos, y
entonces se llevé a cabo una reaccion a 72°C durante 2 minutos. Las subsecuencias se obtuvieron a través de la
recuperacion mediante BLAST de la base de datos publica del genoma de Macaca mulatta
(http://lwww.hgsc.bnm.tmc.edu/blast.hgsc), en base a la secuencia de ADNc de hIL-3Ra para disefiar los cebadores.
Las secuencias de cebadores usadas fueron las siguientes.

Rhel23Fw1l:CGGCAATTGCCACCATGACCCTCCTTTGGCTGACGCTG (SEC ID NO:7)
Rhel23RV1:TATATTGCGGCCGCTCAAGTTTTCTCCACCACCTGCAC (SEC ID NO:8)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). ElI ADN se visualiz6 mediante tincién con bromuro de etidio. Se corté una banda a alrededor de 1,2
kb, y el ADN se extrajo usando Gel Extraction Kit (QIAGEN). El ADN asi extraido se mezcl6 con el vector pGEM-T
Easy (Promega) y se ligd usando kit de ligacion de TaKaRa. Con respecto a la transformacioén, la muestra de
ligacion y una célula competente DH10B se mezclaron y se extendieron sobre placa de LB (que contiene ampicilina).
La comprobacion del inserto del vector pPGEM-T Easy se llevo a cabo mediante PCR directa de colonias usando LA
Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Con respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto,
se llevd a cabo una reaccion de tres etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15 segundos-72°C 1 minuto, 35 ciclos, y
después se llevo a cabo una reaccion a 72°C durante 2 minutos. Como los cebadores, se usaron los siguientes.

T7: TAATACGACTCACTATAGGG (SEC ID NO:9)
SP6: GATTTAGGTGACACTATAG (SEC ID NO: 10)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualiz6 mediante tincion con bromuro de etidio. Usando una colonia a partir de la cual
se obtuvo una amplificacion a alrededor de 1,2 kb, la secuencia nucleotidica se determiné mediante un método de
secuenciacion directo. Como los cebadores de PCR, se usaron T7 y SP6. Se seleccion6 un clon que no muestra
mutacion mediante PCR, y su ADN plasmidico se extrajo mediante el método Miniprep. EI ADN asi obtenido se
digirié con Mfel y Notl, se mezclé con el vector pEGFP-N1 (Clontech) que se habia escindido con EcoRI y Notl y se
ligd usando kit de ligaciobn de TaKaRa. Con respecto a la transformacién, la muestra de ligacion y una célula
competente DH10B se mezclaron y se extendieron sobre placa de LB (que contiene kanamicina).

La comprobacién del inserto del vector pEGFP-NL1 se llevé a cabo mediante una PCR directa de colonias usando LA
Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Con respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 5
minutos, se llevd a cabo una reaccion de tres etapas a 94°C 30 segundos-55°C 30 segundos-72°C 2 minutos, 40
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ciclos, y después se llevo a cabo una reaccion a 99°C durante 30 segundos. Con respecto a los cebadores de PCR

usados, se usaron Rhel23Fwl y Rhel23Rv1.

Los productos de PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Usando una colonia a partir de la cual
se obtuvo una amplificacion a alrededor de 1,2 kb, se determiné una secuencia nucleotidica mediante un método de
secuenciacion directo. En la reaccidon de muestras de secuencias, se usaron BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) y GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) (éstos se usaron en todos
los andlisis de secuencias de ADN en esta memoria descriptiva). Como los cebadores, se usaron Rhel23Fwl y
Rhel23Rv1. Los vectores se denominaron pEGFR-N1/cyCD123 y pEGFR-N1/rhCD123, respectivamente.

La secuencia del inserto (Mefl a Notl) de IL-3Ra de Macaca fascicularis fue como sigue.

CAATTGCCACCATGACCCTCCTTTGGCTGACGCTGCTCCTGGTCGCCACGCC
CTGTCTCCTGCAAACGAAGGAGGATCCAAATGCACCAATCAGGAATCTAAGG
ATGAAAGAAAAGGCTCAGCAGTTGATGTGGGACCTGAACAGAAACGTGACC
GACGTGGAGTGTATCAAAGGCACCGACTATTCTATGCCGGCAATGAACAACA
GCTATTGCCAGTTCGGAGCCATTTCCTTATGTGAAGTGACCAACTACACCGTC
CGAGTGGCCAGTCCCCCGTTCTCCACGTGGATCCTCTTCCCTGAGAACAGTG
GGACGCCTCAGGCAGGCGCGGAGAATCTGACCTGCTGGGTTCATGACGTGG
ATTTCTTGAGCTGCAGCTGGGTGGCAGGCCCGGCGGCCCCCGCTGACGTCCA
GTACGACCTGTACTTGAACAATCCCAACAGCCACGAACAGTACAGGTGCCTT
CACTACAAAACGGATGCTCGGGGAACACAGATCGGGTGTCGGTTCGATGACA
TCGCTCGACTCTCCCGCGGTTCTCAAAGTTCCCACATCCTGGTGAGGGGCAG
GAGCGCAGCCGTCAGTATCCCCTGCACAGATAAGTTTGTCTTCTTTTCACAGA
TTGAGAGATTAACTCCACCCAACATGACTGGAGAGTGTAATGAGACACATTC
CTTCATGCACTGGAAAATGAAAAGTCATTTCAATCGCAAATTCCGCTATGAGC
TTCGGATCCAAAAGAGAATGCAGCCTGTAAGGACAGAACAGGTCAGAGACA
CAACCTCCTTCCAGCTACCCAATCCTGGAACGTACACAGTGCAAATAAGAGC
CCGGGAAACAGTGTATGAATTCTTGAGTGCCTGGAGCACCCCCCAGCGCTTC
GAGTGCGACCAGGAGGAGGGCGCGAGCTCGCGTGCCTGGCGGACGTCGCTG
CTGATCGCGCTGGGGACGCTGCTGGCCTTGCTCTGTGTGTTCCTCATCTGCAG
AAGGTATCTGGTGATGCAGAGGCTGTTTCCCCGCATCCCACACATGAAAGAC
CCCATCGGTGACACCTTCCAACAGGACAAGCTGGTGGTCTGGGAGGCGGGC
AAAGCCGGCCTGGAGGAGTGTCTGGTGTCTGAAGTGCAGGTGGTGGAGAAA
ACTTGAGCGGCCGC (SEQ ID NO:11)

La secuencia del inserto (Mefl a Notl) de IL-3Ra de Macaca mulatta fue como sigue

CAATTGCCACCATGACCCTCCTTTGGCTGACGCTGCTCCTGGTCGCCACGCC
CTGTCTCCTGCAAACCAAGGAGGATCCAAATGCACCAATCAGGAATCTAAGG
ATGAAAGAAAAGGCTCAGCAGTTGATGTGGGACCTGAACAGAAACGTGACC
GACGTGGAGTGTATCAAAGGCACCGACTATTCTATGCCGGCAATGAACGACA
GCTATTGCCAGTTCGGAGCCATTTCCTTATGTGAAGTGACCAACTACACCGTC
CGAGTGGCCAGTCCTCCGTTCTCCACGTGGATCCTCTTCCCTGAGAACAGTG
GGACGCCTCGGGCAGGCGCGGAGAATTTGACCTGCTGGGTTCATGACGTGG
ATTTCTTGAGCTGCAGCTGGGTGGTAGGCCCGGCGGCCCCCGCTGACGTCCA
GTACGACCTGTACTTGAACAATCCCAACAGCCACGAACAGTACAGGTGCCTT
CGCTACAAAACGGATGCTCGGGGAACACAGATCGGGTGTCGGTTCGATGACA
TCGCTCGACTCTCCCGCGGTTCTCAAAGTTCCCACATCCTGGTGAGGGGCAG
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(Preparacion de estirpe celular de expresion forzada de IL-3Ra)

La célula L929 (fabricada por ATCC) y la célula Colon-26 (fabricada por ATCC) se infectaron con el vector pEGFP-
N1/hCD123 o el vector pEF6/Myc-His/hCD123 usando electroporacion (BTX). Especificamente, se mezclaron 10 a
20 pug de ADN con cien mil células, y se dejo reaccionar a 300 V y 950 pF. Con respecto a las células, se
seleccionaron células multirresistentes usando neomicina (Calbiochem) para pEGFP-N1/hCD123 o blasticidina
(Invitrogen) para pEF6/Myc-His/hCD123. Con respecto a las células asi seleccionadas, una célula positiva para
GFP, o0 una célula que expresa en gran cantidad IL-3Ra (CD123), se seleccioné adicionalmente mediante
clasificacion usando citometria de flujo (FAC SVantage, FACSAria y similar, BD Biosciences), y se denominé como
L929/hCD123 y Colon-26/hCD123, respectivamente.

Con respecto a la preparacién de células de expresion forzada de IL-3Ra de Macaca fascicularis y de Macaca
mulatta, éstas también se prepararon usando L929 y Colon-26 de la misma manera como en el caso de la célula de
expresion forzada de IL-3Ra humana, y se denominaron L929/cyCD123, Colon-26/cyCD123, L929/rhCD123 y
Colon-26/rhCD123.

Ejemplo 2 Preparacién de forma soluble de region extracelular de IL-3Ra

(Preparaciéon de forma soluble de vector de expresion de regién extracelular de IL-3Ra humana)

Un ADNCc que codifica la regién extracelular de IL-3Ra humana se amplific6 mediante un método de PCR, y se le
conecto una etiqueta FLAG al mismo en direccion 3. Especificamente, el ADNc que codifica la regidn extracelular de
IL-3Ra. humana se amplific6 mediante PCR usando el ADN plasmidico de pEF6/Myc-His/hCD123 como molde, y
usando Platinum Pfu polymerase (Invitrogen). Con respecto a la PCR, después de una etapa de desnaturalizacién a
96°C durante 2 minutos, se llevd a cabo una reaccion de tres etapas a 96°C 20 segundos-55°C 30 segundos-68°C
65 segundos, 30 ciclos. Los cebadores usados fueron IL-3Ra-Fw y el siguiente cebador.

hiL-3Rasol-FLAG-Notl: 5'-

ATTGCGGCCGCTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAGTCCCGCCAGGCACGTGT
GTTTG-3° (SEQ ID NO:13)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincién con bromuro de etidio. El ADN se extrajo usando JetSorb
(Genomed). El ADN asi purificado se digiri6 con Mfel y Notl, y nuevamente se sometié a electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos, tampon de TAE). Se cort6 una banda de alrededor de 1,0 kb, y el ADN se
extrajo usando JetSorb (Genomed). EI ADN obtenido se mezclé con un vector pTracer-CMV/Bsd, que se habia
escindido usando las mismas enzimas del ADN purificado, y se lig6 usando kit de ligacion de TaKaRa. Con respecto
a la transformacion, la muestra de ligacion y una célula competente DH10B se mezclaron y se extendieron sobre
placa de LB (que contiene ampicilina). La comprobacion del inserto se llevd a cabo mediante PCR directa de
colonias usando LA Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.). Con respecto a la PCR, después de una etapa de
desnaturalizaciéon a 95°C durante 1 minuto, se llevd a cabo una reaccién de tres etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15
segundos-72°C 40 segundos, 35 ciclos, y después se llevé a cabo una reaccion de alargamiento a 72°C durante 2
minutos. Los cebadores de la PCR usados fueron IL-3Ra-Fw e IL-3Rasol-FLAG-Notl.

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Un ADN plasmidico se extrajo
mediante el método Miniprep a partir de una colonia en la que se obtuvo una amplificacion de aproximadamente 1,0
kb. Se encontré mediante un andlisis de secuencia de ADN que el ADN plasmidico purificado tiene la secuencia
idéntica a la regidn correspondiente que el nUmero de acceso de GenBank NP-002174.1.

La secuencia del inserto (Mfel a Notl) fue como se expone a continuacion.

CAATTGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCACGCTGCTCCTGATCGCCCTGCCC
TGTCTCCTGCAAACGAAGGAAGATCCAAACCCACCAATCACGAACCTAAGG

ATGAAAGCAAAGGCTCAGCAGTTGACCTGGGACCTTAACAGAAATGTGACC

GATATCGAGTGTGTTAAAGACGCCGACTATTCTATGCCGGCAGTGAACAATAG
CTATTGCCAGTTTGGAGCAATTTCCTTATGTGAAGTGACCAACTACACCGTCC
GAGTGGCCAACCCACCATTCTCCACGTGGATCCTCTTCCCTGAGAACAGTGG
GAAGCCTTGGGCAGGTGCGGAGAATCTGACCTGCTGGATTCATGACGTGGAT
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TTCTTGAGCTGCAGCTGGGCGGTAGGCCCGGGGGCCCCCGCGGACGTCCAG
TACGACCTGTACTTGAACGTTGCCAACAGGCGTCAACAGTACGAGTGTCTTC
ACTACAAAACGGATGCTCAGGGAACACGTATCGGGTGTCGTTTCGATGACAT
CTCTCGACTCTCCAGCGGTTCTCAAAGTTCCCACATCCTGGTGCGGGGCAGG
AGCGCAGCCTTCGGTATCCCCTGCACAGATAAGTTTGTCGTCTTTTCACAGAT
TGAGATATTAACTCCACCCAACATGACTGCAAAGTGTAATAAGACACATTCCT
TTATGCACTGGAAAATGAGAAGTCATTTCAATCGCAAATTTCGCTATGAGCTT
CAGATACAAAAGAGAATGCAGCCTGTAATCACAGAACAGGTCAGAGACAGA
ACCTCCTTCCAGCTACTCAATCCTGGAACGTACACAGTACAAATAAGAGCCC
GGGAAAGAGTGTATGAATTCTTGAGCGCCTGGAGCACCCCCCAGCGCTTCGA
GTGCGACCAGGAGGAGGGCGCAAACACACGTGCCTGGCGGCGACTACAAGG
ATGACGACGATAAGTGAGCGGCCGC (SEQ ID NO:14)

(Preparacién de forma soluble de proteina IL-3Ro humana)

El ADN plasmidico del vector de expresion de pTracer CMV que contiene la forma soluble de la secuencia de IL-3Ra
se purific6 usando QIAGEN Plasmid Maxi Kit. Como célula hospedante para la expresion, se usé una célula
CHOras1. La célula CHOras1 se cultivd con agitacion usando medio SFM I (Invitrogen) (37°C, 5% de CO5).

En la introduccion génica se us6 un método de PEI. Se peso polietilenimina, lineal, MW 25.000 (Polysciences) y se
disolvié en PBS mientras se ajusta a pH de alrededor de 7,0 con HCI (1 g/l). La disolucién obtenida se agitdé durante
1 hora, y después se esterilizo filtrando a través de un filtro de membrana que tiene un tamafio de poros de 0,22 pum,
MILLEX-GV (Millipore). Después, se mezcld 1 mg del ADN plasmidico purificado con 20 ml de Opti-Pro SFM
(Invitrogen) para obtener la Disoluciéon A. La Disolucién B se preparé mezclando 2,5 ml de disolucién de PEI (1 g/l)
con 20 ml de Opti-Pro SFM (Invitrogen). Después de que la Disolucién Ay la Disolucién B se mezclaron, y después
se dejo reposar durante 10 minutos, la disolucion obtenida se afiadié a células CHOras1 (1.000.000 células por 1
ml). Después de seis dias, el sobrenadante celular se recuperd y se uso para la purificacion de la proteina.

La purificacion de la forma soluble de la proteina IL-3Ra humana se llevé a cabo mediante el siguiente método. Un
sobrenadante de cultivo que contiene la forma soluble de la proteina IL-3Ra se recuperd mediante centrifugacion 6
dias después de la introduccion del gen, y se hizo pasar a través de un filtro. La disolucion obtenida se diluyé 5
veces con disolucién salina tamponada con Tris (TBS), se prepar6 una columna Anti-FLAG usando anti-FLAG M2
Agarose Affinity Gel (Sigma), y se le aplico la disolucién usando HiLoad Pump P-50 (Pharmacia Biotech). La elucion
se llevd a cabo usando el péptido FLAG (Sigma) y segun el manual. El eluato se fraccion6 en varias fracciones, cada
fraccion se sometid a SDS-PAGE (gel en gradiente MultiGel Il Mini 10/20%; Cosmo Bio Co., Ltd.) bajo una condicion
reductora, y entonces se llevo a cabo la tincion con plata y la transferencia Western. Para la tincion con plata se usé
un reactivo de tincion con plata “Daiichi” (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.). Para la transferencia Western se us6
anticuerpo anti-FLAG M2 (Sigma) y un anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratén de conejo marcado con fosfatasa
alcalina. Una fraccion en la que se encontrd la proteina de interés se concentr6 usando Amicon Ultra-4 10K
(Millipore), y se llevo a cabo la cromatografia por filtracion en gel usando Superdex 200 gp (GE Healthcare).
Después del fraccionamiento, cada fraccién se someti6 a SDS-PAGE (gel en gradiente MultiGel 1l Mini 10/20%;
Cosmo Bio Co., Ltd.) bajo condicién reductora, y entonces se llevé a cabo la tincién con plata y la transferencia
Western. En la tincion con plata se usé un reactivo de tincion con plata “Daiichi” (Daiichi Pure Chemicals Co., Ltd.).
En la transferencia Western se us6 anticuerpo anti-FLAG M2 (Sigma) y un anticuerpo anti-inmunoglobulina de raton
de conejo marcado con fosfatasa alcalina. Una fraccion en la que se encontrd la proteina de interés se concentré
usando Amicon Ultra-4 10K (Millipore), y se lavé con PBS. Al llevar a cabo la esterilizacion mediante filtracion
usando un filtro de membrana MILLEX-GV (Millipore) que tiene un tamafio de poros de 0,22 um, se obtuvo una
forma soluble de la proteina IL-3Ra humana. Como resultado de la prueba de Limulus usando Limulus ES-II Kit
Wako (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), no se detecté endotoxina. Con respecto a la concentracién de la forma
soluble de la proteina IL-3Ra. humana, se midid la absorbancia a 280 nm y se calcul6 1 mg/ml como 1,4 OD.

Ejemplo 3 Preparacion de anticuerpo humano anti-IL-3Ra humana usando ratén productor de anticuerpo
humano

(Ratén productor de anticuerpo humano)

El ratén usado en la inmunizacion tiene un antecedente genético de homocigoto tanto en las interrupciones de la
cadena pesada de Ig como de la cadena ligera k enddgenas, y también mantiene simultaneamente el fragmento
cromosomico 14° que contiene el locus de cadena pesada de Ig humana (SC20) y el transgén de cadena « de Ig

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550 639 T3

humana (KCo5). Este ratdn se prepard cruzando un ratén de linea A que tiene el locus de cadena pesada de Ig
humana en un ratén de linea B que tiene el transgén de cadena « de Ig humana. La linea A es un homocigoto tanto
en las interrupciones de cadena pesada de Ig como de cadena ligera k enddgenas, es una linea de ratén que
mantiene el fragmento cromosémico 14° (SC20) que se puede transmitir a la progenie, y se describe por ejemplo en
un documento de Tomizuka et al. [Tomizuka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, Vol. 97: 722]. También, la linea
B es un homocigoto tanto en las interrupciones de cadena pesada de Ig como de cadena ligera k endégenas, es una
linea de ratén (ratén transgénico) que mantiene un transgén de cadena x de Ig humana (KCo5), y se describe en un
documento por Fishwild et al. [Nat. Biotechnol (1996), 114: 845].

En el siguiente ensayo inmune se usé un individuo en el que se detectaron simultdneamente cadena pesada de Ig
humana y cadena ligera k en suero, obtenido cruzando un ratén macho de linea A en un ratén hembra de linea B, o
cruzando un ratén hembra de linea A en un ratdon macho de linea B [Ishida y Lonberg, IBC’s 11th Antibody
Engineering, Abstract 2000]. A este respecto, el ratén productor de anticuerpo humano mencionado anteriormente
(denominado raton KM) se puede obtener de Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd. mediante un contrato.

(Preparacion de anticuerpo monoclonal humano frente a IL-3Ra. humana)

Con respecto a la preparacion del anticuerpo monoclonal en este ejemplo, se prepard segun un método general
descrito en A Guide a Monoclonal Antibody Experimental Operations (escrito en japonés) (editado por Tamie Ando et
al. publicado por Kodansha, 1991) y similar. Para la IL-3Ra. como inmundgeno, se us6 una célula L929 que expresa
IL-3Ra (CCL-1, ATCC), una célula Colon-26 que expresa IL-3Ra (Cell Resource Center for Biomedical Research
Institute of Development, Aging y Cancer Tohoku University), o una forma soluble de la proteina de fusion de IL-3Ra
humana con Fc. Como animal a inmunizar, se usé el ratbn KM mencionado anteriormente.

Con el fin de preparar anticuerpo monoclonal humano frente a IL-3Ra humana, el ratdn KM se inmunizé con la célula
L929 que expresa IL-3Ra humana o con la célula Colon-26 que expresa IL-3Ra humana preparada en el ejemplo 1,
intraperitonealmente a una dosis de 1 x 10’ células/animal cada 1 semana a 2 semanas durante un total de 4 veces.
Tres dias antes de la extraccion del bazo que se describe mas abajo, se administraron 20 pg/raton de la forma
soluble de la proteina soluble IL-3Ra humana a través de la vena caudal.

Después de que el bazo se obtuvo quirdrgicamente del ratén inmunizado, el bazo se coloc6 en PBS y se troce6 en
una malla (cell strainer, FALCON) usando un émbolo de jeringuilla. Después de que la suspension celular se hizo
pasar a través de la malla y se centrifugd, las células precipitadas obtenidas se resuspendieron en Red Blood Cell
Lysing Buffer (Sigma). Después de 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se le afiadi6 medio DMEM libre
de suero (Invitrogen) que contiene 350 mg/ml de bicarbonato de sodio, 50 unidades/ml de penicilina y 50 ug/ml de
estreptomicina (en adelante denominado “medio DMEM libre de suero”), para precipitar las células. El numero de
células se midié suspendiéndolas nuevamente en el medio DMEM libre de suero.

Por otro lado, una célula de mieloma SP2/0 (ATCC No. CRL-1581) se cultivd a 37°C en presencia de dioxido de
carbono al 5% usando medio DMEM (Invitrogen) que contiene 10% de FCS (Invitrogen), 50 unidades/ml de
penicilina y 5 pg/ml de estreptomicina (en lo sucesivo denominado “medio DMEM que contiene suero”). Las células
SP2/0 se lavaron con medio DMEM libre de suero. De la misma manera, las células se suspendieron en medio
DMEM libre de suero para medir el nUmero de células. Después de que la suspension de las células derivadas de
bazo recuperadas y una suspension del mieloma de ratén se mezclaron a una relacion numérica de células de 5:1,
la suspensién mixta se centrifugd, y después el sobrenadante se elimind completamente. Como agente de fusion, se
afadié lentamente polietilenglicol 1500 (Boehringer-Mannheim) al 50% (p/v) al sedimento obtenido mientras se
agitaba el sedimento con la punta de una pipeta, y después se le afiadié lentamente medio DMEM libre de suero
calentado previamente hasta 37°C. Ademas, se le afiadi6 lentamente una cantidad apropiada de medio DMEM libre
de suero. Después, la disolucion obtenida se dejé reposar a 37°C durante 5 minutos en presencia de didxido de
carbono al 5%. Tras centrifugar, el sobrenadante se elimingd, y las células fusionadas asi obtenidas se suspendieron
en medio DMEM (Invitrogen) que contiene 10% de FCS (Invitrogen), penicilina-estreptomicina-glutamina (Sigma), IL-
6 (5 ng/ml) y 2-mercaptoetanol (Invitrogen) (en adelante, denominado “medio DMEM que contiene IL-6"), y se
cultivaron a 37°C en presencia de diéxido de carbono al 5%. Al dia siguiente, las células se recuperaron pipeteando,
y se hicieron precipitar mediante centrifugacion. El sedimento celular obtenido se resuspendié en medio DMEM que
contiene IL-6. Las células suspendidas se sometieron a dilucion limitante en una placa de 96 pocillos y se cultivaron
durante alrededor de 7 dias a 14 dias. El sobrenadante de cultivo se us6 en la identificacion de hibridomas descrita
en el siguiente ejemplo.

(Identificacién de hibridoma gue produce un anticuerpo monoclonal humano gue se une a IL-3Ra_ humana)

La identificacion del hibridoma se llevé a cabo usando el sobrenadante celular preparado en el ejemplo anterior.
Brevemente, el método se llevd a cabo mediante citometria de flujo, en la que se usé una estirpe celular que
expresa de forma estable IL-3Ra humana.

Especificamente, una combinacion de célula L929 que expresa IL-3Ro humana y de la estirpe celular precursora de
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la célula L929, o una combinacion de célula Colon-26 que expresa IL-3Ra. humana y la célula Colon-26 de la estirpe
celular precursora, se mezclé con el sobrenadante de hibridoma y se dejo reposar a 4°C durante 30 minutos.
Después de lavar las células obtenidas dos veces con un medio de tinciéon (PBS de Dulbecco que contiene 2% de
suero fetal de ternera, 2 mM de EDTA, 0,05% de NaNs), se le afiadid Anti-lgG humana F(ab’); de cabra-PE
(Southern Biotech) como anticuerpo secundario y se dejé reposar a 4°C durante 30 minutos. Después de lavar dos
veces con el medio de tincion, las células obtenidas se analizaron mediante FACSCalibur (BD Biosciences). Se
recogié un hibridoma que reaccioné solamente con la célula L929 que expresa IL-3Ra humana.

El hibridoma seleccionado se someti6 a dilucion limitante, y la identificacion se llevé a cabo usando su sobrenadante
de cultivo. Especificamente, cada una de la célula L929 que expresa IL-3Ra humana y la célula L929 de la estirpe
celular precursora se mezclé con el sobrenadante de hibridoma y se dejé reposar a 4°C durante 30 minutos.
Después de lavar dos veces con el medio de tincion, se le afiadié anti-kappa humana F(ab’), de cabra-PE (Dako)
como anticuerpo secundario, y se dejo reposar a 4°C durante 30 minutos. Después de lavar dos veces con el medio
de tincion, las células se analizaron mediante FACSCalibur (BD Biosciences). Se recogié un hibridoma que
reacciond solamente con la célula L929 que expresa IL-3Ra humana.

Ejemplo 4 Preparacion de anticuerpo humano recombinante anti-IL-3Ra humana

(Obtencién de un gen de anticuerpo humano anti-IL-3Ra. humana a patrtir del hibridoma, y preparacién de vector de

expresion)

A partir del hibridoma obtenido en el ejemplo 3, los clones denominados Old4, OId5, Old7, Old19, New102 y Old6 se
cultivaron usando medio eRDF (Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd.) que contiene 10 ng/ml de IL-6 (R & D
Systems) y 10% de suero fetal bovino (SIGMA), y después las células se recogieron mediante centrifugacién. A las
células obtenidas, y entonces se afiadié TRIZOL (GIBCO), y se extrajo ARN total segun las instrucciones. La
clonacion de la region variable del ADNc del anticuerpo se llevd a cabo usando el kit de amplificacion de ADNc
SMART RACE (Clontech), segln las instrucciones anejas al mismo.

Ademas, la regién variable se cloné a partir de un hibridoma ATCC, HB12009, que produce un anticuerpo de raton
7G3 anti-IL-3Ra. humana, y se us6 como control. Conectando el ADNc asi obtenido con un ADN que codifica la
regién constante de IgG1 humana, se prepard un vector de expresion de anticuerpo quimérico. Especificamente, las
células se recogieron mediante centrifugacion a partir del hibridoma crioconservado, y entonces se les afadi6
TRIZOL (GIBCO) para extraer ARN total segun las instrucciones. La clonacién de la region variable del ADNc del
anticuerpo se llevd a cabo usando cebadores especificos del anticuerpo IgG de ratdn, ademdas del kit de
amplificacion de ADNc SMART RACE (Clontech), segln las instrucciones adjuntas al mismo.

Usando 5 ug del ARN total como molde, se prepar6 el ADNc de 12 hebra.

1) Sintesis del ADNc de 12 hebra

ARN total 5 pgm/3 pl
5'CDS 1 pl
SMART oligo 1 pl

Después de que la mezcla de reaccién que comprende las composiciones anteriores se incub6 a 72°C durante 2
minutos, se afiadieron

5x tampén 2 pl

DTT 1l

Mezcla de DNTP 1 uL y

Superscriptll 1 pl

a la mezcla de reaccién, y se incub6 a 42°C durante 1,5 horas.

A la mezcla obtenida, se le afiadieron adicionalmente 100 pl de tampdn de Tricina, y se incub6 a 72°C durante 7
minutos.
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2) Amplificacién del gen de cadena pesada y del gen de cadena ligera mediante PCR, y construccién del vector de
expresion de anticuerpo recombinante

Para la amplificacién de ADNc, se us6 Z-Taq fabricado por Takara.
ADNc 2 pl
10x tamp6n de Z-Taqg 5 pl
mezcla de dNTP 4 pl
Z-Taq 1 pl
Cebador 1
Cebador 2

Una disolucion de reaccién que comprende la composicion mencionada anteriormente se ajusté hasta un volumen
final de 50 pl con agua redestilada, para ser sometida a PCR.

Para la amplificacion de la cadena pesada, se usaron UPM (kit de amplificacion de ADNc SMART RACE; fabricado
por Clontech) y el cebador hh-6 (5-GGTCCGGGAGATCATGAGGGTGTCCTT-3’) (SEC ID NO:15), y un ciclo de
reacciones de 98°C 1 segundo y 68°C 30 segundos se repitid 30 veces. Ademas, usando como molde 1 ul de la
disolucién de reaccion obtenida, y usando como cebadores NUP (kit de amplificacion de ADNc SMART RACE;
fabricado por Clontech) y el cebador hh-3 (5-GTGCACGCCGCT GGT CAGGGCGCCTG-3’) (SEC ID NO:16), un
ciclo de reacciones a 98°C 1 segundo y 68°C 30 segundos se repitid 20 veces. Después, los productos de la PCR
amplificados se purificaron usando el kit de purificacion mediante PCR (QIAGEN), y se determinaron las secuencias
nucleotidicas usando como cebador hh-4 (5-GGT GCC AGG GGG AAG ACC GAT GG-3’) (SEC ID NO: 17). Los
siguientes cebadores especificos se sintetizaron en base a la informacién de secuencia, y las secuencias también se
determinaron desde la direccién opuesta usando los siguientes cebadores.

Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de Old4

(5°-AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTG T
-3")(SEQ ID NO:18)

Cebador Rv especifico de |la cadena pesada de Old4

(5-AGAGAGAGAGGCTAGCTGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC-3’) (SEC ID NO:19)
Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de Old5

(5-AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCT TIG T
-3") (SEQ ID NO:20)

Cebador Rv especifico de |la cadena pesada de Old5

(5'-AGAGAGAGAGGCTAGCTGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC-3’) (SEC ID NO:21)

Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de Old17

(5’-AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTIG T
-3 (SEQ ID NO:22)

Cebador Rv especifico de |la cadena pesada de Old17

(5-AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACAAGGGTTCCC-3’) (SEC ID NO:23)
Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de Old19

(5’-AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTIG T
-37) BEQ ID NO:24)
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Cebador Rv especifico de |la cadena pesada de Old19

(5-AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTC -3’) (SEC ID NO:25)
Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de New102

(5°-AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTG T
-3") (SEQ ID NO:26)

Cebador Rv especifico de la cadena pesada de New102

(5-AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTT-3’) (SEC ID NO:27)

Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de Old6

(5'-AGAGAGAGAGGTCGACCCACCATGGAACTGGGGCTCCGCTG-3’) (SEC ID NO:28)

Cebador Rv especifico de |la cadena pesada de Old6

(5-AGAGAGAGAGGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTC-3’) (SEC ID NO:29)

Para la amplificacion de la cadena pesada del anticuerpo 7G3 de ratén, se usaron UPM (kit de amplificacion de
ADNc SMART RACE; fabricado por Clontech) y el cebador mH-Rv1 (5-ATTTTG TCG ACC KYG GTS YTG CTG
GCY GGGTG-3') (SEC ID NO:30), y un ciclo de reacciones a 98°C 1 segundo y 68°C 30 segundos se repitid 30
veces. Ademas, usando como molde 1 pl de esta disolucion de reaccion y usando NUP (kit de amplificacion de
ADNc SMART RACE; fabricado por Clontech) y el cebador mH-Rv2 (5-
GCACACYRCTGGACAGGGATCCAGAGTTCC-3’) (SEC ID NO:31), un ciclo de reacciones a 98°C 1 segundo y
68°C 30 segundos se repitié 20 veces. Después, los productos de la PCR amplificados se purificaron usando el kit
de purificacion mediante PCR (QIAGEN), y la secuencia nucleotidica de la region variable de cadena pesada se
determiné usando como cebador el cebador mH-Rv2 (SEC ID NO:31). Los siguientes cebadores especificos se
sintetizaron en base a la informacién de secuencia, y las secuencias también se determinaron desde el sentido
opuesto usando los siguientes cebadores.

Cebador Fw especifico de |la cadena pesada de 7G3

(5'-AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTC-3') (SEC ID NO:32)

Cebador Rv especifico de la cadena pesada de 7G3

(5'-AGAGAGAGAGGCTAGCTGCAGAGACAGTGACCAGAGTCCC-3') (SEC ID NO:33)

La PCR se llevo a cabo usando los cebadores especificos mencionados anteriormente (98°C 1 segundo, 60°C 30
segundos, 72°C 30 segundos), y el fragmento de ADNc procedente de la amplificacion de la cadena pesada se
digiri6 con Sall y Nhel y se insert6 en el vector N5SKG1-Val Lark [un vector modificado de N5KG1 (documento US
6.001.358, Idec Pharmaceuticals)], que se habia escindido con las mismas enzimas. Determinando la secuencia
usando como molde el vector, se encontr6 que la secuencia insertada es idéntica a la determinada mediante
secuencia directa.

La cadena ligera se amplifico usando UPM (kit de amplificacion de ADNc SMART RACE; fabricado por Clontech) y
el cebador hk-2 (5°-GTT GAAGCT CTT TGT GAC GGG CGA GC-3’) (SEC ID NO:34) y repitiendo 30 veces un ciclo
de reacciones a 98°C 1 segundo y 68°C 30 segundos. Ademas, usando como molde 1 pl de esta disolucion de
reaccion y usando NUP (kit de amplificacion de ADNc SMART RACE; fabricado por Clontech) y hk-6 (5'-
TGGCGGGAAGATG AAG ACA GAT GGT G-3’) (SEC ID NO:35), un ciclo de reacciones a 98°C 1 segundo y 68°C
30 segundos se repitio 20 veces. Después, los productos de la PCR amplificados se purificaron usando el kit de
purificacion mediante PCR (QIAGEN), y la secuencia nucleotidica se determiné usando el cebador hk-6. Los
siguientes cebadores especificos se sintetizaron en base a la informacion de secuencia, y las secuencias también se
determinaron desde la direccidon opuesta.

Cebador Fw especifico de |la cadena ligera de Old4

(5-AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCC CCG CTC AGC-3’) (SEC ID NO:36)
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Cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old4

(5-AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCC CCT G-3’) (SEC ID NO:37)

Cebador Fw especifico de |la cadena ligera de Old5

(5’-AGA GAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCG CTC AGC-3’) (SEC ID NO:38)

Cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old5

(5-AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCC CCT G-3’) (SEC ID NO:39)

Cebador Fw especifico de |la cadena ligera de Old17

(5-AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCC TCG CTC AG-3’) (SEC ID NO:40)

Cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old17

(5-AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCC CCT G-3’) (SEC ID NO:41)

Cebador Fw especifico de la cadena ligera de Old19

(5-AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCC TCG CTC AG-3’) (SEC ID NO:42)

Cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old19

(5-AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATTTCCACCTTGGTCC CTT GGC-3’) (SEC ID NO:43)

Cebador Fw especifico de |la cadena ligera de New102

(5'-AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCC TCG CTC AG-3’) (SEC ID NO:44)

Cebador Rv especifico de la cadena ligera de New102

(5'-AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGG TCC CCT G-3’) (SEC ID NO:45)

Cebador Fw especifico de la cadena ligera de Old6

(5-AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGC-3’) (SEC ID NO:46)

Cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old6

(5'-AGAGAGAGAGCGTACGTTTGATATCCACTTTGGTCCCAGGGC-3’) (SEC ID NO:47)

La cadena ligera del anticuerpo 7G3 de ratén se amplific6 usando UPM (kit de amplificacion de ADNc SMART
RACE; fabricado por Clontech) y el cebador mK-Rv1 (5-TT GAA GCT CTT GAC AAT GGG TGAAGT TGAT-3")
(SEC ID NO:48) y repitiendo 30 veces un ciclo de reacciones a 98°C 1 segundo y 68°C 30 segundos. Ademas,
usando como molde 1 pl de esta disolucién de reaccion y usando NUP (kit de amplificacion de ADNc SMART RACE;
fabricado por Clontech) y mK-Rv2 (5’-GTAGGTGCTGTCTTTGCTGTCCTGATCAGT-3’) (SEC ID NO:49), un ciclo de
reacciones a 98°C 1 segundo y 68°C 30 segundos se repiti6 20 veces. Después, los productos de la PCR
amplificados se purificaron usando el kit de purificacién mediante PCR (QIAGEN), y la secuencia nucleotidica se
determin6 usando el cebador mK-Rv2. Los siguientes cebadores especificos se sintetizaron en base a la informacion
de secuencia, y las secuencias también se determinaron desde la direccion opuesta.

Cebador Fw especifico de |la cadena ligera de 7G3

(5'-AGAGAGAGAGAGATCTCACCATGGAATCACAGACTCAGGTCCTC-3') (SEC ID NO:50)

Cebador Rv especifico de la cadena ligera de 7G3

(5-AGAGAGAGAGCGTACGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCCCCC-3’) (SEC ID NO:51)

La PCR se llevo a cabo usando los cebadores especificos mencionados anteriormente (98°C 1 segundo, 60°C 30
segundos, 72°C 30 segundos), y el fragmento de ADNc de la amplificacion de la cadena ligera se digirié con Bglll y
BsiWI y se insertd en un vector N5SKG1-Val Lark que se habia escindido con las mismas enzimas. Determinando la
secuencia usando el vector como molde, se encontré6 que la secuencia insertada es idéntica a la determinada
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mediante la secuencia directa.

A continuacién se muestran cada una de las moléculas de ADN que codifican la region variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de Old4, y las secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena
pesada y de la regién variable de cadena ligera.

< Regidn variable de cadena pesada de Old4>

GACCCGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTITGTGGTGGCAG
CAGCTACAGGTGTCCAGTCCCAGGTCCAGCTGCTACAGTCTGGGGCTGAGGT

GAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCATGCAAGGCTTCTGGAGGCAC
CTTCAGCACCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTT
GAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTITGGTATAGTAAACTACGCACAGAA
GTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGTACAGCCTAC
ATGGAACTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTATTGTGCGA
GAGGGGGGGGCTCGGGCCCAGATGTTCTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAAT
GGTCACCGTCTCTTCAGCTAGCACCAA (SEQ 1D NO:52)

< Regién variable de cadena pesada de Old4>

MDWTWRFLFVVAAATGVQSQVQLLQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSTYAI
SWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGIVNYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSE
DTAVYYCARGGGSGPDVLDIWGQGTMVTVSSASTX (SEQ ID NO:53)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codon de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicién 16 desde el terminal 5 de SEC ID NO:52, y una frontera entre la regién variable y la region
constante del anticuerpo esté situada entre adenina (A) en la posicion 432 y guanina (G) en la posicion 433 desde el
terminal 5. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la region variable de cadena pesada llega hasta el
resto de serina (S) en la posicion 139 desde el N-terminal de SEC ID NO:53, y la region constante esta en y después
de alanina (A) en la posicion 140. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefal de la cadena pesada llega hasta serina (S) en la posicion 19 desde el N-terminal de
SEC ID NO:53. El N-terminal de la forma madura se considerd que es glutamina (Q) en la posicién 20 de SEC ID
NO:53.

<Regidn variable de cadena ligera de Old4>

CACAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCC
TGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTGTCATCTGGATGACCCAGTCTCCA
TCCTTACTCTCTGCATCTACAGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGTCGGATGA
GTCAGGGCATTAGGAGTTATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGC
CCCTGAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAA
GGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCT
GCAGTCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTATTATAGTTTCCCGTA
CACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTGG (SEQID
NO:54)

<Regién variable de cadena ligera de Old4>

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCYIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGIRSY
LAWYQQKPGKAPELLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQSEDFATYYC
QQYYSFPYTFGQGTKLEIKRTVX (SEQ ID NO:55)

El sitio de iniciacion de la traduccién del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicién 16 desde el terminal 5> de SEC ID NO:54, y una frontera entre la regién variable y la region
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constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicién 402 y citosina (C) en la posicién 403 desde el
terminal 5. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la region variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 129 desde el N-terminal de SEC ID NO:55, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posicion 130. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta cisteina (C) en la posicion 22 desde el N-terminal de
SEC ID NO:55. El N-terminal de la forma madura se consider6 que es valina (V) en la posicién 23 de SEC ID NO:55.

A continuacién se muestra cada una de las moléculas de ADN que codifican la regién variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de Old5, y las secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera.

<Regién variable de cadena pesada de Old5>

GTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTGTGGTGGCAGCAGCT
ACAGGTGTCCAGTCCCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAG
AAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCATGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCA
GCACCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTG
GATGGGAGGGCTCATCCCTATCTTTGATATAGAAAACTACGCACAGAAGTTCC
AGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGTCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCGAGAGGG
GGGGGTTCGGGCCCTGATGTTCTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCA
CCGTCTCTTCAGCTAGC (SEQ ID NO:56)

<Reqién variable de cadena pesada de Old5>

MDWTWRFLFVVAAATGVQSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSTYAI
SWVRQAPGQGLEWMGGLIPIFDIEN YAQKFQGRVTITADESTSTYYMELSSLRSE
DTAMYYCARGGGSGPDVLDIWGQGTMVTVSSAS (SEQ ID NO:57)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codon de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 16 desde el terminal 5 de SEC ID NO:56, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esté situada entre adenina (A) en la posicion 427 y guanina (G) en la posicion 428 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la region variable de cadena pesada llega hasta el
resto de serina (S) en la posicién 139 desde el N-terminal de SEC ID NO:57, y la region constante esta en y después
de alanina (A) en la posicion 140. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estimé que la secuencia sefal de la cadena pesada llega hasta serina (S) en la posicion 19 desde el N-terminal de
SEC ID NO:57. El N-terminal de la forma madura se consideré que es glutamina (Q) en la posicion 20 de SEC ID
NO:57.

<Regién variable de cadena ligera de Old5>

CACAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCC
TGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTGTCATCTGGATGACCCAGTCTCCA
TCCTTACTCTCTGCATCTACAGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGTCGGATGA
GTCAGGGCATTAGGAGTTATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGC
CCCTGAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAA
GGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCT
GCAGTCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTATTATAGTTTCCCGTA
CACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTGG (SEQID
NO:58)
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<Reqién variable de cadena ligera de Old5>

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCVIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGIRSY
LAWYQQKPGKAPELLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQSEDFATYYC
QQYYSFPYTFGQGTKLEIKRTVX (SEQ ID NO:59)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 16 desde el terminal 5° de SEC ID NO:58, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicion 402 y citosina (C) en la posicién 403 desde el
terminal 5. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la regién variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 129 desde el N-terminal de SEC ID NO:59, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posiciéon 130. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta cisteina (C) en la posicion 22 desde el N-terminal de
SEC ID NO:59. El N-terminal de la forma madura se consider6 que es valina (V) en la posicion 23 de SEC ID NO:59.

A continuacion se muestra cada una de las moléculas de ADN que codifican la region variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de OId17, y las secuencias de aminoacidos de la regidn variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera.

<Regién variable de cadena pesada de Old17>

GACCCGTCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTGTGGTGGCAG
CAGCTACAGGTGTCCAGTCCCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGG

TGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGGCA

CCTTCAGCAACTTTGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCT
TGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTTCAACAAACTACGCACAG

AAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTAACGCGGACGAATCCACGAGCACAGCC

TACATGGAGCTGAGCAGTCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTG

CGGGTGGAGACAAATATGGTCCTTACTACTTTCACTACTGGGGCCAGGGAAC

CCTTGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC (SEQ ID NC:60)

<Reqién variable de cadena pesada de Old17>

MDWTWRFLFVVAAATGVQSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKTSGGTFSNFAI
SWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGSTN YAQKFQGRVTINADESTSTAYMELSSLRSE
DTAVYYCAGGDKYGPYYFHYWGQGTLVTVSSAS (SEQ ID NO:61)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codon de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicién 16 desde el terminal 5 de SEC ID NO:60, y una frontera entre la regién variable y la region
constante del anticuerpo estéa situada entre adenina (A) en la posicion 432 y guanina (G) en la posicion 433 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la region variable de cadena pesada llega hasta el
resto de serina (S) en la posicion 139 desde el N-terminal de SEC ID NO:61, y la region constante esta en y después
de alanina (A) en la posicion 140. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefal de la cadena pesada llega hasta serina (S) en la posicion 19 desde el N-terminal de
SEC ID NO:61. El N-terminal de la forma madura se consideré que es glutamina (Q) en la posicién 20 de SEC ID
NO:61.
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<Reqién variable de cadena ligera de Old17>

AGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGC
TGCTCTGTTTCCCAGGTGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCC
TCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTC
AGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCC
TAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGT
TCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACA
CTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGT (SEQ ID NO:62)

<Regidn variable de cadena ligera de Old17>

MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSW
LAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTX (SEQ ID NO:63)

El sitio de iniciacion de la traduccién del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 19 desde el terminal 5 de SEC ID NO:62, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicion 399 y citosina (C) en la posicion 400 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la region variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 129 desde el N-terminal de SEC ID NO:63, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posiciéon 130. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta cisteina (C) en la posicién 22 desde el N-terminal de
SEC ID NO:63. Se considera que el N-terminal de la forma madura es acido aspartico (D) en la posicién 23 de SEC
ID NO:63.

A continuacion se muestra cada una de las moléculas de ADN que codifican la region variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de OId19, y las secuencias de aminoacidos de la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera.

<Reqién variable de cadena pesada de Old19>

TCGACCCCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTGTGGTGGCAGCAGCTAC
AGGTGTCCAGTCCCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
GCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGC
AGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGG
TGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCA
GGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGGA
GCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGG
ACACAAATATGGCCCCTACTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAG (SEQ ID NO:64)

<Reqién variable de cadena pesada de Old19>

MDWTWRFLFVVAAATGVQSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAI
SWVRQAPGQGLEWVGGIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSE
DTAVYYCARGHKYGPYYFDYWGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO:65)

El sitio de iniciacién de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicién 9 desde el terminal 5 de SEC ID NO:64, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicion 425 y guanina (G) en la posicion 426 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la region variable de cadena pesada llega hasta el
resto de serina (S) en la posicién 139 desde el N-terminal de SEC ID NO:65, y la region constante esta en y después
de alanina (A) en la posicion 140. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
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estim6 que la secuencia sefal de la cadena pesada llega hasta serina (S) en la posicion 19 desde el N-terminal de
SEC ID NO:65. Se considera que el N-terminal de la forma madura es la glutamina (Q) en la posicién 20 de SEC ID
NO:65.

<Regién variable de cadena ligera de Old19>

AGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGC
TGCTCTGTTTCCCAGGTGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCC
TCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTC
AGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCC
TAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGT
TCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCTCGGA
CGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCT (SEQ ID
NO:66)

<Regién variable de cadena ligera de Old19>

MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSW
LAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQYNSYPRTFGQGTKVEIKRTVA (SEQ ID NO:67)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicién 13 desde el terminal 5 de SEC ID NO:66, y una frontera entre la regién variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicidon 399 y citosina (C) en la posicidon 400 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la regién variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 129 desde el N-terminal de SEC ID NO:67, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posicion 130. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta cisteina (C) en la posicion 22 desde el N-terminal de
SEC ID NO:67. Se considera que el N-terminal de la forma madura es acido aspartico (D) en la posicién 23 de SEC
ID NO:67.

A continuacion se muestra cada una de las moléculas de ADN que codifican la region variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de New102, y las secuencias de aminoéacidos de la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera.

<Regién variable de cadena pesada de New102>

TCGACCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTCCTCTTTGTGGTGGCAGCAGCTA
CAGGTGTCCAGTCCCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGA

AGCCTGGATCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCATGGCTTCAGGAGGCACCGTCAG
CAGCTACGCTATCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTG
GATGGGAGAGATCATCCCTATCTTTGGTATAGTAAACTACGCACAGAAGTTCC
AGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCTACATGG
AGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCATATATTACTGTGCGAGAGA
GACAGCAGTGGCTGGTATTCTTGGTTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACC
GTCTCCTCAGCTAGCACCAAG (SEQ ID NO:68)

<Regién variable de cadena pesada de New102>

MDWTWRFLFVVAAATGVQSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCMASGGTVSSYA
ISWVRQAPGQGLEWMGEIIPIFGIVNYAQKFQGRVTITADESTNTAYMELSSLRS
EDTAIYYCARETAVAGILGYWGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO:69) -
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El sitio de iniciacién de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codon de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicién 9 desde el terminal 5 de SEC ID NO:68, y una frontera entre la regién variable y la region
constante del anticuerpo estéa situada entre adenina (A) en la posicion 423 y guanina (G) en la posicion 424 desde el
terminal 5. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la regién variable de cadena pesada llega hasta el
resto de serina (S) en la posicion 138 desde el N-terminal de SEC ID NO:69, y la region constante esta en y después
de alanina (A) en la posicion 139. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefal de la cadena pesada llega hasta serina (S) en la posicion 19 desde el N-terminal de
SEC ID NO:69. Se considera que el N-terminal de la forma madura es glutamina (Q) en la posicién 20 de SEC ID
NO:69.

<Regién variable de cadena ligera de New102>

AGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCTCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGC
TGCTCTGTTTCCCAGGTGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCC
TCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTC
AGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGAGAAAGCCCC
TAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGT
TCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGTACA
CTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTGGCTGCA (SEQ
ID NO:70)

<Regidn variable de cadena ligera de New102>

MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSW
LAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQYNSYPYTFGQGTKLEIKRTVAA (SEQ ID NO:71)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 13 desde el terminal 5 de SEC ID NO:70, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicion 399 y citosina (C) en la posicién 400 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la regién variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 129 desde el N-terminal de SEC ID NO:71, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posicion 130. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estimé que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta cisteina (C) en la posicion 22 desde el N-terminal de
SEC ID NO:71. El N-terminal de la forma madura se consideré que es &cido aspartico (D) en la posicién 23 de SEC
ID NO:71.

A continuacion se muestra cada una de las moléculas de ADN que codifican la region variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de OId6, y las secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera.

<Reqién variable de cadena pesada de Old6>

CGACCCACCATGGAACTGGGGCTCCGCTGGGTTTTCCTTGTTGCTATTTTAGA
AGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAA
GCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGT
AGCCATAACATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGG
GTCTCATCCATTAGTAGTAGTAGTAGTTACATATATTATGCAGACTCAGTGAAG
GGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAA
TGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGG
ACTGGGGCTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTC
AGCTAGC (SEQ ID NO:72)

39



10

15

20

25

30

35

40

ES 2550 639 T3

<Regién variable de cadena pesada de Old6>

MELGLRWVFLVAILEGVQCEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSHNMN
WVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAE
DTAVYYCAREDWGYFDYWGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO:73)

El sitio de iniciacién de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 10 desde el terminal 5° de SEC ID NO:72, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo estéa situada entre adenina (A) en la posiciéon 417 y guanina (G) en la posicion 418 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la region variable de cadena pesada llega hasta el
resto de serina (S) en la posicién 136 desde el N-terminal de SEC ID NO:73, y la region constante esta en y después
de alanina (A) en la posiciéon 137. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefial de la cadena pesada llega hasta cisteina (C) en la posicién 19 desde el N-terminal de
SEC ID NO:73. El N-terminal de la forma madura se consideré que es acido glutdmico (E) en la posicién 20 de SEC
ID NO:73.

<Regidn variable de cadena ligera de Old6>

AGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGC
TGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTGCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCC
TCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGCAGTGATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCC
TAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGT
TCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCA
GCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTTACCCATTCAC
TTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGTACGGT (SEQ ID NO:74)

<Regidn variable de cadena ligera de Old6>

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSDL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQFNSYPFTFGPGTKVDIKRTVAA (SEQ ID NO:75)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 13 desde el terminal 5 de SEC ID NO:74, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicion 399 y citosina (C) en la posicion 400 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la region variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 129 desde el N-terminal de SEC ID NO:75, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posicion 130. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estim6 que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta cisteina (C) en la posicién 23 desde el N-terminal de
SEC ID NO:75. El N-terminal de la forma madura se considerd que es alanina (A) en la posicion 24 de SEC ID
NO:75.

A continuacion se muestra cada una de las moléculas de ADN que codifican la region variable de cadena pesada y
la region variable de cadena ligera de 7G3, y las secuencias de aminoacidos de la region variable de cadena pesada
y la region variable de cadena ligera.

<Reqién variable de cadena pesada de 7G3>

GTCGACCACCATGGGATGGAGCTGGATCTTTCTCTTTCTCGTGTCAGGAACT
GGAGGTGTCCTCTCTGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTG
AAGCCTGGGGCTTCAGTAAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCA
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CTGACTACTACATGAAGTGGGTGAAACAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGT
GGATTGGAGATATTATTCCTAGCAATGGTGCCACTTTCTACAACCAGAAGTTC
AAGGGCAAGGCCACTTTGACTGTGGACAGATCCTCCAGCACAGCCTACATGC
ACCTCAACAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTACAAGATCG
CATTTACTGCGGGCCTCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCA
CTGTCTCTGCAGCTAGC (SEQ ID NO:76)

<Regién variable de cadena pesada de 7G3>

MGWSWIFLFLVSGTGGVLSEVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTIDYY
MKWVKQSHGKSLEWIGDIIPSNGATFYNQKFKGKATLTVDRSSSTAYMHLNSLT
SEDSAVYYCTRSHLLRASWFAYWGQGTLVTVSAAS (SEQ ID NO:77)

El sitio de iniciacién de la traduccion del ADN de cadena pesada es un codon de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 16 desde el terminal 5 de SEC ID NO:76, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esté situada entre adenina (A) en la posicion 427 y guanina (G) en la posicion 428 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada, la region variable de cadena pesada llega hasta el
resto de alanina (A) en la posicion 139 desde el N-terminal de SEC ID NO:77, y la regién constante esta en y
después de alanina (A) en la posicién 140. Mediante un software de estimacion de la secuencia génica (Signal P ver.
2), se estimé que la secuencia sefial de la cadena pesada llega hasta serina (S) en la posicion 19 desde el N-
terminal de SEC ID NO:77. El N-terminal de la forma madura se consider6 que es acido glutdmico (E) en la posicion
20 de SEC ID NO:77.

<Reqién variable de cadena ligera de 7G3>

AGATCTCACCATGGAATCACAGACTCAGGTCCTCATGTCCCTGCTGTTCTGGG
TATCTGGTACCTGTGGGGACTTTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGACT
GTGACAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGCAAGTCTAGTCAGAGTCTG
TTAAACAGTGGAAATCAAAAGAACTACTTGACCTGGTATCTGCAGAAACCAG
GGCAGCCTCCTAAATTGTTGATCTATTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTC
CCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACAGATTTCACTCTCACCATCA
GCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAATGATTATAGT
TATCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGT (SEQ ID

NO:78)

<Regién variable de cadena ligera de 7G3>

MESQTQVLMSLLFWVSGTCGDFVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSG
NQKNYLTWYLQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAE
DLAVYYCQNDYSYPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:79)

El sitio de iniciacion de la traduccion del ADN de cadena ligera es un codén de ATG que comienza desde adenina
(A) en la posicion 11 desde el terminal 5 de SEC ID NO:78, y una frontera entre la region variable y la region
constante del anticuerpo esta situada entre adenina (A) en la posicion 409 y citosina (C) en la posicién 410 desde el
terminal 5’. En la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera, la regién variable de cadena ligera llega hasta el
resto de lisina (K) en la posicion 133 desde el N-terminal de SEC ID NO:79, y la region constante esta en y después
de arginina (R) en la posicion 134. Mediante un software de estimacién de la secuencia génica (Signal P ver. 2), se
estimé que la secuencia sefial de la cadena ligera llega hasta la glicina (G) en la posicion 22 desde el N-terminal de
SEC ID NO:79. El N-terminal de la forma madura se consideré que es acido aspartico (D) en la posicién 22 de SEC
ID NO:79.

(Preparacién de anticuerpos de tipo recombinante)

Las células que expresan un anticuerpo recombinante se prepararon introduciendo en una célula hospedante cada
uno de los seis vectores de expresion de los anticuerpos recombinantes construidos. Como célula hospedante para
la expresion, se us6 HEK293F (Invitrogen).
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Cada vector de expresion se introdujo en HEK293F usando 293Fectin (Invitrogen). La HEK293F se cultivd en
condiciones de CO; al 5% y 37°C usando un agitador, y el sobrenadante de cultivo se recuperé alrededor de 5 dias
después del cultivo. El sobrenadante de cultivo recuperado se sometié a purificacion por afinidad usando rmp
Protein A (Amersham-Pharmacia Biotech). PBS como un tampon de adsorcion y 0,02 M de tampén de glicina (pH 3)
como un tampon de elucién, usando una columna de 0,8 x 40 cm (Bio-Rad Laboratories), y similar, dependiendo de
la cantidad para la purificacién. La fraccion de elucién se ajustd a alrededor de pH 7,2 afiadiendo 1 M de Tris (pH
9,0). La disoluciéon de anticuerpo asi preparada se sustituyd por PBS usando una membrana de dialisis (corte
10.000, Spectrum Laboratories), y se sometié a esterilizacion mediante filtracion usando un filtro de membrana
MILLEX-GV que tiene un tamafio de poros de 0,22 um (Millipore), obteniendo de ese modo un anticuerpo
monoclonal humano anti-IL-3Ra purificado. La concentracién del anticuerpo purificado se calculé midiendo la
absorbancia a 280 nm y considerando 1 mg/ml como 1,4 OD.

En la Tabla 1 se muestra un resumen de las secuencias de aminoacidos y SEC ID n° de cada CDR (region
determinante de la complementariedad) del anticuerpo humano.

[Tabla 1]
SEC ID NO
Region variable de CDR 1
cadena pesada CDR 2 COR1 CDR?2 CDR3
CDR 3
113
Old4 114 TYAIS GIIPIFGIVNYAQKFQG GGGSGPDVLDI
115
116
Old5 117 TYAIS GLIPIFDIENYAQKFQG GGGSGPDVLDI
118
119
Old17 120 NFAIS GIIPIFGSTNYAQKFQG GDKYGPYYFHY
121
122
Old19 123 SYAIS GIIPIFGTANYAQKFQG GHKYGPYYFDY
124
125
New102 126 SYAIS EIIPIFGIVNYAQKFQG ETAVAGILGY
127
128
Old6é 129 SHNMN SISSSSSYIYYADSVKG EDWGYFD
130
Old4 131,132,133 RMSQGIRSYLA AASTLQS QQYYSFPYT
Old5 134, 135, 136 RMSQGIRSYLA AASTLQS QQYYSFPYT
Old17 137,138,139 RASQGISSWLA | AASSLQS QQYNSYPYT
Old19 140,141,142 RASQGISSWLA | AASSLQS QQYNSYPRT
New102 143,144,145 RASQGISSWLA | AASSLQS QQYNSYPYT
Old6 146,147,148 RASQGISSDLA DASSLES QQFNSYPFT

Ejemplo 5 Purificacion de anticuerpo humano anti-IL-3Ra a partir de sobrenadante de cultivo de hibridoma

Se cultivé un hibridoma después de adaptarlo desde el medio DMEM que contiene IL-6 usado en el ejemplo 3 al
medio E-RDF (Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd.). Se purificd un anticuerpo a partir del sobrenadante de
cultivo. La purificacién del anticuerpo se llevé a cabo segun el ejemplo 4.

Primeramente, un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal humano anti-IL-3Ra se adapté a medio eRDF
(Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd.) que contiene 10 ng/ml de IL-6 y 10% de suero fetal de ternera (FCS:
SIGMA). A continuacién, el hibridoma obtenido se adapté a medio eRDF (Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co.,
Ltd.) que contiene insulina bovina (5 pg/ml, GIBCO BRL), transferrina humana (5 pg/ml, GIBCO BRL), etanolamina
(0,01 mM, SIGMA), selenito de sodio (2,5 x 10° mM, SIGMA) y 1% FCS bajo en IgG (HyClone). Este hibridoma
adaptado se cultivd en un matraz, y se recuperé el sobrenadante de cultivo. El sobrenadante recuperado se sometié
a filtros de 10 um y 0,2 um (Gelman Sciences Inc.) para eliminar articulos indtiles tales como un hibridoma y similar.
El anticuerpo se purifico a partir del sobrenadante asi recuperado mediante el mismo método como en el ejemplo 4.

Ejemplo 6 Célculo de constantes de asociacidon y de disociacion usando el anticuerpo humano anti-IL-3Ra
purificado
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Las constantes de asociacion y de disociacion del anticuerpo anti-IL-3Ra purificado se analizaron usando un
analizador que se basa en el principio de resonancia de plasmones de superficie (Biacore, GE Healthcare, en lo
sucesivo GE). De forma breve, se inmovilizé un anticuerpo anti-humano o anticuerpo anti-raton sobre una punta de
sensor CM5, después se le aplicé un anticuerpo humano o de ratén anti-IL-3Ra para permitir la union, después se le
aplico la forma soluble de la proteina IL-3Ra. preparada en el ejemplo 2, y se observé la asociacién y disociacion
usando Biacore 2000. A lo largo de todas las etapas del ensayo, se empled basicamente el método de ensayo de
GE Healthcare para el calculo de las constantes de asociacion y de disociacion.

Especificamente, se us6 CM5 (grado de investigacion) para una punta de sensor (cada GE). En primer lugar, la
punta CM5 se activd aplicando una mezcla equivalente de 400 mM de EDC (N-hidrocloruro de etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) y 100 mM de NHS (N-hidroxisuccinimida) a la punta de CM5. A continuacion, un
anticuerpo contra el anticuerpo humano unido al kit de captura de anticuerpo humano (GE) (en adelante denominado
anticuerpo anti-anticuerpo humano) se diluyé con la disolucién adjunta al kit y se aplico a aquella, inmovilizando de
ese modo la cantidad requerida del anticuerpo anti-anticuerpo humano a la punta de CM5. Con respecto al
anticuerpo de ratén a usar como control, un anticuerpo contra el anticuerpo de ratén unido al kit de captura de
anticuerpo de ratén (GE) (en adelante denominado anticuerpo anti-anticuerpo de raton) se diluyé con la disolucién
adjunta al kit y se aplico a aquella, inmovilizando de ese modo una cantidad necesaria del mismo a la punta de CM5.
A continuacion, la superficie de la punta activada se bloqueé y se inactivd aplicAndole 1 M de dihodrocloruro de
etanolamina. Mediante las etapas anteriores hasta esta, se complet6 la preparacién de una punta de sensor CM5
gue puede medir la constante de disociacion Kp.

A continuacién, cada uno de los anticuerpos anti-IL-3Ra. se diluy6é para proporcionar una concentracién de 5 ug/ml
con tampon de HBS-FP (GE), una clase por celda de flujo, y se aplicd, permitiendo de ese modo que se unieran al
anticuerpo anti-anticuerpo humano o al anticuerpo anti-anticuerpo de ratén inmovilizados. A continuacion, se le
aplicé la forma soluble de la proteina IL-3Ra. A fin de disociar el anticuerpo anti-IL-3Ra unido y la forma soluble de la
proteina IL-3Ra, se aplicd, en la cantidad adjunta al kit 3M de MgCl, adjunto al kit de captura de anticuerpo humano,
o glicina-HCI de pH 1,7 adjunta al kit de captura de anticuerpo de raton. Las etapas hasta ésta se consideraron como
una etapa. Repitiendo las mismas etapas usando dos o mas concentraciones de la forma soluble de la proteina IL-
3Ra, se obtuvieron datos para calcular las constantes de asociacion y de disociacion (sensograma).

La concentracion de la forma soluble de proteina IL-3Ra humana aplicada a un sujeto se calculé como se describe
en el ejemplo 2 midiendo la absorbancia a 280 nm y considerando 1 mg/ml como 1,4 OD. El peso molecular de la
forma soluble de proteina IL-3Ra se calculé segun lo siguiente. Con respecto al peso molecular de la proteina IL-
3Ra, se ha dado a conocer que comprende 360 restos de aminoacidos, tiene seis sitios de union a la cadena de
azucar de tipo N, y el peso molecular es 70 kDa (The Cytokine Facts Book segunda edicion, Academic Press). En
consecuencia, el peso molecular de la forma soluble de la proteina IL-3Ra humana se calcul6 como alrededor de 63
kDa restando los pesos moleculares de los aminoacidos de la region transmembrénica y de la regién intracelular de
70 kDa conocido como informacién de referencia, y afiadiendo, al valor resultante, el peso molecular de los
aminoacidos de la secuencia FLAG.

En el andlisis, se usé el software Biaevaluation (GE), y se hizo referencia al Biaevaluation Software Handbook.
Especificamente, llevando a cabo el andlisis simultdneo del andlisis cinético, empleando basicamente el modelo de
reaccion de unién de Langmuir 1:1 y ajustando, se calcularon la constante de velocidad de asociacion (Ka) y la
constante de velocidad de disociacion (Kd), y el valor de la constante de disociacién Kp se calculd mediante el
calculo de Kd/Ka.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla 2.

[Tabla 2
Nombre del anticuerpo Ka Kd Kp
Anticuerpos humanos
Old4 3,88x10° 5,15x10™ 1,33x107°
Old5 7,17x10° 4,72x10™" 6,58x10™™°
old17 2,08x10° 2,98x10™ 1,43x107°
0ld19 1,54x10° 4,99x10™ 3,24x107
New102 6,02><102 4,80><10': 7,98><10';U
Old6 1,71x10 2,15x10° 1,26x10°
Anticuerpo quimérico
7G3 2,48x10° 4,66x10™" 1,88x107°
Anticuerpos de ratén
7G3 1,68x10° 9,52x10™ 5,66x107°
9F5 7,13x10" 6,5x10° 9,11x10™°
107D2.08 4,16x10° 2,03x10° 4,88x10°
AC145 7,66x10" 4,26x10° 5,57x10°
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[ L-16 | 8,13x10° | 4,16x10° | 5,12x10”

Ejemplo 7 Andlisis del epitopo de anticuerpo humano anti-IL-3Ra humana

(Preparacién de célula de expresion de proteina quimérica IL-3Ra/GM-CSFRa)

A fin de llevar a cabo el andlisis del epitopo del anticuerpo anti-IL-3Ra, se expresd en una célula una proteina
quimérica en la que una porcion de la region extramembranica de IL-3Ra se sustituyd por GM-CSFRa, y se analizé
la actividad de unién de cada anticuerpo anti-IL-3Ra. frente a la célula. De forma breve, en primer lugar, la molécula
de IL-3Ra y la molécula de GM-CSFRo se dividieron en tres regiones (dominios A, B y C desde el N-terminal
mencionado anteriormente); en segundo lugar, se construyeron respectivamente vectores que expresan moléculas
en las que cada uno de los dominios A, B y C de la molécula de IL-3Ra se sustituy6 por el dominio correspondiente
de la molécula de GM-CSFRa; en tercer lugar, aquellos se expresaron de forma forzada en célula HEK293F; y en
cuarto lugar, se observd mediante citometria de flujo si cada anticuerpo anti-IL-3Ra marcado con un colorante
fluorescente se une a ellos o no.

(Preparacion de ADN plasmidico de GM-CSFR/pEF6/Myc-HisC)

Se amplific6 un ADNc de la cadena o del receptor GM-CSFR humano (GM-CSFRa, CD116) a partir de un ADNc
derivado de bazo (CLONTECH Human MTC Panel), mediante un método de PCR usando KOD-Plus-Ver. 2 (Toyobo
Co., Ltd.). Como dispositivo de PCR, se us6 GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Con respecto a la
PCR, después de una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos, se llevd a cabo una reaccion de tres
etapas a 98°C 10 segundos-55°C 30 segundos-68°C 75 segundos, 35 ciclos. Los cebadores de la PCR usados
fueron los siguientes.

hCD116Fw-Mfel:
5-CGGCAATTGCCACCATGCTTCTCCTGGTGACAAGCCT-3’ (SEC ID NO:80)
hCD116Rv-Notl:

5-ATTGCGGCCGCTCAGGTAATTTCCTTCACGG-3’ (SEC ID NO:81)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (tampdn de TAE).
El ADN se visualiz6 mediante tincion con bromuro de etidio. Se cortd una banda de aproximadamente 1,2 kb, y el
ADN se extrajo usando JETsorb Kit (Genomed, Bad Oeynhausen, Alemania) y después se digiri6 con Notl y Mfel.
Un AND plasmidico de pEF6/Myc-HisC (Invitrogen) se digiri6 con EcoRI y Notl. Cada ADN se sometié a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, y se cortaron bandas a alrededor de 1,2 kb y alrededor de 6 kb, y las
moléculas de ADN se extrajeron usando JETsorb Kit (Genomed, Bad Oeynhausen, Alemania). Después, se
mezclaron 0,5 ul de una disolucion de ADN derivada de ADN plasmidico de pEF6/Myc-HisC y 4 ul de una disolucion
de ADN derivada del producto de la PCR, y se someti6 a ligacion usando el kit de ligacién de TaKaRa (TAKARA BIO
INC.). Con respecto a la transformacion, se mezclaron una muestra de ligacién y células competentes DH5 alfa y se
extendieron sobre una placa de LB. La comprobacion de la insercion se llevd a cabo mediante PCR directa de
colonias usando LA Taq (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, después de una etapa de desnaturalizacion a
94°C durante 5 minutos, se llevé a cabo una reaccién de tres etapas a 94°C 30 segundos-55°C 30 segundos-72°C 2
minutos, 40 ciclos, y después se llevd a cabo un tratamiento a 99°C durante 30 minutos.

Los cebadores de la PCR usados fueron los siguientes.
hCD116Fw-Mfel:5-CGGCAATTGCCACCATGCTTCTCCTGGTGACAAGCCT-3 (SEC ID NO:82)

hCD 116Rv-Notl:5-ATTGCGGCCGCTCAGGTAATTTCCTTCACGG-3’ (SEC ID NO:83)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Usando una colonia a partir de la cual
se obtuvo una amplificacién de alrededor de 1,2 kb, se determiné una secuencia nucleotidica mediante un método
de secuenciacion directa. En la reaccion de muestras de secuencia, se usaron BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) y GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) (éstos se usaron en todos
los analisis de secuencias de ADN en esta memoria descriptiva). Los cebadores de la PCR usados fueron los
siguientes.

hCD116Rv-Notl: 5-ATTGCGGCCGCTCAGGTAATTTCCTTCACGG-3’ (SEC ID NO:85)

hCD116SeqFw1: 5-TGAACTGTACCTGGGCGAGG-3’ (SEC ID NO:86)
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hCD116SeqFw2: 5-CTGGCACGGAAAACCTACTG-3' (SEC ID NO:87)

hCD116SeqRv1: 5-CCTGAATTTGGATAAAGCAG-3’ (SEC ID NO:88)

Como dispositivo analizador de las secuencias, se usé un analizador de ADN ABI 3700XL (Applied Biosystems)
(éste se us6 en todos los andlisis de secuencias de ADN en esta memoria descriptiva). Seleccionando un clon en el
cual no se encontré mutacién en la secuencia de aminoacidos mediante PCR, se extrajo ADN plasmidico mediante
el método Largeprep (QIAGEN).

(Preparacion de IL-3RA-FLAG/pEGFP-N1)

El ADNc de longitud completa de IL-3Ra humana (CD123) amplific6 mediante PCR, y se ligd una etiqueta FLAG en
su direccion 3’ (IL-3RA-FLAG/pEGFP-N1).

El ADNc de IL-3RA se amplific6 mediante un método de PCR usando como molde ADN plasmidico de
hCD123/pEGFP-N1 y LA Taq (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, después de una etapa de
desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos, se llevo a cabo una reaccion de tres etapas a 95°C 15 segundos-
56°C 15 segundos-72°C 60 segundos, 10 ciclos, y después se llevaron a cabo 2 minutos de una reacciéon de
alargamiento. Los cebadores de la PCR usados son los siguientes.

T7: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ (SEC ID NO:89)
hCD123-C-FLAG-R1:
5-TCGTCATCGTCCTTGTAGTCAGTTTTCTGCACGACCTGTA-3’ (SEC ID NO:90)

Usando como molde 2 pl del producto de la PCR, se llevé a cabo la amplificacion mediante un método de PCR
usando LA Taq (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacién a 95°C durante 1
minuto, se llevé a cabo una reaccion de tres etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15 segundos-72°C 60 segundos, 15
ciclos, y después se llevd a cabo una reaccion de alargamiento a 72°C durante 2 minutos. Los cebadores de la PCR
usados son como siguen.

IL-3Ro_Fw:

5-CGGCAATTGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCAC-3' (SEC ID NO:91)
C-FLAG-NotR2:

5-AAAAGCGGCCGCTCACTTGTCGTCATCGTCCTTGTAGTC-3' (SEC ID NO:92)

Los productos de la PCR asi obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizd mediante tincion con bromuro de etidio. Se corté una banda a alrededor de 1
kb, y el ADN se extrajo usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. Toda la cantidad del ADN extraido se
digiri6 con Mfel y Notl y se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos, tampon de TAE).
El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Se corté una banda a alrededor de 1 kb, y el ADN se
extrajo usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. Después, se mezclaron 5 ul del ADNc de IL-3RA-FLAG asi
extraido y 1 ul del ADN plasmidico de pEGFP-N1 que se habia escindido con EcoRI y Notl, y se ligaron usando el kit
de ligacion de TaKaRa (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la transformacién, se mezclaron una mezcla de ligacion
y células competentes DH10B, y se extendieron en una placa de LB (que contiene kanamicina). La comprobacion de
la insercion se llevo a cabo mediante PCR directa de colonias usando LA Taq (TAKARA BIO INC.). Con respecto a
la PCR, después de una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, se llevd a cabo una reaccion de tres
etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15 segundos-72°C 60 segundos, 35 ciclos, y después se llevo a cabo una reaccion
de alargamiento a 72°C durante 2 minutos. Los cebadores de la PCR usados son como siguen.

PEGFP-N1-Fw: 5-CGTGTACGGTGGGAGGTCTA-3' (SEC ID NO:93)
PEGFP-N1-Re: 5-TTTATGTTTCAGGTTCAGG-3’ (SEC ID NO:94)

Se extrajo un ADN plasmidico mediante un método Miniprep a partir de una colonia en la que se obtuvo una
amplificacion de alrededor de 0,8 kb.

Se descubri6 mediante un andlisis de secuencia de ADN que el ADN plasmidico de IL-3RA-FLAG/pEGFP-N1

purificado no tiene una mutacion causada por la PCR, y que la etiqueta de FLAG estéa presente en él. Los cebadores
usados en el analisis de secuencia de ADN son los siguientes.
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PEGFP-N1-Fw: 5-CGTGTACGGTGGGAGGTCTA-3' (SEC ID NO:95)
PEGFP-N1-Re: 5-TTTATGTTTCAGGTTCAGG-3’ (SEC ID NO:96)

(Cartografiado de los dominios de IL-3Ra)

Como resultado de la busqueda de BLASTP (base de datos: proteinas del Protein Data Bank (pdb)), la cadena alfa
del receptor de IL-13 (IL-13Ra) tuvo la puntuacion mas alta (PDB: 3BPNC; cadena C, estructura cristalina del
complejo ternario 114-114r-1113ra). Usando el archivo de PDB bajado del Protein Data Bank, y un software de gréaficos
RasMol, se visualiz6 la estructura tridimensional de la proteina IL-13Ra, y se dividieron tres dominios que
constituyen la regioén extracelular (los dominios A, B y C mencionados anteriormente). Usando el software de
Alineamiento Multiple MUSCLE, se compar6 la secuencia de aminoacidos de IL-3Ra y la secuencia de aminoacidos
de IL-13Ra, y la regién extracelular de la region IL-3Ra también se dividié en tres dominios. Ademas, GM-CSFRa y
IL-3Ra. se compararon de la misma manera, y la regién extracelular de GM-CSFRa también se dividié en tres
dominios.

Para asignar epitopos de anticuerpos humanos IL-3Ra humana, se prepararon proteinas en las que cada uno de los
tres dominios de IL-3Ra se sustituyé uno por uno por dichos dominios de GM-CSFRa, y se expresaron en la
membrana celular, y se confirmé la presencia o ausencia de unién del antigeno.

Usando como molde el ADN plasmidico de IL-3RA-FLAG/pEGFP-N1, la amplificacion se llevé a cabo mediante un
método de PCR que usa PrimeSTAR(R) HS DNA Polymerase ((TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, se llevd
a cabo una reaccion de dos etapas a 98°C 10 segundos-68°C 6 minutos, 25 ciclos. Los cebadores de la PCR usados
son los siguientes.

Deficiencia del dominio A;

CD123R11pEGFPN1: AAAGGTACCGAATTCGAAGCTTGAGCTC (SEC ID NO:97)
CD123F11: AAAGGTACCGGGAAGCCTTGGGCAGGT (SEC ID NO:98)
Deficiencia del dominio B;

CD123R12-2: AAAGGTACCACTGTTCTCAGGGAAGAGGAT (SEC ID NO:99)
CD123F12-2: AAAGGTACCCAGATTGAGATATTAACTCC (SEC ID NO:100)
Deficiencia del dominio C;

CD123R13: AAAGGTACCTGAAAAGACGACAAACTT (SEC ID NO:101)
CD123F13: AAAGGTACCTCGCTGCTGATCGCGCTG (SEC ID NO:102)

El producto de la PCR asi obtenido se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualiz6 mediante tincion con bromuro de etidio. Tras confirmar la amplificacion, se
purificé usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. EI ADN asi obtenido se digirid con Kpnl y Dpnl, se purifico
usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System, y se ligé usando el kit de ligacién de TaKaRa. Con respecto a la
transformacion, se mezclaron una muestra de ligacion y células competentes DH10B, y se extendieron sobre una
placa de LB (que contiene kanamicina). La comprobacion del inserto se llevé a cabo mediante PCR directa de
colonias, usando LA Taq (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacion a 95°C
durante 1 minuto, se llevd a cabo una reaccion de tres etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15 segundos-72°C 40
segundos, 38 ciclos, y después se llevé a cabo una reaccién de alargamiento a 72°C durante 2 minutos. Los
cebadores de la PCR usados son como siguen.

pPEGFP-N1-Fw: 5-CGTGTACGGTGGGAGGTCTA -3’ (SEC ID NO:103)

PEGFP-N1-Re: 5-TTTATGTTTCAGGTTCAGG -3’ (SEC ID NO:104)

El producto de la PCR asi obtenido se sometidé a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Se extrajo un ADN plasmidico
mediante el método Miniprep a partir de una colonia en la que se obtuvo una amplificacién a alrededor de 1 kb.
Usando como molde el ADN plasmidico de GM-CSFR/pEF6/Myc-HisC, se llevo a cabo la amplificacion mediante un

método de PCR que usa PrimeSTAR(R) HS DNA Polymerase (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, se llevo
a cabo una reaccién de dos etapas a 98°C 10 segundos-68°C 30 segundos, 25 ciclos. Los cebadores de la PCR
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usados son como se expone a continuacion.

Insercién del dominio A;

GM-CSFRF11: AAAGGTACCGCCACCATGCTTCTCCTGGTGACA (SEC ID NO: 105)
GM-CSFRR11: AAAGGTACCTGAATTTGGATAAAGCAG (SEC ID NO:106)

Insercion del dominio B;

GM-CSFRF12: AAAGGTACCGGAAGGGAGGGTACCGCT (SEC ID NO:107)
GM-CSFRR12: AAAGGTACCCTTTGTGTCCAAAAGTGA (SEC ID NO:108)

Insercion del dominio C;

GM-CSFRF13: AAAGGTACCAAAATAGAACGATTCAAC (SEC ID NO:109)
GM-CSFRR13: AAAGGTACCAATGTACACAGAGCCGAG (SEC ID NO: 110)

El producto de la PCR asi obtenido se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualiz6 mediante tincién con bromuro de etidio. Tras confirmar la amplificacién, se
purificé usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System.

El ADN asi obtenido se digirié con Kpnl y después se purificé usando el kit de extraccion en gel QIAquick (QIAGEN),
se mezcld con ADN plasmidico de IL-3RA-FLAG/pEGFP-N1 en el que se suprimié el dominio correspondiente (ya
escindido con Kpnl y purificado), y se ligé usando kit de ligacién de TaKaRa. Con respecto a la transformacion, se
mezclaron una muestra de ligacion y células competentes DH10B y se extendieron sobre una placa de LB (que
contiene kanamicina). La comprobacion del inserto se llevd a cabo mediante PCR directa de colonias usando LA
Taq (TAKARA BIO INC.). Con respecto a la PCR, tras una etapa de desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto, se
llevd a cabo una reaccion de tres etapas a 95°C 15 segundos-56°C 15 segundos-72°C 40 segundos, 38 ciclos, y
después se llevé a cabo una reaccion de alargamiento a 72°C durante 2 minutos. Los cebadores de la PCR usados
son como siguen.

pPEGFP-N1-Fw: 5-CGTGTACGGTGGGAGGTCTA-3' (SEC ID NO:111)
PEGFP-N1-Re: 5-TTTATGTTTCAGGTTCAGG -3’ (SEC ID NO:112)

El producto de la PCR asi obtenido se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,
tampon de TAE). El ADN se visualizé mediante tincion con bromuro de etidio. Se extrajo un ADN plasmidico
mediante el método Miniprep a partir de una colonia en la que se obtuvo una amplificacion a alrededor de 1 kb.

(Marcaje del anticuerpo humano anti-IL-3Ra con colorante fluorescente)

A fin de determinar la actividad de unién de anticuerpos humanos anti-IL-3Ra. humana, cada anticuerpo humano se
marcd con un colorante fluorescente AlexaFlour488 (Molecular Probe, Invitrogen). Con respecto al método de
marcaje, se llevd a cabo segun el manual proporcionado por Invitrogen; y con respecto a la deteccién, la
fluorescencia se detectdé mediante FL1 de una citometria de flujo (FACS Calibur, BD Biosciences).

Especificamente, se afiadio 1/10 volimenes de Na,COsz 1 M a una disolucién de anticuerpo disuelta en PBS. A
continuacién, se afiadid una cantidad predeterminada de la disolucién de anticuerpo descrita en el manual a un
recipiente que contiene polvo de AlexaFlour488 al que se habia afiadido tetrafluorofenilo (TFP), y se dejé reaccionar
en la oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora mientras se agitaba. A continuacion, después de que una
columna de filtracion en gel (NAP-10 y similar, GE Healthcare) se sustituyd suficientemente con PBS, se le afiadio la
disolucién de anticuerpo que se hizo reaccionar con AlexaFlour488, mientras que el tamp6n de la disolucion del
anticuerpo se sustituyé por PBS. Se obtuvo una fraccion de anticuerpo que mostré un color amarillo verdoso. Con
respecto al anticuerpo anti-IL-3Ra. humana marcado con AlexaFlour488 obtenido de la manera anterior, las
absorbancias a longitudes de onda de 280 nm y 494 nm (A280 y A494, respectivamente) se midieron usando un
espectrometro, y la concentracion de anticuerpo se calculé mediante la siguiente férmula de calculo.

Concentracion de anticuerpo (mg/ml) = (A280 — A494 x 0,11)/1,4

(Analisis mediante citometria de flujo de la célula que expresa la proteina quimérica IL-3Ra/GM-CSFRa usando
anticuerpo anti-IL-3Ro. marcado)
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Para la preparacion de la célula de expresion de la proteina quimérica IL-B3Ra/GM-CSFRa, se us6 la célula
HEK293T (ATCC CRL 1268). Usando 293Fectin (Invitrogen), el ADN plasmidico obtenido en lo anterior se introdujo
como un vector de expresion en la HEK293T. La HEK293T a la que se le introdujo el vector de expresién se cultivé
usando un agitador en condiciones de CO; al 5% y 37°C después de 2 dias de la introduccién, y la proteina obtenida
se uso para el andlisis de citometria de flujo.

Se dejaron reaccionar durante 30 minutos en hielo de 100.000 a 1.000.000 células de la célula de expresion de la
proteina quimérica, a una concentracion de 1 ug/ml, con un anticuerpo humano marcado con AlexaFlour488 o un
anticuerpo de raton anti-IL-3Ra. marcado con FITC comercialmente disponible (7G3 o 9F5: ambos de BD
Biosciences, 6H6: Acris Antibodies, AC145: Milteny Biotech, 107D2.08: Dendritics). Para la dilucién de los
anticuerpos y las células, se us6 un medio de tincion (PBS de Dulbecco suplementado con 2% de suero fetal bovino,
2 mM de EDTA y 0,05% de NaN3). A continuacion, las células que reaccionaban con los anticuerpos se lavaron tres
veces con el medio de tincién, y se confirmd mediante citometria de flujo si el anticuerpo marcado se uni6é o no a la
célula.

Los resultados se representan en las figuras 1 y 2. Las reacciones de los anticuerpos 7G3, 9F5, 6H6 y AC145
desaparecieron solamente en las células que expresan una proteina en la que un dominio A se sustituyé por GM-
CSFRoa. Por otro lado, las reacciones de los anticuerpos Old4, Old5, Old19 y New102 desaparecieron en las células
gue expresan una proteina en la que el dominio B se sustituyd por GM-CSFRa. Con respecto a Old19, su reaccion
con las células que expresan una proteina en la que el dominio A se sustituyd por GM-CSFRa también desaparecio.
Con respecto a Old6 y 107D2.08, desaparecié su reaccién con células que expresan la proteina sustituida con el
dominio B y el dominio C.

Basandose en lo expuesto anteriormente, se mostro la posibilidad de que 7G3, 9F5, 6H6 y AC145 reconocieron el
dominio A, y Old4, Old5 y New102 reconocieron el dominio B, Old19 reconoci6 el dominio A y el dominio B, y Old6 y
107D2.08 reconocieron el dominio B y el dominio C. En consecuencia, la reactividad de los diversos anticuerpos
anti-IL-3Ra frente a los dominios A a C de IL-3Ra fue como en la siguiente Tabla 3.

[Tabla 3

7G3 | 9F5 | 6H6 | AC145 | 107D2.08 | OIld19 | Newl02 | Old4 | Old5 | Old6 | Old28

++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Sin
sustitucion
Sustitucion
del dominio - - - - ++ - ++ ++ ++ ++ +
A
Sustitucion
del dominio ++ ++ ++ + - - - R - . .
B
Sustitucion
del dominio ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ - ++
C

Ejemplo 8 Anélisis de la actividad bloqueadora de la sefalizacion de IL-3 de los anticuerpos anti-IL-3Ra

Para examinar si los anticuerpos anti-IL-3Ra asi obtenidos inhiben la sefializacion de IL-3, se us6 una estirpe celular
TF-1 (DMSZ n° ACC344) que crece dependientemente de IL-3 0 de GM-CSF. Especificamente, la célula TF-1 se
diluyé con medio RPMI 1640 que contiene 1 ng/ml de IL-3 y 10% de suero fetal de ternera (medio TF-1), y se
dispensé en una placa de 96 pocillos. Ademds, diversos anticuerpos anti-IL-3Ra y una IgG derivada de suero
humano como anticuerpo de control negativo se diluyeron con el medio TF-1, se transfirieron a la placa de 96
pocillos, y se afiadieron de tal manera que la concentracion final de cada anticuerpo dio una concentracion final de
10 o 100 pg/ml. Como control, se prepar6 un pocillo de medio solo libre de células y un pocillo al que se afiadi6 la
célula TF-1. Después de 3 dias de cultivo en un entorno de 37°C y 5% de CO., se le afiadidé CelltiterGlo (Promega)
en una cantidad equivalente al medio. Después de 30 minutos de dejar reposar, la emision se determiné usando un
lector de placas (ARBO, Perkin Elmer).

Para la relacion de inhibicion del crecimiento, se llevé a cabo el siguiente calculo.

(emision de muestra — pocillo sin células)/(pocillo al que se afiadio célula TF-1 sola — pocillo sin células) x 100 (%)
Con respecto a los anticuerpos comercialmente disponibles 9F5, 6H6 y 107D2.08, se us6 una columna NAP-5 con el
fin de sustituir el tampdn por PBS. Especificamente, se afadieron 0,5 ml de una disoluciéon de anticuerpo a la
columna NAP-5 suficientemente sustituida con PBS. Después, afiadiendo 1,0 ml de PBS, se recuper6 la disolucion

descargada de la columna. Al llevar a cabo la esterilizacion mediante filtracion usando un filtro de membrana
MILLEX-GV (Millipore) que tiene un tamafio de poros de 0,22 um, se obtuvo un anticuerpo disuelto en PBS como
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disolvente.

Los resultados se muestran en la figura 5. Se encontr6 que el anticuerpo Old4, el anticuerpo Old5, el anticuerpo
0ld17, el anticuerpo OId19, el anticuerpo New102, el anticuerpo 9F5 y el anticuerpo 6H6 no inhiben la sefializacién
de IL-3, y por otro lado se encontré que el anticuerpo 7G3, el anticuerpo OId6 y el anticuerpo 107D2.08 inhibieron la
sefializacion de IL-3.

Ejemplo 9 Examen de la influencia sobre la capacidad formadora de colonias usando el anticuerpo humano
anti-IL-3Ra

Se llevé a cabo un ensayo de colonias para encontrar si diversos anticuerpos anti-IL-3Ra tienen efectos sobre la
capacidad formadora de colonias por células precursoras hematopoyéticas.

De forma breve, se afiadieron 400 células/ml de células CD34 positivas derivadas de sangre de corddn (AllCells) a
un medio Methocult (Stem Cell Technologie) suplementado con eritropoyetina, IL-3, G-CSF y factor de células
troncales, y se midié el numero de colonias 14 dias a 16 después. Las colonias se contaron dividiéndolas en una
colonia del sistema de granulocitos/macrofagos (CFU-GM), una colonia del sistema eritroide (BFU-E), y colonias
mixtas (CFU-Mix o CFU-GEMM). Con respecto al método de clasificacion de los tipos de colonias, se us6 como
referencia un manual proporcionado por Stem Cell Technologie o por diversos libros de texto en hematologia.

Como los anticuerpos, se usé cada uno del anticuerpo quimérico 7G3 como anticuerpo en el que se descubrid
actividad bloqueadora de la sefalizacion de IL-3 en el ejemplo 8, y el anticuerpo New102 como un anticuerpo en el
gue no se encontro la actividad bloqueadora.

Los resultados se muestran en la figura 6. En el ensayo de colonias en el que se afiadieron eritropoyetina, IL-3, G-
CSF vy factor de células troncales, se encontrd una disminucién en el nimero de colonias y una disminucion en el
tamafio de las colonias por la adicion del anticuerpo 7G3 que tuvo la actividad bloqueadora de la sefializacion de IL-
3. Por otro lado, no se encontr6 cambio en el nimero de colonias por la adicion del anticuerpo New102. Basandose
en este resultado, se considera que la influencia sobre la funcion hematopoyética normal es pequefia, y los efectos
secundarios son pocos cuando la sefializacion de IL-3 no se inhibe o no se bloquea.

Ejemplo 10 Efecto antitumoral en un modelo de rat6n portador de tumor usando anticuerpo humano anti-IL-
3Ra

El anticuerpo anti-IL-3Ra asi obtenido se administré a un modelo de ratén portador de tumor, y se examiné su efecto
antitumoral. De forma breve, se transfiri6 una célula de leucemia a un raton a través de su vena caudal, se le
administré el anticuerpo al dia siguiente, y alrededor de 3 semanas después, se contdé el niumero de células
leucémicas en células de médula ésea recogidas de un hueso de raton.

Especificamente, se diluyeron 0,01 ml equivalentes de antisuero anti-asialoGM1 (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) con disolucion salina fisiolégica, y se administré a raton SCID (CLEA Japan Inc.) (Dia -1). Al dia siguiente, se
transplantaron 500.000 células de la estirpe celular de leucemia mieloide aguda, MOLM13 (ATCC), a traves de la
vena caudal (Dia 0). Posteriormente al dia siguiente (Dia 1), se administraron intraperitonealmente 10 pg del
anticuerpo anti-IL-3Ra. El raton se sacrifico en el Dia 21, se recogi6 la médula 6sea de fémures y tibias, y las células
de médula ésea se tifieron con anticuerpo anti-CD45 humano marcado con FITC y con anti-IL-3Ra marcado con PE
(ambos de BD Biosciences). Especificamente, el anticuerpo se afiadié a aproximadamente 1.000.000 células de la
célula de médula 6sea, para proporcionar una concentracion final de 1 ug/ml para cada uno, y se dejé reposar en
hielo durante 30 minutos a la sombra. Después, las células tefiidas con el anticuerpo se lavaron 3 veces usando
medio de tincion (una disolucion preparada afiadiendo 2% de suero fetal bovino, 0,05% de azida sédica y 2 mM de
EDTA a PBS (GIBCO)), y se detectd una célula positiva para CD45 humana y positiva para IL-3Ra humana
mediante una citometria de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences). También, en el momento de recoger la médula
Osea de raton, se cont6 el nimero de células de médula 6sea usando disolucion de TURK. Ademas, el nimero
absoluto de las células MOLM13 contenidas en un fémur se conté afiadiendo simultaneamente perlas fluorescentes
cuantificadas (Flow-Count, Beckman Coulter) en el momento de la tincién con anticuerpo mencionado anteriormente.

Los resultados se muestran en la figura 7. Se descubrié que el nimero de células MOLM13 en la médula 6sea de
fémur en cada grupo al que se le administré anticuerpo esté notablemente reducido en comparacion con el grupo de
vehiculo al que no se le administr6 el anticuerpo. Este resultado muestra que el anticuerpo anti-IL-3Ra tiene
posibilidades como agente terapéutico para la leucemia.

Ejemplo 11 Ensayo de toxicidad de la célula que expresa IL-3Ra mediante anticuerpo anti-IL-3Ra
Para medir la citotoxicidad mediada por el anticuerpo (citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo, en lo

sucesivo denominada ADCC), ésta se llevd a cabo en presencia de anticuerpo usando células mononucleares de
sangre periférica humana (células mononucleares de sangre periférica, en lo sucesivo PBMC) como un efector.
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La sangre periférica se recogido de un voluntario sano, y se afadié un anticoagulante. La sangre se coloco
estaticamente en Ficoll-Plaque Plus (GE Healthcare) de manera que no se perturbé la interfaz, y se centrifugé a
2.000 rpm durante 20 minutos usando una centrifuga grande (CF9RX, Hitachi, Ltd.). La capa intermedia que
contiene las células se recogi6 y se lavo con PBS, se eliminaron las plaguetas mediante centrifugacion a 900 rpm
durante 20 minutos, y las células mononucleares derivadas de sangre periférica (PBMC) se usaron como un efector.

Ademas, también se usé como un efector del ensayo de ADCC PBMC cultivadas toda la noche en condiciones de
37°C y 5% de CO, usando medio RPMI 1640 que contiene 10% de suero fetal bovino al que se afiadi6 IL-2 humana
(Peprotech) hasta una concentracion final de 4 ng/ml (40 Ul/ml o mas).

En el método, de forma simple, una célula diana se cultiva en presencia de un anticuerpo y PBMC, y se mide el
porcentaje de lisis de la célula diana especifica mediante el anticuerpo.

Para la medida del porcentaje de lisis, se uso el siguiente “método de ensayo de ADCC de Colon-26/hCD123".
Especificamente, una célula diana se marcé con *'Cr cultivando como célula diana la célula Colon-26 que expresa
forzadamente IL-3Ra, a 37°C durante 1 hora en presencia de 5% de CO., junto con cromato de sodio marcado con
un radioisétopo >*Cr (Na,>'CrO., Perkin Elmer, NEZ030S). La célula diana marcada se lavé 3 veces para eliminar
*ICr en exceso, y después se suspendié en el medio y se transfirié a una placa de 96 pocillos a la que se habian
afadido previamente anticuerpos a diversas concentraciones. Se suspendié PBMC en el medio y se transfirié a la
placa a la que se habian afadido la célula diana y los anticuerpos (relacion efector/diana = 100). Como los
anticuerpos, se uso el anticuerpo anti-IL-3Ra purificado en el ejemplo 4, y como control negativo, 1gG derivada de
suero humano (SIGMA). Como diversos controles, se preparé un pocillo del medio y célula diana solos, un pocillo de
PBMC y célula diana solas, y un pocillo suplementado con Triton-X. La placa de 96 pocillos llena de disoluciones
mixtas se cultivd a 37°C durante 4 horas en presencia de 5% de CO,.

Tras centrifugar la placa, se transfirieron 50 ul de cada sobrenadante a una placa de 96 pocillos que contiene liquido
de centelleo (Lumaplate-TM, Perkin Elmer), y se sec6 a 56°C durante 2 horas. La placa se cerré herméticamente
(TopSeal-A, Packard) y se midié usando un lector de microplacas (TopCount, Perkin Elmer).

Con respecto al porcentaje de lisis de la célula diana, se midid la cantidad de *1Cr en el cromato de sodio liberada al
medio debido a la lisis de las células. Esto es, el “porcentaje de lisis especifica” se calculd dividiendo un valor
obtenido restando el valor de un pocillo al que no se habia afiadido el anticuerpo del valor de cada pocillo, entre un
valor obtenido restando el valor de un pocillo al que no se habia afiadido el anticuerpo del valor de un pocillo al que
se afiadio Triton-X (el porcentaje de lisis especifica se ajusta a 100%).

Los resultados se muestran en las figura 8 y figura 9. En cada uno de los anticuerpos anti-IL-3Ra., se encontré que la
actividad de ADCC para la célula diana depende de la concentracién. También, estos anticuerpos mostraron una
mayor actividad de ADCC que el anticuerpo quimérico 7G3 como control. Esto muestra que el anticuerpo anti-IL-3Ra.
presenta actividad de ADCC elevada para células que expresan IL-3Ra, y tiene una posibilidad de un tratamiento en
el que la eficacia farmacéutica es la eliminacion de las células positivas a IL-3Ra.

Ejemplo 12 Ensayo de afinidad de anticuerpo anti-IL-3Ra frente a proteina IL-3Ra de mono

Con respecto a la presencia o ausencia de union del anticuerpo anti-IL-3Ra humana asi obtenido frente a IL-3Ra de
mono, se analizd, usando citometria de flujo, si el anticuerpo anti-IL-3Ra humana preparado en el ejemplo 7 se une
0 no a la célula que expresa forzadamente IL-3Ra de Macaca fascicularis preparada en el ejemplo 1.

Especificamente, 2 x 10° células de la célula L929 que expresa de forma forzada IL-3Roa de mono se dejaron
reaccionar con 100 pl de manera que una concentracion final de 10 pg/ml, del anticuerpo anti-IL-3Ra humana a 4°C
durante 30 minutos. Los anticuerpos usados son anticuerpo IgG1 humano anti-dinitrofenol (DNP) (fabricado por esta
firma) como control negativo, y los anticuerpos Old4, Old5, Old17, Old19, New102 y el anticuerpo quimérico 7G3.
Después, se lavo 3 veces usando un medio de tincién (PBS de Dulbecco suplementado con 2% de suero fetal
bovino, 2 mM de EDTA y 0,05% de NaNs3). A continuacion, se dejo que un anticuerpo especifico de la cadena A anti-
anticuerpo humano marcado con PE (Southern Bio) reaccionara en el medio de tincién a una concentracion final de
1 ug/ml, y se lavo 3 veces con el medio de tincién de la misma manera. Finalmente, las células se mezclaron con el
medio de tincion, y se analizé6 mediante citometria de flujo la presencia o ausencia de PE positivo.

Los resultados se muestran en la figura 10. Se encontr6 que los anticuerpos humanos anti-IL-3Ra. humana, Old4,
Old5, Old17, Old19, New102 y anticuerpos quiméricos 7G3, reaccionan con la IL-3Ra de Macaca fascicularis.

Ejemplo 13 Andlisis detallado del epitopo de anticuerpos humanos anti-IL-3Ra humana

(Preparacién de célula que expresa la proteina quimérica IL-3Ra/GM-CSFRa)
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A fin de llevar a cabo un andlisis detallado adicional del epitopo de anticuerpos anti-IL-3Ra., se expresé en una célula
una proteina quimérica en la que una regién mas pequefia que el dominio de regién extramembranica de IL-3Ra se
sustituyé por GM-CSFRa, y se analiz6 la afinidad de cada anticuerpo anti-IL-3Ra por la célula. De forma breve, en
primer lugar, se determiné una region que se consideré que estaba situada en el exterior en base a una prediccién
de la estructura tridimensional de la molécula de IL-3Ra; en segundo lugar, se construyeron respectivamente los
vectores que expresan moléculas de IL-3Ra en las que la region pequefia se sustituyé por GM-CSFRa; en tercer
lugar, se expresaron de forma forzada en la célula HEK293F; y en cuarto lugar, se observé mediante citometria de
flujo si cada anticuerpo anti-IL-3Ra. marcado con colorante fluorescente se une o no a aquella.

(Cartografiado de los dominios de IL-3Ra)

Entre los 3 dominios divididos segun el ejemplo 7, se seleccionaron y se analizaron con detalle los dominios Ay B
que fueron reconocidos por los anticuerpos obtenidos OIld19 y New102. En base a la estructura tridimensional de la
cadena alfa del receptor de IL-4 (IL-4Ra, CD124) (PDB: 3BPNC; cadena C, estructura cristalina del complejo
ternario 114-114r-113ra), la estructura tridimensional de IL-3Ra se sometié a modelado de homologia usando SWISS-
MODEL (http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html). La estructura predicha de la proteina IL-3Ra se
visualiz6 usando un software grafico RasMol (http://rasmol.org/), y se determinaron 7 regiones que se considerd que
estaban situadas en la region de aminoéacidos extracelular de la molécula de IL-3Ra (figura 4).

A fin de especificar el epitopo del anticuerpo humano anti-IL-3Ra humana, se prepard y se expreso en la membrana
celular una proteina en la que las regiones correspondientes de GM-CSFRa sustituyeron a las 6 regiones de IL-3Ra.
divididas como se describe en lo anterior, y se determind la presencia o ausencia de la union de los anticuerpos.
Usando como molde el AND plasmidico de IL-3RA-Flag/pEGFP-N1, se llevé a cabo la amplificacion mediante un
método de PCR que usa PrimeSTAR(R) HS DNA polymerase (TAKARABIO INC.). Con respecto a la PCR, se llevo a
cabo una reaccion de dos etapas a 98°C 10 segundos-68°C 5 minutos, 25 ciclos. Los cebadores de la PCR usados
son los siguientes.

Deficiencia de la Region 1;

CD123-Fw21: CGTGGAACCCGCAGTGAACAATAGCTATT (SEC ID NO:149)
CD123-Re21: ACTCTGTTCTTTTTAACACACTCGATATCG (SEC ID NO:150)

Deficiencia de la Region 3;

CD123-Fw22: CTTTATCCAAATAACAGTGGGAAGCCTTG (SEC ID NO:151)
CD123-Re22: CAGTTTCTGTTGGAATGGTGGGTTGGCCACT (SEC ID NO:152)

Deficiencia de la Region 4;

CD123-Fw23: AGGGAGGGTACCGGTGCGGAGAATCTGACCTGCT (SEC ID NO:153)
CD123-Re23: TCCTGAATTTGGATAGAAGAGGATCCACGTGG (SEC ID NO:154)
Deficiencia de la Region 5;

CD123-Fw24: GGTCCGACGGCCCCCGCGGACGTCCAGTA (SEC ID NO: 155)
CD123-Re24 : CCTCGCCCAGGTACAGCTCAAGAAATCCACGT (SEC ID NO:156)
Deficiencia de la Region 6;

CD123-Fw25: ACGGAACCAGCGCAGCCTTCGGTATCCCCT (SEC ID NO:157)
CD123-Re25: TAACCAGAAAGTGGGAACTTTGAGAACC (SEC ID NO:158)
Deficiencia de la Region 7;

CD123-Fw26: TCTTTGATTCATTTGTCGTCTTTTCACA (SEC ID NO:159)
CD123-Re26: ATTGGATGCCGAAGGCTGCGCTCCTGCCC (SEC ID NO:160)

El producto de la PCR asi obtenido se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (135 V, 15 minutos,

tampon de TAE). El ADN se visualiz6 mediante tincién con bromuro de etidio. Tras confirmar la amplificacion, la
purificacién se llevé a cabo usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System. El ADN asi obtenido se someti6 a
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fosforilacion usando polinucleétido cinasa (New England Biolabs) y a precipitacion con etanol, y después una parte
del mismo se dej6 reaccionar usando el kit de ligacion de TaKaRa. Con respecto a la transformacion, se mezclaron
una muestra de ligacion y célula competente DH10B, y se extendieron sobre una placa de LB (que contiene
kanamicina). Se extrajo un ADN plasmidico a partir de la colonia asi obtenida mediante el método Miniprep y se
digirié con Xhol y Notl, y se verifico el inserto.

(Andlisis mediante citometria de flujo de la célula que expresa la proteina quimérica IL-3Ro/GM-CSFRa usando
anticuerpo anti-IL-3Ro. marcado)

En la preparacion de la célula que expresa la proteina quimérica IL-3Ra/GM-CSFRo se uso la célula HEK293T. El
ADN plasmidico obtenido en lo anterior se introdujo en un vector de expresion en la HEK293T. La HEK293T con el
vector de expresion introducido se cultivd en un entorno de 5% de CO; y 37°C, y se uso en el analisis de citometria
de flujo 2 dias después de la introduccion.

Cada uno de los anticuerpos humanos marcados con Alexa Flour488 o anticuerpos de ratdn anti-IL-3Ra marcados
con FITC comercialmente disponibles (7G3 y 9F5: ambos disponibles de BD Biosciences, 6H6: de Acris Antibodies),
a una concentracion de 1 ug/ml, se dejo reaccionar durante 30 minutos en hielo con 10.000 a 1.000.000 células de la
célula que expresa la proteina quimérica. Para diluir los anticuerpos y las células, se usé un medio de tincién (PBS
de Dulbecco que contiene 2% de suero fetal de ternera, 2 mM de EDTA y 0,05% de NaNs). A continuacion, las
células que reaccionaron con cada anticuerpo se lavaron 3 veces con el medio de tincién, y se confirmé mediante
citometria de flujo si el anticuerpo marcado se unié o no a las células.

Los resultados se muestran en la figura 3. La reaccion del anticuerpo c7G3 desaparecié solamente en el caso de la
célula que expresa la proteina en la que la regién 1 se sustituyé por GM-CSFRa. La reaccion del Old19 desaparecio
en el caso de la célula que expresa la proteina en la que la region 3 y la region 4 en el dominio A, y la region 6 y la
region 7 en el dominio B, se sustituyeron por GM-CSFRa. La reaccion del New102 desaparecio en el caso de la
célula que expresa la proteina en la que la region 6 y la regién 7 del dominio B se sustituyé por GM-CSFRa.

Basandose en lo expuesto anteriormente, se demostré la posibilidad de que el anticuerpo Old19 reconocid las
regiones 3y 4 del dominio Ay las regiones 6 y 7 del dominio B, y que el anticuerpo New102 reconocio las regiones 6
y 7 del dominio B. Los resultados anteriores se resumen como la Tabla 4.

[Tabla 4
Region (dominio) Secuencia reemplazante 7G3 | 9F5 | 6H6 | OId19 | Newl02

Region 1 (A) 55-DADYSMP-61 - ++ ++ ++ ++
Region 3 (A) 91-STWILFPE-98 ++ ++ ++ - ++

Region 4 (A-B) 97-PENSGKPW-104 ++ ++ ++ - ++
Region 5 (B) 122-CSWAVGP-128 ++ ++ ++ ++ ++
Region 6 (B) 182-ILVRGRS-188 ++ ++ ++ - -
Region 7 (B) 192-GIPCTDK-198 ++ ++ ++ - -

Aplicabilidad industrial

Segun la invencion, se proporciona un anticuerpo contra la proteina IL-3Ra. humana (otro nombre: CD123 humana) y
un agente terapéutico y un agente de diagndstico para tumores malignos mielociticos, particularmente leucemia
mieloide aguda (AML), que comprende un anticuerpo anti-IL-3Ra. humana como principio activo.

Texto libre de listado de secuencias

SEC ID NO : 3 : cebador IL-3Ro._Fw
SEC ID NO : 4 : cebador IL-3Ro._Re
SEC ID NO : 5: cebador IL-3Ra,_seqF1
SEC ID NO : 6 : Inserto (Mfel de Notl)
SEC ID NO : 7 : cebador Rhel23Fwl
SEC ID NO : 8 : cebador Rhel23Rv1
SEC ID NO : 9 : cebador T7

SEC ID NO : 10 : cebador SP6

SEC ID NO : 11 : Inserto (Mefl a Notl) de IL-3Ra de Macaca fascicularis
SEC ID NO : 12 : Inserto (Mefl a Notl) de IL-3Ra de Macaca mulatta
SEC ID NO : 13 : cebador hIL-3Rasol-FLAG-Notl

SEC ID NO : 14: Inserto (Mefl a Notl)

SEC ID NO : 15 : cebador hh-6

SEC ID NO : 16 : cebador hh-3

SEC ID NO : 17 : cebador hh-4
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SEC ID NO : 18 : cebador Fw especifico de la cadena pesada de Old4
SEC ID NO : 19: cebador Rv especifico de la cadena pesada de Old4
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SECID NO:
SECID NO:

SEC ID NO
SEC ID NO
SEC ID NO
SEC ID NO
SEC ID NO

SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:

SEC ID NO

SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:
SECID NO:

20 :
121
22
123
24
25:
26 :
27
128
129
30
131
132
33:
34 :
35:
36 :
137
138
139
140 .
41
42
43
44
145
146 .
47
48 :
49 :
50:
51
80 :
:81:
82 :
83:
84 .
85 :
86
87
88 :
89 :
90 :
191

cebador Fw especifico de la cadena pesada de Old5
cebador Rv especifico de la cadena pesada de Old5

: cebador Fw especifico de la cadena pesada de Old 17

cebador Rv especifico de la cadena pesada de Old 17

: cebador Fw especifico de la cadena pesada de Old 19

cebador Rv especifico de la cadena pesada de Old 19
cebador Fw especifico de la cadena pesada de New102

: cebador Rv especifico de la cadena pesada de New102

cebador Fw especifico de la cadena pesada de Old6
cebador Rv especifico de la cadena pesada de Old6

: cebador mH_Rv1

cebador mH_Rv2

: cebador Fw especifico de la cadena pesada de 7G3

cebador Rv especifico de la cadena pesada de 7G3
cebador hk-2

cebador hk-6

cebador Fw especifico de la cadena ligera de Old4
cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old4
cebador Fw especifico de la cadena ligera de Old5
cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old5
cebador Fw especifico de la cadena ligera de OId17
cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old17
cebador Fw especifico de la cadena ligera de Old19

: cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old19

cebador Fw especifico de la cadena ligera de New102
cebador Rv especifico de la cadena ligera de New102
cebador Fw especifico de la cadena ligera de Old6
cebador Rv especifico de la cadena ligera de Old6
cebador mK_Rv1

cebador mK_Rv2

cebador Fw especifico de la cadena ligera de 7G3

: cebador Rv especifico de la cadena ligera de 7G3

cebador hCD116Fw-Mfel
cebador hCD116Rv-Notl
cebador hCD116Fw-Mfel
cebador hCD116Rv-Notl
cebador hCD116Fw-Mfel
cebador hCD116Rv-Notl

: cebador hCD116SeqFwl
: cebador hCD116SeqFw2

cebador hCD116SeqgRv1
cebador T7

cebador hCD123-C-FLAG-R1
cebador IL-3Ra,_Fw

1 92 : cebador C-FLAG-NotR2

93:
94 .
195
196 :
197

cebador pEGFP-N1-Fw
cebador pEGFP-N1-Re

: cebador pEGFP-N1-Fw

cebador pEGFP-N1-Re
cebador CD123R11pEGFPN1

: 98 : cebador CD123F11

199

102
103

1 106
107

111

100 :
101 :

104 :
105:

108 :
109:
110:

cebador CD123R12-2
cebador CD123F12-2
cebador CD123R13

: cebador CD123F13

: cebador pEGFP-N1-Fw
cebador -N1-Re
cebador GM-CSFRF11
cebador GM-CSFRR11
: cebador GM-CSFRF 12
cebador GM-CSFRR12
cebador GM-CSFRF13
cebador GM-CSFRR13
: cebador pEGFP-N1-Fw
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SEC ID NO : 112 : cebador pEGFP-N1-Re
SEC ID NO : 149 : cebador CD 123-Fw21

SEC ID NO: 150 : cebador CD123-Re21
SEC ID NO : 151 : cebador CD123-Fw22
SEC ID NO : 152 : cebador CD123-Re22
SEC ID NO: 153 : cebador CD123-Fw23
SEC ID NO: 154 : cebador CD123-Re23
SEC ID NO : 155 : cebador CD123-Fw24

SEC ID NO : 156 : cebador CD 123-Re24

SEC ID NO: 157 : cebador CD 123-Fw25
SEC ID NO : 158 : cebador CD123-Re25

SEC ID NO
SEC ID NO

Listado de secuencias

<110> Kyowa Hakko Krin Co., Ltd

: 159 : cebador CD123-Fw26
: 160 : cebador CD123-Re26
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<120> Anticuerpo anti-IL-3R\203 para el tratamiento de tumores de la sangre

<130> 1001P12041

<150> US 61/172923

<151> 2009-04-27

<160> 160

<170> Patentln version 3.3

<210>1
<211> 378

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Vval
1

Leu Gln

Lys Ala

Asp Ile

50

Asn Ser

Leu Leu

Thr Lys
20

Lys Ala
35

Glu Cys

Tyr Cys

Trp

Glu

Gln

val

Gln

Leu

Asp

Gln

Lys

Phe
70

Thr

Pro

Leu

Asp

55

Gly

Leu

Asn

Thr

40

Ala

Ala

Leu

Pro
25

Trp

Asp

Ile

Leu

Pro

Asp

Tyr

Ser

Ile Ala

Ile Thr

Leu Asn

Ser Met

60

Leu Cys
75

54

Leu

Asn

Arg

45

Pro

Glu

Pro

Leu

30

Asn

Ala

Vval

Cys

15

Arg

Val

val

Thr

Leu

Met

Thr

Asn

Asn
80



Tyr

Pro

Trp

Gly

Arg

145

Thr

Ser

Ile

Thr

His

225

Gln

Gln

Arg
305

val

Thr

Glu

Ile

Ala

130

Arg

Arg

Gln

Pro

Pro
210

Trp

Ile

Thr

Ala

Arg

290

Thr

Phe

Ile

Val

Asn

His

115

Pro

Gln

Ile

Ser

Cys

195

Pro

Lys

Gln

Ser

Arg

275

Phe

Ser

val

Pro

Arg

Ser

100

Asp

Ala

Gln

Gly

Ser

180

Thr

Asn

Met

Lys

Phe

260

Glu

Glu

Leu

Ile

His
340

Val

85

Gly

val

Asp

Tyr

Cys
165

His

Asp

Met

Arg

Arg

245

G1ln

Arg

Cys

Leu

Cys

325

Met

Ala

Lys

Asp

val

Glu

150

Arg

Ile

Lys

Thr

Ser

230

Met

Leu

val

Asp

Ile

310

Arg

Lys

Asn

Pro

Phe

Gln

135

Cys

Phe

Leu

Phe

Ala

215

His

Gln

Leu

Tyr

Gln

295

Ala

Arg

Asp

Pro

Trp

Leu

120

Tyr

Leu

Asp

Val

Val

200

Lys

Phe

Pro

Asn

Glu

280

Glu

Leu

Tyr

Pro
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Pro

Ala

105

Ser

Asp

His

Asp

Arg

185

Vval

Cys

Asn

val

Pro

265

Phe

Glu

Gly

Leu

Ile
345

Phe

90

Gly

Cys

Leu

Tyr

Ile
170

Gly

Phe

Asn

Arg

Ile

250

Gly

Leu

Gly

Thr

val

330

Gly

Ser

Ala

Ser

Tyr

Lys

155

Ser

Arg

Ser

Lys

Lys

235

Thr

Thr

Ser

Ala

Leu

315

Met

Asp

Thr

Glu

Trp

Leu

140

Thr

Arg

Ser

Gln

Thr

220

Phe

Glu

Tyr

Ala

Asn

300

Leu

Gin

Ser

55

Trp

Asn

Ala

125

Asn

Asp

Leu

Ala

Ile

205

His

Arg

Gln

Thr

Trp

285

Thr

Ala

Arg

Phe

Ile

Leu

110

val

val

Ala

Ser

Ala

1%0

Glu

Ser

Tyr

val

Val

270

Ser

Arg

Leu

Leu

Gln
350

Leu

95

Thr

Gly

Ala

Gln

Ser
175

Phe

Ile

Phe

Glu

Arg

255

G1n

Thr

Ala

val

Phe

335

Asn

Phe

Cys

Pro

Asn

Gly

160

Gly

Gly

Leu

Met

Leu

240

Asp

Ile

Pro

Trp

Cys

320

Pro

Asp
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Lys Leu Val val Trp Glu Ala

355

val Thr Glu val Gln Val

370

<210> 2
<211> 308

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Val
1

Leu Gln

Lys Ala

Agp Ile
50

Asn Ser
65

Tyr Thr

Pro Glu

Trp Ile

Gly Ala

130

Arg Arg

145

Thr Arg

Ser Gln

Ile Pro

Thr Pro
210

Leu

Thr

Lys

35

Glu

Tyr

val

Asn

His

115

Pro

Gln

Ile

Ser

Cys

1385

Pro

Leu

Lys

20

Ala

Cys

Cys

Arg

Ser

1040

Asp

Ala

Gln

Gly

Ser

180

Thr

Asn

Glu

Gln

val

Gln

val

85

Gly

Val

Asp

Tyr

Cys

1€5

His

Asp

Met

Leu

Asp

Gln

Lys

Phe

70

Ala

Lys

Asp

val

Glu

150

Arg

Ile

Lys

Thr

val
375

Thr

Pro

Leu

Asp

S5

Gly

Asn

Pro

Phe

Gln

135

Cys

Phe

Leu

Phe

Ala
215
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Gly Lys Ala Gly Leu Glu Glu Cys Leu

360

Gln Lys Thr

Leu

Asn

Thr

40

Ala

Ala

Pro

Trp

Leu

120

Tyr

Leu

Asp

val

Val

200

Lys

Leu

Pro
25

Trp

Asp

Ile

Pro

Ala

105

Ser

Asp

His

Asp

Arg

185

Val

Cys

Leu

10

Pro

Asp

Tyr

Ser

Phe

Gly

Cys

Leu

Tyr

Ile

170

Gly

Phe

Asn

Ile

Ile

Ala

Thr

Leu Asn

Ser Met

60

Leu Cys

75

Ser Thr

Ala Glu

Ser Trp

Tyr

Lys

155

Ser

Arg

Ser

Lys

Leu

140

Thr

Arg

Ser

Gln

Thr
220

56

365

Leu

Asn

Arg

45

Pro

Glu

Trp

Asn

Ala

125

Astn

Asp

Leu

Ala

Ile

205

His

Pro

Leu

30

Asn

Ala

Val

Ile

Leu

110

val

val

Ala

Ser

Ala

190

Glu

Ser

Cys

15

Arg

Val

val

The

Leu

Thr

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Phe

Ile

Phe

Leu

Met

Thr

Asn

Asn

80

Phe

Cys

Pro

Asn

Gly

160

Gly

Gly

Leu

Met
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His Trp Lys Met
225

Arg Ser His
230

Gln Ile Gln Lys Arg Met Gln

245

Arg Thr Ser Phe Gln Leu Leu

260

Arg Ala Arg Glu
275

Arg Val Tyr
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Phe Asn Arg

Pro Val Ile
250

Asn Pro Gly
265

Glu Phe Leu
280

Glu Leu

240

Lys
235

Phe Arg Tyr

Thr Glu Gln Val Arg

255

Asp

Thr Tyr Thr Val Gln Ile

270

Ser Ala Trp Ser Thr Pro

285

Gln Arg Phe Glu Cys Asp Gln Glu Glu Gly Ala Asn Thr Arg Ala Trp

290 295

Arg Thr Ser Leu
305

<210>3
<211> 34
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador IL-3RA_Fw

<400> 3

cggcaattgc caccatggtc ctectttggce tcac

<210>4
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> IL-3RA_Re

<400> 4
attgcggecg ctcaagtttt ctgcacgacc t

<210>5
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador IL-3RA_seqF1

<400>5
gtcttcacta caaaacggat

<210>6
<211> 1156
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de inserto

300

34

31

20
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<400> 6
caattgccac

tgcaaacgaa
agcagttgac
actattctat
aagtgaccaa
ctgagaacag
tggatttctt
acctgtactt
atgctecaggg
ctcaaagttc
ataagtttgt
gtaataagac
gectatgagct
gaacctectt
gagtgtatga
agggcgcaaa
ccctggtectg
geateccctea
gggaggceggyg

aaacttgage

<210>7
<211> 38
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

catggtecte
ggaagatceca
ctgggacett
gccggeagtg
ctacacegte
tgggaagect
gagctgcagce
gaacgttgce
aacacgtatc
ccacatectg
cgtettttea
acatteettt
tcagatacaa
ccagctacte
attcttgage
cacacgtgce
tgtcttegtyg
catgaaagac
caaagcegge

ggccgce

<223> cebador Rhel23Fw1l

<400> 7

ctttggctca
aacccaccaa
aacagaaatg
aacaatagct
cgagtggcca
tgggcaggtg
tgggeggtag
aacaggcgtc
gggtgtcgtt
gtgcggggea
cagattgaga
atgecactgga
aagagaatgc
aatcctggaa
gectggagea
tggcggacgt
atctgcagaa
cccateggtg

ctggaggagt

cggcaattgc caccatgacc ctcetttgge tgacgctg

<210>8
<211> 38
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador Rhel23Rv1

<400> 8

tatattgcgg ccgctcaagt tttctccace acctgcac

<210>9
<211> 20
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2550 639 T3

cgectgctcct
tcacgaacct
tgaccgatat
attgecagtt
acccaccatt
cggagaatct
gcecgggggc
aacagtacga
tcgatgacat
ggagcgeage
tattaactee
aaatgagaag
agcctgtaat
cgtacacagt
ccecccageg
cgctgetgat
ggtatctggt

acagcttecca

gtctggtgac

gateogecetyg
aaggatgaaa
cgagtgtgtt
tggagcaatt
ctecacgtgy
gacctgetgg
cccegeggac
gtgtcttcac
ctctegacte
ctteggtatce
acccaacatg
tcattteaat
cacagaacag
acaaataaga
cttcgagtge
cgegetgggg
gatgcagaga
aaacgacaag

tgaagtacag

58

cectgtetec
gcaaaggete
aaagacgeceyg
tecettatgtg
atecetettece
attcatgacyg
gtecagtacy
tacaaaacgqg
tccageggtt
cectgcacag
actgcaaagt
cgcaaattte
gtcagagaca
gecccgggaaa
gaccaggagg
acgctgetgg
ctctttecee
ctggtggtet

gtegtgeaga

38

38

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

900

960

1020

1080

1149

1156



10

15

20

25

30

<223> cebador T7

<400>9

taatacgact cactataggg

<210> 10
<211>19
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador SP6

<400> 10

gatttaggtg acactatag

<210> 11
<211> 1156
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de inserto

<400> 11
caattgecac

tgcaaacgaa
agcagttgat
actattctat
aagtgaccaa
ctgagaacag
tggatttett
acctgtactt
atgetegggg
ctecaaagtte
ataagtttgt
gtaatgagac
gctatgaget
caacctectt
cagtgtatga
agggcgcegag
ccttgetetg
goatcecaca

gggaggcggg

aaacttgagc

<210> 12
<211> 1156
<212> ADN

<213> Artificial

catgacecte
ggaggatcca
gtgggacctg
gccggecaatg
ctacaccgtc
tgggacgect
gagctgcage
gaacaatcec
aacacagate
ccacatecctg
cttettttea
acattectte
teggatccaa
ccagetaccee
attoettgagt
cteogaegtgee
tgtgttecte
catgaaagac

caaagccgge

ggccge

ctttggectga
aatgcaccaa
aacagaaacg
aacaacagct
cgagtggeca
caggcaggcqg
tgggtggeag
aacagecacg
gggtgteggt
gtgaggggea
cagattgaga
atgcactgga
aagagaatge
aatcctggaa
gectggagea
tggeggacgt
atctgcagaa
cecateggtyg

ctggaggagt

ES 2550 639 T3

cgctgetect
tcaggaatct
tgaccgacgt
attgeccagtt
gtecccegtt
cggagaatct
geceggegge
aacagtacag
tegatgacat
ggagegeage
gattaactce
aaatgaaaag
agcctgtaag
cgtacacagt
ccccecageg
cgetgetgat
ggtatctggt

acaccttecca

gtetggtgte

ggtegecacyg
aaggatgaaa
ggagtgtatc
cggagecatt
ctecacgtgg
gacctgetgg
ccecegetgac
gtgcettecac
cgctegacte
cgtcagtate
acccaacatg
tcatttcaat
gacagaacaqg
geaaataaga
cttcgagtge
cgcgetgggy
gatgcagagyg
acaggacaag

tgaagtgcag

59

20

19

ccetgtetec
gaaaaggctc
aaaggcaccqg
taecttatgtg
atecctettee
gttcatgacg
gtccagtacyg
tacaaaacgg
tceegeggtt
ccectgecacag
actggagagt
cgcaaattee
gtcagagaca
geccgggaaa
gaccaggagg
acgctgetygg
ctgtttceece
ctggtggtet

gtggtggaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1156



10

15

20

25

<220>

<223> secuencia de inserto

<400> 12
caattgeccac

tgcaaaccaa
agcagttgat
actattotat
aagtgaccaa
ctgagaacag
tggatttett
acctgtactt
atgctegggg
ctecaaagtte
ataagtttgt
gtaatgagac
actatgaget
caaccteett
cagtgtatga
agggcgegag
cocttgetctg
gcatcccaca

gg993ggcyggyg

aaacttgage

<210> 13
<211>58
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

catgaccete
ggaggatceca
gtgggacetg
geeggecaatg
ctacacecgte
tgggacgect
gagectgeage
gaacaateee
aacacagatc
ccacateetg
cttettttea
acatteette
tcggatccaa
ccagetacee
attcttgagt
ctegegtgee
tgtgttecete
catgaaagac
caaageogge

ggccge

ctttggetga
aatgcaccaa
aacagaaacg
aacgacagct
cgagtggcca
cgggceaggeg
tgggtggtag
aacagecacyg
gggtgteggt
gtgaggggea
cagattgaga
atgcactgga
aagagaatgc
aatcctggaa
gectggagca
tggeggacgt
atctgcagaa
cccateggtg

ctggaggagt

<223> cebador hIL-3RAsol-FLAG-Notl

<400> 13

ES 2550 639 T3

cgetgeteet
tcaggaatct
tgacegacgt
attgeccagtt
gtecteegtt
cggagaattt
gceccggeggce
aacagtacag
tegatgacat
ggagecgeage
gattaactcc
aaatgaaaaqg
agectgtaag
cgtacacagt
cecaccageqg
cgetgetgat
ggtatctggt
acacctteca

gtetggtgte

ggtegocacyg
aaggatgaaa
ggagtgtatc
cggagccatt
ctecaegtgg
gacctgetgg
ceccgetgac
gtgecttege
cgetegacte
cgtecagtatc
acccaacatg
tcatttcaat
gacagaacag
gcaaataaga
cttegagtge
cgegetgggg
gatgcagagg
acaggacaag

tgaagtgecag

attgcggcecg cteacttatc gtegtcatce ttgtagtcce geccaggeacg tgtgtitg

<210> 14
<211> 961
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de inserto

60

cecctgtcetece
gaaaaggctce
aaaggcaccqg
tcettatgtg
atcctcttee
gtteatgacg
gtccagtacg
tacaaaacgg
tecegeggtt
ccctgeacag
actggagagt
cgcaaattec
gtcagagaca
gcccecgggaaa
gaccaggagyg
acgetgetgg
ctgtttccee
ctggtggtet

gtggtggaga

58

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

114¢

1156



10

15

20

25

30

35

<400> 14
caattgccac

tgcaaacgaa
agcagttgac
actattetat
aagtgaccaa
¢tgagaacag
tggatttett
acctgtactt
atgcteaggy
¢tecaaagtte
ataagtttgt
gtaataagac
gctatgaget
gaaccteett
gagtgtatga
agggcgcaaa
c

<210>15

<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

catggtecte
ggaagatcca
ctgggacctt
goeggeagtg
ctacacegte
tgggaagect
gagcetgeage
gaacgttgce
aacacgtate
ccacateetyg
cgtetttica
acattcettt
tcagatacaa
ccagctacte
attcttgage

cacacgtgce

<223> cebador hh-6

<400> 15

ctttggetea
aacccaccaa
aacagaaatg
aacaataget
cgagtggcca
tgggcaggtg
tgggeggtag
aacaggcgtce
gggtgtegtt
gtgcggggca
cagattgaga
atgcactgga
aagagaatge
aatcctggaa
gcctggagea

tggegggact

gotccgggag atcatgaggg tgtectt

<210> 16
<211> 26
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador hh-3

<400> 16

gtgcacgecg ctggtcaggg cgectg

<210> 17
<211> 23
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador hh-4

<400> 17

ggtgccaggg ggaagaccga tgg

<210>18

ES 2550 639 T3

cgetgectcct
tcacgaacct
tgaccgatat
attgccagtt
acccaccatt
cggagaatct
gcceggggge
aacagtacga
tegatgacat
ggagcgeage
tattaactcec
aaatgagaag
agectgtaat
cgtacacagt
ccccccageg

acaaggatga

gategeectyg
aaggatgaaa
cgagtgtgtt
tggagcaatt
ctccacgtgg
gacctgetgg
cecegeggac
gtgtctteac
ctetegacte
ctteggtate
acccaacatg
tecatttcaat
cacagaacag
acaaataaga
cttegagtge

cgacgataag

61

cectgtetee
gecaaaggete
aaagacgecqg
tecttatgtyg
atecctottee
attcatgacy
gteccagtacg
tacaaaacqg
tecageggtt
ccetgeacag
actgcaaagt
cgecaaattte
gtcagagaca
geecgggaaa
gaccaggagg

tgageggeeqg

27

26

23

60

120

180

240

300

360

420

480

5490

600

660

720

780

840

900

960

961
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ES 2550 639 T3

<211>49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de Old4

<400> 18
agagagagag gtcgaccacc atggactgga cctggaggtt cctctttgt

<210> 19
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de Old4

<400> 19
agagagagag gctagctgaa gagacggtga ccattgtecc

<210> 20
<211>49
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de Old5

<400> 20
agagagagag gtcgaccacc atggactgga cctggaggtt cctctttgt

<210> 21
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de Old5

<400> 21
agagagagag gctagctgaa gagacggtga ccattgtccc

<210> 22
<211>49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de Old17

<400> 22
agagagagag gtcgaccacc atggactgga cctggaggtt cctctttgt

<210> 23
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de Old 17

<400> 23
agagagagag gctagctgag gagacggtga caagggttcc ¢

<210> 24

62

49

49

49

40

40

41
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ES 2550 639 T3

<211>49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de Old19

<400> 24
agagagagag gtcgaccacc atggactgga cctggaggtt cctctttgt

<210> 25
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de Old19

<400> 25
agagagagag gctagctgag gagacggtga ccagggttc

<210> 26
<211>49
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de New102

<400> 26
agagagagag gtcgaccacc atggactgga cctggaggtt cctctttgt

<210> 27
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de New102

<400> 27
agagagagag gctagctgag gagacggtga ccagggtt

<210> 28
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de Old6

<400> 28
agagagagag gtcgacccac catggaactg gggctcegcet g

<210> 29
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de Old6

<400> 29
agagagagag gctagctgag gagacggtga ccagggttc

<210> 30

63

49

49

39

38

41

39
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<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador mH_Rv1

<400> 30
attttgtcga cckyggtsyt getggeyggg tg

<210> 31
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador mH_Rv2

<400> 31
gcacacyrct ggacagggat ccagagttcc

<210> 32
<211> 44
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

ES 2550 639 T3

<223> cebador Fw especifico para la cadena pesada de 7G3

<400> 32

agagagagag gtcgaccacc atgggatgga gctggatctt tcte

<210> 33
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador Rv especifico para la cadena pesada de 7G3

<400> 33

agagagagag gctagctgca gagacagtga ccagagtccc

<210> 34
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hk-2

<400> 34
gttgaagctc tttgtgacgg gcgage

<210> 35
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hk-6

<400> 35
tggcgggaag atgaagacag atggtg

<210> 36

64

32

30

44

40

26

26
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ES 2550 639 T3

<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de Old4

<400> 36
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtcccegce tcage

<210> 37
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de Old4

<400> 37
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtceectg

<210> 38
<211>45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de Old5

<400> 38
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtcccegce tcage

<210> 39
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de Old5

<400> 39
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtccectg

<210> 40
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de Old17

<400> 40
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtcctegce tcag

<210> 41
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de OIld17

<400> 41
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtceectg

<210> 42

65

45

45

40

40

44

40
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ES 2550 639 T3

<211>44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de Old19

<400> 42
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtcctegce tcag

<210> 43
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de OIdI9

<400> 43
agagagagag cgtacgtttg atttccacct tggtcccttg gc

<210> 44
<211> 44
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de New102

<400> 44
agagagagag atctctcacc atggacatga gggtcctcge tcag

<210> 45
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de New102

<400> 45
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtccectg

<210> 46
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de Old6

<400> 46
gagagagaga tctctcacca tggacatgag ggtccecgct cage

<210> 47
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de Old6

<400> 47
agagagagag cgtacgtttg atatccactt tggtcccagg ge

<210> 48

66

44

42

44

40

44

42
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<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador mK_Rv1

<400> 48
ttgaagctct tgacaatggg tgaagttgat

<210> 49
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador mK_Rv2

<400> 49
gtaggtgcty tctttgctgt cctgatcagt

<210> 50
<211> 44
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador Fw especifico para la cadena ligera de 7G3

<400> 50
agagagagag agatctcacc atggaatcac agactcaggt cctc

<210>51
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador Rv especifico para la cadena ligera de 7G3

<400> 51
agagagagag cgtacgtttt atttccagct tggtcceecc

<210> 52

<211> 443

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52

gaccegtcga
ggtgtccagt
teggtgaagg

gtgcgacagg
atagtaaact
agtacagect
gcgagagggg
accgtetott

<210>53
<211> 143

ccaccatgga
cecaggtaca
tcteatgeaa
cccctggaca
acgcacagaa
acatggaact

ggggctcggg

cagcetageas

ctggacctgg
gctgetacag
ggcttetgga
agggcttgag
gttccagggce
gagcagcctg
cccagatgtt

caa

aggttectet
tctggggetg
ggcaccttea
tggatgggag
agagtcacga
agatctgagg

cttgatatct

ttgtggtgge
aggtgaagaa
gcacctatge
ggatcatcee
ttaccgegga

acacqggccegt

ggggccaagg

67

30

30

44

40

agcagctaca
gectgggtes
tatcagetgg
tatctttggt
cgaatccacyg
gtattattgt

gacaatggte

60

120

180

240

300

360

420

443
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2550 639 T3

<220>
<221> caracteristica diversa
<222> (143)..(143)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Ile

Ile

105

Ser

val

Val

10

Ser

Lys

Gln

Phe

Thr

90

Arg

Gly

Ser

val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Ala

Ser

Pro

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

€0

Ile

Asp

Glu

Asp

Ala

Ala

Glu

Gly

45

Gly

val

Glu

Asp

val

125

Ser

Ala

val

30

Gly

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Leu

Thr

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Asp

Xaa

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

a0

Ser

Val

Ile

<400> 53

Met Asp Trp Thr Trp Arg Phe Leu

1 5

Val Gln Ser Gln Val Gln Leu Leu

20

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser
35 40

Ser Thr Tyr Ala Ile Ser Trp Val

50 55

Glu Trp Met Gly Gly Ile Ile Pro

65 70

Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr

85
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
100

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Gly
115 120

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

130 135

<210> 54

<211>412

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

cacagatctc tcaccatgga catgagggtc

tggcectcecag gtgecagatg tgtecatctgg

tctacaggag acagagtcac catcagttgt

gectggtate agcaaaaacc agggaaagece

ttgecaaagtg gggtcccate aaggtteagt

accatcagceca gectgeagtc tgaagatttt

ttcecegtaca cttttggeca ggggaccaag

<210> 55

<211>133

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

cccgctcage
atgacecagt
cggatgagtc
cctgagetee
ggcagtggat
gcaacttatt

ctggagatca

140

tectgggget
ctcecatcctt
agggcattag
tgatctatge
ctgggacaga
actgtcaaca

aacgtacggt

68

cetgetgete
actctctgeca
gagttattta
tgcatccact
tttcactctc
gtattatagt

gg

60

120

180

240

300

360

412
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<221> caracteristica diversa

<222> (133)..(133)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 55
Met Asp
1

Leu Pro

Leu Ser

35

Gln Gly

50

Ala
65

Pro
Pro Ser
Ile

Ser

Tyr Tyr

Met

Gly

Ala

Ile

Glu

Arg

Ser

Ser

Arg Val
5

Ala
20

Arg
Sar Thr
Ser

Arg

Leu Leu

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

Ala Gln

vVal Ile

Asp Arg

40

Leu Ala

85

Tyr Ala

70

Phe Ser

85

Leu Gln

100

Phe Pro

115

Lys Arg

130

<210> 56
<211> 433
<212> ADN

Thr

val Xaa

<213> Homo sapiens

<400> 56
gtcgaccace

ccagtcccag
gaaggtcteca
acaggcecect
aaactacgeca
agtctatatg
aggggggggt

ctettecaget

<210> 57
<211> 141
<212> PRT

atggactgga
gtccagetgg
tgcaaggett
ggacaagggc
cagaagttee
gaactgagca
tcgggecectg

age

<213> Homo sapiens

Gly

Ser

Tyr

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

120

cctggaggtt
tgcagtetgg
ctggaggcac
ttgagtggat
agggcagagt
gectgagate

atgttettga

ES 2550 639 T3

Leu
10

Leu Gly

Met Thr

Trp
25

Val Thr Ile

Trp Tyr Gln

Ala Thr

75

Ser

Ser Gly Thr

90

Phe
105

Ala Thr

Gly Gln Gly

cctectttgtg
ggctgaggtg
cttecagcacc
gggagggete
cacgattace
tgaggacacyg

tatctgggge

Leu Leu

Gln Ser

30

Ser Cys

45

Gln Lys

Leu Gln

Phe

Asp

Tyr Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Trp

Ser Leu

Met Ser

Gly Lys

Gly Val

80

Leu
95

Thr

Gln Gln

110

Thr Lys

125

gtggcagcag
aagaagecetg
tatgctateca
atcectatcet
geggacgaat
gcecatgtatt

caagggacaa

69

Leu

Glu Ile

ctacaggtgt
ggtecteggt
getgggtgeg
ttgatataga
ccacgagcac
actgtgecgag

tggtecacegt

60

120

180

240

300

360

420

433
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<400> 57
Met Asp Trp Thr Trp Arg Phe Leu Phe Val val
1 5 10
Val Gln Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
35 40
Ser Thr Tyr Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala
50 55
Glu Trp Met Gly Gly Leu Ile Pro Ile Phe Asp
65 70 75
Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala
85 90
Thr Val Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
100 105
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Gly Serxr Gly Pro
115 120
Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
130 135
<210> 58
<211>412
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 58
cacagatcte tcaccatgga catgagggtce cccgctcage
tggctceecag gtgccagatg tgtcatctgg atgacccagt
tcotacaggag acagagtcac catcagttgt cggatgagtc
gectggtatc agcaaaaace agggaaagoce cctgagetcece
ttgcaaagtg gggtcccatc aaggttcagt ggcagtggat
accatcagea goctgcagtce tgaagatttt geaacttatt
ttccecgtaca cttttggeca ggggaccaaq ctggagatca
<210> 59
<211>133
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<222>(133)..(133)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

Ala Ala

Ala Glu

30

Ser Gly

45

Pro
60

Gly
Ile Glu
Glu

Asp

Glu Asp

Ala

val

Gly

Gln

Asn

Ser

Thrx

Thr
15

Gly
Lys Lys
Thr Phe
Leu

Gly

Ala
80

Tyr

Thr
95

Ser

Ala Met

110

Val
125

Asp

Ala
140

Ser

tectgggget
ctccatcctt
agggcattag
tgatctatge
ctgggacaga
actgtcaaca

aacgtacggt

70

Leu

Asp Ile

cctgetgete
actctctgca
gagttattta
tgecatecact
tttcactcte
gtattatagt

g9

60

120

1890

240

300

360

412
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15

<400> 59
Met Asp
1

Leu Pro

Leu Ser

35

Gln Gly

50

Ala
65

Pro
Pro Ser
Ile

Ser

Tyr Tyr

Met

Gly

Ala

Ile

Glu

Arg

Ser

Ser

Arg Val

Ala
20

Arg
Ser Thr
Arg Ser
Leu Leu
Phe

Ser

Leu
100

Gln

Phe Pro

115

Lys Arg

130

<210> 60
<211> 438
<212> ADN

Thr

Val Xaa

<213> Homo sapiens

<400> 60
gaccegtcga

ggtgtecagt
tecggtgaagg
gtgcgacagy
tcaacaaact
agcacagecct
gegggtggag

accgtetect

<210>61
<211> 141
<212> PRT

ccaccatgga
ccecaggteoca
tetectgeaa
cccctggaca
acgcacagaa
acatggagct
acaaatatgg

cagotage

<213> Homo sapiens

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser

Tyr

Ala Gln

Val Ile

Asp Arg

40

Leu Ala

55

Tyr Ala

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

120

ctggacctgg
getggtgcag
gacttctgga
agggcttgag
gttecaggge
gagcagtectg

tecttactac

ES 2550 639 T3

Leu
10

Leu

Trp Met

25

Val Thr Ile

Trp Tyr

Ala Ser Thr

Ser

Gly

Phe
105

Ala Thr

Gly Gln Gly

aggttcctct
tctggggetyg
ggcaccttca
tggatgggag
agagtcacga
agatctgagg

ttteactact

Gly

Thr

Gln

Thr

Leu Leu

Gln Ser

30

Ser Cys

45

Gln
60

Lys
Leu Gln
Phe

Asp

Tyr Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Trp

Ser Leu

Met. Ser
Gly Lys
Gly val
Thr

Leu

Gln Gln

110

Thr Lys

125

ttgtggtgge
aggtgaagaa
gcaactttge
ggatcatcecc
ttaacgegga
acacggceegt

ggggccaggyg

71

Leu

Glu Ile

agcagctaca
gectgggtec
tatcagetgg
tatctttggt
cgaatecacg
gtattactgt

aacccttgte

60

120

180

240

300

360

4240

438
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<400> 61
Met Asp Trp Thr Trp Arg Phe Leu Phe Val val
1 5 10
Val Gln Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr
35 40
Ser Asn Phe Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala
50 55
Glu Trp Met Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly
65 70 75
Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Asn Ala
85 20
Thr Rla Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
100 105
Tyr Tyr Cys Ala Gly Gly Asp Lys Tyr Gly Pro
115 120
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135
<210> 62
<211> 407
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 62
agatctctca ccatggacat gagggtcctce gctcagctec
tteccaggtyg ccagatgtga catccagatg acccagtete
gtaggagaca gagtcaccat cacttgtecgg gecgagtcagg
tggtatcage agaaaccaga gazagoccct aagtecctga
caaagtgggg tcccatcaag gttcagegge agtggatctg
atcagcagee tgeagectga agattttgeca acttattact
cegtacactt ttggecaggg gaccaagetg gagatcaaac
<210> 63
<211> 132
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica diversa
<222>(132)..(132)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

Ala Ala

Ala Glu

30

Ser Gly

45

Pro
60

Gly
Ser Thr
Glu

Asp

Glu Asp

Ala

val

Gly

Gln

Asn

Ser

Thr

Thr
15

Gly
Lys Lys
Thr Phe
Leu

Gly

Ala
80

Tyr

Thr
95

Ser

Ala Vval

110

Tyr Tyr

125

Ala
140

Ser

tggggctcct
catecctecact
gtattagcag
tetatgetge
ggacagattt

gccaacagta

gtacggt

72

Phe

His Tyr

gctgectetgt
gtctgcatct
ctggttagec
atcoagtttg
cactetcace

taatagttac

60
120
180
240
300

360

407



10

15

ES 2550 639 T3

<400> 63
Met Asp Met Arg Val lLeu Ala Gln Leu Leu Gly
1 5 10
Phe Prc Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr
20 25
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile
35 40

Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala Trp Tyr Gln

50 55
Ala Pro Lys Ser Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Ser
65 70 75
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

85 90
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr
100 105
Tyr Asn Ser Tyr Prc Tyr Thr Phe Gly Gln Gly
115 120

Lys Arg Thr Xaa

130
<210> 64
<211> 437
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 64
tcgaccccat ggactggace tggaggttec totttgtggt
agtceccaggt ccagectggtg cagtctgggg ctgaggtgaa
aggtctectyg caaggcttet ggaggcaccet tcageageta
aggeceetgg acaagggett gagtgggtgg gagggatcat
actacgecaca gaagttecag ggcagagtca cgattacege
cctacatgga gctgagcage ctgagatctg aggacacgge
gacacaaata tggcccctac tactttgact actggggceca
cctcagectag caccaag
<210> 65
<211> 143
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Leu Leu

Gln Ser

30

Thr Cys

45

Gln
60

Lys

Leu Gln

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

125

ggcagcagct
gaagcctggg
tgetatecage
cectatettt
ggacgaatec
cgtgtattac

gggaaccctg

73

Leu

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

110

Leu

Leu
15

Cys

Ser Ser

Ala Ser

Glu Lys

Gly Vval

Leu Thr

95

Gln Gln

Glu Ile

acaggtgtcece
tecteggtga
tgggtgegac
ggtacagcaa
acgagcacag
tgtgcgagag

gtcaccgtct

60

120

180

240

300

360

420

437
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Ala

Ala

Ser

Pro

60

Thr

Asp

Glu

Tyr

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Ala

Glu

Asp

Tyr
125

Ala

val

30

Gly

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Phe

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Asp

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

val

Tyr

<400> 65
Met Asp Trp Thr Trp Arg Phe Leu Phe val val
1 5 10
Val Gln Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
35 40
Ser Ser Tyr Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala
50 55
Glu Trp Val Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly
65 70 75
Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala
85 80
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
100 105
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly His Lys Tyr Gly Pro
115 120
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135
<210> 66
<211>411
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 66
agatctctca ccatggacat gagggtcctce getcagcetcece
tteccaggtyg ccagatgtga catccagatg acccagtetc
gtaggagaca gagtcaccat cacttgtcgg gegagtcagqg
tggtatcage agaaaccaga gaaagcccecct aagtceectga
caaagtgggg tceccatcaag gttcageogge agtggatetg
atcagcagec tgcagectga agattttgca acttattact
ccteggacgt tcggccaagg gaccaaggtg gaaatcaaac
<210> 67
<211>133
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ala
140

Ser

tggggcetcet
catcctcact
gtattageag
tetatgctge
ggacagattt
gccaacagta

gtacggtgge

74

Thr

Lys

gctgetctgt
gtectgecatct
ctggttagee
atccagtttg
cactectcace
taatagttac

t

6Q

120

180

240

300

369

411
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<400> 67
Met Asp
1

Phe Pro

Ser
35

Gln Gly

50

Ala Pro

Pro Ser
Ile

Ser

Tyr Asn

Met

Gly

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

Arg val

Ala
20

Arg
Ser val
Ser

Ser

Ser Leu

Leu

Cys

Gly

Trp

Ile

Ala Gln

Asp Ile

Asp Arg

40

Leu Ala

55

Tyr Ala

70

Phe Ser

85

Leu Gln

100

Tyr Pro

115

Lys Arg

130

<210> 68
<211> 435
<212> ADN

Thr

Val Ala

<213> Homo sapiens

<400> 68
tecgaccacca

cagtcecagg
aaggtctcct
caggcecctg
aactacgcac
gccetacatgg
gagacagecag
tcagectagea

<210> 69
<211> 142
<212> PRT

tggactggac
teccagcetggt
gcatggctte
gacaaggget
agaagttcca
agctgagcag
tggctggtat

ccaag

<213> Homo sapiens

Gly

Pro

Arg

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

120

ctggaggtte
gcagtctggg
aggaggcace
tgagtggatg
gggcagagte
cectgagatet

tettggttac

ES 2550 639 T3

Leu
10

Leu Gly

Gln
25

Met Thr

Val Thr Ile

Trp Tyr Gln

Ala Ser

75

Ser

Ser Gly Thr

90

Phe Thr

105

Ala

Gly Gln Gly

ctctttgtygy
gctgaggtga
gtcageaget
ggagagatca
acgattaccg
gaggacacgg

tggggccagg

Leu Leu

Gln Ser

Thr Cys

45

Gln
60

Lys
Leu Gln
Phe

Asp

Tyr Tyr

Leu

Pro

30

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Cys
Ser Ser
Ala Ser
Glu

Lys

Val
80

Gly

Leu Thr

95

Gln Gln

110

Thr Lys

125

tggcageage
agaagoctygyg
acgetatcag
tccoetatett
cggacgaate
ccatatatta

gaaccetggt

75

Val

Glu Ile

tacaggtgte

atecteggtyg
ctgggtgcga
tggtatagta
cacgaacaca
ctgtgegaga

caccgtctce

60

120

180

240

360

360

420

435
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<400> 69
Met Asp
1

val Gln

Pro Gly

35

Ser
50

Ser
Glu Trp
Gln Lys
Thr

aAla

Tyr Tyr

Trp

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Thr

Gln
20

val
Ser val
Ala Ile
Gly Glu
Gln

Gly

Met
100

Glu

Ala Arg

115

Gly Gln
130

<210> 70
<211> 414
<212> ADN

Gly

Thr Leu

<213> Homo sapiens

<400> 70
agatctctca

ttcccaggtyg
gtaggagaca
tggtatcage
caaagtgggg
atcagecagece

ccgtacactt

<210>71
<211> 134
<212> PRT

ccatggacat
ccagatgtga
gagtcaccat
agaaaccaga
tcccatcaag
tgcagectga

ttggecaggg

<213> Homo sapiens

Arg

Gln

Lys

Ser

Ile

Arg

Leu

Glu

val

Phe Leu

Leu Val

val Ser

40

Trp Val

55

Ile Pro

val Thr

Ser Ser

Thr Ala

120

Thr
135

val

gagggtecte

catccagatg
cacttgtegyg
gaaagcccct
gttcagegge
agattttgea

gaccaagctg

ES 2550 639 T3

Phe val

10

val

Gln
25

Ser Gly

Cys Met Ala

Arg Gln Ala

Ile Phe Gly

Thr
90

Ile Ala

Leu Ser

105

Arg

Val Ala Gly

Ser Ser Ala

gctcagetcee
accecagtctce
gegagtcagy
aagtccctga
agtggatctg
acttattact

gagatcaaac

Ala Ala

Ala Glu

30

Ser Gly

45

Pro
60

Gly
Ile val
Glu

Asp

Glu Asp

Ala

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

Thr

Thr
15

Gly
Lys

Lys

Thr val

Gly Leu
Ala

Tyr

Thr
95

Asn

Ala Ile

110

Ile Leu

125

Ser Thr

140

tggggetoct
catectcact
gtattageag
tetatgctgc
ggacagattt
gecaacagta

gtacggtgge

76

Gly

Tyr Trp

Lys

getgetetgt
gtctgcatet
ctggttagee
atccagtttg
cactcotcacc
taatagttac

tgeca

60

120

180

240

300

360

414
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<400> 71
Met Asp
1

Phe Pro

Leu Ser

35

Gln Gly

50

aAla
65

Pro
Pro Ser
Ile

Ser

Tyr Asn

Met

Gly

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

Arg Val

Ala
20

Arg
Ser val
Ser

Ser

Ser Leu

Leu

Cys

Gly

Trp

Ile

Ala Gln

Asp Ile

Asp Arg

44

Leu Ala

55

Tyr Ala

70

Phe Ser

85

Leu Gln

100

Tyr Pro

115

Lys Arg

130

<210> 72
<211> 423
<212> ADN

Thr

Vval Ala

<213> Homo sapiens

<400> 72
cgacceacca

cagtgtgagg
agactctcct
caggctcecag
tattatgcag
ctgtatctge
gaggactggg
age

<210> 73

<211> 140
<212> PRT

tggaactggg
tgeagttggt

gtgcagecte

ggaaggggct
actcagtgaa
aaatgaacag

gctactttga

<213> Homo sapiens

Gly

Pro

Tyr

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

120

Ala

gcteegetygy
ggagtetggg

tggattcace

ggagtgggtc
gggccgatte
cetgagagee

ctactggggce

ES 2550 639 T3

Leu
10

Leu Gly

Gln
25

Met Thr

val Thr Ile

Trp Tyr Gln

Ala Ser

75

Ser

Ser Gly Thr

90

Phe
105

Ala Thr

Gly Gln Gly

gttttecttyg
ggaggeetgg
ttcagtagee
tcatccatta
accatctcca

gaggacacgqg

cagggaaccce

Leu Leu

Gln Ser

30

Thr Cys

45

Gln
60

Lys

Gln

Leu

Phe

Tvr Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Cys
Ser Ser
Ala Ser
Glu

Lys

Val
80

Gly

Leu Thr

95

Gln Gln

110

Thr Lys

125

ttgctatttt
tcaagcctgg
ataacatgaa
gtagtagtag
gagacaacgc
ctgtgtatta

tggtcacegt

77

Leu

Glu Ile

agaaggtgte
ggggtccctg
ctgggtecge
tagttacata
caagaactea
ctgtgcgaga

ctocteoaget

60

120

180

2490

300

360

420

423
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<400> 73
Met Glu Leu Gly Leu Arg Trp Val Phe Leu Val
1 5 10
Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
20 25
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
35 40
Ser Ser His Asn Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
50 55
Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Ser Ser Ser Ser
65 70 75
Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
85 90
Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
100 105
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asp Trp Gly Tyr Phe
115 120
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
130 135
<210> 74
<211> 407
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 74
agatctetca ccatggacat gagggtccece getcagetee
cteccaggtyg ccagatgtge catccagttg acccagtcte
gtaggagaca gagtcaccat cacttgecegg geaagtcagg
tggtatcagec agaaaccagg gaaagctcct aagctcctga
gaaagtgggg tcccatcaag gticagcgge agtggatctg
atcagcagec tgcagectga agattttgea acttattact
ceatteactt teggecetgg gaccaaagtyg gatatcaaac
<210> 75
<211> 134
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ala Ile

Gly Gly

30

Ser Gly

45

Pro
60

Gly
Tyr Ile
Asn

Asp

Glu Asp

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

Thr

Glu
15

Gly
Val Lys
Thr Phe
Leu

Gly

Ala
80

Tyr

Lys Asn

95

Ala Vval

110

Asp Tyr

125

Lys
140

tggggettct
catceteect
gecattageag
tectatgatge
ggacagattt
gtcaacagtt
gtacggt

78

Gly Gln

getgetetgg
gtctgcatct
tgatttagee
ctccagtttg
cactctcace

taatagttac

60

120

180

240

300

360

407
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<400> 75
Met. Asp Met Arg Val Pro Ala Gln
1 5
Leu Pro Gly Ala Arg Cys Ala Ile
20
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
35 40

Gln Gly Ile Ser Ser Asp Leu Ala

50 55
Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp
65 70
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly

85
Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp
100
Phe Asn Ser Tyr Pro Phe Thr Phe
115 120

Lys Arg Thr Val Ala Ala

130
<210> 76
<211>433
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 76
gtcgaccace atgggatgga gotggatctt
cctetetgag gtccagectge aacagtctgg
aaagatgtec tgcaaggett ctggatacac
acagagccat ggaaagagce ttgagtggat
tttctacaac cagaagttca agggcaagge
agectacatg cacctcaaca gectgacatce
atcgecattta ctgogggect cectggtttge
ctetgeaget age
<210> 77
<211> 141
<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2550 639 T3

Leu
10

Leu Gly

Gln
25

Leu Thr

Val Thr Ile

Trp Tyr Gln

Ala Ser Ser

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr

105

Gly Pro Gly

tctettitcte
acctgagetg
cttcactgac
tggagatatt
cactttgact
tgaggactcet

ttactgggge

Leu Leu

Gln Ser

30

Thr Cys

45

Gln
60

Lys

Leu Glu

Phe

Asp

Tyr Tyr

Leu

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Trp

Ser Ser

Ala Ser
Gly

Lys

val
80

Gly

Leu Thr

95

Gln Gln

110

Thr Lys

125

gtgtcaggaa
gtgaagectg
tactacatga

attcctagea

gtggacagat

geagtetatt

caagggacte

79

val

Asp Ile

ctggaggtgt
gggcttcagt
agtgggtgaa
atggtgccac
cotecageac

actgtacaag

tggtcactgt

60

120

180

240

300

360

429

433
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<400> 77
Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Val
1 5 10
Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala
35 - 40
Thr Asp Tyr Tyr Met Lys Trp Val Lys Gln Ser
50 S5
Glu Trp Ile Gly Asp Ile Ile Pro Ser Asn Gly
65 70 75
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val
85 90
Thr Ala Tyr Met His Leu Asn Ser Leu Thr Ser
100 105
Tyr Tyr Cys Thr Arg Ser His Leu Leu Arg Ala
11s 120
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
130 135
<210> 78
<211>412
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 78
agatctcacc atggaatcac agactcaggt ccteatgtcece
tacctgtggg gactttgtga tgacacagtc tecatectece
gaaggtcact atgagctgca agtctagtca gagtetgtta
ctacttgace tggtatetge agaaaccagg geagectect
atccactagg gaatctgggg tccctgatcg cttcacagge
cactctcace atcageagtg tgcaggetga agacctyggea
ttatagttat cegtacacgt tecggaggggg gaccaagcetg
<210>79
<211> 134
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ser

Pro

Ser

His

60

Ala

Asp

Glu

Ser

Gly

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Arg

Asp

Thr

Leu

30

Tyr

Lys

Phe

Ser

Ser

110

Phe

Gly

val

Thr

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

125

Ala
140

Ser

ctgectgttet
ctgactgtga
aacagtggaa
aaattgttga

agtggatetg

gtttattact

gaaataaaac

80

gggtatetgyg
cagcaggaga
atcaaaagaa
tctattggge
gaacagattt
gtcagaatga

gt

60

120

180

249

300

360

412
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<400> 79
Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu
1 5

Gly Thr Cys Gly Asp Phe Val Met
20

Val Thr Ala Gly Glu Lys Val Thr
35 40

Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys
50 55

Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu
65 70

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
85

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val
100

Tyr Cys Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr
115 120

Lys Leu Glu Ile Lys Arg
130

<210> 80
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116Fw-Mfel

<400> 80
cggcaattgc caccatgctt ctcctggtga caagect

<210> 81
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116Rv-Notl

<400> 81
attgcggecg ctcaggtaat ttecttcacg g

<210> 82
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116Fw-Mfel

<400> 82
cggcaattgc caccatgctt ctcctggtga caagcect

ES 2550 639 T3

Met

Thr

25

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

105

Pro

Ser

10

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyx

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyx

75

Ser

Glu

Thr

Leu
Pro
Lys

Thr
60

Trp
Gly
Asp

Phe

81

Phe

Ser

Ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
125

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gly

val Ser

15

Leu Thr

Gln Ser

Leu Gln

Thr Arg

Thr Asp

35

val Tyr

Gly Thr

37

31

37
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<210> 83
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116Rv-Notl

<400> 83
attgcggecg ctcaggtaat ttecticacg g

<210> 84
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116Fw-Mfel

<400> 84

cggcaattgc caccatgctt ctcctggtga caagect

<210> 85
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116Rv-Notl

<400> 85
attgcggccg ctcaggtaat ttecttcacg g

<210> 86
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116SeqFwl

<400> 86
tgaactgtac ctgggcgagg

<210> 87
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116SeqFw?2

<400> 87
ctggcacgga aaacctactg

<210> 88
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD116SeqRv1

<400> 88
cctgaatttg gataaagcag
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<210> 89
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador T7

<400> 89
taatacgact cactataggg

<210> 90
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador hCD123-C-FLAG-R1

<400> 90
tcgtcatcgt ccttgtagtc agttttctge acgacctgta

<210>91
<211> 34
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador IL-3RA_Fw

<400> 91
cggcaattgc caccatggtc ctectttggce tcac

<210> 92
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador C-FLAG-NotR2

<400> 92
aaaagcggcc gctcacttgt cgtcategte ctigtagtc

<210> 93
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Fw

<400> 93
cgtgtacggt gggaggtcta

<210> 94
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Re

<400> 94
tttatgtttc aggttcagg
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<210> 95
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Fw

<400> 95
cgtgtacggt gggaggtcta

<210> 96
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Re

<400> 96
tttatgtttc aggttcagg

<210> 97
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123R11pEGFPN1

<400> 97
aaaggtaccg aattcgaagc ttgagctc

<210> 98
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123F11

<400> 98
aaaggtaccg ggaagccttg ggcaggt

<210>99
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123R12-2

<400> 99
aaaggtacca ctgttctcag ggaagaggat

<210> 100
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123F12-2

<400> 100
aaaggtaccc agattgagat attaactcc
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<210> 101
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123R13

<400> 101
aaaggtacct gaaaagacga caaactt

<210> 102
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123F13

<400> 102
aaaggtacct cgctgctgat cgegetg

<210> 103
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Fw

<400> 103
cgtgtacggt gggaggtcta

<210> 104
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Re

<400> 104
tttatgtttc aggttcagg

<210> 105
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador GM-CSFRF11

<400> 105

aaaggtaccg ccaccatgct tctcctggtg aca

<210> 106
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador GM-CSFRR11

<400> 106
aaaggtacct gaatttggat aaagcag
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27

27

20
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<210> 107
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador GM-CSFRF12

<400> 107
aaaggtaccg gaagggaggg taccgct

<210> 108
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador GM-CSFRR12

<400> 108
aaaggtaccc tttgtgtcca aaagtga

<210> 109
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador GM-CSFRF13

<400> 109
aaaggtacca aaatagaacg attcaac

<210> 110
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador GM-CSFRR13

<400> 110
aaaggtacca atgtacacag agccgag

<210> 111
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Fw

<400> 111
cgtgtacggt gggaggtcta

<210> 112
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador pEGFP-N1-Re

<400> 112
tttatgtttc aggttcagg
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27

27

27
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<210> 113

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113

Thr Tyr Ala Ile Ser
1 5

<210> 114

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 114

Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ile Val Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5

Gly

<210> 115

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 115

ES 2550 639 T3

10

Gly Gly Gly Ser Gly Pro Asp Val Leu Asp Ile

1 5

<210> 116

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116

Thr Tyr Ala Ile Ser
1 5

<210> 117

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117

Gly Leu Ile Pro Ile Phe Asp Ile Glu Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5

Gly

<210> 118

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 118

10

10

Gly Gly Gly Ser Gly Pro Asp Val Leu Asp Ile

1 5

<210> 119

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

10
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<400> 119
Asn Pho Ala Ile Ser

1 5

<210> 120

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 120
Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 121

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 121
Gly Asp Lys Tyr Gly Pr¢ Tyr Tyr Phe Eis Tyr
1 5 10

<210> 122

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122
Ser Tyr Ala Ile Ser

1 5

<210> 123

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 123
Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 124

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 124
Gly His Lys Tyr Gly Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 125

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 125
Ser Tyr Ala Ile Ser

1 3
<210> 126

<211> 17

<212> PRT

88
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<400> 126

Glu Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ile Val Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

<210> 127

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 127

Glu Thr Ala Val Ala Gly Ile Leu Gly Tyr

1

<210> 128

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 128

Ser His Asn Met Asn

1

<210> 129

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 129

Ser Ile Ser Ser Ser Ser Ser Tyr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

Gly

<210> 130

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130
1
<210>131
<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131

5

5

5

5

Glu Asp Trp Gly Tyr Phe Asp
5

ES 2550 639 T3

10

10

10

Arg Met Ser Gln Gly Ile Arg Ser Tyr Leu Ala

1

<210> 132

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132

Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser

1

<210> 133

5

5

10

89

15
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<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 133
Gln Gln Tyr Tyr Ser Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210>134

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 134
Arg Met Ser Gln Gly Ile Arg Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 135

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 135
Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1 5

<210> 136

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 136
Gln Gln Tyr, Tyr Ser Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 137

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 138

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138
Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 139

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr

1 5

<210> 140

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 140
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 141

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 141
Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 142

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 142
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Arg Thr

1 5

<210> 143

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 144

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144
Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 145

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 146

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Asp Leu Ala
1 5 10

<210> 147

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147
Asp Ala Ser Ser Leu Glu Ser
1 5
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<210> 148

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 148

ES 2550 639 T3

Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Pro Phe Thr

1 5

<210> 149
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Fw21

<400> 149
cgtggaaccc gcagtgaaca atagctatt

<210> 150
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador CD123-Re21

<400> 150
actctgttct ttttaacaca ctcgatatcg

<210> 151
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Fw22

<400> 151
ctttatccaa ataacagtgg gaagccttg

<210> 152
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Re22

<400> 152
cagtttctgt tggaatggtg ggttggecac t

<210> 153
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Fw23

<400> 153
agggagggta ccggtgcgga gaatctgacce tgct

<210> 154

29

30

29

31

34
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<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Re23

<400> 154
tcctgaattt ggatagaaga ggatccacgt gg

<210> 155
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Fw24

<400> 155
ggtccgacgg ccecegegga cgtccagta

<210> 156
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador CD123-Re24

<400> 156
cctcgeccag gtacagctca agaaatccac gt

<210> 157
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Fw25

<400> 157
acggaaccag cgcagccttc ggtatcccect

<210> 158
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Re25

<400> 158
taaccagaaa gtgggaactt tgagaacc

<210> 159
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Fw26

<400> 159
tctttgattc atttgtcgtc tittcaca

<210> 160

ES 2550 639 T3
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<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador CD123-Re26

<400> 160
attggatgcc gaaggctgeg ctectgecc
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo contra una cadena de IL-3Ra. humana, que no inhibe la sefializacion de IL-3, y que se une al dominio
B de la cadena de IL-3Ra humana pero no se une al dominio C de la cadena de IL-3Ra humana.

2. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, que presenta ademas una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) elevada.

3. Anticuerpo segun la reivindicaciéon 1 o 2, en el que la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
elevada muestra un porcentaje de lisis especifica de 10% a una concentracion de anticuerpo de 0,01 pg/ml,
mediante un método de ensayo de ADCC de Colon-26/hCD123 que utiliza PBMC cultivadas con IL-2.

4. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende unas secuencias de aminoacidos de
CDR de cadena pesada y CDR de cadena ligera seleccionadas de entre el grupo que consiste en los (a) a (e)
siguientes:

(@ CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 113 a 115,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 131 a
133, respectivamente,

(b) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 116 a 118,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n°: 134 a
136, respectivamente,

(c) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 119 a 121,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 137 a
139, respectivamente,

(d) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 122 a 124,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n°: 140 a
142, respectivamente, y

(e) CDR 1 a 3 de la cadena pesada son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n°% 125 a 127,
respectivamente, y CDR 1 a 3 de la cadena ligera son las secuencias de aminoacidos de SEC ID n°: 143 a
145, respectivamente.

5. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende una region variable de cadena pesada
y una region variable de cadena ligera seleccionadas de entre el grupo que consiste en los (a) a (e) siguientes:

(a) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q) en la
posicion 20 a serina (S) en la posicidon 139 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 53 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoéacidos de valina (V) en la posicion 23 a
lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de amino&cidos de SEC ID n°: 55;

(b) una regidn variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q) en la
posicion 20 a serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 57 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de valina (V) en la posicién 23 a
lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 59;

(c) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q) en la
posicion 20 a serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 61 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino4cidos de &cido aspartico (D) en la
posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 63;

(d) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q) en la
posicion 20 a serina (S) en la posicién 139 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 65, y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de &cido aspartico (D) en la
posicion 23 a lisina (K) en la posicién 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 67; y

(e) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de glutamina (Q) en la
posicién 20 a serina (S) en la posicién 138 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 69 y una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de &cido aspartico (D) en la
posicion 23 a lisina (K) en la posicion 129 en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 71.

6. Composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de IL-3Ra segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, para su utilizacién en un método para prevenir o tratar un tumor de la sangre en el que una célula que expresa IL-
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3Ra se encuentra en la médula 6sea o la sangre periférica de un sujeto.

7. Anticuerpo de IL-3Ra segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para su utilizacion en un método para tratar
un tumor de la sangre en el que una célula que expresa IL-3Ra se encuentra en la médula 6sea o la sangre
periférica.

8. Utilizacion del anticuerpo de IL-3Ra segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para detectar en una muestra
biolégica de un sujeto un tumor de la sangre en el que una célula que expresa IL-3Ra se encuentra en la médula
Osea o la sangre periférica.

9. Composicion farmacéutica para su utilizacién segun la reivindicacion 6, anticuerpo de IL-3Ra para su utilizaciéon

segun la reivindicacion 7, o utilizacién del anticuerpo de IL-3Ra segun la reivindicacion 8, en la/el que el tumor de la
sangre es la leucemia mieloide aguda (AML).
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Fig. 4
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