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DESCRIPCION
Composiciones de anticuerpos anti-VEGFR-3

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente al Receptor 3 del Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGFR-3), en particular, en el presente documento se proporcionan secuencias de
aminoacidos y de acido nucleico de anticuerpos anti-VEGFR-3, composiciones farmacéuticas y usos de dichos
anticuerpos en procedimientos de tratamiento de una afeccion médica mediada por VEGFR-3.

Se piensa que los factores y los receptores del crecimiento, que son especificos de células endoteliales, son
principalmente responsables de la estimulacion, del crecimiento, de la diferenciacion, asi de como de determinadas
funciones celulares, de las células endoteliales. Una familia muy estudiada de factores de crecimiento comprende
los Factores de Crecimiento Endoteliales Vasculares (VEGF, por las siglas en inglés Vascular Endothelial Growth
Factors).

El VEGFR-3 es la unica tirosina quinasa receptora (RTK, por las siglas en inglés Receptor Tysosine Kinase) cuya
expresion en tejidos adultos normales esta muy restringida al endotelio linfatico. EI VEGF-C y el VEGF-D nacientes
se unen especificamente al VEGFR-3. La escision proteolitica de las regiones N y C terminales de estas proteinas
liberan los VEGF-Cynac, ¥ los VEGF-Danac maduros, que adquieren afinidad aumentada por el VEGFR-3. Estos
ligandos activan la sefializacion del VEGFR-3 e inician la linfangiogénesis (es decir, la formacion de nuevos vasos
linfaticos, a parir de vasos linfaticos previamente existentes).

El patron de expresion de los ligandos del VEGFR-3 sugiere su implicacion no solo en el desarrollo y en el
mantenimiento del sistema vascular normal, sino también en la angiogénesis y en la linfangiogénesis tumoral.
Ademas, en el interior de tumores la expresion del VEGFR-3 se ha detectado en capilares sanguineos. Por tanto, los
anticuerpos monoclonales (mAb, monoclonal antibodies) que inhiben la uniéon del VEGF-C y/o del VEGF-D con el
VEGFR-3 tienen la posibilidad de inhibir la angiogénesis tumoral.

Ademas, se ha observado que el bloqueo de la actividad del VEGFR-3 inhibe la linfangiogénesis tumoral potenciada
por el VEGFR-3. En muchos tipos de cancer, el primer sitio de metastasis son los ganglios linfaticos y por lo tanto el
blogueo del VEGFR-3 tiene la posibilidad de inhibir las metastasis tumorales.

Persaud, y col., J. Cell Science 117: 2745-56 (2004), describen determinadas propiedades de un anticuerpo
monoclonal anti-VEGFR-3 humano, pero no desvelan la secuencia de ninguno de dichos anticuerpos ni de los
epitopos con los que dichos anticuerpos pueden unirse. Por lo tanto, sigue habiendo una necesidad de anticuerpos
anti-VEGFR-3 de alta afinidad que se unan a nuevos epitopos dentro del VEGFR-3 y que tengan la capacidad de
bloquear la union con el ligando y la activacion de los receptores. Continda habiendo una necesidad adicional de
anticuerpos anti-VEGFR-3 que tengan la capacidad de demostrar eficacia antitumoral contra una variedad de tipos
de tumores, sin efectos secundarios negativos significativos.

La presente invencion proporciona un anticuerpo, o una parte de unién a antigeno del mismo, que se une al VEGFR-
3 humano en el que:

a) la union de dicho anticuerpo con el VEGFR-3 humano se reduce en al menos 90 % mutando individualmente
Pro-219 del VEGFR-3 humano por Leu; y

b) la unién de dicho anticuerpo con el VEGFR-3 humano se reduce en al menos 50 % mutando individualmente
Val-175 del VEGFR-3 humano por Ala.

Preferentemente, el nivel de union entre el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, y el VEGFR-3
humano o mutante se ensaya expresando el dominio extracelular soluble del VEGFR-3 humano o mutante como una
proteina de fusion con fosfatasa alcalina y determinando después la cantidad de cada proteina de fusion que tiene la
capacidad de unirse con el anticuerpo usando un ensayo de quimioluminiscencia con fosfatasa alcalina.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo, o parte de unién a
antigeno del mismo, de la presente invencion junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Ademas, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo, o parte de unién a
antigeno del mismo, de la presente invencion, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable y opcionalmente contiene al menos un principio terapéutico distinto.

La invencion también proporciona un anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo, de la invencién para su uso
como un medicamento.

Adicionalmente la invencion proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la invencioén para
su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de ovario, eritroleucemia humana, cancer de cabeza y cuello,
cancer de mama, carcinoma de células renales, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de colon y metastasis
de ganglios linfaticos.
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La invencion proporciona también un procedimiento de tratamiento de un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer de ovario, eritroleucemia humana, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, carcinoma de
células renales, cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de colon y metastasis de ganglios linfaticos, en un
mamifero, que comprende administrar al mamifero que necesite dicho tratamiento, una cantidad eficaz de un
anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la invencion.

Adicionalmente la invencién proporciona un uso de un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer de
ovario, eritroleucemia humana, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, carcinoma de células renales, cancer
pancreatico, cancer de pulmdn, cancer de colon y metastasis de ganglios linfaticos.

La invencion también proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la invenciéon en
combinacion con un agente anticanceroso adicional seleccionado de cisplatino, 5-fluorouracilo, leucovorina,
oxaliplatino y docetaxel para su uso simultaneo, individual o secuencial, en terapia.

Adicionalmente la invencién proporciona un procedimiento de tratamiento de un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer de ovario, eritroleucemia humana, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, carcinoma de
células renales, cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de colon y metastasis de ganglios linfaticos en un
mamifero, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una combinacién terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la invencion y un agente anticanceroso adicional seleccionado
de cisplatino, 5-fluorouracilo, leucovorina, oxaliplatino y docetaxel.

Los anticuerpos de la presente invencion se unen al segundo dominio similar a inmunoglobulina (Ig) de un VEGFR-3
de mamifero. El segundo dominio similar a Ig de un VEGFR-3 humano corresponde a los restos 138 a 226 del
receptor de longitud completa. Véase, Pajusola, y col., Cancer Res. 52: 5738-5743 (1992).

La expresion “segundo dominio similar a Ilg de un VEGFR-3 de mamifero/ser humano/ratén” (y sus variaciones)
pretende incluir formas del dominio de origen natural (por ejemplo, purificado de una célula que expresa el dominio
en condiciones normales) asi como versiones recombinantes, por ejemplo, codificadas por mutantes puntuales de
origen natural o sintéticos o sus versiones truncadas.

Los anticuerpos de la presente invencion se unen a un epitopo en el segundo dominio similar a Ig del VEGFR-3
humano en el que P219 es el constituyente dominante del epitopo, V 175 es un constituyente subordinado del
epitopo y L221 es un constituyente minoritario del epitopo. (La numeracion de estos restos esta en consonancia con
el VEGFR-3 humano de longitud completa, como describen Pajusola y col., citados anteriormente y con la base de
datos EMBL, ndmero de registro X 68203). Este hallazgo se basa en parte en la observacion de que la inclusion de
las mutaciones V175A o P219L o L221V (es decir, la sustitucion de los restos del VEGFR-3 murino ortélogo) en el
VEGFR-3 humano anula o reduce significativamente la unién de los anticuerpos de la presente invencién con el
VEGFR-3 humano mutante.

Ademas, los anticuerpos de la presente invencién que se unen a un epitopo en el VEGFR-3 humano (en el que
P219 es el constituyente dominante del epitopo, V175 es un constituyente subordinado del epitopo y L221 es un
constituyente minoritario del epitopo) pueden bloquear la unién del VEGF-C ligando con el VEGFR-3 y por tanto
neutralizar la actividad del receptor. Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona un nuevo epitopo
neutralizante en el VEGFR-3 humano que permite la produccién de nuevos anticuerpos neutralizantes contra el
VEGFR-3 humano, que pueden bloquear la uniéon del VEGF-C humano con el receptor. La invenciéon por tanto
proporciona un epitopo del VEGFR-3 humano en el que P219 es el constituyente dominante del epitopo, V 175 es
un constituyente subordinado del epitopo y L221 es un constituyente minoritario del epitopo.

La invencion también proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que se une a un epitopo del
VEGFR-3 humano que comprende los restos de aminoacido P219 y V175. Preferentemente, la invencion también
proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que se une a un epitopo del VEGFR-3 humano
que comprende los aminoacidos P219, V175 y L221. Dicho epitopo se une por anticuerpos de la presente invencion
(por ejemplo, Anticuerpo 1) y por lo tanto la invenciéon también proporciona un anticuerpo, o parte de unién a
antigeno del mismo, que reacciona con el mismo epitopo del VEGFR-3 humano como un anticuerpo que tiene una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. Un anticuerpo que reacciona con el mismo epitopo del VEGFR-3
humano como determinados anticuerpos de la presente invencion (por ejemplo Anticuerpo 1) competiria por la unién
con el VEGFR-3 humano y por consiguiente la invenciéon también proporciona un anticuerpo, o parte de unién a
antigeno del mismo, que compite con un anticuerpo que tiene una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
16 por la unién con el VEGFR-3 humano.

Preferentemente, un anticuerpo de la presente invencién también se une a un VEGFR-3 mutante de ratén que tiene
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 20 (que incluye la mutacion L219P) y a un VEGFR-3 mutante de ratén que
tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 21 (que incluye la mutacién A175V) en el que la union con el VEGFR-
3 mutante de raton que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 20 aumenta en mas de 50 veces cuando se
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compara con la unién con el VEGFR-3 de tipo silvestre de raton (SEQ ID NO: 19) y la union con el VEGFR-3
mutante de raton que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 21 aumenta en mas de 10 veces cuando se
compara con la union con el VEGFR-3 de tipo silvestre de raton.

Preferentemente, el nivel de unién entre el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, y el VEGFR-3 de
tipo silvestre de ratén o mutante de ratén, se ensaya expresando el dominio extracelular soluble del VEGFR-3 de
tipo silvestre de ratén o mutante de ratén, como una proteina de fusién con fosfatasa alcalina y determinando
después la cantidad de cada proteina de fusidon que tiene la capacidad de unirse con el anticuerpo usando un
ensayo de quimioluminiscencia con fosfatasa alcalina.

Preferentemente, un anticuerpo de la presente invencion, o parte de uniéon a antigeno del mismo, tiene una alta
afinidad por el VEGFR-3 humano. Por ejemplo, un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que tiene un
valor Ky de entre 1 x 10° M y 5,6 x 10" M para el VEGFR-3 humano, medido por resonancia de plasmén superficial
en un biosensor BIACORE® 2000 a 20 °C. Mas preferentemente, el anticuerpo, o parte de unién a antigeno del
mismo, tiene un valor Ky de entre 1 x 10" M y 5,6 x 10""m para el VEGFR-3 humano, medido por resonancia de
plasmon superficial en un biosensor BIACORE® 2000 a 20 °C.

Preferentemente, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-VEGFR-3, o una parte de unién a antigeno
del mismo, que inhibe la unién del VEGF-Cnxc humano con el VEGFR-3 con una Clsg entre 2 nM y 1,3 nM.

Preferentemente, la presente invencion proporciona un anticuerpo anti-VEGFR-3, o una parte de unién a antigeno
del mismo, que inhibe la respuesta mitogénica estimulada por VEGF-C,nac con una Clsg de entre 10 nM y 5 nM. Mas
preferentemente, el anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo, inhibe la respuesta mitogénica estimulada
por VEGF-Cynac con una Clsg de entre 8 nM y 5 nM, lo mas preferentemente de entre 6 nM y 5 nM en un ensayo
como el descrito en el Ejemplo 5.

Preferentemente, la presente invencion proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que se
une al VEGFR-3 humano y que comprende la region variable de cadena ligera (LCVR, light chain variable region) y
una region variable de cadena pesada (HCVR, heavy chain variable region), en el que la LCVR comprende las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y la HCVR comprende las CDR
HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, en el que la LCDR1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, la
LCDR2 comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 3, la LCDR3 comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 3, la
HCDR1 comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 6, la HCDR2 comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 7 y la
HCDR3 comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 8.

Mas preferentemente, la presente invencion proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que
se une al VEGFR-3 humano y que comprende un polipéptido LCVR de SEQ ID NO: 5 y un polipéptido HCVR de
SEQ ID NO: 10.

Mas preferentemente, la presente invencion proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que
se une al VEGFR-3 humano y que comprende una cadena ligera que comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 15y
una cadena pesada que comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 16.

Aun mas preferentemente, la presente invencidn proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo,
que se une al VEGFR-3 humano y que comprende dos cadenas ligeras que comprenden el polipéptido de SEQ ID
NO: 15 y dos cadenas pesadas que comprenden el polipéptido de SEQ ID NO: 16.

Preferentemente, la invencién proporciona un anticuerpo, o parte de unioén a antigeno del mismo, que compite con
un anticuerpo de la invencién por la unién con el VEGFR-3 humano.

Preferentemente, la invencion proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que es un
anticuerpo humano.

Preferentemente, la invencion proporciona un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que es un
anticuerpo humano modificado por ingenieria genética.

Definiciones

El término “anticuerpo” como se usa en el presente documento, pretende referirse a anticuerpos monoclonales que
pueden ser anticuerpos completamente humanos o anticuerpos humanos modificados por ingenieria genética, asi
como fragmentos de digestion, partes especificas y sus variantes, incluyendo miméticos de anticuerpo, partes de
anticuerpos que imitan la estructura y/o funcién de un anticuerpo o un fragmento especificado o parte del mismo,
que incluye anticuerpos monocatenarios y fragmentos de los mismos, que conservan la capacidad de unirse al
segundo dominio similar a Ig del VEGFR-3 humano. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo que tienen la
capacidad de unirse especificamente con el segundo dominio similar a Ig del VEGFR-3 humano incluidos en la
presente invencion, incluyen fragmentos Fab (por ejemplo, por digestion con papaina), un fragmento Facb (por
ejemplo, por digestion con plasmina), fragmentos F(ab’), (por ejemplo, por digestién con pepsina) y fragmentos
variables estabilizados con disulfuro (dsFv) o fragmentos variables monocatenarios (scFv) generados por técnicas
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de biologia molecular. Los fragmentos de anticuerpo también pretenden incluir, por ejemplo, anticuerpos con
dominio delecionado, diacuerpos y triacuerpos que conservan la capacidad de unirse al segundo dominio similar a Ig
del VEGFR-3 humano.

Los anticuerpos incluyen moléculas de inmunoglobulina que comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas pesadas (H, heavy) y dos cadenas ligeras (L, light) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena
pesada comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como HCVR) y una
region constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada contiene tres dominios, CH1, CH2 y
CH3. Cada cadena ligera comprende una region variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento
como LCVR) y una regién constante de cadena ligera. Las cadenas ligeras de los anticuerpos de cualquier especie
de vertebrado pueden asignarse a una de los dos tipos claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (1),
basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes. La expresion LCVR, como se usa en el
presente documento, pretende incluir tanto las regiones variables de las cadenas ligeras de tipo kappa (V) como las
regiones variables de las cadenas ligeras de tipo lambda (V). La regién constante de cadena ligera comprende un
dominio, CL. Las regiones HCVR y LCVR incluyen regiones de hipervariabilidad de secuencia, denominadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que son mas conservadas,
denominadas regiones marco conservadas (FR, framework regions). Cada HCVR y LCVR esta compuesta por tres
CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1-CDR1-FR2-
CDR2-FR3-CDR3-FR4. Para los fines de la presente invencion, las CDR de la LCVR se abrevian como LCDR1,
LCDR2 y LCDRS3, y las CDR de la HCVR se abrevian como HCDR1, HCDR2 y HCDRS3.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG, e
IgM. Algunas de estas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1I9G2, 1gG3, 1gG4,
IgA, e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de anticuerpos se
denominan alfa (a), delta (A), épsilon (), gamma (y) y mu (u), respectivamente. Las estructuras subunitarias y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son muy conocidas. La presente
invencion incluye anticuerpos que se encuentran en cualquiera de las clases o subclases (isotipos) mencionadas
anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, por ejemplo, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacion son sustancialmente idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural o variantes
postraduccionales minoritarias que puedan existir. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
dirigiéndose contra un solo sitio antigénico (también conocido como determinante o epitopo), que como se piensa en
el presente documento, esta contenido en el segundo dominio similar a Ig de un VEGFR-3 de mamifero. Ademas, a
diferencia de las preparaciones de anticuerpos (policlonales) convencionales, que tipicamente incluyen anticuerpos
diferentes dirigidos contra diferentes determinantes, cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un solo
determinante en el antigeno. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se obtiene de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, y no debe considerarse como que requiere la produccion del
anticuerpo mediante ningun procedimiento particular.

Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo humano” se refiere a anticuerpos que tienen regiones
variables y constantes correspondientes a secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (como se
describe en Kabat y col., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edicién, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication n.® 91-3242). La expresion “anticuerpo humano”, como se usa en el
presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias de las CDR proceden de la linea
germinal de otra especie de mamifero, tal como de un ratén, que se han injertado en secuencias marco conservadas
humanas.

En el presente documento se desvelan modificaciones en la secuencia de aminoacidos del Anticuerpo 1 y se
incluyen dentro del ambito de la presente invencion, particularmente en relacion con mejoras en la afinidad de union
y/u otras propiedades bioldgicas de los anticuerpos. En este contexto, la expresion “anticuerpo humano modificado
por ingenieria genética”, como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos adicionales que tienen
propiedades funcionales similares a las del Anticuerpo 1 (por ejemplo, la capacidad de unirse al VEGFR-3 humano
en un epitopo que comprende P219 y VH175) y que tienen regiones marco conservadas que son CDR
sustancialmente humanas o circundantes completamente humanas que proceden del Anticuerpo 1. Las regiones
marco conservadas sustancialmente humanas en el contexto de la presente invenciéon son aquellas que tienen una
identidad de secuencia de al menos 80 % con las regiones marco conservadas del Anticuerpo 1. Preferentemente,
dichas regiones marco conservadas sustancialmente humanas tienen una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 % con las
regiones marco conservadas del Anticuerpo 1. Las secuencias de la linea germinal humana se describen en el
documento WO 2007/044411. Por ejemplo, las regiones marco conservadas de cadena ligera de la linea germinal
pueden seleccionarse del grupo que consiste en A11, A 17, A 18, A19, A20, A27, A30, L1, L11, L12, L2, L5, L15, L6,
L8, 012, 02, y 08 y las regiones marco conservadas de cadena pesada de la linea germinal pueden seleccionarse
del grupo que consiste en: VH2-5, VH2-26, VH2-70, VH3-20, VH3-72, VHI-46, VH3-9, VH3-66, VH3-74, VH4-31, VH
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[-18, VH I-69, VH3-11, VH3-15, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-48, VH4-39, VH4-59, y VH5-5I.

Los anticuerpos humanos modificados por ingenieria genética procedentes del Anticuerpo 1 pueden incluir
deleciones de y/o inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de la secuencia del Anticuerpo 1. Sin embargo,
la construccion final debe conservar las caracteristicas funcionales deseadas del Anticuerpo 1 (por ejemplo, la
capacidad de unirse al VEGFR-3 humano en un epitopo que comprende P219 y V175).

Pueden generarse anticuerpos humanos modificados por ingenieria genética que tienen propiedades funcionales
similares a las del Anticuerpo 1 usando diversas estrategias diferentes, comenzando cada estrategia con el
Anticuerpo 1 (es decir, un anticuerpo que tiene las secuencias de LCVR y HCVR como se muestra en las SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 10, respectivamente) como un molde o anticuerpo parental para crear anticuerpos adicionales.
En una primera estrategia, las CDR del Anticuerpo 1 se injertan en un armazén humano diferente que tiene una alta
identidad de secuencia con las regiones marco conservadas del Anticuerpo 1. La identidad de secuencia del nuevo
armazon generalmente sera de al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 %
idéntica con el armazoén correspondiente en el Anticuerpo 1. Este injerto puede dar como resultado una reduccion en
la afinidad de unién en comparacién con el Anticuerpo 1. Si este fuese el caso, el armazén puede retromutarse en el
armazoén del Anticuerpo 1 en determinadas posiciones basandose en los criterios especificos publicados por Queen
y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2869 (1991). La identificacion de restos para considerar una retromutacion
puede realizarse de la siguiente manera: cuando un aminoacido se encuentra en cualquiera de las siguientes
categorias, el aminoacido armazon de la secuencia de la linea germinal humana que se usa (armazon aceptor) se
reemplaza por un aminoacido armazon del armazén del Anticuerpo 1 (armazon donador):

(a) la secuencia de aminoacidos en la regiéon marco conservada humana del armazén aceptor es inusual para los
armazones humanos en esa posicion, mientras que el aminoacido correspondiente en el Anticuerpo 1 es tipico
para armazones humanos en esa posicion;

(b) la posicion de los aminoacidos es inmediatamente adyacente a una de las CDR; o

(c) cualquier atomo de la cadena lateral de un aminoacido armazén esta dentro de aproximadamente 5-6
angstroms (centro a centro) de cualquier atomo de un aminoacido de CDR en un modelo de inmunoglobulina
tridimensional.

Cuando cada uno de los aminoacidos en la regién marco conservada humana de un armazén aceptor y el
aminoacido correspondiente en el armazén del Anticuerpo 1 es inusual para armazones humanos en esa posicién,
dicho aminoacido puede reemplazarse por un aminoacido tipico para armazones humanos en esa posicion. Estos
criterios de retromutacién permiten recuperar la actividad del Anticuerpo 1.

En una segunda estrategia, pueden generarse anticuerpos humanos modificados por ingenieria genética derivados
del Anticuerpo 1 que conserven las propiedades funcionales del Anticuerpo 1 (por ejemplo, la capacidad de unirse al
VEGFR-3 humano en un epitopo que comprende P219 y V175), mutando las CDR del Anticuerpo 1 (bien al azar o
de una manera sesgada para impedir la degeneracion del cédigo de aminoacidos) conservando al mismo tiempo las
regiones marco conservadas del Anticuerpo 1. Preferentemente, las mutaciones (deleciones, inserciones y/o
sustituciones) en las secuencias de aminoacidos de las CDR de los anticuerpos humanos modificados por ingenieria
genética derivados del Anticuerpo 1 se limitan a un maximo de tres mutaciones, mas preferentemente a dos
mutaciones y lo mas preferentemente a una sola mutaciéon en las secuencias CDR del anticuerpo humano
modificado por ingenieria genética cuando se compara con las secuencias CDR del Anticuerpo 1. Cuando hay mas
de una mutacién, las mutaciones pueden distribuirse a través de las secuencias CDR de diversas maneras
diferentes. Por ejemplo, todas las mutaciones pueden producirse en una sola secuencia CDR (por ejemplo LCDR1),
cada mutacion puede ocurrir en una secuencia CDR diferente o pueden encontrarse dos mutaciones en una
secuencia CDR y una tercera mutacion encontrarse en otra secuencia CDR. Esto da como resultado la creacion de
una biblioteca combinatoria de anticuerpos humanos modificados por ingenieria genética, en la que las secuencias
CDR estén mutadas en una o mas posiciones como se ha descrito anteriormente, conservando al mismo tiempo las
regiones marco conservadas del Anticuerpo 1. La biblioteca puede explorarse para variantes adicionales que tengan
propiedades funcionales similares o mejoradas cuando se comparan con las del Anticuerpo 1.

Una estrategia adicional para generar anticuerpos humanos modificados por ingenieria genética derivados del
Anticuerpo 1 (y que conserven las propiedades funcionales del Anticuerpo 1, por ejemplo, la capacidad de unirse al
VEGFR-3 humano en un epitopo que comprenda P219 y V175) es combinar las dos estrategias descritas
anteriormente y realizar cambios tanto en las regiones marco conservadas como en las CDR. En ofras palabras,
después de injertar las CDR del Anticuerpo 1 en un armazén diferente, los restos marco conservados especificos
pueden retromutarse ademas de realizar cambios en las CDR. El principio general de esta metodologia se describe
en Wu y col., (1999), J. Mol. Biol. 294: 151-162.

Los cambios de aminoacidos también pueden alterar procesos postraduccionales de los anticuerpos humanos
modificados por ingenieria genética, tal como cambiando el niumero o la posicién de los sitios de glucosilacion.

Pueden generarse variantes de sustitucion sustituyendo uno o mas restos de la regién hipervariable del Anticuerpo
1. Un procedimiento de este tipo para generar variantes sustitucionales es conocido como maduracion por afinidad
usando presentacion en fagos. Diversos sitios de la region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para
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generar todas las posibles sustituciones de aminoacidos en cada sitio. Las variantes de anticuerpo asi generadas se
presentan de una manera monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones con el producto
del gen Il de M13 empaquetado dentro de cada particula. Las variantes de presentacion en fagos se exploran
después con respecto a su actividad biologica (por ejemplo, afinidad de union) como se desvela en el presente
documento.

Los ensayos desvelados en el presente documento pueden usarse para explorar anticuerpos humanos modificados
por ingenieria genética derivados del Anticuerpo 1 para identificar aquellos anticuerpos que tienen las funciones in
vitro e in vivo como se desvela en el presente documento.

Los anticuerpos de la presente invencidon pueden ser anticuerpos aislados. Un anticuerpo aislado carece
sustancialmente de otro material celular y/o productos quimicos.

El término “epitopo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una region molecular particular en la
superficie de un antigeno con la capacidad de suscitar una respuesta inmunitaria y de unirse al anticuerpo especifico
producido por dicha respuesta. Un epitopo puede ser un epitopo lineal (es decir, compuesto de restos de
aminoacidos contiguos todos ellos contenidos dentro de un solo tramo corto de secuencia) o puede ser un epitopo
conformacional (es decir, compuesto por restos de aminoacidos que estan en partes dispares de la secuencia lineal
del antigeno, pero que estan asociados entre si para formar el sitio de unién con el anticuerpo del anticuerpo una
vez que el antigeno asume su estructura secundaria y terciaria apropiada). Tipicamente, un epitopo esta constituido
por un numero pequefio (por ejemplo, de 2 a 5) de restos de aminoacidos clave y la alteracion de estos restos (por
ejemplo, por mutacién con un resto de aminoacido diferente) da como resultado una reduccion significativa o incluso
una anulacién completa de la unién entre el antigeno y el epitopo.

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que “compiten” con las moléculas desveladas en el
presente documento, son aquellos que se unen al VEGFR-3 humano en uno o mas sitios que son idénticos a, o se
solapan con, uno o mas sitios en los que se unen las moléculas presentes. La competicion de los anticuerpos
humanos modificados por ingenieria genética o fragmentos de union a antigeno de los mismos puede identificarse,
por ejemplo, mediante un ensayo de competicion de anticuerpos. Por ejemplo, una muestra de VEGFR-3 humano
purificado o parcialmente o purificado se une a un soporte sélido. Después, se afiade un anticuerpo de la presente
invencion y un anticuerpo monoclonal de ensayo o fragmento de unién a antigeno del mismo, con cualquiera del
anticuerpo de ensayo o de la presente invencion marcado. Si el anticuerpo marcado y el anticuerpo no marcado se
unen en sitios distintos y separados en el VEGFR-3, el anticuerpo marcado se unira al mismo nivel tanto si el
anticuerpo que se sospecha que es competitivo esta presente como si no. Sin embargo, si los sitios de interaccion
son idénticos o se solapan, el anticuerpo no marcado competira, y la cantidad de anticuerpo marcado unido al
antigeno sera menor. Si el anticuerpo no marcado esta presente en exceso, ningun anticuerpo marcado se unira.
Para los fines de la presente invencion, la competicion de los anticuerpos humanos modificados por ingenieria
genética o fragmentos de union a antigeno de los mismos sera la que disminuya la union de los anticuerpos
presentes en aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 % o aproximadamente 99 %. Los detalles de
los procedimientos para realizar dichos ensayos de competicion son muy conocidos en la técnica y pueden
encontrarse, por ejemplo, en Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, paginas 567-569, ISBN 0-87969-314-2. Dichos ensayos pueden hacerse
cuantitativos usando anticuerpos purificados. Una curva patrén se establece titulando un anticuerpo contra si mismo,
es decir, se usa el mismo anticuerpo tanto para marcador como para el competidor. La capacidad de un anticuerpo
monoclonal competitivo no marcado o fragmentos de union a antigeno del mismo para inhibir la unién de la molécula
marcada con la placa se titula. Los resultados se representan graficamente y se comparan las concentraciones
necesarias para obtener el grado de inhibicién de union deseado.

El VEGFR-3 humano existe en dos formas, que se generan mediante transcritos de ARNm de diferente longitud. El
transcrito mas largo codifica una proteina que contiene 65 restos de aminoacido extra en el extremo C cuando se
compara con la proteina codificada con el transcrito mas corto, siendo la proteina mas larga la forma principal
detectada en tejidos. Las dos variantes son idénticas en sus dominios extracelulares N terminales. La expresion
“VEGFR-3 humano”, a menos que se indique de otra manera, se refiere a ambas variantes del VEGFR-3 humano de
tipo silvestre (es decir, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18) que proceden de los transcritos alternativos de ARNm.

Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos correspondientes de la region LCVR del Anticuerpo 1 se
designan como SEQ ID NO: 4 y 5 respectivamente

Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos correspondientes de la region HCVR del Anticuerpo 1 se
designan en el presente documento como SEQ ID NO: 9 y 10 respectivamente.

Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos correspondientes de la cadena ligera del Anticuerpo 1 se
designan en el presente documento como SEQ ID NO: 11 y 12 respectivamente. Los restos de aminoacidos 1-19 de
la SEQ ID NO: 12 constituyen una secuencia secretora Util en la expresion y extraccion de la cadena ligera de
diversas lineas de células hospedadoras de mamifero, pero que no estan presentes en el anticuerpo maduro. La
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera madura del Anticuerpo 1 se designa en el presente documento como
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SEQID NO: 15

Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos correspondientes de la cadena pesada del Anticuerpo 1 se
designan como SEQ ID NO: 13 y 14, respectivamente. Como en el caso de la secuencia para la cadena ligera, los
restos de aminoacidos 1-18 de la SEQ ID NO: 14 constituyen una secuencia secretora Util en la expresion y
extraccion de la cadena pesada de diversas lineas de células hospedadoras de mamifero, pero que no estan
presentes en el anticuerpo maduro. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada madura del Anticuerpo 1 se
designa en el presente documento como SEQ ID NO: 16.

La especificidad de un anticuerpo puede determinarse basandose en su afinidad y/o avidez. La afinidad,
representada por la constante de equilibrio para la disociacién de un antigeno con un anticuerpo (Ky), mide la fuerza
de union entre un determinante antigénico y un sitio de union a anticuerpo. La avidez es la medida de la fuerza de
union entre un anticuerpo con su antigeno. La avidez esta relacionada tanto con la afinidad entre un epitopo con su
sitio de unién a antigeno del anticuerpo como con la valencia del anticuerpo, que se refiere al niumero de sitios de
unioén a antigeno de un epitopo particular. Cuanto menor sea el valor de la Ky, mayor sera la fuerza de unién entre
un determinante antigénico y el sitio de unién al anticuerpo.

La presente invencion también proporciona un polinucleétido que codifica una cadena pesada de un anticuerpo de la
presente invencion (por ejemplo, el Anticuerpo 1 - SEQ ID NO: 13), o polinucleétidos que comprenden una
cualquiera de las regiones VH o una parte de las mismas, o una cualquiera de las CDR de VH, incluyendo
cualquiera de sus variantes, de un anticuerpo de la presente invencion (por ejemplo, el Anticuerpo 1). La presente
invencion también proporciona un polinucledtido que codifica una cadena ligera de un anticuerpo de la presente
invencion (por ejemplo, el Anticuerpo 1 - SEQ ID NO: 11), o polinucleétidos que comprenden una cualquiera de las
regiones VL o una parte de las mismas, o una cualquiera de las CDR de VH, incluyendo cualquiera de sus variantes,
de un anticuerpo de la presente invencion (por ejemplo, el Anticuerpo 1).

La invencion también incluye vectores de expresién que comprenden cualquiera de los polinucleétidos descritos en
el presente documento. Como vectores ejemplares se incluyen acidos nucleicos de plasmidos, fagémidos, cosmidos,
virus y fagos u otras moléculas de acido nucleico que son pueden efectuar su replicacion en hospedadores
procariotas o eucariotas, tal como en una célula, por ejemplo, una célula de mamifero. Los vectores de expresion
tipicos contienen secuencias de inicio y terminacion de la transcripcion y traduccidon y promotores Utiles para la
regulacion de la expresion de las moléculas de acido nucleico de la invencién. Los vectores también pueden
contener casetes de expresion genética que contienen una secuencia terminadora independiente, secuencias que
permiten la replicacion del vector tanto en eucariotas como en procariotas, es decir, vectores lanzadera y
marcadores de seleccidon para sistemas tanto de procariotas como de eucariotas. Tipicamente, los vectores
contienen un marcador que proporciona un rasgo fenotipico para la seleccion de hospedadores transformados, tal
como conferir resistencia a antibiéticos tales como ampicilina o neomicina.

Los promotores adecuados incluyen promotores constitutivos y promotores inducibles. Las secuencias/promotores
de control de expresion representativos incluyen el sistema /ac, el sistema frp, el sistema tac, el sistema ftrc, las
regiones operadoras y promotoras principales del fago lambda, la region de control de la proteina de recubrimiento
fd, los promotores glucoliticos de levadura, por ejemplo, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa, los promotores
de la fosfatasa acida de levadura, por ejemplo, Pho5, los promotores de los factores de acoplamiento alfa de
levadura, promotores derivados de citomegalovirus humanos, promotor de metalotionina, promotor del virus del
tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de la polihedrina y promotores derivados
de polioma, adenovirus, retrovirus y virus de simio, por ejemplo, los promotores de SV40 tempranos y tardios.

La invencion también incluye hospedadores no humanos tales como células que contienen un polinucleétido o un
vector de la invencién. Por “hospedador” se entiende un organismo multicelular no humano o una “célula
hospedadora”, que se refiere a una célula o a una poblacién de células en la que se introduce un polinucleétido o un
vector de la invencién. Una célula hospedadora de la presente invencion puede ser una célula o una linea celular
eucariota, tal como una célula o una linea celular vegetal, animal, de vertebrado, mamifero, roedor, ratén, primate o
ser humano. Las células eucariotas adecuadas incluyen células de levadura y de otros hongos, de insectos, de
plantas, de seres humanos y de animales, incluyendo células de mamifero, tales como lineas de hibridoma, células
COS, células NSO y células CHO. Por “una poblacion de células hospedadoras” se entiende un grupo de células
cultivadas en las que puede introducirse y expresarse un polinucledtido o un vector de la presente invencion. Se
contempla cualquier célula hospedadora que sustente la expresion de un polinucleétido o un vector de la invencion.

Un hospedador de la presente invencién también puede ser un procariota. Los hospedadores procariotas adecuados
incluyen, por ejemplo, E. coli, tal como E. coli SG-936, E. coli HB 101, E. coliW3110, E. coli X1776, E. coli X2282, E.
coliDHI, y E. coli MRC1, Pseudomonas, Bacillus, tal como Bacillus subtilis, y Streptomyces.

La invencidon también incluye procedimientos para producir un anticuerpo de la presente invencion, que conllevan
cultivar una célula hospedadora que exprese uno o mas polinucleétidos que codifiquen un anticuerpo de la presente
invencion, y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo.
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Los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse como medicamentos en medicina humana y administrarse
mediante diversas vias. Mas preferentemente, las composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos de
la presente invencién son para administracion parenteral. Dichas composiciones farmacéuticas pueden prepararse
mediante procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 ed. (1995), A. Gennaro et al., Mack Publishing Co.) y comprenden un anticuerpo, como se desvela en
el presente documento, y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en el presente documento, los términos “inhibir’ o “neutralizar’ con respecto a una bioactividad de un
anticuerpo de la invencion dan a entender la capacidad de antagonizar, prohibir, prevenir, restringir, disminuir,
alterar, eliminar, detener, reducir o invertir sustancialmente una bioactividad del VEGFR-3 humano, incluyendo, pero
sin limitacion, una bioactividad del VEGFR-3 humano, como se mide en el Ejemplo 4 o 5 del presente documento.

Como se usa en el presente documento, los términos “tratar” y “tratamiento” se refieren a tratamiento terapéutico, en
el que el objeto es prevenir o ralentizar (aminorar) un cambio fisiolédgico no deseado asociado con una enfermedad o
un trastorno. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen el alivio de los sintomas, la disminucion del
grado de una enfermedad o un trastorno, la estabilizacién de una enfermedad o un trastorno (es decir, en el que la
enfermedad o el trastorno no empeore), el retraso o disminucién de la progresion de una enfermedad o trastorno, la
mejora o alivio de la enfermedad o trastorno y la remisién (bien parcial o total) de la enfermedad o trastorno, ya sea
detectable o no detectable. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia en comparacion con la
supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. Las personas que necesitan tratamiento incluyen las que ya
tienen la enfermedad o el trastorno, asi como las propensas a tener la enfermedad o el trastorno.

Las composiciones de la invencién pueden incluir una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un anticuerpo de la
invencion. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante
periodos de tiempo necesarios, para obtener el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo puede variar de acuerdo con factores tales como la patologia, la edad, el sexo y el peso del
individuo, y la capacidad del anticuerpo, o parte del anticuerpo, para suscitar una respuesta deseada en el individuo.
Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que cualquiera de los efectos toxicos o perjudiciales del
anticuerpo, o parte del anticuerpo, se supera mediante los efectos terapéuticamente beneficiosos.

La terapia puede ser de “primera linea”, es decir, como un tratamiento inicial en pacientes que previamente no han
tenido un tratamiento contra el cancer, bien en solitario o0 en combinacion con otros tratamientos; o de “segunda
linea”, como un tratamiento en pacientes que previamente ya han tenido un régimen de tratamiento contra el cancer,

bien en solitario o en combinacién con otros tratamientos; o de “tercera linea”, “cuarta linea”, etc., bien en solitario o
en combinacién con otros tratamientos.

La terapia también puede ofrecerse a pacientes que han tenido tratamientos previos que han sido parcialmente
satisfactorios, pero que son intolerantes al tratamiento en particular. La terapia también puede ofrecerse como un
tratamiento adyuvante, es decir, para prevenir la reaparicion del cancer en pacientes con enfermedad actualmente
no detectable o después de la extirpacion quirdrgica del tumor.

Los canceres tratados con la invencion incluyen tumores primarios y tumores secundarios o metastasicos que han
metastatizado a través del sistema linfatico (incluyendo los metastatizados de pulmoén, mama o prostata).

Los canceres que pueden ftratarse incluyen tumores que no estan vascularizados, o que aun no estan
sustancialmente vascularizados, asi como tumores vascularizados. Los canceres pueden comprender tumores no
solidos (tales como leucemias y linfomas) o pueden ser tumores sélidos.

Los tipos de canceres a tratar con los anticuerpos de la invencion incluyen cancer de ovario, eritroleucemia humana,
cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, carcinoma de células renales, cancer pancreatico, cancer de pulmoén y
cancer de colon. Ademas, dada la funcién de la ruta de VEGF-C/VEGFR-3 en la promocion de la linfangiogénesis y
dado que, para la mayoria de los tipos de cancer, el primer sitio de metastasis son los ganglios linfaticos, deberia
esperarse que el bloqueo de la ruta de VEGF-C/VEGFR-3 inhiba las metastasis de los ganglios linfaticos, por
ejemplo, de cancer de mama, pancreatico, gastrico o colorrectal (Roberts et al., Cancer Res., 66(5), 2650-
2657(2006)).

El anticuerpo puede administrarse solo (monoterapia), o en combinacién con uno o mas agentes o tratamientos
terapéuticamente eficaces (terapia de combinacion). El otro agente terapéuticamente eficaz puede conjugarse con el
anticuerpo, incorporarse en la misma composicion que la del anticuerpo o puede administrarse como una
composicion distinta. El otro agente o tratamiento terapéuticamente eficaz puede administrarse antes, durante y/o
después de la administracion del anticuerpo. El otro agente terapéuticamente eficaz puede administrarse para
aumentar el efecto terapéutico del anticuerpo, o para disminuir los efectos secundarios negativos del anticuerpo.

Los procedimientos de tratamiento descritos en el presente documento pueden usarse para tratar a cualquier
mamifero, incluyendo primates, tales como monos y seres humanos, caballos, vacas, gatos, perros, conejos y
roedores, tales como ratas y ratones, de un modo adecuado. En una realizacién, el mamifero a tratar es un ser
humano.
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Se observara, por referencia a los siguientes ejemplos, que el Anticuerpo 1 se une a un epitopo en el VEGFR-3
humano que comprende P219 como el constituyente dominante del epitopo, V175 como un constituyente
subordinado del epitopo y L221 como un constituyente minoritario del epitopo. Ademas puede observarse que el
Anticuerpo 2 (un anticuerpo monoclonal de rata de referencia suscitado contra el VEGFR-3 murino) se une a un
epitopo en el VEGFR-3 murino, que comprende los restos L219 y V221. Ademas, los ejemplos también demuestran
que el Anticuerpo 1 tiene alta afinidad por el VEGFR-3 humano (56 pM), tiene la capacidad de bloquear la union del
VEGF-C ligando con el VEGFR-3, tiene la capacidad de bloquear la respuesta mitogénica estimulada por VEGF-C y
es eficaz en modelos de xenoinjerto in vivo de cancer de ovario y de eritroleucemia humana ELH-. Finalmente,
también puede observarse que el Anticuerpo 2 es eficaz en modelos de xenoinjerto de cancer de cabeza y cuello,
cancer de mama, cancer de pulmoén, CCR, cancer pancreatico y cancer de colon.

Ejemplo 1

Los anticuerpos de la presente invencion pueden fabricarse y purificarse usando diversos procedimientos adecuados
muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, una célula hospedadora apropiada, tal como HEK 293 EBNA o CHO, se
transfecta de manera transitoria o estable con un sistema de expresién para secretar anticuerpos usando una
proporcion de vectores de cadena ligera con respecto a cadena pesada 6ptima predeterminada o un solo sistema de
vector que codifique tanto una cadena ligera (por ejemplo SEQ ID NO: 12, para el Anticuerpo 1) como una cadena
pesada (por ejemplo, SEQ ID NO: 14 para el Anticuerpo 1). El medio clarificado en el cual se ha segregado el
anticuerpo se purifica usando cualquiera de las muchas técnicas habitualmente usadas. Por ejemplo, el medio
puede aplicarse convenientemente a una columna de Proteina A o G Sepharose FF que se ha equilibrado con un
tampon compatible, tal como con una solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4). La columna se lava para
retirar los componentes de unidn inespecificos. El anticuerpo unido se eluye, por ejemplo, mediante un gradiente de
pH (tal como tampén de fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,8 frente a un tampon de citrato de sodio 0,1 M pH 2,5). Las
fracciones de anticuerpo se detectan, tal como mediante SDS-PAGE, y después se agrupan. La purificacion
adicional es opcional, dependiendo del uso que se pretenda. El anticuerpo puede concentrarse y/o filtrarse de forma
estéril usando técnicas habituales. El agregado soluble y los multimeros pueden eliminarse eficazmente mediante
técnicas habituales, entre las que se incluyen, cromatografia por exclusion por tamafo, interaccion hidréfoba,
intercambio idnico o con hidroxiapatita. La pureza del anticuerpo, después de estas etapas de cromatografia, es
mayor del 99 %. El producto puede congelarse inmediatamente a -70 °C o puede liofilizarse. Las secuencias de
aminoacidos de las CDR y de la region variable (determinadas usando el procedimiento de Kabat) para el Anticuerpo
1, se proporcionan a continuacion.

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de la CDR de cadena ligera

mAb LCDR1 LCDR2 LCDR3

Anticuerpo 1 | RASQSISSSFLA (SEQ ID NO: 1) | AASTRAT (SEQ ID NO: 2) | QQYGRSLS (SEQ ID NO: 3)

Tabla 2. Secuencias de aminoacidos de la CDR de cadena pesada

mAb HCDR1 HCDR2 HCDR3

Anticuerpo 1 | GNSATWN (SEQ ID NO: | RTYYRSKWNHDYAESVKS (SEQ ID | GDSSSWYAFDY (SEQ
6) NO: 7) ID NO: 8)

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos de LCVR, HCVR, cadena pesada y cadena ligera

mAb LCVR HCVR Cadena ligera (secuencia sefial | Cadena pesada (secuencia
en los restos 1-19) sefial en los restos 1-19)
Anticuerpo | SEQID SEQID SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 14
1 NO: 5 NO: 10
Ejemplo 2

En el siguiente ejemplo, se describen experimentos que conducen al esclarecimiento del epitopo en el receptor
VEGFR-3 al cual se unen el Anticuerpo 1y el Anticuerpo 2.

Produccién de VEGF-Cunac y de sR3-AP de ratén y ser humano. Se generé VEGF-C,nac maduro recombinante
como se describe en Pytowski y col. (2005) J. Natl. Cancer Inst. 9.7(1): 14-21. Las regiones extracelulares solubles
de longitud completa (es decir, los dominios 1-7 de Ig) del VEGFR-3 de ser humano y de raton (sR3) se fusionaron
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con el ADNc que codificaba la fosfatasa alcalina (AP) humana para generar la proteina de fusién sR3-AP (Persaud y
col. (2004) J. Cell Science 117: 2745-56; Pytowski, et al. (2005) J. Natl. Cancer Inst. 97(1): 14-21).

Produccién de la proteina de fusion sR3-AP quimérica de ratén-humano y mutantes dirigidos a sitio de sR3-AP. Se
prepararon construcciones quiméricas de humano-raton y raton-humano de los dominios similares a
inmunoglobulina (Ig) N terminales de sR3-AP usando la técnica de PCR solapante (Ho y col., (1989), Gene 77: 51-
59) y se clonaron en el vector de expresion AP (Persaud y col., citados anteriorment; Pytowski y col., citados
anteriormente). Se realizé6 mutagénesis dirigida a sitio de sR3-AP usando el Kit de Mutagénesis Dirigida a Sitio de
QuickChange Il XL siguiendo las instrucciones del fabricante (Stratagene). La presencia de sustituciones deseadas
se verificd por secuenciacion de ambas cadenas del ADNc a través de la region mutada usando el analizador
Genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) y el Kit de Secuenciacion de Ciclo BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems).

Expresion de proteinas VEGFR-3 solubles: EI ADNc que codificaba las regiones extracelulares de sR3-AP de tipo
silvestre y mutada se transfectd en células 293 FreeStyle™ (Invitrogen, n.° R79007) cultivadas en suspension en un
Medio de Expresion quimicamente definido, sin proteinas, FreeStyle™ (Invitrogen, n.° 12338026). En algunos casos,
la sR3-AP seleccionada se purificé usando cromatografia de afinidad con el anticuerpo anti-AP como se ha descrito
anteriormente (Zhu y col., (1998) Cancer Res. 58: 3209-14) o mediante cromatografia de afinidad con los mAb
Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2 inmovilizados, descritos en el presente documento.

Normalizacion de proteinas sR3 en medio acondicionado (MA): La actividad de la fosfatasa alcalina del MA se
ensayo usando el kit de Quimioluminiscencia SEAP Great EscAPe™ 2.0 (Clontech, Mountain View, CA) usando el
luminémetro Tropix TR7171 (Applied Biosystems, Foster City, CA). El MA se diluyé en proporcion a su actividad AP
en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia albumina de suero bovino al 1 % (PBS-BSA) y volvié a
ensayarse para verificar la normalizacion mediante mediciones de actividad de la AP y mediante transferencia
Western.

Ensayos de unién de sR3-AP: Cien (100) (11 de MA normalizado se transfirieron a placas de microtitulacion de 96
pocillos revestidas bien con VEGF-C,nxc, 0 con el compuesto de ensayo (200 ng/pocillo). Después de 2 h de
incubacion, las placas se lavaron 5 veces y la sR3-AP unida se detecté con quimioluminiscencia.

La especificidad de union del Anticuerpo 1 y de un anticuerpo monoclonal de rata de referencia contra VEGFR-3 de
raton (denominado “Anticuerpo 2”) se ensay6 con ELISA usando las partes extracelulares inmovilizadas del VEGFR-
3 de ratén y ser humano (dominios Ig 1-7). El Anticuerpo 1 y el Anticuerpo 2 se unen fuertemente y de una manera
dependiente de la dosis al VEGFR-3 de ser humano y ratén respectivamente. El Anticuerpo 1 del anticuerpo humano
mostré reactividad cruzada leve, aunque reproducible, con el VEGFR-3 de ratdén a concentraciones que superaban
10 nM. En cambio, el Anticuerpo 2 no demostré ninguna unién detectable con el VEGFR-3 de ser humano.

Los epitopos del Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2 estan completamente contenidos dentro del segundo dominio similar a
inmunoglobulina (Ig) del VEGF-3: Los sitios de unién a ligando de los tres miembros de la familia de receptores del
VEGF estan contenidos dentro de los tres dominios Ig N-terminales del domino extracelular. La especificidad de las
especies del Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2 se utiliza para determinar cual de los tres primeros dominios de Ig contiene
los epitopos de estos anticuerpos. Las secuencias de ADN que codifican los dominios 1-3 de Ig de ratén y ser
humano permutaron en diversas combinaciones para formar las siguientes construcciones de dominio extracelular
de VEGFR-3: i) humano tipo silvestre; ii) raton tipo silvestre; iii) quimera 1 (Ig1 humana-lg2 humana-Ig3 ratén);
quimera 2 (Ig1 humana-Ig2 ratén-Ig2 ratén); (iv) quimera 3 (Ig1 humana-Ig2 ratén-Ig3 ratén) y (v) quimera 4 (Ig1
humana-Ig2 ratén-Ig3 humana). Las construcciones se expresaron como proteinas de fusion con fosfatasa alcalina
(AP) Persaud y col., citados anteriormente. Las proteinas codificadas se aislaron de los medios acondicionados (MA)
de células transfectadas de manera transitoria y se normalizaron a la misma concentracion de proteinas y actividad
AP. La sR3-AP de raton y ser humano se unieron a VEGF-C n,c humano con similar afinidad. Por tanto, la
capacidad de las diversas quimeras de sR3-AP para unirse a VEGF-C,nac humano se ensayé como un medio para
determinar que se conserva el plegamiento correcto de la proteina en los receptores quiméricos. La capacidad del
Anticuerpo 1y Anticuerpo 2 para unirse a las proteinas quiméricas 1 a 4 muestra que los epitopos del Anticuerpo 1y
Anticuerpo 2 estan completamente contenidos dentro del segundo dominio de Ig (Ig2) del VEGFR-3 de ser humano
y ratén respectivamente. Por ejemplo, el Anticuerpo 1 no se unira a la quimera 2 o quimera 4, que contiene la
secuencia del VEGFR-3 de ratén en el dominio 2 de Ig.

Identificacion de aminoacidos de VEGFR-3 que constituye los epitopos del Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2: Se
identificaron las doce (12) posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos del segundo dominio Ig del VEGFR-3
que diferian entre las proteinas de ser humano y ratéon. En la tabla 4 se muestran estas posiciones, junto con los
restos en las proteinas de ser humano y raton.
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Tabla 4

Posicion 163 | 167 | 175 | 177 | 184 | 192 | 194 | 199 | 214 | 219 | 221

ser humano | A \Y \Y W \Y L S H D P L

ratén S I A H L R P R N L Vv

Para cambiar individualmente cada uno de los aminoacidos especificos de especie en la secuencia de ser humano y
ratén con respecto al ortdlogo correspondiente en las especies opuestas, se us6 mutagénesis dirigida a sitio; cada
proteina mutada se expresé después en el contexto de proteinas sR3-AP que codifican el primer, segundo vy tercer
dominio de Ig. El mapeo epitdpico se realizé mediante dos estrategias complementarias. En la primera estrategia, se
midio la pérdida de union del Anticuerpo 1 especifico de ser humano y del Anticuerpo 2 especifico de raton con su
respectiva sR3-AP de ser humano y ratén debido a sustituciones de aminoacidos individuales con los ortélogos de
ser humano y ratén. Con la segunda estrategia, se midié la ganancia de union del Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2 con
sR3-AP de las especies opuestas mediada por sustituciones de aminoacidos individuales con los ortélogos de ratén
y ser humano. Se consideraba que un resto era un fuerte candidato que constituye una parte de un epitopo de un
anticuerpo si las mutaciones anteriores descritas conducian a una pérdida de unién con la primera estrategia y a una
ganancia de union con la segunda estrategia. En todas las proteinas mutantes, se midié la unién a VEGF-Cynac €n
paralelo para verificar frente a cambios importantes en la estructura de la proteina.

Se realizaron experimentos de unién por triplicado y los resultados se calcularon como el promedio y la desviacion
tipica de tres experimentos individuales. De las 12 sustituciones examinadas en el dominio Ig2 de la sR3-AP
humana, solo uno (V184L) condujo a una pérdida completa de unién tanto al VEGF-Cnxc como al Anticuerpo 1. Por
tanto este cambio se consideré como una alteracion de la estructura global de la sR3-AP humana. La sustitucion de
V175A condujo a una pérdida de union de aproximadamente 50 % con VEGF-C y con el Anticuerpo 1. La sustitucion
de P219L produjo una pérdida de unidon de aproximadamente 75 % con VEGF-C y una pérdida casi completa
(~95 %) de unidn al Anticuerpo 1. El cambio de L221 a V no afecto a la union de la sR3-AP humana con VEGF-C
pero redujo la unién al Anticuerpo 1 en aproximadamente un 55 %. Las restantes sustituciones no condujeron a una
pérdida sustancial de unién a ninguno de VEGF-C o Anticuerpo 1.

Cuando se examinaron las mutaciones individuales de raton por las de ser humano en la sR3-AP de ratén para
aumentar la unién con el Anticuerpo 1 especifico de ser humano, se observé un aumento significativo por debajo de
la unién con la sR3-AP de tipo silvestre de ratdon para las sustituciones A175V (~2 veces) y L219P (~60 veces).
Ninguna de las otras sustituciones condujo a un aumento significativo de unién por encima del fondo.

Por tanto, se establecen criterios para considerar un aminoacido que comprende un epitopo para el Anticuerpo 1 en
el que la sustitucion del ortélogo de ser humano por raton en la sR3-AP humana significaria reducir la unién al
Anticuerpo 1, al mismo tiempo que se reduce (pero NO se anula) o se deja sin afectar la uniéon con VEGF-Cynac.
Ademas, para un aminoacido que comprende un epitopo para el Anticuerpo 1, la sustitucion del ortélogo de raton
por ser humano en la sR3-AP de ratén conduciria a una union significativa con el Anticuerpo 1. Para el Anticuerpo 1,
estos criterios se satisfacen mediante V175 y P219 de la sR3-AP humana. V184 se excluye porque una sustitucion
en la sR3-AP humana con el ortélogo de ratén anula tanto la unién con VEGF-Cynac como con el Anticuerpo 1
mientras que la sustitucion correspondiente en la sR3-AP de raton con el ortdlogo humano en esa posicion no
conduce a la unién con el Anticuerpo 1. EI cambio de leucina 221 en la sR3-AP humana con la valina murina
correspondiente reduce la unién con el Anticuerpo 1 al 55 %. Sin embargo, la sustitucion correspondiente en sR3-AP
de raton con el ortélogo humano en esta posicion no conduce a la unién con el Anticuerpo 1. Por lo tanto L221
puede hacer una contribucién minoritaria en el epitopo del Anticuerpo 1 pero no cumple todos los criterios
establecidos anteriormente.

Para estudiar la funcién del resto en la posiciéon 221 adicionalmente, las mutaciones P219L y L221 V en sR3-AP de
ser humano, se combinan en una sola construccién. La uniéon del mutante doble con el Anticuerpo 1 se anula
esencialmente en comparacion con el mutante P219L sencillo que conserva el 5 % de unién con la sR3-AP humana.

Considerados en su conjunto, estos resultados identifican P219 como el constituyente dominante y V175 como el
constituyente subordinado del epitopo del Anticuerpo 1 en el VEGFR-3 humano y suscita la posibilidad de que L221
es también un componente minoritario del epitopo.

Después se realizd un examen mediante el cual los restos del dominio 2 de Ig del VEGFR-3 de ratdn constituyen el
epitopo del Anticuerpo 2 usando un procedimiento similar. De nuevo, se realizaron experimentos de unién por
triplicado y los resultados se calcularon como el promedio y desviacion tipica de tres experimentos independientes.
De las doce sustituciones individuales que cambian el aminoacido de ratén en el aminoacido humano
correspondiente, cuatro sustituciones (H177W, P194S, R199H y N214D) reducen significativamente la unién de la
sR3-AP de ratén tanto con VEGF-C como con el Anticuerpo 2. Cabe destacar que, las mutaciones en las posiciones
219 y 221 (L219P y V221L) reducen la uniéon con el Anticuerpo 2 pero no con VEGF-C. Las mutaciones
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correspondientes de humano por ratéon en VEGFR-3 en las posiciones 219 y 221 (P219L y L221V) permiten la unién
del Anticuerpo 2 con la sR3-AP humana a niveles, respectivamente aproximadamente 55 veces y 10 veces, mayores
de la union del Anticuerpo 2 con la secuencia humana de tipo silvestre. También se demostré que la union de las
proteinas mutantes de ratén que contenian el aminoacido ortélogo humano en las posiciones 219 y 221 con VEGF-
Canac aumenta ligeramente o no se ve afectada mientras que la unidn de estas proteinas mutantes con el Anticuerpo
2 se anula (219) o reduce aproximadamente un 85 % (221).

Los criterios establecidos para considerar que un aminoacido comprende un epitopo para el Anticuerpo 2 es que la
sustitucion del ortélogo humano en sR3-AP de raton reduciria significativamente la union con el Anticuerpo 2 aunque
reduciria (pero NO anularia) o dejaria sin afectar la unién con VEGF-Cynac. Ademas, para un aminoacido que
comprende un epitopo para el Anticuerpo 2, la sustitucion del ortélogo de ser humano por ratén en la sR3-AP
humana conduciria a una unién significativa con el Anticuerpo 2. Para el Anticuerpo 2, estos criterios se satisfacen
mediante P219 y L221 de la sR3-AP de ratén.

Otro procedimiento para expresar los datos es calcular el porcentaje de union maxima del Anticuerpo 2 con sR3-AP
de tipo silvestre de raton que se reconstituye mediante cada una de las mutaciones ortélogas individuales de
humano por ratén dentro de la secuencia de sR3-AP humana. Esto demuestra que sustituyendo individualmente
P219L y L221V con la secuencia de sR3-AP humana se produciria la reconstitucion de aproximadamente 5 % y 1 %
respectivamente de la union maxima con el Anticuerpo 2 observada con la sR3-AP de tipo silvestre de ratén. Por lo
tanto, se llega a la conclusion de que L219 y V221 son constituyentes del epitopo del Anticuerpo 2.

Puede observarse que el Anticuerpo 1y el Anticuerpo 2 se unen a epitopos muy similares en el VEGFR-3 humano y
en el VEGFR-3 de ratén respectivamente, siendo en cada caso el resto clave el que esta en la posicién 219. Los
datos de los siguientes ejemplos demuestran que tanto el Anticuerpo 1 como el Anticuerpo 2 son anticuerpos
neutralizantes que pueden bloquear la actividad de sus antigenos respectivos, asi como inhibir el crecimiento
tumoral en modelos de xenoinjerto in vivo. Dichos datos proporcionan pruebas adicionales para demostrar que el
nuevo epitopo en el dominio Ig2 del VEGFR-3 identificado en el presente documento proporciona la caracteristica
ventajosa clave de ser un epitopo neutralizante. Los anticuerpos que se unen a dicho epitopo tienen, por tanto, la
capacidad de bloquear la union con el ligando, la sefalizacién del VEGFR-3 y de inhibir el crecimiento tumoral in
vivo.

Ejemplo 3: Mediciones de afinidad (Kq) para los anticuerpos anti-VEGFR-3

Los parametros cinéticos de unién del Anticuerpo 1 se miden mediante resonancia de plasmoén superficial en el
biosensor BIACORE® 2000 (BIACORE®, Piscataway, NY) a 20 °C. El dominio extracelular soluble del VEGFR-3
humano (sR3-AP) se inmoviliza en una microplaca detectora y el Anticuerpo 1 se inyecta sobre la superficie del
sensor a concentraciones entre 0,8 y 6,25 nM. Los sensogramas se evalian usando el programa BIA Evaluation 3.2
para determinar la velocidad de asociacion (ka) y la velocidad de disociacion (kd). La constante de disociacion (Kj)
se calcula a partir de las velocidades ka y kd usando la educacion: Ky = ka/kd. Los andlisis cinéticos BlAcore
producen un valor K4 de 56 pM para la unién del Anticuerpo | con la sR3-AP inmovilizada. Por tanto, el Anticuerpo 1
tiene una afinidad extremadamente elevada por el VEGFR-3 humano en el que dicha afinidad es casi 2 6rdenes de
magnitud mayor que la de sR3-AP por VEGF-Cnxc.

Ejemplo 4. Bloqueo de la union de VEGF-C con VEGFR-3 mediante anticuerpos anti-VEGFR-3

Para medir la capacidad de los anticuerpos VEGFR-3 para bloquear la union de VEGF-C con VEGFR-3 humano, se
utilizé un ensayo de bloqueo competitivo de VEGF-C. Se mezclaron anticuerpos o particulas de fagos solubles a una
concentracion de 0,001 pg/ml a 5 pg/ml con 50 ng de sR3-AP, se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora y se
transfirié a placas de microtitulacion de 96 pocillos cubiertas con VEGF-Cynac (200 ng/pocillo). Después de 2 horas
mas, las placas se lavaron cinco veces y se afadio p-nitrofenil fosfato (Sigma) para cuantificar la unién de las
moléculas sR3-AP a una DOugs nm. S e calculd la Clsp, es decir, la concentracion de Fab o de IgG necesaria para una
inhibicion del 50 % de la union de sR3-AP con VEGF-Cynyc. Las formas Fab e IgG del Anticuerpo 1 bloquearon
fuertemente la unién de sR3-AP a VEGF-Cunac inmovilizado con un valor de Clsg de 2 y 1,3 nM, respectivamente. En
cambio, un anticuerpo de control que se dirige al receptor de IGF humano y que se obtiene de la misma fagoteca es
inactivo.

Ejemplo 5: Inhibicion de la respuesta mitogénica estimulada por VEGF-Cn,c por el Anticuerpo 1

Para ensayar la capacidad del Anticuerpo 1 para inhibir la transduccion de sefial mediada por VEGFR-3, se preparé
una linea celular NIH-3T3 que expresaba una forma quimérica de VEGFR-3 que fusionaba el dominio extracelular
del VEGFR-3 humano con los dominios transmembrana y citoplasmaticos de cFMS humano. No se detectd
expresion endogena del VEGFR-3 por las células parentales y la localizacién del receptor quimérico en la membrana
plasmatica se muestra mediante analisis FACS. Se sembraron células FMS-VEGFR-3 (5 x 10° células/pocillo) en
placas de cultivo tisular de 96 pocillos (Wallac, Gaithersburg, MD) en 200 ml de medio asérico y se incubaron a una
temperatura de 37 °C durante 72 horas. Se afiadié anticuerpo hasta 20 nM y se preincubd a 37 °C durante 1 hora,
después de lo cual se afiadi6 VEGF-Cuanac @ una concentracion final de 20 ng/ml. Después de 18 horas de
incubacion, a cada pocillo se afiadieron 0,25 mCi de timidina marcada con tritio ([*H]-TdR) (Amersham) y se incub6
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durante 4 horas mas. Las células se colocaron en hielo, se lavaron una vez con medio que contenia suero, se
incubaron durante 10 minutos a 4 °C con TCA al 10 % y se solubilizaron en 25 ml de SDS al 2 %. La radioactividad
incorporada se determlno en un contador de centelleo (Contador de Centelleo Wallac, Modelo 1450 Microbeta). La
incorporaciéon de [ H]-TdR mediante las células NIH-3T3 que expresaban el VEGFR-3-cFMS se estimulé con al
menos tres veces con la adicion de VEGF-C nxc. La respuesta mitogénica se bloqued especificamente de una
manera dependiente de la dosis por el Anticuerpo 1, con un valor de Clsp de 5 nM.

Ejemplo 6: Anticuerpos monoclonales anti-VEGFR-3 en un modelo de xenoinjerto subcutaneo de la linea
celular de carcinoma de ovario humano

En este experimento, se usaron los anticuerpos monoclonales anti-VEGFR-3, Anticuerpo 1 y Anticuerpo 2, solos o
en combinacidon, en xenoinjertos de la linea celular de carcinoma de ovario humano OVCAR-8 (NCI-60,
Developmental Therapeutics Program, NCI/NIH) en ratones SCID inmunodeficientes. La linea celular OVCAR-8 es
una de las poquisimas lineas celulares de carcinoma humano que expresan el VEGFR-3 humano. Lo que se espera
con este experimento es que el Anticuerpo 2 bloguee la angiogénesis y la linfangiogénesis en el estroma de ratdn
del tumor en crecimiento, sin tener al mismo tiempo efectos sobre el tumor. En cambio, se espera que el Anticuerpo
1 actuie solo en las células de carcinoma humano.

En el costado izquierdo de 75 ratones hembra atimicas se inyectaron células OVCAR-8 por via s.c. a 1 x 107

células/raton. Cuando los tumores alcanzaron ~180 mm3, 13 dias después del implante celular, los ratones se
asignaron al azar y se dividieron en cinco grupos de tratamiento (n = 12): control con soluciéon salina UPS, 0,5
ml/dosis; IgG de Rata a 40 mg/kg; Anticuerpo 1 a 40 mg/kg; Anticuerpo 2 a 40 mg/kg y Anticuerpo 1 a 40 mg/kg +
Anticuerpo 2 a 40 mg/kg. Los mAb anti-VEGFR-3 y los controles se proporcionaron por via i.p. en un programa Mon-
Wed-Fri. Las mediciones tumorales se registraron dos veces al dia. El valor de % T/C en cada grupo de tratamiento
se calculé como la proporcion del volumen tumoral relativo de cada grupo de tratamiento frente al volumen tumoral
relativo del grupo control tratado con solucion salina. Para comparar el crecimiento tumoral entre los grupos de
tratamiento se us6 ANOVA con MR hasta el Dia 41.

El Anticuerpo 2 inhibe significativamente el crecimiento de tumores OVCAR-8 con un valor de % T/C de 71 % (P =
0,0299). El Anticuerpo 1 tenia una tendencia hacia la eficacia en este modelo (el valor de % T/C fue de 74 %) pero el
grado de inhibicion tumoral no alcanzé significado (P > 0,05). Esto puede deberse a la amplia serie de volimenes
tumorales el Dia 41 en este grupo (335-1504 mm ) que puede impedir que este grupo alcance un significado
estadistico.

La combinacién simultanea del Anticuerpo 1y del Anticuerpo 2 potencia el efecto inhibidor tumoral del Anticuerpo 2
(el % T/C fue de 47 % y el efecto del combinacion alcanzé un significado en comparacién con cualquier anticuerpo
solo (P <0,0358)).

El Anticuerpo 2 inhibe significativamente el crecimiento de tumores OVCAR-8 mientras que el Anticuerpo 1 parece
ser eficaz en este modelo sin alcanzar un significado estadistico. Sin embargo, dado que la combinacién de los dos
anticuerpos monoclonales inhibe significativamente el crecimiento tumoral OVCAR-8 en comparacion con la
monoterapia con Anticuerpo 2, se llega a la conclusion de que el Anticuerpo 1 demuestra eficacia terapéutica en
este experimento. Por consiguiente, los anticuerpos de la presente invencion demuestran eficacia antitumoral en un
modelo in vivo de cancer de ovario.

Ejemplo 7: Anticuerpo 1 mAb anti-VEGFR-3 en el modelo de xenoinjerto subcutaneo con células
eritroleucémicas humanas (ELH)

En el siguiente experimento, se mide un efecto antitumoral significativo para el Anticuerpo 1 en el modelo de
xenoinjerto subcutaneo con células eritroleucémicas humanas (ELH).

Ratones Nu/nu (hembras, 7-8 semanas) instaladas en grupos de 5-6 por jaula, re0|b|eron una inyeccioén subcutanea
de 5x10° células ELH/ratén. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 400 mm?, los ratones se asignaron al
azar por volumen tumoral en uno de los cuatro grupos de tratamiento (n=11/grupo):

1) solucién salina USP, 10 mi/kg,

2) Anticuerpo 1, 60 mg/kg (dosis de carga de 150 mg/kg el Dia 1)
3) Anticuerpo 1, 20 mg/kg (dosis de carga de 50 mg/kg el Dia 1)
4) Anticuerpo 1, 6 mg/kg (dosis de carga de 15 mg/kg el Dia 1)

El Anticuerpo 1 se preparé en solucion salina USP. Los tratamientos se administraron por via i.p., dos veces a la
semana, a una solucion de dosificaciéon de 10 ml/kg de peso corporal. La primera dosis, la dosis de carga, se
administré el Dia 1, seguido de la dosis de mantenimiento administrada dos veces a la semana durante el estudio.
Los volimenes tumorales se midieron dos veces a la semana. Los pesos corporales se registraron al menos dos
veces a la semana durante el estudio. El dia 18, en cada grupo de tratamiento, se calcul6 el valor de % T/C como la
proporcion del volumen tumoral relativo de cada grupo de tratamiento frente al volumen tumoral relativo del grupo de
control tratado con solucion salina (Tabla 5). EI cambio de crecimiento tumoral y de peso corporal en los grupos de
tratamiento se comparé usando ANOVA con Medidas Repetidas.
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El tratamiento con el Anticuerpo 1 produjo una inhibicion dependiente de la dosis del crecimiento tumoral de ELH,
con 60 mg/kg de Anticuerpo 1 que inhibié de manera significativa (p=0,0031) el crecimiento tumoral. En este estudio
(Tabla 5) no hubo ninguin efecto sobre el peso corporal con el tratamiento del Anticuerpo 1. Por consiguiente, los
anticuerpos de la presente invencion demostraron eficacia antitumoral en un modelo in vivo de ELH, produciendo al
mismo tiempo efectos secundarios adversos minimos en ese modelo.

Tabla 5
% TIC el ANOVA con MR para el Cambio de % de Peso ANOVA con MR
Dia 18 Volumen Tumoral Corporal Medio Final para el Peso
Corporal
Control con 6,6
Solucion Salina
Anticuerpo 1 52,5 0,0031 4.6 0,21
60 mg/kg
Anticuerpo 1 69,6 0,13 3,2 0,20
20 mg/kg
Anticuerpo 1 81,9 0,39 4.6 0,41
6 mg/kg

Ejemplo 8: Anticuerpo 2 mAb anti-VEGFR-3 en combinacion con cisplatino en el modelo de xenoinjerto de
carcinoma de células escamosas CAL27

Para ensayar la actividad de los anticuerpos anti-VEGFR-3 en cancer de cabeza y cuello, se us6 el modelo de
xenoinjerto con CAL27. Por via s.c., en el costado izquierdo de 60 ratones hembra atimicas, se inyectd una
suspension de células CAL27 a 1 x 107 células/raton. Cuando los tumores alcanzaron ~180 mm?®, ocho dias después
del implante celular, los ratones se asignaron al azar y se dividieron en cuatro grupos de tratamiento (n = 12): 1)
control con solucion salina USP, 0,5 ml i.p., 3 dias a la semana; 2) Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, 3 dias a la semana; 3)
cisplatino a 7 mg/kg, c7d; 4) Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, 3 dias a la semana + cisplatino a 7 mg/kg, c7d.

Las mediciones tumorales se registraron dos veces a la semana; para comparar el crecimiento tumoral entre los
grupos de tratamiento se us6 ANOVA con MR hasta el Dia 61. Para ensayar el significado estadistico en el nimero
de regresiones tumorales entre los grupos de tratamiento se uso6 el ensayo de Chi Cuadrado.

La monoterapia usando el Anticuerpo 2 o cisplatino inhibié significativamente el crecimiento de tumores CAL27 en
comparacioén con el control de solucién salina USP (P < 0,0077). Los valores de % T/C fueron de 55 % y de 39 %
para el Anticuerpo 2 y para el cisplatino, respectivamente. La terapia de combinacién tanto con el Anticuerpo 2 como
con el cisplatino produjo una inhibicién significativa del crecimiento tumoral cuando se comparé con la monoterapia
(P <0,0322). El efecto de la terapia de combinacion es mayor que el aditivo, determinado mediante el Procedimiento
de Producto Fraccional. Por consiguiente, un anticuerpo anti-VEGFR-3 que se une a un epitopo en el dominio 1g2
del VEGFR-3 demuestra eficacia antitumoral en un modelo in vivo de cancer de cabeza y cuello bien como una
monoterapia o en combinacién con cisplatino.

Ejemplo 9: Anticuerpo 2 mAb anti-VEGFR-3 en combinacién con 5-Fluorouracilo / Leucovorina en un modelo
de xenoinjerto de cancer de mama MDA-MB-231

Para ensayar la actividad de los anticuerpos anti-VEGFR-3 en cancer de mama, se us6 el modelo de xenoinjerto
MDA-MB-231. Ratones hembra NIH nu/nu atimicas (hembras de 8 semanas) recibieron una inyeccién subcutanea
de 6 x 10° células MDA-MB-231 en 0,4 ml (1:1 p/Matrigel) en el paniculo adiposo mamario. Cuando los tumores
alcanzaron aproximadamente 300 mm?®, los ratones se asignaron al azar por tamafio tumoral en los siguientes
grupos de tratamiento (n =12): 1) solucién salina USP 10 pl/g, 3 veces a la semana; 2) Anticuerpo 2 40 mg/kg, 3
veces a la semana; 3) 5FU (5-Fluorouracilo) 125 mg/kg + LV (Leucovorina) 62 mg/kg, una vez a la semana; 4)
Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, 3 veces a la semana + 5FU/LV a 125 mg/kg y 62 mg/kg respectivamente, una vez a la
semana. Todos los agentes se prepararon el dia del tratamiento y se administraron por via i.p. El tratamiento
citotéxico comenzé un dia antes de iniciar el tratamiento con el anticuerpo.

Una comparacion de los volumenes tumorales del grupo de control tratado con soluciéon salina frente a los
volumenes tumorales de los ratones tratados, mostré una inhibicion significativa del crecimiento tumoral con la
administracion del Anticuerpo 2 o del Anticuerpo 2 + 5FU/LV (véase la Tabla 6). Aunque los efectos de la
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combinacioén del Anticuerpo 2 + 5-FU/LV no son mayores que los de las monoterapias, para la combinacion hay una
tendencia hacia efectos antitumorales aumentados. Por consiguiente, un anticuerpo anti-VEGFR-3 que se une a un
epitopo en el dominio Ig2 de VEGFR-3 demuestra eficacia antitumoral en un modelo in vivo de cancer de mama (en
comparacion con un control de solucién salina) bien como una monoterapia o en combinacion con 5FU/LV.

Tabla 6

Volumenes Tumorales

Valordep' | % TI/C
Anticuerpo 2 frente a solucion salina USP p=0,04 49
5FU/LV frente a solucion salina USP p=0,17 52
Anticuerpo 2 + 5FU/LV frente a solucién salina USP p<0,01 28
Anticuerpo 2 frente a Anticuerpo 2 + 5FU/LV p=0,09 57
S5FU/LV frente a Anticuerpo 2 + 5FU/LV p=0,09 54

"TANOVA con MR hasta el Dia 34

Ejemplo 10: Anticuerpo 2 mAb anti-VEGFR-3 solo o en combinacion con Docetaxel en un modelo de
xenoinjerto de cancer de pulmén NCI-H292

Para ensayar la actividad de los anticuerpos anti-VEGFR-3 en cancer de pulmén, se us6 el modelo de xenomjerto
NCI-H292. Ratones nu/nu (hembra, 7-8 semanas de vida) recibieron una |nyeCC|on subcutanea de 2 x 10° NCI-H292
células/ratén. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 300 mm?, los ratones se asignaron al azar por
tamafio tumoral en los siguientes grupos de tratamiento (n=15): 1) solucion salina USP a 10 pl/g, 3 veces a la
semana, i.p., comenzando el dia 2; 2) Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, 3 veces a la semana, i.p., comenzando el dia 2; 3)
Docetaxel a 12 mg/kg, c7d, comenzando el dia 1; 4) Docetaxel a 12 mg/kg, c7d, comenzando el dia 1 mas
Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, 3 veces a la semana, comenzando el dia 2.

Los volimenes tumorales se midieron aproximadamente dos veces a la semana y los pesos corporales se
registraron al menos dos veces a la semana durante el estudio. A la hora del sacrificio, los ratones se sometieron a
eutanasia por asfixia con CO,. En cada grupo de tratamiento, se calculé el valor de % T/C como la proporcion de
volumen tumoral relativo en los grupos experimentales frente al grupo control. El crecimiento tumoral y los pesos
corporales se compararon con los del grupo control mediante ANOVA con medidas repetidas hasta el Dia 26.

El tratamiento con el Anticuerpo 2 y con Docetaxel inhibié significativamente el crecimiento tumoral NCI-H292 con
valores de % T/C de 74 % y 49 %, respectivamente. La terapia de combinacion del Anticuerpo 2 y Docetaxel
aumento significativamente la eficacia antitumoral en comparacion con cualquier monoterapia con un valor de %T/C
de 24 %. Por consiguiente, un anticuerpo anti-VEGFR-3 que se une a un epitopo en el dominio 1g2 del VEGFR-3
demuestra eficacia antitumoral en un modelo in vivo adicional de cancer de pulmén bien como una monoterapia
(p=<0,0001) o en combinacién con Docetaxel (p=<0,0001).

Ejemplo 11. Anticuerpo 2 mAb anti-VEGFR-3 en un modelo de xenoinjerto de carcinoma de células renales
(CCR) humano SK-RC-29 subcutaneo

Para ensayar la actividad de los anticuerpos anti-VEGFR-3 en CCR, se us6 el modelo de xenoinjerto de Carcinoma
de Células Renales Humano SK—RC 29. Ratones hembra nu/nu atimicas (n = 12 por grupo) recibieron un implante,
por via subcutanea, de 2 x 10° células CCR SK-RC-29 por ratén. Las células se inyectaron con una mezcla en
membrana basal 1:1 de Matrigel® (Vt = 0,4 ml). Cuando los tumores alcanzaron 200 - 250 mm®, los ratones se
asignaron al azar en grupos y se inici6 la dosis i.p. con el grupo de control que recibié solucion salina USP (500
[lfinyeccion) y el grupo con Anticuerpo 2 que recibié una primera dosis de 60 mg/kg y de 40 mg/kg en todas las
dosis posteriores. Las mediciones tomadas de los volumenes tumorales se registraron dos veces a la semana
durante 43 dias. Para el analisis histolégico, se tomaron muestras tumorales representativas (n = 4 por grupo de
tratamiento) el dia 48 (final del estudio). Para determinar la significacion de los efectos antitumorales entre los
grupos de tratamiento, se realizdé un analisis estadistico usando ANOVA con Medidas Repetidas (MR). En ninguno
de los grupos de tratamiento se produjo pérdida de peso, medida el dia 47, debido a la toxicidad del anticuerpo. De
hecho, el peso de los ratones tratados con el anticuerpo aumentd aproximadamente un 5,5 % en el transcurso del
estudio.

Para evaluar la eficacia anti-tumoral y calcular los valores de % T/C, todos los grupos de tratamiento se compararon
con los ratones de control hasta el dia 32. El Anticuerpo 2 produjo un valor de %T/C de 62 % (p = 0,012); esto
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demuestra inhibicion del crecimiento del carcinoma de células renales en un modelo de xenoinjerto subcutaneo con
efectos secundarios adversos minimos.

Ejemplo 12: Anticuerpo 2 mAb anti-VEGFR-3 en xenoinjertos de carcinoma pancreatico BxPC-3

Para ensayar la actividad de los anticuerpos anti-VEGFR-3 en carcinoma pancreatico, se usd el Xenoinjerto de
Carcinoma Pancreatico BxPC-3. Ratones hembra nu/nu atimicas (n = 36) recibieron por via s.c. una inyeccion de 2 x
10° células pancreaticas humanas BxPC-3/raton mezcladas en Matrigel a una relacion 1:1. Cuando los tumores
alcanzaron ~350 mm?, los animales se separaron en tres grupos de tratamiento (n= 10): 1) solucién salina USP; 2)
Anticuerpo 2 mAb a 10 mg/kg; 3) Anticuerpo 2 mAb a 40 mg/kg. Todos los tratamientos se administraron por via i.p.
tres veces a la semana a 0,1 ml/10 g de peso corporal. Las mediciones de los volimenes tumorales se registraron
dos veces a la semana durante seis semanas.

El tratamiento con el Anticuerpo 2 inhibe el crecimiento de tumores BxPC-3 de una manera dependiente de la dosis.
Al final del estudio el dia 40, los valores de T/C fueron de 75 % (p=0,042) y de 56 % (p=0,002) para los grupos de
dosis de 10 mg/kg y de 40 mg/kg, respectivamente.

Ejemplo 13: Anticuerpo 2 mAb anti-VEGFR-3 en combinacion con oxaliplatino en xenoinjertos de colon HT-
29

Para ensayar la actividad de los anticuerpos anti-VEGFR-3 en cancer de colon, se us6 el modelo de xenoinjerto de
Colon HT-29. Se inyecté una suspension de células HT-29, a 5 x 106/ratc’>n, por via subcutanea en el costado
izquierdo de 60 ratones hembra atimicas. Cuando los tumores alcanzaron ~180 mm?, ocho dias después del
implante celular, los ratones se asignaron al azar y se dividieron en cuatro grupos de tratamiento (n = 12): 1) control
con solucién salina USP, 0,5 ml i.p., tres veces a la semana; 2) Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, tres veces a la semana; 3)
oxaliplatino a 12 mg/kg, c7d; 4) Anticuerpo 2 a 40 mg/kg, tres veces a la semana + oxaliplatino a 12 mg/kg, c7d.

Las mediciones tumorales se registraron dos veces a la semana; para comparar el crecimiento tumoral entre los
grupos de tratamiento se usé ANOVA con MR. El Anticuerpo 2 en solitario, no inhibe significativamente el
crecimiento de tumores HT-29; el anticuerpo tiene una tendencia para la eficacia con un valor de % T/C de 80 %. La
terapia de combinacion tanto con el Anticuerpo 2 como con el oxaliplatino inhibe significativamente el crecimiento de
tumores HT-29 en comparacion con el control o con cualquier monoterapia (P < 0,0280) con un valor de % T/C de
47 %. Por consiguiente, un anticuerpo anti-VEGFR-3 que se une a un epitopo en el dominio Ig2 del VEGFR-3
demuestra eficacia antitumoral en un modelo in vivo de cancer de colon cuando se usa en combinacion con
oxaliplatino.
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gtggctggga

aagtcgaata

tgtgactcce
cgectttgac
cccateggte
gggctgectg
cctgaceage
cagcagegtg
gaatcacaaqg
aactcacaca
cttaococeca
ggtggtggac
ggaggtgeat
ggtcageogtce
ggtctecaac
gecocgagaa
agteageetg
gagcaatggg
ctecttette
ctteoteatge

cctgtetecyg

gtagcaactg
gtgaagccct
aacagtgcta
aggacatatt

accatcaace

gaggacacgyg

tactggggece
ttccoeoeotgy
gtcaaggact
ggcgtgcaca

gtgaccgtge

cccagcaaca
tgcccacegt
aaacccaagg
gtgageccacy
aatgccaaga
ctcacegtee
aaageectec
ccacaggtgt
acctgeocotgg
cagccggaga
ctctatteca
tcecegtgatge

ggcaaatga

<210> 14

<211> 472

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

23

caactggagt
cgcagactet
cttggaacty
acaggtccaa

cagacacatc

ctgtgtatta
agggcaccet
caccetecte
acttcececga
cctteocegge
cctccageayg
ccaaggtgga
geccagoace
acaccctcat
aagaccctga
caaageocgeg
tgcaccaaga
cagccecceat
acaccctgeco
tcaaaggett
acaactacaa
agctcacegt

atgaggctcet

acattcacag
ctcactcace
gatcaggcag
gtggaatcat

caagaaccag

ctgtgecaagg
ggtcaccgtce
caagagcacc
accggtgacy
tgtectacag
cttgggeace
caagagagtt
tgaactcctg
gatotecegg
ggtcaagtte
ggaggageag
ctggctgaat
cgagaaaace
cccatcoecgg
ctatcccage
gaccacgect
ggacaagagce

gcacaacecac

60
120
180
240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380

1419
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala
1 5 ' 10

Val Hig Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro
20 25

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser
35 40

Ser Gly Asn Ser Ala Thr Trp Asn Trp Ile Arg Gln
50 55 60

24

Thr Ala Thr Gly
15

Gly Leu Val Lys
30

Gly Asp Ser Val
45

Ser Pro Ser Arg



Gly
65

Asp

Ser

Phe
Thr
145
Ser
Glu
His
Ser
Cys
225
Glu
Pro
Lys
val

Asp
305

Leu

Tyr

Lys

Ala

Asp

130

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

210

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Glu

Ala

Asn

Val

115

Tyr

Gly

Gly

Val

Fhe

195

val

Val

Lys

Leu

Thr

275

vVal

Val

Trp

Glu

Gln

100

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

85

Phe

Tyr

Gly

Ser

Ala

165

Val

Ala

val

His

Cys

245

Gly

Met

His

Val
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Gly

70

val

Ser

Cys

Gln

val

150

Ala

Sear

Val

Pro

Lys

230

Asp

Gly

Ile

Glu

RHis
310

Arg

Lys

Leu

Ala

Gly

135

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

215

Pro

Lys

Pro

Ser

Aap

295

Asn

Thr

Ser

Gln

Arg

120

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

200

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

280

Pro

Ala

25

Tyr

Arg

Leu

105

Gly

Leu

Leu

Cys

Ser

185

Ser

Ser

aAsn

His

val

265

Thr

Glu

Lys

Tyr

Ile

Asn

Asgp

Val

Ala

Leu

170

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

250

Phe

Pro

Val

Thr

Arg

75

Ser

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

235

Cys

Leu

Glu

Lysa

Lys
315

Ser

Ile

val

Ser

Val

140

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

220

Val

Pro

Phe

vVal

Phe

300

Pro

Lys

Asn

Thr

Ser

125

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

208

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

Tzp

Pro

Pro
110

Trp

Ser

Lys

Tyr

Sar

190

Sar

Thr

Lys

Cys

Pro

270

Cys

Trp

Glu

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ala

Ser

Phe

175

Gly

Leu

Tyr

Pro

255

Lys

Vval

Tyx

Glu

His
80

Thr

Asp

Ala

Ser

Thr

160

Pro

vVal

Ser

Ile

val

240

Ala

Fro

Val

Val

Gln
320



10

Tyr

Asp

Len

Lys
385

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
465

<210> 15
<211> 214
<212> PRT

Asn

Trp

Pro

Glu

370

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

450

Leu

Ser

Ala

385

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

435

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 15

Thr

Asn

340

Pro

Gin

Val

val

Pro

420

Thr

Val

Leu

Tyr

325

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

405

Pro

val

Met.

Ser

ES 2568 801 T3

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
390

Trp

val

Asp

His

Pro
470

Val

Glu

Lys

Thr

375

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

455

Gly

Val

Tyx

Thr

360

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

4490

Ala

Lys

Ser

Lys

345

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

425

Arg

Leu

Val

330

Cys

Ser

Pro

val

Gly

410

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

395

Gln

Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Ala

Arg

380

Gly

Pro

Ser

Gin

His
460

Val

Ser

Lys

365

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

445

Tyr

Leu

Asn

350

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

430

Asn

Thr

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

1

3

10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser

20

25

30

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Lys

35

40

45

Ile Tyr Ala Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg
60

50

55

26

His

335

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

415

Leu

val

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

400

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu Gly

15

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser



10

Gly Ser Gly Ser Gly

Fro Glu Asp Phe Ala
85

Ser FPhe Gly Gly Gly

100

Pro Ser Val Phe Ile
115

Thr Ala Ser Val Val
130

Lys Val Gln Trp Lys
145

Glu Ser Val Thr Glu
165

Ser Thr Leu Thr Leu
180

Ala Cys Glu val Thr
195

Phe Asn Arg Gly Glu
210

<210> 16

<211> 453

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Gln Val Gln Leu Gln
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
' 20

Ser Ala Thr Trp Asn
35

Trp Leu Gly Arg Thr
50

ES 2568 801 T3

Thr
70
Val
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
-Ser

His

Cys

Gln

Asp Phe

Tyr Tyr

Lys Val

Pro Pro

120

Leu Leu

135

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly
200

Ser Gly

Cys Ala Ile

Trp

Ile Arg
40

Tyr Tyr Arg

55

27

Thr

Cys

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys.

Asp
185

Leu

Pro
Ser
25

Gln

Ser

Leu

-Gln

$0

Vval

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Ser

Lys

The
75

Gln
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Asp
Pro

Trp

Ile

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Ser

Ser

Asn
60

Ser Arg Leu Glu
' 80

Gly Arg Ser Leu
95

Thr Val Ala Ala
110

Lau Lys Sar Gly
125

Pro Arg Glu Ala

Gly Asn Ser Gln
160

Tyr-Ser Leu Ser
175

His Lys Val Tyr
150

val Thr Lys Ser
205

Lys Pro Ser Gln
15

Val Ser Gly Asn
30

Arg Gly Leu Glu
45

Hig Asp Tyr Ala



Glu
65

Gln
Tyr
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr

‘Asn

Ser
225

Ser
Glu

Thr
. 305

Ser

Phe

Tyr

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ala

Vval

His

210

Cya

Gly

Met

His

Val

290

Tyr

Val
Ser
Cys
Gln
115
val
Ala
Ser
Val
Fro
185
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
275

His

Arg

Lys

Leu

Ala

100

Gly

FPhe

Len

Trp

TLeu

180

Ser

Pro

Lys

Fro

Ser

260

Asp

Asn

Vval

Ser

Gln

Arg

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

val
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Arg
70

Gly

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
310

Ile

Asn

Val

aAla

135

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

val

Thr

Ser

Ser

Thr

120

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

28

Ile
Val
Ser
105
val
Ser
Lys
Leu
Leu
185
Thr
Val
Proe
Phe
Val
265
Phe

Pro

Thr

Asn

Thr

Ser

Sear

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

val

Pro
75

Pro

Trp

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
315

Asp

Glu

Tyr

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Tyr

Arg

220

Pro

Lys

Vval

Tyxr

Glu

300

His

Thr

Asp

Ala

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

205

val

Ala

Pro

Vval

val

285

Gin

Gln

Ser

Thr

Phe

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

130

Cys

Glu

Pro

Lys

val

270

Asp

Tyr

Asp

Lys

Ala

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

aAsn

Pro

Glu

Asp

255

AsSp

GlLy

Asn

Trp

Asn

80

Val

Tyr

Gly

Gly

val

160

Phe

val

val

Lys

Leu

240

Thr

val

val

Ser

Leu
320
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Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 335

Pro Ila Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 ) 360 ) 365

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
385 390 395 400

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425 430

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
435 440 445

Leu Ser Pro Gly Llys
450 .

<210> 17

<211> 1363

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met Gln Arg Gly Ala Ala Leu Cys Leu Arg Leu Trp Leu Cys Leu Gly
1 5 10 15

Leu Leu Agp Gly lLeu Val Ser Gly Tyr Ser Met Thr Pro Pro Thr Leu
20 25 30

Asn Ile Thr Glu Glu Ser His Val Ile Asp Thr Gly Asp Ser Leu Ser
35 40 45

Ile Ser Cys Arg Gly Gln His Pro Leu Glu Trp Ala Trp Pro Gly Ala
50 55 60

Gln Glu Ala Pro Ala Thr Gly Asp Lys Asp Ser Glu Asp Thr Gly Val
65 ’ 70 75 g0

29
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Val Arg Asp Cys Glu Gly Thr Asp aAla Arg Pro Tyr Cys Lys Val Leu
85 [0 85

Leu Leu His Glu Val His Ala Asn Asp Thr Gly Ser Tyr Val Cys Tyr
100 105 110

Tyr Lys Tyr Ile Lys Ala Arg Ile Glu Gly Thr Thr Ala Ala Ser Ser
115 120 125

Tyr Val Phe Val Arg Asp Phe Glu Gln Pro Phe Ile Asn Lys Pro Asp
130 138 140

Thr Leu Leu Val Asn Arg Lys Asp Ala Met Trp Val Pro Cys Leu Val
145 150 155 160

Ser Ile Pro Gly Leu Asn Val Thr Leu Arg Ser Gln Ser Ser Val leu
165 170 175

Trp Pro Asp Gly Gln Glu Val Val Trp Asp Asp Arg Arg Gly Met Leu
180 185 190

Val Ser Thr Pro Leu Leu His Asp Ala Leu Tyr Leu Gln Cys Glu Thr
195 200 205

Thr Trp Gly Asp Gln Asp Phe Leu Ser Asn Preo Phe Leu Val His Ile
210 215 220

Thr Gly Asn Glu Leu Tyr Asp Ile Gln Leu Leu Pro Arg Lys Ser Leu
228 230 ) 235 240

Glu Leu Leu Val Gly Glu Lys Leu Val Leu Asn Cys Thr Val Trp Ala
245 ' 250 255

Glu Phe Asn Ser Gly Val Thr Phe Asp Trp Asp Tyr Pro Gly Lys Gln
280 265 270

Ala Glu Arg Gly Lys Trp Val Pro Glu Arg Arg Ser Gln Gln Thr His
275 280 285

Thr Glu Leu Ser Ser Ile Leu Thr Ile His Asn Val Ser Gln His Asp
230 . 295 300

Leu Gly Ser Tyr Val Cys Lys Ala Asn Asn Gly Ile Gln Arg Phe Arg
305 310 315 320

Glu Ser Thr Glu Val Ile Val His Glu Asn Pro Phe Ile Ser Val Glu

30



Trp

Lys

Tyr

Val

385

Len

val

Ser

Gly

Pro

465

Asp

Ala

Gly

Ser

Arg

545

Glu

Lau

Leu

Lys

370

Leu

Trp

val

Ile

Vval

450

Cys

Leu

Val

Lys

Ala

530

Leu

Ser

Lys

Pro

355

Asp

Lys

AsSn

Asn

Tyr

435

Pro

Lys

Met

Asn

Asn

515

Met

Ile

Lys

Gly

340

Val

Gly

Glu

Serx

Val

420

Ser

Leu

Met

Pro

Fro

500

Lys

Tyr

Tyr

Pro

325

Pro

Lys

Lys

Val

Ala

405

Pro

Arg

Pro

Phe

Gln

485

Ile

Thr

Lys

Phe

Ser
565
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Ile
Leu
Ala
Thr
330
Ala
Pro
His
Leu
Ala
470
Cys
Glu
Val
Cys
Tyr
550

Glu

Leu

Ala

Lau

375

Glu

Gly

Gln

Ser

Ser

4355

Gln

Arg

Ser

Ser

val

535

Val

Glu

Glu

Ala

360

Ser

Ala

Leu

Ile

Arg

440

Ile

Arg

Asp

Lys

520

val

Thr

Leu

31

Ala

345

Tyr

Gly

Ser

hArg

His

425

Gln

Gln

Ser

Trp

Asp

505

Leu

Ser

Thr

Leu

330

Thr

Pro

Arg

Thr

Arg

410

Glu

Ala

Trp

Arg

490

Thr

val

Asn

Ile

Glu
570

Ala

Pro

His

Gly

395

Asn

Lys

Leu

Hig

Arg

475

Ala

Trp

Ile

Lys

Pro

555

Gly

Gly

Pro

Sar

380

Thr

Ile

Glu

Thr

460

Arg

val

Thr

Gln

val

540

Gln

Asp

Glu

365

Pro

Tyr

Ser

Ala

Cys

445

Arg

Arg

Thr

Glu

Asn

525

Gly

Gly

Pro

Glu

350

Phe

His

Thr

Len

Ser

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Phe

51¢

Ala

Gln

Phe

val

335

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu

415

Ser

Ala

Trp

Gln

Gln

495

val

Asn

Asp

Thr

Leu
575

vVal

Trp

Leu

Ala

400

Leu

FPro

Tyr

Thxr

Gln

480

Asp

Glu

val

Glu

Ile

560

Leu



Sear

Leu

Asp

Glu

625

Pro

Asp

Gln

Val

His

705

Lys

Ala

Glu

Ile
785

Cys
Asn
Cys
610
Glu
Arg
Arg
Ala
Asn
€90
Ala
Ser
vVal
Lys
Asp
770
Ala

Arg

Asp

Gln

Leu

593

Lys

Val

val

Arg

Leu

675

val

Pro

Gly

Gly

755

Lys

Vval

Pro

Pro

Ala

580

Ser

Asn

Ala

Ala

Ser

660

Glu

Ser

Ser

val

Glu
740

Cys

Gly

Phe

Ala

Gly
820

Asp

Thr

Vval

Pro

Pro

645

His

Ala

Asp

Ile

Asp

725

Glu

Val

Ser

Phe

His

805

Glu
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Ser

Leu

His

Gly

630

Glu

Asp

Pro

Ser

val

710

Leu

Asp

Asn

Met

Trp

790

Ala

Val

Tyr

His

Leu

615

Ala

His

Lys

Arg

Leu
695

Trp

Ala

Ala

Ser

Glu

775

Vval

Asp

Pro

Lys

Asp

600

Phe

Arg

Glu

His

Leu

680

Glu

Tyr

Asp

Gly

Ser

760

Ile

Leu

Ile

Len

32

Tyr
585
Ala
Ala
His
Gly
Cys
665
Thr
Met
Lys
Ser
Arg
745
Ala
Vval
Leu

Lys

Glu
825

Glu
Hig
Thr
Ala
His
€50
His
Gln
Gln
Asp
Asn
730
Tyr
Ser
Ile
Ir.eu
Thr

810

Glu

His

Gly

Pro

Thr

€35

Tyr

Lys

Asn

Cys

Glu

715

Gln

Val

Leu
795

Gly

Gln

Leau

Asn

Leu

620

Leu

Val

Lys

Len

Leu

700

Arg

Lys

Cys

Ala

Val

780

Ile

Tyxr

Cys

Arg

Pro

605

Ala

Ser

Cys

Tyr

Thr

685

Vval

Leu

Leu

Ser

Val

765

Gly

Phe

Leu

Glu

Trp

530

Leu

Ala

Leu

Glu

Leu

€70

Asp

Ala

Sexr

val

150

Glu

Thr

Cys

Sar

Tyr

Tyr

Leu

Ser

Ser

Val

655

Ser

Leu

Gly

Glu

Ile

735

Cys

Gly

Gly

Asn

Ile

815

Len

830 -

Arg
Leu
Leu
Ile
640
Gln
Val
Leu
Ala
Glu
720
Gln
Asn
Ser
Val
Mat
800

Ile

Ser
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Ala
835

Gln Glu Phe

840

Glu Leu His

845

Tyr Asp Ser Trp Pro Arg Arg Gly

Val
850

Ala
855

Leu Gly Tyr Gly Phe Gly Lys Val Val Glu Ala Ser Ala

860

- Phe
865

Ile Thr

875

Gly Ser Val Ala Val Met

880

His Lys Gly Ser

870

Cys Asp Lys

Glu Ala

885

Ala Glu Ala Ser Glu

89s

Hig Leu Met

890

Leu Lys Gly Ser Arg

Ile Iie Ile Val val

810

Asn His Leu Asn Asn Leu

305

Leu His

900

Leu Lys Gly

Gln
920

Ala
915

Thr Met Val

925

Leu Gly Cys Lys Pro Gly Pro Leu Ile Val Glu

Phe Asn Leu Ser Asn Phe Leu Ala

935

Cys
930

Lys Tyr Gly Arg

940

Lys Arg Asp

Ala
945

Phe Ala

950

Glu Glu

955

Gln Phe

260

Ser Preo Cys Lys Ser Pro Arg Gly Arg

Ala Val Glu

965

Mat Ala Arg Leu Asp Pro Ser

970

Arg Arg Arg Gly

975

Val Thr

980

Phe Ala Phe

985

Ser Asp Arg Arg Ser Lys Glu Gly Ala

890

Gly

Ala
995

Ser Pro Asp Gln Glu Ala Glu Asp Leu Trp Leu Ser Pro

1000 1005

Phe

Gly

Ala

Cys

val

Thr Met Glu Asp Leu
1010

Met Glu Phe Leu Ala
1025

Ala Arg Asn Ile Leu
1046

Asp Phe Gly Leu Ala
1055

Arg Lys Gly Ser Ala
1070

Val Cys Tyr Ser
1015

Ser Arg Lys Cys
1030

Leu Ser Glu Ser
1045

Arg Asp Ile Tyr
1060

Arg Leu Pro Leu
1075

33

Ile

Asp

Lys

Lys

Gln Val Ala Arg
1020

His Arg Asp leu
1035

Val Vval Lys Ile
1050

Asp Pro Asp T}r
1065

Trp Met Ala Fro
1080



Glu

Ser

Pro

Arg

Ile

Gln

Thr

Pro

Val

Ser

Glu

Thr

Ser
1085

Phe
1100

Tyr
1115

Asp
1130

Arg
1145

Pro
1160

Gly
1175

Ser
1150

Met
1205

Ser
1220

Ser
1238

Ser
1250

Tyr
1265

Ala
1280

Ser
1295

Arg

Ile

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Arg

Ser

Ala

Phe

Arg

Lys

Ser

Gly

Ala

Phe

Val

Gly

Thr

Ile

Phe

Gly

Gln

Gln

Pro

Met

Gly

Glu

Phe

His
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Asp

Leu

val

Arg

Met

Ser

Leu

Ser

His

Arg

Gly

Lys

Ser

Glu

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Met

Leu

Glu

Gln

Ser

Ile

‘His

Val
1090

Trp
1105

Ile
1120

Arg
1135

Asn
1150

Leu
1165

Glu
1180

Glu
1195

Ala
1210

Ser

. 1225

Cys

Thr

Val

Phe

Cys

Asp

Leu
1240

Phe
1255

Asp
1270

Glu
1285

Lys
1300

Ser

34

Tyr

Glu

Asn

Ala

Cys

val

Glu

Glu

Gln

Leu

Ala

Glu

Asn

Gln

Gly

Gln

Thr

Ile

Glu

Pro

Trp

Glu

Glu

Gly

Ala

Ala

Arg

Glu

Gln

Ile

Pro

Gly

Thr

Phe

Glu

Glu

Ser

Ile

Glu

Ser

Asp

Ala

Gly

Phe

Thr

Glu

Gly

Arg

Gln

Sar

Phe

Leu

Gly

Leu

val

FPhe

Ala

Arg

Ala

Pro

Asp

Ser

Gln

Arg

Ser
1095

Leu
1110

Cys
1125

Rla
1140

Asp
1155

Gly
1170

Cys
1185

Ser
1200

Glu
1215

Tyr
1230

Glu
1245

Met
1260

Ser
1275

Arg
12390

Asn
1305

Arg

Asp

Gly

Gln

Thr

Pro

Asp

Met

Gin

Asp

Tyr

Thr

Thr

Gly

Hig

Val

val

Ala

Arg

Pro

Lyse

Leu

Ala

Val

Ser

Asn

Arg

Pro

Met

Arg

Ala

Pro

Trp

Ser

Leu

Ala

Leu

Pro

Ser

Pro

Trp

Gly

Thr

Val

Gln

Val

Glu
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1310 1315 1320

Arg Gly Ala Arg Gly Gly Gln Val Phe Tyr Asn Ser Glu Tyr Gly
1325 1330 1335

Glu Leu 8Ser Glu Pro Ser Glu Glu Asp His Cys Ser Pro Ser Ala
1340 1345 1350

Arg Val Thr Phe Phe Thr Asp Asn Ser Tyr
1355 1360

<210> 18

<211> 1298

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
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Met

Leu

Asn

Ile

Gln

65

Val

Leu

Tyr

Tyr

Thr

145

Ser

Gln

Leu

Ile

Ser

50

Glu

Arg

Leu

Lys

val

130

Leu

Ile

Arg

Asp

Thr

35

Cys

Ala

Asp

His

Tyr

115

Phe

Len

Pro

Gly

Gly

20

Glu

Arg

Pro

Cys

Glu

100

Ile

val

Val

Gly

Ala

Leu

Glu

Gly

Ala

Glu

85

Val

Lys

Arg

Asn

Leu
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Ala

Val

Ser

Gln

Thr

70

Gly

His

Ala

Asp

Arg

150

Agn

Ser

His

His

55

Gly

Thr

Ala

Arg

Phe

135

Lys

Val

Cys

Gly

val

40

Pro

Asp

Asp

Asn

Ile

120

Glu

Asp

Thr

36

Leu

Tyr

25

Ile

Leu

lys

Ala

Asp

105

Glu

Gln

Ala

Leu

Arg

10

Ser

Asp

Glu

Arg

20

Thr

Gly

Pro

Met

Leu

Thr

Trp

Ser

75

Pro

Gly

Thr

Phe

Trp
155

Ser

Trp

Thr

Gly

Ala

60

Glu

Tyr

Ser

Thr

Ile

140

Val

Gln

Leu

Pro

Asp

45

Asp

Cys

Tyr

Ala

125

Asn

Pro

Ser

Cys

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Lys

Vval

110

Lys

Cys

Ser

Leu

15

Thr

Leu

Gly

Gly

vVal

a5

Cys

Ser

Pro

Leu

val

Gly

Leu

Ser

Ala

val

80

Leu

Tyr

Ser

Asp

val

160

Leu



Trp

Val

Thr

Thr

225

Glu

Glu

Ala

Thr

Leu

308

Glu

Trp

Lys

Tyr

Val

385

Leu

Pro

Ser

Trp
210
Gly
Leu
Phe
Glu
Glu
290

Gly

Ser

Lys
370

Trp

Asp

Thr

135

Gly

Asn

Leu

Asn

Arg

275

Leu

Ser

Thr

Lys

Pro

355

Asp

Ly=s

Asn

Gly

180

Pro

Asp

Glu

Val

Ser

260

Gly

Ser

Tyr

Glu

Gly

340

Val

Gly

Glu

Ser

165

Gln

Leu

Gln

Leu

Gly

245

Gly

Lys

Ser

val

Val

325

Pro

Lys

Lys

Val

Ala
405
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Glu
Leu
Asp
Tyr
230
Glu
Val
Trp
Ile
Cys
310
Ile
Ile
Len
Ala
Thr

330

Ala

Val

His

Phe

215

Asp

Lys

Thr

val

Leu

295

Lys

val

Leu

Ala

Leu

375

Glu

Gly

val

Asp

200

Leu

Ile

Leu

Phe

Pro

280

Thr

Ala

His

Glu

Ala

360

Ser

Ala

Leu

37

Trp

185

Ala

Ser

Gln

Val

Asp

265

Glu

Ile

Asn

Glu

Ala

345

Tyr

Gly

Ser

170 -

Asp

Leu

Asn

Leu

Leu
250

Trp

Axg

His

Asn

Asn

330

Thr

Pro

Arg

Thr

Arg
410

Asp

Tyr

Pro

Leu

235

Asn

Asp

Arqg

Asn

Gly

315

Pro

Ala

Pro

His

Gly

395

Asn

Arg

Leu

Phe

2290

Pro

Cys

Tyr

Ser

Val

300

Ile

Phe

Gly

Pro

Ser

380

Thr

Ile

Arg

Gln

208

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

285

Ser

Gln

Ile

Asp

Glu

365

Pro

Tyr

Ser

Gly

1390

Cys

Val

Lys

Val

Gly

270

Gln

Gln

Arg

Ser

Glu

350

Phe

His

Thr

Leu

175

Met

Glu

His

Ser

255

Lys

Thr

His

Phe

val

338

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu
415

Leu

Thr

Ile

Leu

240

Ala

Gln

His

Asp

Arg

320

Glu

Val

Trp

Leu

Alz

400

Leu



val

Ser

Gly

Pro
465

Gly

Ser

Arg

545

Glu

Ser

Leu

Glu
625

Pro

Asp

val

Ile

val

45¢

Cys

Leu

Val

Lys

Ala

530

Leu

Ser

Cys

Asn

Cys

610

Glu

Arg

Arg

Asn

Tyr

435

Pro

Lys

Met

Asn

Asgn

315

Met

Ile

Lys

Gln

Leu

595

Lys

Val

Val

Arg

val

420

Ser

Len

Met

Pro

Pro

500

Lys

Tyr

Tyr

Pro

Ala

580

Ser

Asn

Ala

Ala

Ser
660

Pro

Arg

Pro

Phe

Gln

485

Ile

Thr

Lys

Phe

Ser

565

Asp

Thr

Val

Pro

Pro

645

His

ES 2568 801 T3

Pro

His

Ala
470

Cys
G.Il.v.
val
Cys
Tyr
550

Glu

Ser

His
Gly
630

Glu

ASp

Gln
Ser
Ser
455
Gln
Arg
Ser
Ser
val
535
Val
Glu
Tyr
Bis
Leu
615
Ala

His

Lys

Ile

Arg

440

Ile

Arg

Asp

Lys

520

val

Thr

Leu

Lys

Asp
600

Phe

Arg

Glu

His

38

His

425

Gln

Gln

Ser

Trp

Asp

5035

Leu

Ser

Thr

Leu

Tyr

585

Ala

Ala

His

Gly

Cys
665

Glu

Ala

Trp

Leu

Arg

490

Thr

val

Asn

Ila

Glu

570

Glu

Hig

Thr

Ala

His

650

His

Lys

Leu

Hisg

Arg

475

Ala

Trp

Ile

Lys

Pro

555

Gly

His

Gly

Pro

Thr

635

Tyr

Llys

Glu

Thr

Trp

460

Arg

Val

Thr

Gln

Val

540

Asp

Gln

Leu

Asn

Leu

620

Leu

Val

Lys

Ala

Cys

445

Arg

Arg

Thr

Glu

Asn

525

Gly

Gly

Pro

Arg

Pro

€05

Ala

Ser

Cys

Tyr

Ser

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Phe

510

Ala

.Gln

Phe

Val

Trp

590

Leu

Ala

Leu

Glu

Leu
670

Ser

Ala

Trp

Gln

Gln

495

Val

Asn

Thr

Leu

575

Tyr

Leu

Ser

Ser

Val

655

Ser

Pro

Tyr

Thr

Gln

480

Asp

Glu

Val

Glu

Ile

560

Leu

Arg

Lau

Leu

Ile

640

Gln

Val



Gln

val

His

705

Lys

Ala

Glu

Ile
785

Met

Tyr

Phe
865

Ala

Asn

€90

Ala

Ser

val

Lys

Asp

770

Ala

Arg

Asp

Asp

val

850

Gly

Lys

Lys

Gly

Leu

675

Val

Pro

Gly

Arg

Gly

755

Lys

Vval

Pro

Pro

Ala

835

Leu

Ile

Glu

Ile

Ala
915

Glu

Ser

Ser

Val

Glu

740

Cys

Gly

Phe

Ala

Gly

820

Ser

Gly

His

Gly

Leu

900

Cys

Ala

Asp

Ile

Asp

725

Glu

Val

Ser

Phe

His

805

Glu

Gln

Tyr

Lys

Ala

885

Ile

Thr
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Pro

Ser

Val

710

Leu

Asp

Asn

Met

790

Ala

Val

Trp

Gly

Gly

870

Thr

His

Lys

Arg

Leu
695

Trp

Ala

Ala

Ser

Glu

775

Val

Asp

Pro

Glu

Ala

855

Ser

Ile

Pro

Leu

680

Glu

Tyr

Aesp

Gly

Ser

760

Ile

Ile

Phe

840

Phe

Ser

Ser

Gly

Gln
920

39

Thr

Met

Lys

Ser

Arg

745

Ala

Val

Leu

Lys

Glu

825

Pro

Gly

Cys

Glu

Asn

905

Gly

Gln

Gln

Asp

Asn

730

Tyr

Ser

Ile

Thr

810

Glu

Arg

Lys

Asp

His

890

His

Pro

Asn

Cys

Glu

7185

Gln

Leu

val

Leu

795

Gly

Gln

Glu

Val

Thr

875

Arg

Leu

Leu

Leu

700

Arg

Lys

Cys

Ala

val

780

Ile

Tyr

Cys

Arg

Val

860

Val

Ala

Asn

Mat

Thr

685

val

Leu

Leun

Ser

val

765

Gly

Phe

Leu

Glu

Leu

845

Glu

Ala

Leu

Val

Val
925

Asp

Ala

Leu

Ser

Val

750

Glu

Thr

Cys

Ser

Tyr

B30

His

Ala

Val

Met

Val

910

Ile

Leu

Gly

Glu

Ile

735

Cys

Gly

Gly

Asn

Ile

B15

Leu

Leu

Ser

Lys

Ser

895

Asn

Val

Leu

Ala

Glu

720

Gin

Asn

Ser

Val

Met

BOO

Ila

Ser

Gly

Ala

Met

880

Giu

Leu

Glu



Phe

Ala

945

Ser

Gly

Ala

Cys

val

Glu

Ser

Pro

Ile

Cys Lys Tyr Gly

930

Phe Serxr Pro Cys

Ala Met Val Glu
965

Asp Arg Val Leu

980

Arg Ala Ser Pro

995

Thr Met Glu
1010

Met Glu Phe
1025

Ala Arg Asn
1040

Asp Phe Gly
1055

Arg Lys Gly
1070

Ser Ile Phe
1085

Phe Gly Val
1100

Tyr Pro Gly
1115

Asp Gly Thr
1130

Arg Arg Ile
1145

Pro Ala Phe

Asp

Leu

Ile

Leu

Ser

Asp

Leu

Val

Arg

Met

Ser

Phe

ES

Asn

Ala
950

Asp

Ala

Leu

Ala

Ala

Lys

Leu

Gln

Met

Leu

Glu

2568801 T3

Leu Ser Asn Phe Leu Arg Ala Lys Arg Asp
935 . 940

Glu Lys Ser Pro Glu Gln Arg Gly Arg Phe
955 960

Ala Arqg leu Asp Arg Arg Arg Pro Gly Ser

970 975

Ala Arg Phe Ser Lys Thr Glu Gly Gly Ala

983 990

Gln Glu Ala Glu Asp Leu Trp Leu Ser Pro
1060 1005

Val Cys Tyr Ser Phe Gln Val Ala Arg"
1015 1020

Ser Arg Lys Cys Ile Hig Arg Asp Leu
1030 1035

Leu Ser Glu Ser Asp Val Val Lys Ile
1045 1050

Arg Asp Ile Tyr Lys Asp Pro Asp Tyr
10660 1065

Arg Leu Pro Leu Lys Trp Met Ala Pro
1075 1080

Val Tyr Thr Thr Gln Ser Asp Val Trp
1090 1095

Trp Glu Ile Phe Ser Leu Gly Ala Ser
1105 1110

Ile Asn Glu Glu Phe Cys Gln Arg Leu
1120 1125

Arg Ala Pro Glu Leu Ala Thr Pro Ala
1135 1140

Asn Cys Trp Ser Gly Asp Pr¢ Lys Ala
1150 1155

Leu Val Glu Ile Leu Gly Asp Leu Leu

40



Gln

Arg

Thr

FPro

1160

Gly
1175

Ser
1150

Met
1205

Ser

- 1220

val

Ser

Thr

Leu

Glu

<210> 19

<211> 1363
<212> PRT

Ser
1235

Ser
1250

Tyr
1265

Ala
1280

Ser
1255

Arg

Ser

Ala

Leu

Phe

Arg

Lys

Ser

Gly

<213> Mus musculus

<400> 19

Gly

Gln

Leu

Gln

Pro

Met

Gly

Glu

Phe
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Leu

Ser

His

Arg

Gly

Lys

Ser

Glu

Arg

Gln

Ser

Ile

His

Cys

Thr

val

Phe

1165

Glu
1180

Glu
1195

Ala
1210

Ser
1225

Leu
1240

Phe
1255

Asp
1270

Glu
1285

41

Glu

Glu

Gln

Leu

Ala

Glu

Asn

Gln

Glu

Gly

Ala

Ala

Arg

Glu

Gln

Ile

Glu

Ser

Asp

Ala

Gly

Phe

Thr

Glu

Val

Phe

Ala

Arg

Ala

Pro

Asp

Sar

1170

Cys
1185

Ser
1200

Glu
1215

Tyr
1230

Glu
1245

Met
1260

Ser
1275

Arg
1290

Met

Gln

Asp

Tyr

Thr

Thr

Gly

His

Ala

Val

Ser

Asn

Arg

Pro

Met

Arg

Pro

Ser

Pro

Trp

Gly

Thr

val

Gln



Leu

Asn

Ile

Gln

Gln

Leu

Ile

Ser

50

Glu
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Pro Gly Ala Ala Leu

S

Gln Gly Leu Ala Asn

20

Thr Glu Asp Ser Tyr

35

Cys

Val

Arg Gly Gln His
55

Leu Thr Thr Gly

Asn

Gly

Val

40

Pro

Gly

42

Leu

Tyr

25

Ile

Leu

Lys

Arg Leu

10

Ser Met

Asp Thr

Glu Trp

Asp Ser

Trp

Thr

Gly

Thr

60

Glu

Leu

Pro

Asp

45

Trp

Asp

Cys

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Leu Gly

15

Thr Leu

Leu Ser

Gly Ala

Arg Val
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65 70 75 80

Val His Asp Cys Glu Gly Thr Glu Ala Arg Pro Tyr Cys Lys Val Leu

Leu Leu Ala Gln Thr His Ala Asn Asn Thr Gly Ser Tyr His Cys Tyr
100 105 110

Tyr Lys Tyr Ile Lys Ala Arg Ile Glu Gly Thr Thr Ala Ala Ser Thr
115 120 125

Tyr Val Phe Val Arg Asp Phe Lys His Pro Phe Ile Asn Lys Pro Asp
130 135 140

Thr Leu Leu Val Asn Arg Lys Asp Ser Met Trp Val Pro Cys Leu Val
145 150 155 160

Ser Ile Pro Gly Leu Asn Ile Thr Leu Arg Ser Gln Ser Ser Ala Leu
165 170 175

His Pro Asp Gly Gln Glu Val Leu Trp Asp Asp Arg Arg Gly Met Arg
180 185 130

Val Pro Thr Gln Leu Leu Arg Asp Ala Leu Tyr Leu Gln Cys Glu Thr
195 200 205

Thr Trp Gly Asp Gln Asn Phe Leu Ser Asn Leu Phe Val Val His Ile
210 215 220

Thr Gly Asn Glu Leu Tyr Asp Ile Gln Leu Tyr Pro Lys Lys Ser Met
225 230 235 240

Glu Leu Leu Val Gly Glu Lys Leu Val Leu Asn Cys Thr Val Trp Ala
245 250 255

Glu Phe Asp Ser Gly Val Thr Phe Asp Trp Asgp Tyr Pro Gly Lys Gln
260 265 270

Ala Glu Arg Ala Lys Trp Val Pro Glu Arg Arg Ser Gln Gln Thr His
275 280 285

Thr Glu Leu Ser Ser Ile Leu Thr Ile Hig Asn Val Ser Gln Asn Asp
290 295 300

Leu Gly Pro Tyr Val Cys Giu Ala Asn Asn Gly Ile Gln Arg Phe Arg
305 310 315 320

43



Glu

Trp

Lys

Tyr

Vval

385

Leu

Val

Ser

Gly

Pro
465

Gly

Ser

Arg

545

Glu

Ser

Leu

Leu

Lys

370

Leu

Trp

val

Ile

Val

450

Cys

Gly

val

Lys

Ala

530

Leu

Sar

Thr

Lys

Pro

355

Asp

Lys

Asn

Asn

Tyr

435

Pro

Lys

Met

Asn

Asn

515

Met

Ile

Glu

Glu

Gly

340

val

Arg

Glu

Ser

Vval

420

Ser

Gln

Pro

Pro

500

Lys

Tyr

Tyr

Pro

val

325

Pro

Lys

Lys

Val

Ala

405

Pro

Arg

Pro

Phe

Gln

485

Ile

Thr

Lys

Phe

Ser
565
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Ile

Val

Leu

Ala

Thr

390

Ala

Pro

His

Ala

470

Cys

Glu

Val

Cys

Tyr

550

Glu

Val

Leu

Ala

Val

375

Glu

Gly

His

Ser

Ser

455

Gln

Arg

Ser

Ser

Val

535

Val

Asp

His

Glu

Ala

360

Thr

Ala

Leu

Ile

Arg

440

Val

Arg

Asp

Leu

Lys

s20

Val

Thr

Pro

44

Glu

Ala

345

Tyr

Gly

Ser

His

425

Gln

Gln

Ser

Trp

Asp

805

Leu

Val

Thr

Leu

Lys

330

Thr

Pro

Arg

Ala

Gln

410

Glu

Thr

Trp

Lys

490

Ser

val

Asn

Ile

Glu
5740

Pro

Ala

Pro

Hig

Gly

395

Asn

Lys

Leu

His

Arg

475

Glu

Trp

Ile

Lys

Pro

355

Gly

Phe

Gly

Pro

Asn

380

val

Ile

Glu

Thr

Trp

460

Arg

Val

Thr

Gln

Val

540

Asp

Gln

Ile

Asp

Glu

365

Pro

Tyr

Ser

Ala

Cys

445

Arg

Arg

Thr

Glu

Asp

525

Gly

Gly

Ser

Ser

Glu

350

Phe

Hisg

Thr

Lau

Ser

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Phe

510

Ala

Gln

Phe

Vval

val
335

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu

415

Ser

Ala

Trp

Gln

Gln

495

Val

Asn

Asp

Sar

Arg
575

Glu

Val

Trp

Leu

Ala

400

Leu

Pro

Tyr

Thr

Arg

480

Asp

Glu

val

Glu

Ila

560

Leu



Ser

Glu

625

Pro

Asp

Gln

Val

His

705

Glu

Ala

Glu

Ile

785

Lys

Met

Cys

Asn

Cys

610

Glu

Ala

Asn

630

val

Ser

Val

Lys

Asp

770

Ala

Arg

Asp

Arg

Leu

5§85

Lys

Ala

vVal

Leu

€75

Val

Pro

Gly

Arg

Gly

755

Lys

val

Pro

Pro

Ala

580

Ser

Asn

Glu

Ala

Ser

660

Glu

Ser

Ser

Ile

Glu

740

Cys

Gly

Phe

Ala

Gly
820

Asp

Thr

Val

Pro

Pro

645

Gln

Ala

Asp

Ile

Asp

725

Glu

val

Ser

Phe

Hig

805

Glu
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Asn

Leu

His

Gly

630

Glu

Asp

Pro

Ser

val

710

Leu

Asp

Met

730

Ala

ilal

Tyr

His

Leu

615

Ala

Asp

Lys

Arg

Leu
695

Trp

Ala

Ala

Ser

Glu

775

val

Asp

Fro

Thr

Asp

€00

Phe

Glu

Hisg

Leu

680

Glu

TYr

Asp

Gly

Ser

760

Ile

Leu

Ile

Leu

45

Tyr

585

Ala

Ala

His

Gly

Cys

665

Thr

Met

Lys

Sar

Arg

745

Ala

Val

Lys

Glu
825%

Glu

Gln

Thr

Ala

Asp

650

His

Gln

Asp

Asn
730

Tyxr

Ser

Ile

Thr
810

Glu

His

Gly

Pro

Thr

635

Tyr

Lys

aAsn

Cys

Glu

715

Gln

Leu

Val

Leu

Leu

785

Gly

Gln

Leu

Asn

Leu

€20

Leu

Val

Lys

Leu

Pro

700

Arg

Arg

Cys

Ala

Ile

780

Ile

Tyr

Cys

Arg

Trp

- 590

Pro
605
Glu
Ser
Cys
Tyr
Thr
685
Val
Leu
Leu
Ser
Val
765
Gly
Phe

Leu

Glu

Leu
Ala
Leu
Glu
Leu
670
Asp
Ala
Leu
Ser
val
750
Glu
Thr
Cys

Ser

Tyr
830

Tyxr
Leu
Asn
Asn
Val
655
Ser
Leu
Gly
Glu
Ile
735
Cys
Glg
Gly
Asn
Ile

815

Leu

Arg

Leu

Leu

Ile

640

Gln

Val

Leun

Ala

Lys

720

Gln

Asn

Ser

Val

Met

800

Ile

Ser



Tyr

Phe
865

Leu

Leu

Leu

Phe

Thr
945

Ser

Gly

‘Cys

Val

Ala
835

Asp Ser

Val
850

Leu Gly

Gly Ile Asn

lys Glu Gly

Ile Leu

900

Lys

Ala
915

Gly Cys

Cys
930

Lys Tyr

Phe Asn Pro

Ala Met Val

Gln

His

Lys

Ala

885

Ile

Thr

Gly

Tyr

Glu
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Trp

Gly

Gly

870

Thr

His

Lys

Asn

Ala

950

Gly

965

Ala
980

Asp Arg

Ala
995

Pro

Thr Met Glu
1010

Met Glu Phe
1025

Ala Arg Asn
1040

Asp Phe Gly
1055

Arg Lys Gly

Leu

Leau

Phe

Val

Asp Leu

Leu Ala

Ile Leu

Leu Ala

Ser Ala

Phe
840

Glu Pro

Ala
855

Phe Gly

Ser Ser Cys

Ala Ser Glu

Arg

Lys

Asp

His

Glu

Val

Arg

Val

Leu His

845

Glu Ala

860

Thr
875

Arg

890

Ile Asn

905

Gly

Pro Asn

920

Gly

Leu
935

Ser Asn

Glu Lys Ser

Ala Lys Ala

His

Pro

Phe

Pro

Asp

Leu

Leu

Leu

Val

Ala

Asn

Met

Arg

Ala Val Lys

lLeu Met

895

Val val

910

Val
925

Ile Val

Val Lys

940

Glu
955

Arg

970G

Thr Phe

985

Arg

Gln
10060

Val Cys Tyr
1015

Ser Arg Lys
1030

Leu Ser Glu
1045

Arg Asp Ile
1060

Arg Leu Pro

46

Leu

Met

Ser Phe

Cys Ile
Ser Asp
Tyxr

Lys

Leu Lys

Gln

Arg

Gly

Arg Pro

975

Lys Gly

9940

1005

Gln Val Ala
1020

His Arg Asp
1035

Ile Val Lys
1050

Asp Pro Asp
1065

Trp Met Ala

Leu

Ser

Ser

Asn

Arg.

Gly

Ser

Gly

Ala

Met

880

Glu

Leu

Glu

A=p

Phe

960

Ser

Ala

Glu Ala Glu Asp Leu Trp Leu Ser Pro

Arg

Leu

Ile

Tyr

Pro



Glu-

Ser

Pro

Lys

Ile

Gln

His

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

‘Leu

G;u

1070

Ser
1085

‘Phe

1100

Tyr
1115

Asp

Ile

Gly

Pro

Gly

1130 -

Arg
1145

Pro

1160

Gly
1175

Ser
1190

Thr
1205

Ser
1220

Sef
1235

Ser
1250

Tyr
1265

Ala
1280

Gly
1295

Hisg

Ala

Gly

Ser

Ala

Met

Phe

Arg

Lys

Ser

Phe

val

Gly

Thr

Ile

Phe

Gly

Gln

Leu

His

Pro

Met

Ala

Glu

FPhe

Asp
Leu

Val

Met
Ser
Tfp
Ser
His
Cys
Gly
Lys
Ser
Glu

Ser
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Lys

Leu

Gln

Gln

Asp,

Gln

Ser

Ile

His

Thr

Met

Phe

Cys

1075

vVal
1090

Trp
1105

Ile

1120

Arg
1135

Ser

1150

Leu
1165

Glu
1180

Glu
1195

Thr
1210

Ser
1225

Leu
1240

Phe

1255

Asp
1270

Glu
1285

Lys
1300

Tyr

Glu

Asn

Ala

Cys

Val

Glu

Glu

Glu

Leu

Glu

Asn

Glu

Gly

47

Thr

Ile

Glu

Pro

Trp

Glu

Glu

Asp

Ala

Ala

‘Arg

Glu

Gln

Leu

Pro

Thr

Phe

Glu

Glu

Ser

Ile

Glu

Gly

Asp

Ala

Gly

Leu

Thr

Glu

Gly

Gln

Ser

Phe

Leu

Gly

Leu

Glu

Phe

Ala

Arg

Thr

Pro

Asp

Sar

Gln

1080

Ser
1095

Leu
1110

Cys
1125

Ala
1140

Asp
1155

Gly
1170

Arg
1185

Met
1200

Asp
1215

Tyr
1230

Lys
1245

Met
1260

Ser
1275

Arg
1290

His
1305

Asp

Gly

Gln

Thr

Pro

Asp

Mat

Gln

Tyr

Thr

Thr

Gly

His

Met

val

Ala

Arg

Pro

Lys

Leau

Ala

Ala

Ser

Asn

Pro

Pro

Met

Arg

Asp

Trp

Sar

Leu

Ala

Ala

Ser

Pro

Cys

Gly

Thr

Val

Pro

Ile



10

Pro

Gln

Glu

Gly

<210> 20

Arg Gly

1310

Gly Ala

1325

Val Ser

1340

Ser

1355

<211> 1363
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 20

Mat

1

Leu

Asn

Ile

Gln

65

Val

Leu

Tyr

Tyr

Thr
145

Gln

Leu

Ile

Ser

50

Glu

His

Leu

Lys

val

130

Leu

Pro

Gln

Thr

35

Cys

val

Asp

Ala

Tyr

115

Phe

Thr

Gly
Gly
20

Glua
Arg
Leu
Cys
Gln
100
Ile

Val

val

Leu

Asp

Gly

Thr

Glu

85

Thr

Lys

Arg

Asn
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His Pro Asp

Gln Gly Gly

Gln Pro Cys

Phe Phe Ala

Ala

Ala

Ser

Gln

Thr

70

Gly

His

Ala

Asp

Arg
150

1315

1330

Thr

1345

1360

Leu

Asn

Tyr

His

55

Gly

Thr

Ala

Arg

Phe

135

Lys

Asn

Gly

val

40

Pro

Gly

Glu

Asn

Ile

120

Lys

Asp

48

Pro Gln

Lys Val

Glu

Asgp Ser

Tyr

25

Ile

Leu

Lys

Ala

Asn

105

Glu

His

Ser

Gly Arg Arg Arg Arg Pro Thr

1320

Phe Tyr Asn Asn Glu Tyr Gly

[

1335

Gly Asp Cys Cys

Ser Tyr

Arg

10

Ser

Asp

Glu

Asp

Arg

90

Thr

Gly

Pro

Met

Leu

Met

Thr

Trp

Ser

75

Pro

Gly

Thr

Phe

Trp
155

1350

Trp Leu

Thr Pro

Gly Asp
45

Thr Trp
60

Glu Aszp

Tyr Cys

Ser Tyr

Thr ala
125

Ile Asn
140

Val Pro

Pro Ser Ala

Cys

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Lys

His

110

Ala

Lys

Cys

Leu

15

Thr

Leu

Gly

Arg

Val

85

Cys

Ser

Pro

Leu

Gly

Leu

Ser

Ala

Val

80

Leu

Tyr

Thr

Asp

val
160



Ser

His

val

Thr

Thr

225

Glu

Glu

Ala

Thr

Leu

305

Glu

Trp

Lys

Tyr

Val
385

Ile

Pro

Pro

Trp
210

Gly

Phe

Glu

Glu

290

Gly

Ser

Leu

Leu

Lys

370

Leu

Trp

Pro

Asp

Thr

135

Gly

Asn

Leu

Asp

Arg

275

Leu

Pro

Thr

Lys

Pro

355

Asp

Lys

Asn

Gly

Gly

180

Gln

Asp

Glu

Val

Ser

260

Ala

Ser

Tyr

Glu

Gly

340

Val

Arg

Glu

Ser

Leu
165

Gln

Gln

Leu

Gly

245

Gly

Lys

Ser

val

Val

325

Pro

Lys

Lys

Val

Al_a
405
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Asn

Glu

Leu

Asn

Tyr

230

Glu

vVal

Trp

Ile

Cys

310

Ile

Val

Leu

Ala

Thr

390

Ala

Ile

val

Arg

Phe

215

Asp

Lys

Thr

val

Leu

295

Glu

Val

Leu

Ala

Val

375

Glu

Gly

Thr

Asp

200

Leu

Ile

Leu

Phe

Pro

280

Thr

Ala

His

Glu

Ala

360

Thr

Ala

Leu

49

Leu

Trp

185

Ala

Ser

Gln

Val

AsSp

265

Glu

Ile

Asn

Glu

Ala

345

Tyr

Gly

Sar

Arg

Arg

170

Asp

Leu

Asn

Leu

Leu
250

Trp

Arg

His

Asn

Lys

330

Thr

Pro

Arg

Ala

Gln
410

Ser

Asp

Tyxr

Pro

Tyr

235

Asn

Asp

Arg

Asn

Gly

315

Pro

Ala

Pro

His

Gly

395

AsSn

Gln
Arg
Leu
Phe
220
Pro
Cys
Tyr
Ser
Val
300
Ile
Phe
Gly
Pro
Asn
380

val

Ile

Ser

Arg

Gln

205

Val

Lys

Thr

Pro

Gln

285

Ser

Gln

Ile

Asp

Glu

365

Pra

Tyr

Ser

Ser

Gly

1%0

Cys

Val

Lys

Val

Gly

270

Gln

Gln

Arg

Ser

Glu

350

Phe

His

Thr

Leu

Ala

175

Met

Glu

His

Ser

255

Lys

Thr

Asn

Phe

Val

335

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu
415

Leu
Arg
Thr
Ile
Meat
240
Ala
Gln
His
Asp
Arg
320
Glu
Val
Trp
Leu
Ala
400

Leu



val

Ser

Gly

Pro

465

Asp

Ala

Gly

Ser

Arg

545

Glu

Ser

Leu

Asp

Glu

625

Pro

Asp

val
Ile
val
450
Cys
Gly
Val
Lys
Ala
530
Leun
Ser
Cys
Asn
Cys
610
Glu

Arg

Arg

Asn

Tyxr

435

Pro

Lys

Met

Asn

Asn

515

Met

Ile

Glu

Arg

Leu

595

Lys

Ala

val

Arg

val

420

Ser

Gln

Thr

Pro

Pro

500

Lys

Tyr

Tyr

Pro

Ala

580

Ser

Asn

Glu

Ala

Ser
660

Pro

Arg

Pro

FPhe

Gln

485

Ila

Thr

Lys

Phe

Ser

565

Asp

Thr

val

Pro

Pro

645

Gln
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Pro
Hisg
Leu
Alz
470
Cys
Glu
Val
Cys
Tyr
550
Glu
Asn
Leu
His
Gly
630

Glu

Asp

His Ile

Ser Arg
440

Ser Val
455

Gln Arg
Arg Asp
Ser Léu
Ser Lys

520

Val val

535

Val Thr

Asp Pro

Tyr Thr

His Asp
600

Leu Phe
615
Ala Arg

Asp Glu

Lys His

50

His

425

Gln

Gln

Ser

Trp

Asp

505

Leu

val

Thr

Leu

Tyr
585

Ala.

Ala

His

Gly

Cys
665

Glu
Thr
Trp
Leu
Lys
490

Ser

Vval

Ile
Glu
570
Glu
Gln
Thr

Ala

Asp

Lys

Leu

Arg
475

Glu

Trp

Ile

Ly=s

Pro

555

Gly

His

Gly

Pro

Thr

635

Tyxr

650

His

Lys

Glu

Thr

Trp

4160

Arg

Val

Thr

Gln

Val

540

Asp

Gln

Leu

Asn

Leu

620

Leu

val

Lys

Ala

Cys

445

Arg

Arg

Thr

Glu

Asp

525

Gly

Gly

Ser

Arg

Pro

605

Glu

Ser

Cys

Tyr

Ser
430
Thx
Pro
Gln
Thr
Phe
510
Ala
Gln

Phe

val

Trp
590
Leu
Ala
Leu

Glu

Leu
670

Ser

Ala

Trp

Gln

Gln

495

Val

Asn

Asp

Ser

Arg

575

Tyr

Leu

Asn

Asn

val

655

Ser

Pro

Tyxr

Thr

Arg

480

Asp

Glu

Val

Glu

Ile

560

Leu

Arg

Leu

Leu

Ile

640

Gln

Val



Gln
Val
His
705

Glu

Ala
Glu
Ile
7185
Lys

Met

Tyr

Phe
865

" Leu

Ala
Asn
690
Vval
Ser
Val
Lys
Asp
770
Ala
Arg

Asp

Asp

“vVal

850

Gly

Lys

Lys

Gly

Leu

675

Val

Pro

Gly

Arg

Gly

755

Lys

val

Pro

Pro

Ala

835

Leu

Ile

Glu-

Ile

Ala

Glu

Ser

Ser

Ile

Glu

744

Cys

Gly

Phe

Ala

Gly

820

Ser

Gly

Asn

Gly

Leu

800

Cys

Ala

Asp

Ile

Asp

725

Glu

val

Ser

Phe

His

845

Glu

Gln

His

Lys

Ala

g8s5

Ile

Thr
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Pro

Ser

Val

710

Leu

Asp

Asn

Met

790

Ala

val

Trp

Gly

Gly

870

Thr

Lys

Arg

Leu
695

Trp
Ala
Ala
Ser
Glu
775
Val
Asp
Pro
Glu
Ala
855
Ser
Ala

Ile

Pro

Leu

680

Glu

Tyr

Asp

Gly

Ser

760

Ile

Ile

Leu

Phe

840

Phe

Ser

Ser

Gly

Asn

51

Thr

Met

Lys

Ser

Arg

745

Ala

Vval

Leu

Lys

Glu

825

Pro

Gly

Cys

Glu

Asn

905

Gly

Gln

Asp
Asn
730
Tyr
Ser
Ila
Leu
Thr
g10
Glu
Arg
Lys
Asp
His
890

Hig

Pro

Asn Leu

Cys Pro
700

Glu Arg
715

Gln Arg

Leu Cys

Val Ala

Leu Ile

780

Leu Ile
795

Gly Tyr

Gln Cys

Glu Arg

Yal val

860

Thr val

875

Arg Ala

Leu Asn

Leu Met

Thr

685

val

Leu

Leu

Ser

Val

765

Gly

Phe

Leu

Glu

Leu

. 845

Glu

Ala

Leu

Val

Val

Asp

Leu

Ser

Val

750

Glu

Thr

Cys

Ser

Tyr

B30

His

Ala

val

Val
910

Ile

Leau

Gly

Glu

Ile

735

Cys

Gly

Gly

Asn

Ile

815

Leu

Leu

Ser

Lys

Ser

895

Asn

Val

Leu
Ala
Lys
720
Gln
Asn
Ser
Val
Met
800
Ile
Ser
Gly
Ala
Met
880
Glu

Leu

Glu
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915 920 _ 925

Phe Cys Lys Tyr Gly Asn Leu Ser Asn Phe Leu Arg Val Lys Arg aAsp
930 935 940

Thr Phe Asn Pr¢ Tyr Ala Glu Lys Ser Pro Glu Gln Arg Axrg Arg Phe
945 850 955 960

Arg Ala Met Val Glu Gly Ala Lys Ala Asp Arg Arg Arg Pro Gly Ser
365 970 975

Ser Asp Arg Ala Leu Phe Thr Arg Phe Leu Met Gly Lys Gly Ser Ala
980. 985 990

Arg Arg Ala Prc Leu Val Gln Glu Ala Glu Asp Leu Trp Leu Ser Pro
9985 1000 1005

Leun Thr Met Glu Asp Leu Val Cys Tyr Ser Phe Gln Val Ala Arg
1010 1015 1020

Gly Met Glu Phe Leu Ala Ser Arg Lys Cys Ile His Arg Asp Leu
1025 1030 1035

Ala Ala Arg Asn Ile Leu Leu Ser Glu Ser Asp Ile Val Lys Ile
1040 1045 1050

Cys Asp Phe Gly Leu Als Arg Asp Ile Tyr Lys Asp Pro Asp Tyr
1055 1060 1065

Val Arg Lys Gly Ser Ala Arg Leu Pro Leu Lys Trp Met Ala Pro
1070 1075 1080

Glu Ser 1Ile Phe Asp Lys Val Tyr Thr Thr Gln Ser asp val Trp
1085 1090 10985

Ser Phe Gly Val Leu lLeu Trp Glu Ile Phe Ser Leu Gly Ala Ser
1100 : 1105 1110

Pro Tyr Pro Gly val Gln Ile Aasn Glu Glu Phe Cys Gln Arg Leu
1115 1120 1125

Lys Asp Gly Thr Arg Met Arg Ala Pro Glu Leu Ala Thr Pro Ala
1130 1135 1140

Ile Arg His Ile Met Gln Ser Cys Trp Ser Gly Asp Pro Lys Ala
1145 1150 1155

52
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Arg Pro Ala Phe Ser Asp Leu
1180 1165

Gln Gly Gly Gly Trp Gln Glu
1175 1180

His Ser Ser Gln Ser Ser Glu
1190 1195

Thr Thr Ala Ieu His Ile Thr
1205 1210

Pro Ser Met Hig Cys His Ser
1220 1225

Val Ser Phe Pro Gly Arg Leu
1235 1240

Ser Ser Arg Met Lys Thr Phe
1250 1255

Thr Tyr Lys Ala Ser Met Asp
1265 1270

Leu Ala Ser Glu Glu Phe Glu
1280 1285

Glu Gly Ser Phe Ser Cys Lys
1295 1300

Pro Arg Gly His Pro Asp Pro
1310 1315

Gln Gly Ala Gln Gly Gly Lys
1325 1330

Glu Vval Ser Gln Pro Cys Thr
1340 1345

Gly Ser Thr Phe Phe Ala Asp
1355 1360

<210> 21

<211> 1363

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

53

Va}
Glu
Glu
Glu
Leu
Ala
Glu
Asn
Glu
Gly
Gln
Val
Glu

Ser

Glu

Glu

Asp

Ala

Ala

Arg

Glu

Gln

Leu

Pro

Gly

FPhe

Gly

Ser

Ile

Glu

Gly

Asgp

Ala

Gly

Leu

Thr

Glu

Gly

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Leu

Glu

Phe

Ala

Arg

Thr

Pro

Asp

Ser

Gln

Arg

Asn

Cys

Gly
1170

Arg
1185

Met
1200

Asp
1215

Tyr
1230

Lys
1245

Met
1260

Ser
1275

Arg
1290

His
1305

Arg
1320

Asn
1335

Cys
1350

Asp

Met

Gln

Asp

Tyr

Thr

Thr

Gly

His

Met

Arg

Glu

Pro

Len

Ala

Ala

Ser

Asn

Pro

Pro

Met

Arg

Asp

Pro

Tyr

Ser

Leu

Leu

Ser

Pro

Cys

Gly

Thr

Val

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala



Asn

Ile

Gln

€5

val

Leu

Tyr

Tyr

Thr

145

Ser

His

Val

Thr

Thr

225

Glu

Gln

Leu

Ile

Sar

50

Glu

His

Leu

Lys

val

130

Ile

Pro

Pro

Trp
210

Gly

Leu

Pro

Gln

Thr

35

Cys

Val

Asp

Ala

Tyr

118

Phe

Leu

Pro

Asp

Thr

195

Gly

Asn

Leu

Gly

Gly

20

Glu

Lau

Cys

Gln

100

Ile

Vval

val

Gly

Gly

180

Gln

Asp

Glu

val

Leu

Asp

Gly

Thr

Glu

Thr

Lys

Arg

Asn

Leu

165

Gln

Leu

Gln

Gly
245
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Ala

Ala

Ser

Gln

Thr

70

Gly

His

Ala

Asp

Arg

150

Asn

Glu

Leu

Asn

Tyr

230

Glu

Leu

Asn

Tyr

His

85

Gly

Thr

Ala

Arg

Phe

135

Lys

Ile

Val

Arg

Phe

215

Asp

Lys

Asn

Gly

val

40

Pro

Gly

Glu

Asn

Ile

120

Lys

Asp

Thr

Leu

Asp

200

Leu

Ile

Leu

54

Leu

Tyr
25

Ile

Lys

Ala

Asgn

105

Glu

Hisg

Ser

Leu

Trp

i85

Ala

Ser

Gln

val

Arg

10

Ser

Asp

Glu

Asp

Arg

Thr

Gly

Pro

Met

Arg

170

Asp

Leu

Asn

Leu
280

Leu

Met

Thr

Trp

Ser

75

Pro

Gly

Thr

Phe

Trp
155

Ser

Asp

Tyr

Tyr
235

Asn

Trp

Thr

Gly

Thr

60

Glu

Tyr

Ser

Thr

Ile

140

val

Gln

Arg

Len

Phe

220

Pro

Cys

Pro

Asp

45

Trp

Asp

Cys

Tyr

Ala

125

Asn

Pro

Sar

Arg

Gln

205

Vval

Lys

Thr

Cys

Pro

30

Ser

Pro

Thr

Lys

His

110

Ala

Lys

Cys

Sar

Gly

190

Cys

val

Lys

val

Leu

15

Thr

Leu

Gly

Arg

Vval

Cys

Sar

Pro

Leu

Val

178

Met

Glu

Ser

Trp
255

Gly

Leu

Ser

Ala

Val

80

Leu

Tyr

Thr

Asp

val

160

Leu

Arg

Thr

Ile

Met

240

Ala



Glu

Thr

Leu

305

Glu

Trp

Lys

Tyr

val

385

val

Ser

Gly

Pro

465

Ala

Phe

Glu

Glu

290

Gly

Ser

Leu

Leu

Lys

370

Leu

Trp

val

Ile

Val

450

Cys

Gly

val

Asp

Arg

275

Leu

Pro

Thr

Lys

Pro

355

Asp

Lys

Asn

Asn

Tyr

435

Pro

Lys

Met

Asn

Ser

260

Ala

Ser

Tyr

Glu

Gly

340

val

Arg

Glu

Ser

val

420

Ser

Gln

Thr

Pro

Pro
500

Gly
Lys
Sar
Val
val
325
Pro
Lys
Lys
Val
Ala
405
Pro
Arg
Pro
Phe
Gln

485

Ile
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Val

Trp

Ile

Cys

310

Ile

val

Len

Ala

Thx

390

Ala

Pro

His

Leu

Ala

470

Cys

Glu

Thr

val

Leu

295

Glu

val

Leu

Ala

val

375

Glu

Gly

His

Sar

Sar

455

Gln

Arg

Ser

Phe

Pro

280

Thr

Ala

His

Glu

aAla

360

Thr

Ala

Leu

Ile

Arg

440

val

Arg

Asp

Leu

55

Asp

265

Glu

Ile

Asn

Glu

Ala
345

Tyr

Gly

Ser

Arg

His

425

Gln

Gln

Ser

Trp

Asp
505

Irp
Arg
His
Asn
Lysl
330
Thx
Pro
Arg
Ala
Gln
410
Giu
Thr
Trp
Leu
Lys

490

Ser

Asp

Arg

Asn

Gly

315

Pro

Ala

Pro

His

Gly

395

Asn

Lys

Leu

His

Arg

475

Glu

Trp

Tyr

Ser

Val

300

Ile

Phe

Gly

Pro

Azn

380

Val

Ile

Glu

Thr

Trp

460

Arg

Val

Thr

Pro

Gln

285

Ser

Gln

Ile

Asp

Glu

365

Pro

Tyr

Ser

Ala

Cye

445

Arg

Arg

Thr

Glu

Gly

270

Gln

Gln

Arg

Ser

Glu

350

Phe

His

Thr

Leu

Ser

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Fhe
510

Lys

Thr

Asn

Phe

Val

335

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu

415

Ser

Ala

Tcp

Gln

Gln

495

Val

Gln
His
Asp
Arg
320
Glu
val
Trp
Leu
Ala
400
Leu
Pro
Tyr
Thr
Arg
480

Asp

Glu
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Gly Lys Asn Lys Thr Val Ser Lys Leu Val Ile Gln Asp Ala Asn Val
515 520 525

Ser Ala Met Tyr Lys Cys Val Val Val Asn Lys Val Gly Gln Asp Glu
53¢ 535 540

Arg Leu Ile Tyr Phe Tyr Val Thr Thr Ile Pro Asp Gly Phe Ser Ile
545 550 555 560

Glu Ser Glu Pro Ser Glu Asp Pro Leu Glu Gly Gln Ser vVal Arg Leu
565 570 575

Ser Cys Arg Ala Asp Asn Tyr Thr Tyr Glu His Leu Arg Trp Tyr Arg
580 585 590

Leu Asn Leu Ser Thr Leu Hig Asp Ala Gln Gly Asn Pro Leu leu Leu
595 600 605

Asp Cys Lys Asn Val His Leu Phe Ala Thr Pro Leu Glu Ala Asn Leu
€10 ~ 615 620

Glu Glu Ala Glu Pro Gly Ala Arg His Ala Thr Leu Ser Leu Asn Ile
625 630 635 640

Pro Arg Val Ala Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Val Cys Glu Val Gln
645 650 655

Asp Arg Arg Ser Gln Asp lys His Cys His Lys Lys Tyr Leu Ser Val
660 665 670

Gln Ala Leu Glu Ala Pro Arg Leu Thr Gln Asn Leu Thr Asp Leu Leu
675 €80 685

Val Asn Val Ser Asp Ser Lau Glu Mat Arg Cys Pro Val Ala Gly Ala
690 695 700

His val Pro Ser Ile Val Trp Tyr Lys Asp Glu Arg Leu Leu Glu Lys
708 710 715 720

Glu Ser Gly Ile Asp Leu Ala Asp Ser Asn Gln Arg Leu Ser Ile Gln
: 725 730 735

Arg Val Arg Glu Glu Asp Ala Gly Arg Tyr Leu Cys Ser Val Cys Asn
740 745 150

Ala Lys Gly Cys Val Asn Ser Ser Ala Ser Val Ala Val Glu Gly Ser
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Glu

Ile

785

Lys

Tyr

Phe
865

Leu

Phe

Thr
945

Ser

Asp
770

Ala

Asp
Asp
Val
850
Gly
Lys
Lys
Gly
Cys
930
Phe
Ala

Asp

Arg

155

Lys

Val

Pro

Pro

Ala

838

Leu

Ile

Glu

Ile

Ala

915

Lys

Asn

Met

Arg

Ala
995

Gly

Phe

Ala

Gly

820

Ser

Gly

Asn

Gly

Leu

900

Cys

Tyr

Pro

val

Ala

980

Pro

Ser

Phe

His

805

Glu

Gln

His

Lys

ala

885

Ile

Thr

Gly

Tyr

Glu
965

Leu
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Met

Trp
7580
Ala
val
Trp
Gly
Gly
870
Thr
His
Lye
Asn
Ala
850
Gly

Phe

Val

Glu

75

val

Asp

Pro

Glu

Ala

855

Ser

Ala

Ile

Pro

Leu

935

Glu

Ala

Thr

Gln

760

Ile

Ile

Leu

Phe

840

Phe

Ser

Ser

Gly

Asn

920

Ser

Lys

Lys

Glu Ala Glu Asp Leu Trp Leu Ser Pro

val

Leu

Lys

Glu

825

Pro

Gly

Cys

Glu

Asn

905

Gly

Asn

Ser

Ala

Phe
985

1000

57

Ile

Leu

Thr

810

Glu

Arg

Lys

Asp

His

830

Hias

Pro

Phe

Pro

Asp

970

Leu

Leu

795

Gly

Gln

Glu

Val

Thr

875

Arg

Ieu

Glu
95s%

Arg

Met

Ile

780

Ile

Tyr

Cys

Arg

Val

860

Val

Ala

Asgn

Met

Arg

940

Gln

Arg

Gly

765

Gly

Phe

Leu

Glu

Leu

B4S

Glu

Ala

Leu

Val

Val

925

Val

Arg

Arg

Lys

Thr

Cys

Ser

Tyr

830

His

Ala

Val

Val
910

Ile

Lys

Pro

Gly
290

1008

Gly

Asn

Ile

815

Leu

Leu

Ser

Lys

Ser

8395

Aan

Val

Arg

Arg

Gly

975

Ser

Val

Met

800

Ile

Ser

Gly

Met

880

Glu

Leu

Glu

Asp

Phe

960

Ser

Ala



Leu

Gly

Ala

Cys

val

Glu

Ser

Pro

Lys

Ile

Gln

His

Thr

Pro

Val

Thx
1010

Met
1025

Ala
1040

Asp
1055

Arg
10790

Ser
1085

Phe
1100

Tyr
1115

Asp
1130

Arg
1145

Pro
1160

Gly
1175

Ser
1190

Thr
1205

Ser
1220

Ser
1235

Met

Glu

Arg

Phe

Lys=

Ile

Gly

Pro

Gly

His

Gly

Ser

Ala

Met

Phe

Glu

Phe

Asn

Gly

Gly

Phe

Vval

Gly

Thr

Ile

Phe

Gly

Gln

lLeu

His

Pro
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Asp

Len

Ile

Leu

Ser

Asp

Leu

val

arg

Met

Ser

Trp

Ser

His

Cys

Gly

Leu

Ala

Leu

Ala

Ala

Lys

Leu

Gln

Met

Gln

Asp

Gln

Ser

Ile

His

Arg

Val
1015

Ser
1030

Leu
1045

Arg
1060

Arg
1075

Val
1090

Trp
1105

Ile
1120

Arg
1135

Ser
1150

Leu
1165

Glu
1180

Glu
1195

Thr
1210

Ser
1225

Leu
1240

58

Cys

hArg

Ser

Asp

Leu

Tyr

Glu

Asn

Ala

Cys

Vval

Glu

Glu

Glu

Leu

Ala

Tyr

Lys

Glu

Ile

Pro

Thr

Ile

Glu

Pro

Trp

Glu

Glu

Asp

Ala

Arg

Ser

Cys

Ser

Tyr

Leu

Thr

Phe

Glu

Glu

Ser

Ile

Glu

Gly

Asp

Ala

Gly

Phe

Ile

Asp

Lys

Lys

Gln

Ser

Phe

Leu

Gly

Leu

Glu

Phe

Ala

Arg

Thr

Gln
1020

Hig
1035

Ile
1050

Asp
1065

Trp
1080

Ser
10985

Leu
1110

Cys
1125

Ala
1140

Asp
1155

Gly
1170

Arg
1185

Met
1200

Asp
1215

Tyr
1230

Lys
1245

Val

Arg

val

Pro

Met

Asp

Gly

Gln

Thr

Pro

Asp

Met

Gln

asp

Tyr

Thx

Ala

Asp

Lys

Asp

Ala

Val

Ala

Pro

Lys

Leu

Ala

Ala

Sar

Asn

Pro

Arg

Ile

Tyr

Pro

Trp

Ser

Leu

Ala

Ala

Len

Leu

Ser

Pro

Cys

Gly



Ser

Thr

Glu

Pro

Gln

Glu

Gly

<210> 22

<211> 113
<212> PRT

Ser
1250

Tyr
1265

Ala
1280

Gly
1295

Arg
1310

Gly
1325

Val
1340

Ser
1355

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly

Ala

Ser

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 22

Met

Ala

Glu

Phe

His

Gln

Gln

Phe

Lys

Ser

Glu

Ser

Pro

Gly

Pro

Phe
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Thr

Met

Phe

Cys

Asp

Gly

Cys

Ala

Phe
1255

Asp
1270

Glu
1285

Lys
1300

Pro
1315

Lys
1330

Thr
1345

Asp
1360

59

Glu

Asn

Glu

Gly

Gln

Vval

Glu

Ser

Glu

Gln

Leu

Pro

Gly

Phe

Gly

Ser

Leu

Thr

Glu

Gly

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Pro

Asp

Ser

Gln

Arg

Asn

Cys

Met
1260

Ser
1275

Arg
1290

His
1305

Arg
1320

Asn
1335

Cys
1350

Thr

Gly

His

Met

Arg

Glu

Pro

Pro-

Met

Arg

Asp

Pro

Tyx

Ser

Thr

val

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala
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Thr Glu Glu Thr Ile Lys Phe Ala Ala Ala His TQr Asn Thr Glu Ile

heu Lys Ser Ile Asp Asn Glu Trp Arg Lys Thr Gln Cys Met Pro Arg
20 25 30

Glu Val Cys Ile Asp Val Gly Lys Glu Phe Gly Val Ala Thr Asn Thr
35 40 45

Phe Phe Lys Pro Pro Cys Val Ser Val Tyr Arg Cys Gly Gly Cys Cys
50 55 60

Asn Ser Glu Gly Leu Gln Cys Met Asn Thr Ser Thr Ser Tyr Leu Ser
65 70 715 80

Lys Thr Leu Phe Glu Ile Thr Val Pro Leu Ser Gln Gly Pro Lys Pro
85 20 95

Val Thr Ile Ser Phe Ala Asn His Thr Ser Cys Arg Cys Met Ser Lys
100 105 110

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente al VEGFR-3 humano que
comprende una LCDR1 de SEQ ID NO 1, una LCDR2 de SEQ ID NO 2, una LCDR3 de SEQ ID NO 3, una HCDR1
de SEQ ID NO 6, una HCDR2 de SEQ ID NO 7 y una HCDR3 de SEQ ID NO 8.

2. El anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo, de la reivindicacién 1, que comprende una regién variable
de cadena ligera de SEQ ID NO: 5 y una regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 10.

3. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacién 1 o 2, en el que el anticuerpo
comprende una cadena ligera de SEQ ID NO: 15 y una cadena pesada de SEQ ID NO: 16.

4. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo comprende
dos cadenas ligeras de SEQ ID NO: 15 y dos cadenas pesadas de SEQ ID NO: 16.

5. Un anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que:

a) la union de dicho anticuerpo con el VEGFR-3 humano se reduce en al menos 90 % mutando individualmente
Pro-219 del VEGFR-3 humano por Leu; y

b) la unién de dicho anticuerpo con el VEGFR-3 humano se reduce en al menos 50 % mediante la mutacion
individualmente Val-175 del VEGFR-3 humano por Ala.

6. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la unién
de dicho anticuerpo con el VEGFR-3 humano se reduce en al menos 50 % mediante la mutacion individualmente
Leu-221 del VEGFR-3 humano por Val.

7. El anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que también se
une a un VEGFR-3 mutante de ratéon de SEQ ID NO: 20 y a un VEGFR-3 mutante de ratén de SEQ ID NO: 21, en el
que la unién con el VEGFR-3 mutante de raton de SEQ ID NO: 20 aumenta en mas de 50 veces cuando se compara
con la union con el VEGFR-3 de tipo silvestre de raton (SEQ ID NO: 19) y la unién con el VEGFR-3 mutante de raton
de SEQ ID NO: 21 aumenta en mas de 10 veces cuando se compara con la union con el VEGFR-3 de tipo silvestre
de ratén.

8. El anticuerpo, o parte de unién a antl’%eno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que el
anticuerpo tiene un valor Ky de 1 x 10° M a 5,6 x 10" M para el VEGFR-3 humano, medido por resonancia de
plasmén superficial en un biosensor BIACORE® 2000 a 20 °C.

9. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
anticuerpo inhibe la unién del VEGF-Cnyc humano (SEQ ID NO: 22) con el VEGFR-3 humano con una Clsp de 2 nM
a 1,3 nM.

10. El anticuerpo, o parte de union a antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que
el anticuerpo inhibe la respuesta mitogénica estimulada por el VEGF-Cynac con una Clso de 10 nM a 5 nM.

11. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o la parte de unién a antigeno del mismo, de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 junto con un vehiculo, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

12. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicha composiciéon contiene
opcionalmente al menos un principio terapéutico distinto.

13. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su
uso como un medicamento.

14. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su
uso en el tratamiento de cancer de ovario, eritroleucemia humana, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama,
carcinoma de células renales, cancer pancreatico, cancer de pulmoén, cancer de colon y metastasis de ganglios
linfaticos.

15. El anticuerpo, o parte de unién a antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en
combinacién con un agente anticanceroso adicional seleccionado de cisplatino, 5-fluorouracilo, leucovorina,
oxaliplatino y docetaxel para su uso simultaneo, individual o secuencial en terapia.
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