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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-ADAMTS-5, derivados y usos del mismo
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a anticuerpos anti-ADAMTS-5 (tiles en el tratamiento de una afeccién asociada con la
degradacion de cartilago.

En particular, tal degradacion se observa en osteoartritis y en otras formas de artritis.
Antecedentes de la técnica

La osteoartritis (OA) es un grupo de diferentes enfermedades coincidentes en parte, que pueden tener diferentes
etiologias, pero resultados biolégicos, morfoldgicos y clinicos similares. El proceso de la enfermedad no solamente
afecta al cartilago articular, sino que involucra a la articulacién entera, incluyendo el hueso subcondral, ligamentos,
capsula, membrana sinovial, y musculos periarticulares. Por tltimo, el cartilago articular se degenera con fibrilacion,
fisuras, ulceracion y pérdida completa de espesor de la superficie de la articulacion. Esta afeccion se caracteriza por
areas focales de pérdida de cartilago articular dentro de las articulaciones sinoviales, asociada con la hipertrofia de
hueso (osteofitos y esclerosis del hueso subcondral) y espesamiento de la capsula. Se puede interpretar como la
reaccion de las articulaciones sinoviales a lesion. Este fendmeno se puede dar en una articulacion, pero es mas
comun en articulaciones seleccionadas de la mano, espina dorsal, rodilla, pie y cadera. Este cambio patolégico,
cuando es grave, da como resultado cambios radiolégicos (pérdida de espacio de articulacion y osteofitos), lo cual
se ha usado en los estudios epidemioldgicos para estimar la prevalencia de OA en diferentes sitios de articulacion.
Los mecanismos moleculares y celulares en base al inicio de OA son, por ahora, desconocidos; se tiene la hipotesis
de que la carga anormal, asi como el trauma pueden tener un papel, pero parece seguro que también estan
involucrados los factores genéticos y hereditarios. La inflamacion, cuando esta presente, es solamente secundaria a
un evento principal.

OA es la forma mas comun de artritis. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, por todo el mundo, el
9,6 % de los hombres y el 18 % de las mujeres de edad por encima de los 60 afos tienen OA sintomatica,
clasificando la OA como la cuarta causa de invalidez en mujeres y la octava causa en hombres. Se considera que el
riesgo de invalidez es el mismo para OA de rodilla que para enfermedad cardiaca.

La artritis reumatoide (AR), otra forma comun de artritis, es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por
sinovitis articular que conduce a degradacion de cartilago, erosion de hueso y dolor, conduciendo a invalidez grave y
mortalidad prematura.

Aunque OA y AR pueden ser desencadenadas por diferentes causas y progresan segun diferentes rutas, comparten
el proceso subyacente que consiste en un desequilibrio en la sintesis de la matriz del cartilago y rotura, conduciendo
a la destruccion del cartilago articular que poco a poco dan como resultado movimiento de articulacion restringida,
inestabilidad de articulacion, dolor e invalidez créonica. Ademas, a pesar del impresionante nimero de pacientes
afectados por OA y AR, se conoce relativamente poco con respecto a su etiologia, patogénesis y progresion. Incluso
mas impresionantemente, muy pocos farmacos antirreumaticos como agentes modificadores de la enfermedad
(FAME) existen para su tratamiento, y estan principalmente limitados a AR.

Para OA, en ausencia de una cura, el tratamiento solamente puede ser paliativo, estando limitado al uso de
inhibidores selectivos COX-2, tales como celecoxib y farmacos antiinflamatorios no esteroides (AINEs) tradicionales,
tales como naproxeno y diclofenaco, o incluso farmacos mas antiguos para el control del dolor, tales como
acetaminofén. Una clase adicional de farmacos, que incluyen compuestos tales como condroitina y sulfato de
glucosamina, también existe como una opcion de tratamiento para OA, pero muchos médicos permanecen sin estar
convencidos de su eficacia.

Con respecto a AR, a lo largo de la ultima década, el uso éptimo de FAMEs, en particular metotrexato y la capacidad
de nuevos agentes bioldgicos, generalmente soportados por AINEs y/o corticoesteroides para proporcionar alivio del
dolor, asi como para controlar la inflamacién en algun grado, han aumentado dramaticamente el éxito de su
administracion. Sin embargo, los FAMEs tradicionales tienen un lento inicio de la accion y toxicidad que requiere
frecuente control. Ademas, el uso de AINEs ha sido eclipsado por los efectos secundarios gastrointestinales, cuando
se tienen en cuenta los farmacos AINEs clasicos, y por los efectos secundarios cardiovasculares y renales cuando
se tienen en cuenta los inhibidores COX-2 selectivos.

Por lo tanto, la investigacion de nuevos agentes terapéuticos que previenen la degradacion de cartilago es de gran
interés, puesto que OA y AR afectan a millones de personas en todo el mundo con una incidencia esperada que
sube con el incremento de la edad promedio de la poblacion.

La degradacion de cartilago que se da en OA y AR es el resultado de la escisién enzimatica de sus componentes
estructurales. El cartilago principalmente esta constituido por condrocitos y una matriz extracelular (MEC) que
consiste en proteoglicanos (principalmente agrecano), colagenos y agua. Dentro de la matriz, la interacciéon entre
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agrecano, acido hialurénico (AH) y colageno Tipo Il proporciona el cartilago con compresibilidad y elasticidad unica,
propiedades biomecanicas para las funciones de soporte de peso y movimiento de la articulacion. El agrecano
consiste en tres regiones globulares: G1 y G2 cerca del terminal N de la proteina y G3 en el terminal C. Las regiones
G1 y G2 estan separadas por un dominio interglobular (IGD) corto mientras que las regiones G2 y G3 estan
separadas por una region de unién a glicosaminoglicano (GAG) larga. El dominio G1 constituye, a través de una
proteina auxiliar, la regién de union de agrecano a AH. La region de union a GAG del agrecano proporciona la alta
densidad de carga anionica necesaria para unir agua y conferir al cartilago sus propiedades osméticas Unicas
necesarias para garantizar su funcionalidad. Por lo tanto, entender los mecanismos bioquimicos que conducen a la
escision del agrecano ayudara en el desarrollo de las terapias adecuadas para bloquear o controlar la enfermedad
de la OA. La pérdida de integridad de cartilago en artritis esta asociada con la integridad afectada del agrecano
debido a la escisién proteolitica de la proteina. Las agrecanasas (principalmente la agrecanasa-2, también
denominada ADAMTS-5 y la agrecanasa-1, también denominada ADAMTS-4), recientemente se identificaron por
estar entre las enzimas clave para la degradacion de cartilago. En particular, las publicaciones Glasson y col., 2005.
Nature. 434:644-648) y Stanton y col., 2005. Nature. 434:648-652), demostraron que ADAMTS-5 juega un papel
fundamental en los cambios patoldgicos de articulacion asociados con dos modelos de OA y de AR en raton. Tanto
ADAMTS-4 como -5 son glutamil endopeptidasas y escinden agrecano en cinco sitios especificos: enlaces Glu373-
Ala374 (dominio interglobular 1GD), Glu1545-Gly1546, Glu1714-Gly1715, Glu1819-Ala1820 y Glu1919-Leu1920
(secuencia humana), dando como resultado la destruccion de cartilago.

ADAMTS-4 (Fig. 1, SEQ ID NO: 1) y ADAMTS-5 (Fig. 1, SEQ ID NO: 2) humanas son metaloproteinasas
multidominio secretadas desde la célula dentro del espacio extracelular. Ambas encimas tienen una disposiciéon de
dominio similar que consiste en una secuencia sefal (SS), un prodominio (Pro), un dominio de metaloproteinasa
catalitica (Cat), un dominio de desintegrina (Dis), un dominio de trombospondina tipo | (TS), un dominio rico en
cisteina (CysR), y un dominio espaciador (Sp). Ademas, ADAMTS-5 contiene un dominio TS extra después del
dominio espaciador. Todas las regiones de dominio anteriormente mencionadas fuera del domino catalitico, juegan
papeles significativos en el reconocimiento y procesamiento de los sustratos de proteina naturales, se califican
“exositio”.

Se demuestra, por ejemplo, que los dominios Sp y CysR de las agrecanasas contienen motivos (motif) de union a
GAG que modulan la afinidad de las proteinasas con sus sustratos (Kashiwagi y col., 2004, J. Biol Chem.
279:10.109-10.119), (Gendron y col., 2007, J. Biol. Chem. 282:18.294-18.306); (Flannery, Curr. 11:614-619); (Zeng y
col., 2006, Biochim Biophys Acta. 1.760:517-524).

Por tanto, ha ido creciendo el interés en el desarrollo de inhibidores de ADAMTS-4 y -5 para el tratamiento de OA y/o
AR. Se han desarrollado numerosos inhibidores de metaloproteinasa, y varios se ensayaron clinicamente en
pacientes con cancer (Zucker y col., 2000. Oncongene. 19:6.642-6.650) y artritis reumatoide (Milner y Cawston,
2005. Curr Drug Targets Inflamm Allergy. 4:363-375), pero fallaron en mostrar eficacia y mostraron efectos
secundarios tales como dolor musculoesquelético y trombocitopenia leve (Zucker y col., 2000. Oncogene. 19:6.642-
6.650). Estos fallos se cree que se deben a la falta de selectividad de los inhibidores e inhibicion de
metaloproteinasas fuera de diana (off-target) bioldégicamente importantes y otros efectos. Por tanto, la selectividad es
un prerrequisito para los inhibidores terapéuticos no téxicos. Un modo de incrementar la selectividad frente a
metaloproteinasas especificas es generar unién alostérica o a exositio. Los inhibidores que se unen a un exositio de
enzima podrian bloquear la interaccion con sustratos naturales de la MEC y podrian ser una alternativa atractiva
para activar los inhibidores dirigidos a sitio activos porque pueden ser altamente especificos y bloquear eficazmente
la hidrdlisis solamente del sustrato diana, minimizando asi in vivo los efectos secundarios (Troeberg y col., 2008.
Faseb J. 22:3.515-3.524).

La solicitud WO 2011/002968 describe un anticuerpo capaz de unirse tanto al dominio catalitico como al dominio de
desintegrina de ADAMTS-5 humana. Los documentos WO 01/11074 y WO 00/53774 describen una proteina
ADAMTS-5 y generalmente se refieren a anticuerpo frente a dicha proteina.

Descripcion de la invenciéon

En la presente invencion, los autores aislaron anticuerpos que reconocen y se unen a un epitopo comprendido en el
dominio espaciador de ADAMTS-5 (denominado anticuerpos anti-Sp_ ADAMTS-5). Los anticuerpos son utiles para
las aplicaciones terapéuticas en humanos. Generalmente, los anticuerpos son completamente humanos o
quiméricos o humanizados para minimizar el riesgo de respuestas inmunes frente a los anticuerpos cuando se
administran a un paciente. Tal como se describe en la presente memoria, otras moléculas de unién a antigeno tales
como, por ejemplo, fragmentos de anticuerpo de union a antigeno, derivados de anticuerpo, y moléculas
multiespecificas, pueden ser disefiadas o derivadas de tales anticuerpos. Los anticuerpos de la presente invencion
manifiestan accion inhibidora frente a la degeneracién de matriz de cartilago, controlan la produccion de enzima
degradadora de matriz de cartilago y mejoran la sintesis de matriz de cartilago, tratan y/o previenen asi la
degradacion de cartilago. Por lo tanto, el anticuerpo se puede usar en el tratamiento y/o prevencién de una afeccion
asociada con la degradacion de cartilago. Tal afeccion incluye osteoartritis (OA), artritis reumatoide (AR), gota,
artritis psoriatica, lupus eritematosus sistémico, artritis séptica, polimialgia reumatica, espondilitis enquilosante,
pseudogota, polimiositis, fibromialgia o enfermedad de lyme.
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En particular, los anticuerpos de la presente invencion, se pueden usar para tratar y/o prevenir la enfermedad
clasificada dentro de la fase temprana a la fase avanzada de OA y AR. Cada fase desde la fase inicial a la fase
avanzada de OA esta clasificada de acuerdo con la clasificacion de OARSI y Mankin.

En ambas patologias, las enfermedades clasificadas dentro de cualquiera de los grados o puntuaciones
anteriormente mencionados estan acompafiados de la degeneracion de cartilago como afeccion de la enfermedad.
Los anticuerpos de la presente invencién se pueden usar eficazmente para tratar o prevenir las enfermedades
clasificadas dentro de la fase inicial a la fase avanzada de OA y AR.

Fragmentos de union a anticuerpo de tales anticuerpos, asi como moléculas que comprenden tales fragmentos de
union a antigeno, incluyendo fragmentos de anticuerpo producidos por ingenieria, derivados de anticuerpo,
anticuerpos biespecificos y otras moléculas multiespecificas, también estan descritos.

Composiciones y kits farmacéuticos u otros articulos que comprenden los anticuerpos de la invencion son también
parte de la invencion.

Por lo tanto, es un objetivo de la invenciéon un anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de
union a antigeno sintéticos del mismo capaces de reconocer y unirse a un epitopo comprendido en la regién de aa
732 a aa 874 de SEQ ID NO. 2 de ADAMTS-5. Preferiblemente el epitopo estda comprendido en aa 732 a aa 745 de
SEQ ID NO. 2, preferiblemente en aa 746 a aa 763 de SEQ ID NO. 2, preferiblemente en aa 764 a aa 779 de SEQ
ID NO. 2, preferiblemente en aa 780 a aa 795 de SEQ ID NO. 2, preferiblemente en aa 796 a aa 811 de SEQ ID NO.
2, preferiblemente en aa 812 a aa 827 de SEQ ID NO. 2, preferiblemente en aa 828 a aa 843 de SEQ ID NO. 2,
preferiblemente en aa 844 a aa 859 de SEQ ID NO. 2, preferiblemente en aa 860 a aa 874 de SEQ ID NO. 2. Aun
preferiblemente, el epitopo esta comprendido en la regiéon aa 757 a aa 771 de SEQ ID NO. 2.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han
descrito anteriormente comprenden al menos una secuencia de aminoacidos de la regidon determinante de
complementariedad de la cadena pesada (CDRH3) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83, 86, 89 y 92.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han
descrito anteriormente comprenden una secuencia de aminoacidos de la region determinante de complementariedad
de la cadena pesada (CDRH2) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88 y 91.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion
comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de complementariedad de la cadena
pesada (CDRH1) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en: SEQ ID NO: 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87 y 90.

En una realizacion preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
como se han descrito anteriormente comprenden ademas al menos una secuencia de aminoacidos de la region
determinante de complementariedad de la cadena ligera (CDRL3) que tiene al menos 80 % de identidad con una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50,
53, 56 y 59.

En una realizacion preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de
la invencion comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la region determinante de complementariedad
de la cadena ligera (CDRL2) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55 y 58.

En una realizacion preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
como se han descrito anteriormente comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la regiéon determinante
de complementariedad de la cadena ligera (CDRL1) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48, 51, 54 y 57.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion
comprenden una secuencia de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad de la cadena
pesada (CDRH1) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en: SEQ ID NO: 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87 y 90 y una secuencia de aminoacidos de
las regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada (CDRHZ2) que tiene al menos 80 % de
identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 61, 64, 67,
70, 73, 76, 79, 82, 85, 88 y 91 y una secuencia de aminoacidos de las regiones determinantes de
complementariedad de la cadena pesada (CDRH3) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83, 86, 89 y 92.

En una realizacion preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
como se han descrito anteriormente comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de las regiones
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determinantes de complementariedad de la cadena ligera (CDRL1) que tiene al menos 80 % de identidad con una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48,
51, 54 y 57 y una secuencia de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad de la cadena
ligera (CDRL2) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en: SEQ ID NO: 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55 y 58 y una secuencia de aminoacidos de
las regiones determinantes de complementariedad de la cadena ligera (CDRL3) que tiene al menos 80 % de
identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 29, 32, 35,
38, 41, 44, 47, 50, 53, 56 y 59.

En una realizacion aun preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
como se han descrito anteriormente comprenden una secuencia de aminoacidos de CDRH1 que tiene al menos 80%
de identidad con SEQ ID NO. 60, una secuencia de aminoacidos de CDRH2 que tiene al menos 80 % de identidad
con SEQ ID NO. 61 y una secuencia de aminoacidos de CDRH3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID
NO. 62.

En una realizacion aun preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
de la invencion comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de CDRL1 que tiene al menos 80% de
identidad con SEQ ID NO. 27, una secuencia de aminoacidos de CDRL2 que tiene al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO. 28 y una secuencia de aminoacidos de CDRL3 que tienen al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO.
29.

En una realizacion aun preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
como se han descrito anteriormente comprenden una secuencia de aminoacidos de CDRH1 que tiene al menos 80%
de identidad con SEQ ID NO. 81, una secuencia de aminoacidos de CDRH2 que tiene al menos 80 % de identidad
con SEQ ID NO. 82 y una secuencia de aminoacidos de CDRH3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID
NO. 83. En una realizacion aun preferida, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de union a antigeno sintéticos
del mismo de la invencién comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de CDRL1 que tiene al menos 80%
de identidad con SEQ ID NO. 48, una secuencia de aminoacidos de CDRL2 que tiene al menos 80 % de identidad
con SEQ ID NO. 49 y una secuencia de aminoacidos de CDRL3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID
NO. 50.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion
comprenden una secuencia de aminoacidos de CDRH1 que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO. 87,
una secuencia de aminoacidos de CDRH2 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO. 88 y una
secuencia de aminoacidos de CDRH3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO. 89. Aun
preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo comprenden
ademas una secuencia de aminoacidos de CDRL1 que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO. 54, una
secuencia de aminoacidos de CDRL2 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO. 55 y una secuencia de
aminoacidos de CDRL3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO. 56.

Preferiblemente, el anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de union a antigeno sintéticos
del mismo se seleccionan entre el grupo que consiste en un anticuerpo que comprende:

a) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 69, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 70, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 71, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 36, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 37, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 38;

b) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 72, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 73, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 74, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 39, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 40, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 41;

c) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 75, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 76, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 77, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 42, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 43, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 44;

d) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 78, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 79, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 80, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 45, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 46, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 47;

e) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 81, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 82, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 83, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 48, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 49, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 50;

f)  una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 84, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 85, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 86, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 51, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 52, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 53;

g) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 87, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 88, una CDRH3 que
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consiste en SEQ ID NO. 89, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 54, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 55, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 56;

h) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 90, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 91, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 92, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 57, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 58, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 59.

El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo segun
la reivindicacién 1 también se seleccionan entre el grupo que consiste en un anticuerpo que comprende:

a) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 60, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 61, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 62, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 27, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 28, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 29;

b) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 63, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 64, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 65, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 30, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 31, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 32;

c) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 66, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 67, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 68, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 33, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 34, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 35.

En la presente invencién “al menos 80 % de identidad” significa que la identidad puede ser al menos del 80 % o al
menos del 85 % 0 90 % 0 95 % o 100 % de identidad de secuencia con las secuencias referidas.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han
descrito anteriormente son un anticuerpo quimérico o uno humanizado, o uno desinmunizado o uno completamente
humano.

Es un objetivo adicional de la invencion, el anticuerpo, recombinante o sus fragmentos de unién a antigeno como se
han descrito anteriormente para su uso médico. Preferiblemente, para su uso en el tratamiento y/o prevencion de
una afeccion asociada con la degradacion de cartilago, tal como osteoartritis y/o artritis reumatoide.

Es un objetivo adicional de la invencion una molécula de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo, recombinante o
fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han definido anteriormente. Preferiblemente, la
molécula de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos
del mismo de la invencién comprende al menos una secuencia de acidos nucleicos seleccionada entre el grupo que
consiste en SEQ ID NO. 99 a SEQ ID NO. 120. Preferiblemente, el acido nucleico comprende al menos una de las
siguientes secuencias: SEQ ID NO: 99, 100, 113, 114, 117 y 118.

Es un objetivo adicional de la invencién un vector de expresion que codifica el anticuerpo, recombinante o
fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion.

Es un objetivo adicional de la invencion una célula hospedante que comprende el acido nucleico como se ha descrito
anteriormente. Preferiblemente, la célula hospedante produce el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a
antigeno sintéticos del mismo.

Es un objetivo adicional de la invencion un método de produccion del anticuerpo, recombinante o fragmentos de
union a antigeno sintéticos del mismo de la invencion que comprende cultivar la célula que produce el anticuerpo
como anteriormente se describe y recuperar el anticuerpo del cultivo celular.

Es otro objetivo de la invencién una composicion farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo,
recombinante o fragmentos de unidon a antigeno sintéticos del mismo como se han descrito anteriormente y
excipientes farmacéuticamente aceptables. La composicion comprende una cantidad eficaz de anticuerpo,
recombinante o fragmentos de union a antigeno sintéticos del mismo. Las composiciones farmacéuticas son
convencionales en este campo y pueden estar producidas por expertos en la técnica solo en base al conocimiento
general comun. Composiciones farmacéuticas que comprenden el anticuerpo y/o un fragmento y/o un derivado
recombinante y/o un conjugado del mismo en mezcla con al menos un excipiente y/o vehiculizante
farmacéuticamente aceptable estan incluidas en el alcance de la presente invencion.

En una realizacion preferida, la composiciéon de acuerdo con la invencidon es para su uso en la administracion
intraarticular.

Es también un objetivo de la invencion el anticuerpo para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion de una
afeccion asociada con degradacion de cartilago, tal como osteoartritis, artritis reumatoide y otras formas de artritis
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, recombinante o fragmentos de
union a antigeno sintéticos del mismo como se han descrito anteriormente. También es un objetivo de la invencion el
anticuerpo para su uso en un método para tratar y/o prevenir la destruccion de articulacion, para el tratamiento y/o
prevencion de enfermedades autoinmunes y/o inflamatorias que comprende administrar una cantidad eficaz
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terapéutica del anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han
descrito anteriormente.

Es un objetivo de la invencién un método de reduccion y/o inhibicion de ADAMTS-5 que comprende administrar una
cantidad eficaz del anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han
descrito anteriormente.

En la presente invencion, los mutantes de las CDRs descritas pueden estar generados por mutacién de uno o mas
aminoacidos en la secuencia de las CDRs. Se sabe que una sustitucién de aminoacidos sencilla apropiadamente
colocada en una CDR puede ser suficiente para mejorar la afinidad. Los investigadores han usado mutagénesis
dirigida a sitio para incrementar la afinidad de algunos productos de inmunoglobulina aproximadamente 10 veces.
Este método de incremento o disminucion (es decir, modulacion) de la afinidad de los anticuerpos por mutacion de
CDRs es un conocimiento comun (véase, por ejemplo, Paul, W.E., 1993). Por tanto, la sustitucién, delecién o adicion
de aminoacidos a las CDRs de la invencién para incrementar o disminuir (es decir, modular) la afinidad de unién o la
especificidad también esta dentro del alcance de esta invencion.

Para ser breve, el anticuerpo preferido segun la presente invencion se identificara con el nombre CRB0017 (que
comprende SEQ ID NO. 3 y SEQ ID NO. 4), CRB0102 (que comprende SEQ ID NO. 17 y SEQ ID NO. 18) y
CBR0123 (que comprende SEQ ID NO. 21 y SEQ ID NO. 22) tal como se indica en la Tabla Ill. Aunque la presente
invencion esta enfocada a tales anticuerpos, a modo de ejemplo de la presente invencion, un experto en la técnica
apreciara que, una vez dada la presente descripcion, otros anticuerpos similares, y fragmentos de anticuerpo de los
mismos, asi como los fragmentos de anticuerpo de estos anticuerpos similares se pueden producir y usar dentro del
alcance de la presente invencién. Tales anticuerpos similares se pueden producir mediante una cantidad razonable
de la experimentacion por un experto en la técnica.

Aun preferiblemente, el anticuerpo es scFv, un fragmento Fv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab)2, un anticuerpo
multimérico, un péptido o un fragmento proteolitico que contiene la regién de unién a epitopo. Preferiblemente el
fragmento scFv comprende una secuencia seleccionada entre el grupo de SEQ ID NO. 125 a 132 y SEQ ID NO.
135, 136, 137.

Es un objetivo adicional de la presente invencidon un acido nucleico que codifica el anticuerpo o sus derivados
funcionales del mismo de la invencién, o que hibrida con el anterior acido nucleico, o que consiste de una secuencia
degenerada del mismo.

El proceso para la preparacion del anticuerpo monoclonal esta dentro de las habilidades del experto en la técnica y
comprende cultivar la célula hospedante e aislar el anticuerpo segun los procedimientos estandar.

Por lo que respecta a los aspectos industriales de la presente invencion, el anticuerpo descrito en la presente
memoria se formulara adecuadamente en las composiciones farmacéuticas como normalmente se hace en este
campo de la técnica.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden comprender al menos una CDRH como se ha definido
anteriormente que contiene una o mas sustituciones de aminoacidos, deleciones o inserciones de no mas de 4
aminoacidos, preferiblemente de no mas de 2 aminoacidos. Los anticuerpos de la presente invencion ademas
pueden comprender al menos una CDRL como se ha definido anteriormente que contiene una o mas sustituciones
de aminoacidos, deleciones o inserciones de no mas de 4 aminoacidos, preferiblemente de no mas de 2
aminoacidos.

Los anticuerpos de la invencion compiten por unirse a ADAMTS-5. El método para tratar o prevenir una afeccion
asociada con degradacion de cartilago, comprende administrar a un paciente en necesidad de la misma una
cantidad de al menos un anticuerpo, recombinante o fragmentos de union a antigeno sintéticos del mismo como se
han descrito anteriormente. En algunos aspectos, la invencion comprende un método de inhibicion de la union de
ADAMTS-5 a agrecano en un sujeto que comprende administrar una cantidad eficaz de al menos un anticuerpo,
recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se han descrito anteriormente.

Los anticuerpos, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invenciéon se unen
selectivamente a ADAMTS-5, preferiblemente con una Kd que es <2 nM.

En algunos aspectos, la invencion comprende el anticuerpo para su uso en el método para tratar o prevenir una
afeccion asociada con degradacion de cartilago en un sujeto, comprendiendo el método administrar a un sujeto en
necesidad de la misma una cantidad eficaz de al menos un anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a
antigeno sintéticos del mismo de la invencion simultanea o secuencialmente con un agente que bloquea
especificamente el dolor.

El anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencidn son anticuerpos
neutralizantes (es decir, un anticuerpo que reduce o suprime la actividad biolégica del antigeno relacionado) que se
une a ADAMTS-5 y reduce la probabilidad de que ADAMTS-5 se una a agrecano.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 588 484 T3

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion
se unen a ADAMTS-5 en una posicion dentro de los residuos 732-734 de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones,
el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencién, cuando se unen
a ADAMTS-5, estan colocados 8 angstroms o menos desde al menos uno de los siguientes residuos de ADAMTS-5:
T732, K733, 1734, V735, G736, T737, F738, N739, K740, K741, S742, K743, G744, Y745, T746, D747, V748, V749,
R750, 1751, P752, E753, G754, A755, T756, H757, 1758, K759, V760, R761, Q762, F763, K764, A765, K766, D767,
Q768, T769, R770, F771, T772, A773, Y774, L775, A776, L777, K778, K779, K780, N781, G782, E783, Y784, L785,
786, N787, G788, K789, Y790, M791, 1792, S793, T794, S795, E796, T797, 1798, 1799, D800, 1801, N802, G803,
T804, V805, M806, N807, Y808, S809, G810, W811, S812, H813, R814, D815, D816, F817, L818, H819, G820,
M821, G822, Y823, S824, A825, T826, K827, E828, 1829, L830, 1831, V832, Q833, 1834, L835, A836, T837, D838,
P839, T840, K841, P842, L843, D844, V845, R846, Y847, S848, F849, F850, V851, P852, K853, K854, S855, T856,
P857, K858, V859, N860, S861, V862, T863, S864, H865, G866, S867, N868, K869, V870, G871, S872, H873 o
T874.

En algunas realizaciones, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la
invencion bloquean un anticuerpo a ADAMTS-5 de la unién dentro de 8 angstroms de un residuo de ADAMTS-5. En
algunas realizaciones el residuo de ADAMTS-5 esta seleccionado entre al menos uno de los siguientes residuos de
ADAMTS-5: T732, K733, 1734, V735, G736, T737, F738, N739, K740, K741, S742, K743, G744, Y745, T746, D747,
V748, V749, R750, 1751, P752, E753, G754, A755, T756, H757, 1758, K759, V760, R761, Q762, F763, K764, A765,
K766, D767, Q768, T769, R770, F771, T772, A773, Y774, L775, A776, L777, K778, K779, K780, N781, G782, E783,
Y784, L785, 1786, N787, G788, K789, Y790, M791, 1792, S793, T794, S795, E796, T797, 1798, 1799, D800, 1801,
N802, G803, T804, V805, M806, N807, Y808, S809, G810, W811, S812, H813, R814, D815, D816, F817, L818,
H819, G820, M821, G822, Y823, S824, A825, T826, K827, E828, 1829, L830, 1831, V832, Q833, 1834, L835, A836,
T837, D838, P839, T840, K841, P842, L843, D844, V845, R846, Y847, S848, F849, F850, V851, P852, K853, K854,
S855, T856, P857, K858, V859, N860, S861, V862, T863, S864, H865, G866, S867, N868, K869, V870, G871,
S872, H873 o T874.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion
se unen a ADAMTS-5 en una localizacion que se solapa con una localizaciéon en la que el agrecano se une a
ADAMTS-5.

Preferiblemente, el anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo de la invencion
reducen la probabilidad de que el agrecano se una a ADAMTS-5 dentro de 8 angstroms de al menos uno de los
siguientes residuos de ADAMTS-5: T732, K733, 1734, V735, G736, T737, F738, N739, K740, K741, S742, K743,
G744,Y745, T746, D747,V748, V749, R750, I751, P752, E753, G754, A755, T756, H757, 1758, K759, V760, R761,
Q762, F763, K764, A765, K766, D767, Q768, T769, R770, F771, T772, A773, Y774, L775, A776, L777, K778, K779,
K780, N781, G782, E783, Y784, L785, 1786, N787, G788, K789, Y790, M791, 1792, S793, T794, S795, E796, T797,
1798, 1799, D800, 1801, N802, G803, T804, V805, M806, N807, Y808, S809, G810, W811, S812, H813, R814, D815,
D816, F817, L818, H819, G820, M821, G822, Y823, S824, A825, T826, K827, E828, 1829, L830, 1831, V832, Q833,
1834, L835, A836, T837, D838, P839, T840, K841, P842, L843, D844, V845, R846, Y847, S848, F849, F850, V851,
P852, K853, K854, S855, T856, P857, K858, V859, N860, S861, V862, T863, S864, H865, G866, S867, N868, K869,
V870, G871, S872, H873 o T874.

La invencién proporciona formulaciones que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
como se describe en la presente memoria, un tampdén que mantiene el pH en el intervalo de aproximadamente 4,5 a
aproximadamente 6,5, y, opcionalmente, un tensioactivo.

Las formulaciones generalmente son para un anticuerpo como se describe en la presente memoria, recombinante o
fragmentos de union a antigeno sintéticos del mismo de la invencidon como concentracion del principio activo de
aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml. En ciertas realizaciones, la concentracion de
anticuerpo, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo es de aproximadamente 0,1 mg/ml
a 1 mg/ml; preferiblemente de 1 mg/ml a 10 mg/ml, preferiblemente de 10 a 100 mg/ml.

Para los propositos del presente documento, una “composicion farmacéutica” es una que se adapta y es adecuada
para la administraciéon a un mamifero, especialmente un ser humano. Por tanto, la composicién se puede usar para
tratar una enfermedad o trastorno en el mamifero. Ademas, el anticuerpo en la composicién ha sido sometido a una
0 mas etapas de purificacion o aislamiento, de manera que el(los) contaminante(s) que pudiera(n) interferir con su
uso terapéutico se ha(n) separado del mismo.

Generalmente, la composicion farmacéutica comprende la proteina terapéutica y un vehiculo o diluyentes
farmacéuticamente aceptables. La composicion es normalmente estéril y puede estar liofilizada. Las preparaciones
farmacéuticas estan descritas a mas detalle mas adelante.

Las formulaciones terapéuticas de anticuerpo/anticuerpos se pueden preparar mezclando el anticuerpo que tiene el
grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizadores fisiologicamente aceptables (Remington’s
Pharmaceutical Sciences 16° Edicién, Osol, A. Ed., 1980), en la forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables son no téxicos a destinatarios en las dosificaciones
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y concentraciones empleadas, y pueden incluir tampones, antioxidantes, conservantes, péptidos, proteinas,
polimeros hidrofilos, agentes quelantes tales como EDTA, azlcares, iones contadores de formacion de sal tales
como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales como
TWEEN®, PLURONICS® o polietilenglicol (PEG).

Los principios activos también pueden estar atrapados en microcapsula preparada, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsula de hidrometilcelulosa o gelatina y
microcapsula de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de reparto de farmaco coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Tales técnicas estan descritas en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16° edicion, Osol, A. Ed., 1980). Las
formulaciones a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente por filtracion a
través de membranas de filtracion estériles.

En ofra realizacién, para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacion apropiada de
anticuerpo/anticuerpos anti-Sp_ ADAMTS-5 de la presente invencion, dependera del tipo de enfermedad a tratar, la
gravedad y el curso de la enfermedad, si el anticuerpo se administra con fines preventivos o terapéuticos, terapia
previa, el historial clinico del paciente y la respuesta al anticuerpo, y el criterio del médico que atiende. El anticuerpo
se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y la
gravedad de la enfermedad, aproximadamente 1 pug/kg a 15 mg/kg de anticuerpo o fragmento del mismo es una
dosificacion candidata inicial para la administracién al paciente, sea, por ejemplo, mediante una o mas
administraciones separadas, o mediante infusiéon continua. Para administraciones repetidas durante varios dias o
mas, dependiendo de la afeccidn, el tratamiento se mantiene hasta que se da una supresién deseada de los
sintomas de la enfermedad. Sin embargo, otros regimenes de dosificacion pueden ser utiles. El progreso de esta
terapia es facilmente seguido por técnicas y ensayos convencionales.

La composicion del anticuerpo se deberia formular, dosificar y administrar de una manera consecuente con la buena
practica médica. Los anticuerpos/derivados de la presente invencién se pueden administrar mediante cualquier via
apropiada. Esto incluye (pero no se limita a) administracion intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, subcutanea,
intraarticular, intratraqueal, oral, enteral, perenteral, intranasal o dérmica. Un modo preferido de administracion es la
via intraarticular. Factores para considerar en este contexto incluyen el trastorno particular a tratar, el mamifero
particular a tratar, la condicion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de reparto del agente, el
método de administracion, el horario de administracion, y otros factores conocidos por los médicos. La “cantidad
terapéuticamente eficaz” del anticuerpo a administrar estara gobernada por tales consideraciones y es la cantidad
minima necesaria para prevenir, mejorar, o tratar una enfermedad o trastorno. El anticuerpo no necesita estar, pero
esta opcionalmente formulado con uno o mas agentes actualmente usados para prevenir o tratar el trastorno en
cuestion. La cantidad eficaz de tales otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacion,
el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores anteriormente discutidos.

El término “anticuerpo” en la presente memoria se usa en el mas amplio sentido y abarca diversas estructuras de
anticuerpo, que incluyen, pero no se limitan, a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpo siempre que muestren la
actividad de unién a anticuerpo deseada.

Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula a parte de un anticuerpo intacto que comprende una porcion
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al cual se une el anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan, a Fv, Fab, Fab’, Fab-SH, F(ab’)2; diacuerpos; anticuerpos lineales,
moléculas de anticuerpo de cadena simple (por ejemplo, scFv); y anticuerpos multiespecificos formados de
fragmentos de anticuerpo.

Un “anticuerpo que se une al mismo epitopo” como anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea
la union del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competicion mediante el 50 % o mas, y a la
inversa, el anticuerpo de referencia bloguea la unién a su antigeno en un ensayo de competicion mediante el 50 % o
mas. Un ensayo de competicion como ejemplo esta proporcionado en la presente memoria.

El término anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo en el cual una porcién de la cadena pesada y/o ligera
esta derivada de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera esta derivada
de una fuente o especie diferente.

La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o region constante poseidos por su cadena
pesada. Hay cinco clases fundamentales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG y IgM, y varias de estas pueden dividirse
mas en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA1 y IgA2. Los dominios constantes de la
cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan [alfa], [delta], [épsilon],
[gamma] y [mu], respectivamente.

El término “region Fc” en la presente memoria se usa para definir una regién C terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina que contiene al menos una porcion de la regiéon constante. El término incluye las regiones Fc de la
secuencia nativa y las regiones Fc variantes. Al menos que se especifique lo contrario en la presente memoria, la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 588 484 T3

numeracion de los residuos de aminoacidos en la regién Fc o region constante es segun el sistema de numeracion
de EU, también denominado indice EU, como se describe en Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5° Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

La “region estructural (Framework)” o “FR” se refiere a los residuos de dominio variables aparte de los residuos de la
region hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable generalmente consiste en cuatro dominios FR: FR1, FR2,
FR3 y FR4. Por consiguiente, las secuencias HVR y FR generalmente aparecen en la siguiente secuencia en VH (o
VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4. Los términos “anticuerpo de longitud completa”, “anticuerpo intacto”,
y “anticuerpo entero” se usan en la presente memoria de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo que
tiene una estructura basicamente similar a una estructura de anticuerpo nativa o que tiene cadenas pesadas que
contienen una region Fc como se define en la presente memoria.

» oo«

Los términos “célula hospedante”, “linea celular hospedante” y “cultivo de célula hospedante” se usan de manera
intercambiable y se refieren a células dentro de las cuales se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la
progenie de tales células. Células hospedantes incluyen “transformantes” y “células transformadas”, que incluyen la
célula transformada primaria y la progenie derivada de la misma sin consideracion del nimero de pasos. La progenie
no puede ser completamente idéntica en contenido de acidos nucleicos a una célula madre, pero puede contener
mutaciones. Progenie mutante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica que la cribada o seleccionada en la
célula originalmente transformada esta incluida en la presente memoria. Un “anticuerpo humano” es uno que posee
una secuencia de aminoacidos que corresponde al de un anticuerpo producido por un ser humano o una célula
humana o derivada de una fuente no humana que utiliza repertorios de anticuerpo humano u otras secuencias
codificadoras de anticuerpo humano. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente un
anticuerpo humanizado que comprende residuos de union a antigeno no humanos.

Una “regién estructural consenso humana” es una regién estructural que representa los residuos de aminoacidos
que se dan mas comunmente en una seleccion de secuencias de region estructural VL o VH de inmunoglobulina
humana. Generalmente, la seleccion de las secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es entre un subgrupo
de secuencias de dominio variables. Generalmente, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat y
col., Sequences of Proteins o Immunological Interest, Quinta edicién, NIH Publication 91-3.242, Bethesda MD
(1991), vols. 1-3.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos de aminoacidos de HVRs
no humanas y residuos de aminoacidos de FRs humanas. En ciertas realizaciones, un anticuerpo humanizado
comprendera basicamente todos de al menos uno, generalmente dos, dominios variables, en los cuales todas o
basicamente todas de las HVRs (por ejemplo, CDRs) corresponden a aquellas de un anticuerpo no humano, y todas
o basicamente todas de las FRs corresponden a aquellas de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
opcionalmente puede comprender al menos una porcidon de una region constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a
un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

Un anticuerpo “desinmunizado” es un anticuerpo con inmunogenicidad reducida basado en la interrupcion de la
unién a HLA, un requerimiento subyacente para la estimulacion de linfocito T.

El término “regidn hipervariable” o “HVR”, como se usa en la presente memoria se refiere a cada una de las regiones
de un dominio variable del anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman estructuralmente horquillas
definidas (“horquillas hipervariables”). Generalmente, los anticuerpos de cuatro cadenas nativos comprenden seis
HVRs; tres en la VH (H1, H2, H3), y tres en la VL (L1, L2, L3). HVRs generalmente comprenden residuos de
aminoacidos de las horquillas hipervariables y/o de las “regiones determinantes de complementariedad” (CDRs),
siendo éstas de la mas alta variabilidad de secuencia y/o implicadas en reconocimiento de antigeno. Horquillas
hipervariables como ejemplo se dan en los residuos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1),
53-55 (H2) y 96-101 (H3) (Clothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917, 1987). CDRs como ejemplo (CDR-L1, CDR-L2,
CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) se dan en los residuos de aminoacidos 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de
L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3 (Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5°
Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991). Con la excepcion de CDR1 en VH,
CDRs generalmente comprenden los residuos de aminoacidos que forman las horquillas hipervariables. CDRs
también comprenden “residuos determinantes de especificidad”, o “SDRs”, que son residuos que contactan con el
antigeno. SDRs estan contenidas en regiones de las CDRs denominadas CDRs abreviadas, o a-CDRs. a-CDRs
como ejemplo (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2 y a-CDR-H3) se dan en residuos de
aminoacidos 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2, y 95-102 de H3 (Véase Almagro y
Fransson, Front. Biosci. 13:1.619-1.633, 2008). Al menos que se indique lo contrario, los residuos HVR y otros
residuos en el dominio variable (por ejemplo, residuos FR) se enumeran en la presente memoria de acuerdo con
Kabat y col.

El término “anticuerpo monoclonal” como se usa en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacion de anticuerpos basicamente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto para posibles anticuerpos variantes, por ejemplo, que
contienen mutaciones que se dan de manera natural o que surgen durante la produccion de una preparacion de
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anticuerpo monoclonal, estando tales variantes generalmente presentes en cantidades menores. Al contrario que las
preparaciones de anticuerpo policlonal, que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos a diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpo monoclonal esta dirigida a
un determinante Unico sobre un antigeno. Por tanto, el modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo a
obtener de una poblacién basicamente homogénea de anticuerpos, y no es para ser construido requiriendo
produccion del anticuerpo mediante cualquier método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a usar
segun la presente invencion se pueden producir mediante una variedad de técnicas, que incluyen, pero no se
limitan, al método de hibridoma, métodos de ADN recombinante, métodos de exposicion a fago, y métodos que
utilizan animales transgénicos que contienen todos o parte de los loci de la inmunoglobulina humana, tales métodos
y otros métodos como ejemplo para producir los anticuerpos monoclonales estan siendo descritos en la presente
memoria.

El término “folleto” se usa para referirse a las instrucciones habitualmente incluidas en los paquetes comerciales de
productos terapéuticos, que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacion, administracion, terapia
de combinacién, contraindicaciones y/o avisos concernientes al uso de tales productos terapéuticos.

“Identidad de secuencia de aminoacidos en porcentaje (%)” con respecto a una secuencia de polipéptido de
referencia esta definida como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia de polipéptido de referencia, después de alinear las
secuencias Y los huecos (gaps) de introduccion, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad
de secuencia , y sin tener en cuenta ninguna de las sustituciones conservadoras como parte de la identidad de
secuencia. El alineamiento con propdsito de determinar la identidad de secuencia de aminoacidos en porcentaje se
puede conseguir de diversos modos que estan dentro de la habilidad de la técnica, por ejemplo, usando un
programa informatico publico tal como el programa BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos
en la técnica pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo algun algoritmo
necesario para conseguir el alineamiento maximo a lo largo de la longitud completa de las secuencias a comparar.

El término “formulacién farmacéutica” se refiere a una preparacion que esta de tal forma que permite la actividad
biolégica de un principio activo contenido en la misma para ser eficaz, y que no contiene componentes adicionales
que son inaceptablemente téxicos a un sujeto al cual se administraria la formulacion.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulaciéon farmacéutica, aparte de
un principio activo, que es no téxico a un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se limita
a, un tampodn, excipiente, estabilizador o conservante.

Tal como se usa en la presente memoria, “tratamiento” (y sus variaciones gramaticales tales como “trato” o “tratar”)
se refiera a intervencion clinica en un intento de alterar el curso natural del individuo a tratar, y se puede realizar o
bien durante la profilaxis o durante el curso de la patologia clinica. Efectos deseables del tratamiento incluyen, pero
no se limitan a, prevenir el suceso o recurrencia de la enfermedad, alivio de los sintomas, disminuciéon de alguna
consecuencia patolégica directa o indirecta, prevenir metastasis, disminuir el indice de progresién de la enfermedad,
mejoramiento o paliacion del estado de enfermedad, y remision o prognosis mejorada. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de la invencion se usan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresion de
una enfermedad.

El término “region variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicada en la union del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo generalmente tienen estructuras similares, comprendiendo
con cada dominio cuatro regiones estructurales conservadas (FRs) y tres regiones hipervariables (HVRs, Véase, por
ejemplo, Kindt y col., Kuby Immunology, 6° ed. W.H. Freeman y col. pagina 91, 2007). Un dominio unico de VH o VL
puede ser suficiente para conferir especificidad de union a antigeno. Ademas, los anticuerpos que se unen a un
antigeno particular se pueden aislar usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para
seleccionar una genoteca de los dominios VL o VH complementarios, respectivamente (Véase, por ejemplo,
Portolano y col., J. Immunol. 150:880-887, 1993; Clarkson y col., Nature 352:624-628, 1991).

El término “vector”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula de acidos nucleicos capaz de
propagar otros acidos nucleicos a los cuales se une. El término incluye el vector como una estructura de acidos
nucleicos auto-replicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula hospedante en la cual se ha
introducido. Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se unen
operativamente. Tales vectores se refieren en la presente memoria como “vectores de expresion”.

En otro aspecto, el anticuerpo o derivados del mismo comprenden una secuencia del dominio variable de la cadena
pesada (VH) que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100
% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo de: SEQ ID NO: 4, 6,
8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 o0 24.

En otro aspecto, el anticuerpo o derivados del mismo comprenden una secuencia del dominio variable de la cadena
ligera (VK o VL) que tiene al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
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100 % de identidad de secuencia a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo de: SEQ ID NO: 3, 5,
7,9,11,13,15, 17,19, 21 0 23.

En ciertas realizaciones, la secuencia VH o la secuencia VK/VL que tienen al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad a dicha SEQ ID NO. contienen sustituciones (por
ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones o deleciones relativas a la secuencia de referencia, pero un
anticuerpo anti-Sp-ADAMTS-5 que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse al dominio espaciador
de ADAMTS-5. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 4 aminoacidos han sido sustituidos, insertados y/o
delecionados en la secuencia de la CDRH3 tal como en SEQ ID NO. 62. En ciertas realizaciones, las sustituciones,
inserciones o deleciones se dan en regiones fuera de las HVRs (es decir, en las FRs).

Preferiblemente, el anticuerpo de la invencién es el anticuerpo CRB0017, CRB0102, CRB0123 como se define en la
Tabla lll.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o fragmento del mismo de la invencién tiene una constante de disociacion
(Kd) de <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM o <0,001 nM o menos, por ejemplo, de 108 Ma10™ M, por
ejemplo, de 10°Ma10™ M.

En una realizacion, Kd se mide por un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la version Fab
de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describe por el siguiente ensayo. La afinidad de unién a solucién
de Fabs para antigeno se mide calibrando Fab con una concentracion minima de antigeno (l)-marcado en presencia
de una serie de titulacion de antigeno no marcado, capturando a continuaciéon el antigeno unido con una placa
recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen y col., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999)).

La invencion se describira a continuacion mediante ejemplos no limitantes en referencia a las siguientes figuras.
Leyendas de las Figuras

Figura 1. Representacion esquematica de ADAMTS-4 y ADAMTS-5. Ambas enzimas son metaloproteinasas de
multidominio secretadas de la célula dentro del espacio extracelular. Ambas enzimas tienen una disposicion de
dominio similar que consiste en una secuencia sefal (SS), un prodominio (Pro), un dominio de metaloproteinasa
catalitica (Cat), un dominio de desintegrina (Dis), un dominio de trombospondina tipo | (TS), un dominio rico en
cisteina (CysR), y un dominio espaciador (Sp). Ademas, ADAMTS-5 contiene un dominio TS extra después del
dominio espaciador.

Figura 2. Analisis por transferencia tipo Western de ADAMTS-5 p 75 después de la purificacion por FPLC, usando
un anticuerpo frente a la etiqueta FLAG de la proteina. Las membranas tipo Western se sondaron con anticuerpo
monoclonal que reconoce las proteinas de fusidon que contienen una secuencia peptidica FLAG (Sigma Aldrich,
Monoclonal ANTI-FLAG M2, dilucion 1:1.000). Para la detencion que usa sustrato de peroxidasa quimioluminiscente,
se empled un anti-lgG de ratén-peroxidasa (1:10.000). TS5 = células sometidas a transfeccion de ADAMTS-5; NT =
células no sometidas a transfeccién; M = simulacion.

Figura 3. Reactividad ELISA de anti-Sp_ ADAMTS-5 scFvs aislados con Espaciador-GST y GST control negativo.
Los antigenos espaciador-GST y GST se recubrieron a 10 pyg/ml. Anti-Sp_ADAMTS-5 scFvs se usaron a 50 y/o 5
pg/ml (datos no mostrados). La absorbancia media a 450 nm de los experimentos realizados en pocillos por
duplicado se muestran con SD indicada por las barras.

Figura 4. ELISA tipo sandwich. Curvas de dilucion de CRB001_IgG4 unido a Espaciador-GST y/o GST en solucién a
30 ug/ml. Como anticuerpo secundario se usé un anti-GST (1:1.000) seguido de un anti-lgG HRP de conejo
(1:2.000) para la dilucion final. La absorbancia media a 450 nm de los experimentos realizados en pocillos por
duplicado se muestra con SD indicada por las barras.

Figura 5. Analisis cinético de CRB0017_IgG4 que se une a Espaciador-GST en solucion usando Biacore X-100.
5610 RU de CRB0017_IgG4 se inmovilizaron sobre CM5 chip. La asociacion y la disociacion se realizaron para 180s
y 800s respectivamente. Las constantes del indice cinético y la afinidad determinadas para la interaccion
CRB0017_lgG4/Espaciador-GST se muestran en la tabla de a continuacion.

Figura 6. Inmunoprecipitacion (IP) de la longitud completa de ADAMTS-5 (TS5-FL) por CRB0017_IgG4. 0,1 ug de
TS5-FL purificada por afinidad/sometida a dialisis se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpo anti-Sp-ADAMTS-5
CRB0017_1lgG4 (11, 22y 25 yg en la linea 1, 2 y 3 respectivamente) o con 11 ug de anticuerpo no relacionado como
control negativo (linea 4). Los inmunoprecipitados se analizaron mediante inmunotransferencia con anticuerpo anti-
FLAG (1:1.000). se observo banda de TS5-FL de alrededor 81 kDa inmunoprecipitada con CRB0017_IgG4 que
corresponde a la proteina TS5-FL p75. La masa molecular de la proteina TS5-FL inmunoprecipitada es ligeramente
mayor a la prevista a partir de su composicion de aminoacidos. Esta diferencia es debida a la N-glicosilacion en los
dominios Dis, CysR, Sp y a la O-glicosilacion en el domino C terminal. Los marcadores de masa molecular estan
indicados en el lado derecho de la Figura.

Figura 7. IP de la longitud completa de ADAMTS-4 (TS4-FL) por CRB0017_IlgG4. Se inmunoprecipitaron (IP) 0,2 ug
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de TS4-FL purificada por afinidad/sometida a dialisis con anticuerpo anti-Sp_ ADAMTS-5 CRB0017_IgG4 (30 y 60 ug
en la linea 1y 2, respectivamente) o con un anticuerpo no relacionado (30 pg) como control negativo (linea 3). En la
linea 4, se cargd TS4-FL purificada por afinidad/sometida a dialisis como control positivo. Se analizaron los
inmunoprecipitados mediante inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-FLAG (1:1.000). Se observé banda de TS5-FL
de alrededor 75 kDa inmunoprecipitada con CRB0017_IgG4 que correspondia a la proteina TS4-FL p68. La masa
molecular de la proteina TS4-FL inmunoprecipitada es ligeramente mayor que la prevista a partir de su composicion
de aminoacidos y esto es principalmente debido a la N- y O- glicosilacién en la proteina. Los marcadores de masa
molecular estan indicados en el lado izquierdo de la Figura.

Figura 8. Efecto de anti-Sp_ ADAMTS-5 IgG4 en protedlisis in vitro de cartilago bovino inducida por IL-1a. La Figura
representa la actividad de 5 ng/ml de IL-1a en ausencia o presencia de CRB0017_IgG4 después de 48 h de
incubacion (tres experimentos independientes diferentes). Como control negativo en cada uno de los experimentos
se usO un IgG4 nativo humano (Serotec). Como control positivo en cada experimento se usaron un inhibidor de
ADAMTS-5 sintético (Cpd 23) y un inhibidor de ADAMTS-5 natural (TIMP-3). Los resultados se expresan como % de
liberacion de GAG, es decir, la cuantificacion de glicosaminoglicanos (GAGs) en forma de fragmentos de agrecano
liberados del cartilago en cultivo; este método mide la eficacia de citoquinina en simular el metabolismo del cartilago.

Figura 9. Evaluacion del efecto de la proteina CRB0016_lgG4 de union a HelixB-ADAMTS-5 en el modelo de ratéon
STR/ort de osteoartritis. Se administré intraarticularmente CRB0016_IgG4 en ambas rodillas de cada animal, una
vez en el inicio del experimento y de nuevo 6 semanas, a dosis de 1,2 y 12 pg/rodilla. Tres meses después de la
primera administracion, CRB0016_IgG4 no modifico el curso de OA en la cepa de raton STR/ort, valorado histo-
patolégicamente. El grado esta definido como la profundidad de la lesion a través del cartilago articular. La fase esta
definida como la extension horizontal de la implicacion del cartilago dentro de un lado del compartimiento de la
articulacion independientemente del grado subyacente. Tomandolos en conjunto, ambos constituyen un indice de la
gravedad o progresion patologica del proceso osteoartritico, y de hecho la puntuacién de OARSI esta definida como
grado x fase. La pérdida celular esta definida como la fracciéon de condrocitos articulares que se han sometido a
muerte celular, dentro del compartimento articular considerado. La pérdida de GAG (glicosaminoglicano) esta
definida como y valorada por la pérdida de un tinte de catiéon que presenta metacromasia hacia GAGs, tal como por
ejemplo azul de Toluidina o Safranina O. Mankin ha definido su puntuacién como la suma de grado, pérdida celular y
pérdida de GAG, mientras que la puntuacion total esta definida como la suma de la puntuacion de OARSI y pérdida
celular y pérdida de GAG. Todos los anteriores parametros constituyen caracteristicas de OA, y su puntuacion da
una medida de la gravedad y progresion de la patologia.

Figura 10. Evaluacion del efecto de CRB0017_IgG4 en el modelo de raton STR/ort de osteoartritis. Se administrd
intraarticularmente CRB0017_IgG4 en ambas rodillas de cada animal, una vez en el comienzo del experimento y de
nuevo 6 semanas, a dosis de 1,2 y 12 pg/rodilla. Tres meses después de la primera administraciéon, CRB0017_lgG4
mostré una actividad dependiente de la dosis en la reduccion de la gravedad de OA en el modelo de raton STR/ort.
Todos los parametros estan definidos como en la Fig. 9.

Descripcion detallada de la invenciéon
Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO:1: ATS4_HUMANA Una desintegrina y metaloproteinasa con motivos de trombospondina 4
(UniProtKB/Swiss-Prot: 075173.3)

SEQ ID NO:2: ATS5 HUMANA Una desintegrina y metaloproteinasa con motivos de trombospondina 5
(UniProtKB/Swiss-Prot: QQUNAO.2)

SEQ. ID NO: 3, CRBOO17VK
SEQ. ID NO: 4, CRBOO17VH
SEQ. ID NO: 5, CRBOO18VK
SEQ. ID NO: 6, CRBOO18VH

SEQ. ID NO: 7, CRBOO19VK
SEQ. ID NO: 8, CRBOO1SVH
SEQ. ID NO: 9, CRBO091VK
SEQ. ID NO: 10, CRBOOS1VH
SEQ. ID NO: 11, CRBOOS2VL
SEQ. ID NO: 12, CRBOO0SZVH
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122,

CDRH1_91
CDRH2_91
CDRH3_91
CDRH1_92
CDRH2_92
CDRH3_92
CDRH1_93
CDRH2_93
CDRH3_93
CDRH1_94
CDRH2_94
CDRH3_94
CDRH1_ 102
CDRH2_102
CDRH3_102
CDRH1_122
CDRH2_ 122
CDRH3_122
CDRH1_123
CDRH2_ 123
CDRH3_123
CDRH1_124
CDRH2_124
CDRH3_124

lexA-Espaciador

Espaciador-GST
CRBOO16_VK

CRB0016_IgG4
CRBO017 VK _CK
CRBO017_1gG4

CRB0017_VK
CRB0017_VH
CRB0018_VK
CRB0018_VH
CRBO019_VK
CRBO019_VH
CRB0091_VK
CRBO091_VH
CRB0092_VL
CRB0092_VH
CRB0093_VK
CRB0093_VH
CRBO094_VL
CRBO094_VH
CRBO102_VL
CRB0102_VH
CRBO122_VL
CRBO122_VH
CRB0123_VK
CRB0123_VH
CRBO124_VL
CRBO124_VH
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DOMINIO ESPACIADOR HUMANO_AA
HELIX_B_ADAMTS-5_AA
DOMINIO ESPACIADOR HUMANO
HELIX_B_ADAMTS-5
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SEQ. ID NO: 125, CRB0017_ scFv

SEQ. ID NO: 126, CRBO018_scFv

SEQ. ID NO: 127, CRBO019_scFv

SEQ. ID NO: 128, CRB00S1_scFv

SEQ. ID NO: 129, CRB0092_scFv

SEQ. ID NO: 130, CRBO093 scFv

SEQ. ID NO: 131, CRBO094_scFv

SEQ. ID NO: 132, CRB0102_scFv

SEQ. ID NO: 133, ADAMTS-5_ADN ¢ HUMANO
SEQ. ID NO: 134, ADAMTS-4_/ADN ¢ HUMANO
SEQ. ID NO: 135, CRBO122_scFv

SEQ. ID NO: 136, CRB0123_scFv

SEQ. ID NO: 137, CRBO124_scFv

SEQ. ID NO: 138, conector peptidico pequefio’
SEQ. ID NO: 139-216, cebadores sintéticos

MATERIALES Y METODOS
Genoteca SPLINT de linfocitos humanos

El desarrollo de los anticuerpos terapéuticos para su uso en el tratamiento de enfermedades humanas ha sido
durante mucho tiempo un objetivo para muchos investigadores en el campo del anticuerpo. Un modo de obtener
estos anticuerpos es a través de Genoteca de Pote Simple de Anticuerpos Intracelulares (genotecas SPLINT)
construidas a partir de linfocitos humanos. La tecnologia con SPLINT expresa genotecas de scFv humano
(fragmento de anticuerpo de cadena simple) clonadas en vector pMV1, un vector derivado del vector pLinker220
(Visintin y col., 2004. J. Immunol Methods 290:135-153), como fusién al dominio de activacion VP16. Las regiones
variables se unen con un conector (linker) peptidico pequefio (SGGSTSGSGKPGSGEGSSGT SEQ ID NO 138). pMV1
contiene gen LEU2 que permite el mantenimiento del plasmido y la seleccidon sobre medios que carecen de leucina
en cepa de levadura L40 y el gen bla que permite la seleccion del plasmido en E. coli.

Para la construccion de genotecas SPLINT humanas se usaron las donaciones de sangre periférica de cien
donantes no inmunizados. Se recogieron aproximadamente 2-20 ml de muestras de sangre de cada donante. Los
linfocitos B se aislaron de la sangre periférica usando reactivo de placa Ficoll (Amersham, USA). En resumen, la
muestra de sangre diluida (1:1 de sangre por PBS) se extendié cuidadosamente sobre el reactivo Ficoll-Paque y, a
continuacion, se centrifugo la solucion de dos fases a 400 x g durante 30 minutos. Se recogieron los linfocitos B de
la interfaz entre las dos fases. EI ARN total se extrajo de los linfocitos B mediante RNeasy Mini Kit (Qiagen) segun
las instrucciones del fabricante. El ARN total se preparé a partir de los linfocitos B y se juntaron antes de ser usados
para el aislamiento de ARNm. El ARNm se preparé usando Oligotex mRNA mini kit (Qiagen) segun las instrucciones
del fabricante. Se us6 sistema RT-PCR ThermoScript™ (Invitrogen) para las reacciones de sintesis de ADNc segun
las instrucciones del fabricante. Se usaron Oligo (dT)20 para sintetizar ADNc del repertorio de genes V. Para reducir
el sesgo de la amplificacion, los autores realizaron 62 (para huSPLINT_09) y 75 (para huSPLINT_10) reacciones de
PCR independientes para amplificar segmentos del gen V, usando todas las combinaciones posibles dentro de un
conjunto de cebador (para huSPLINT_09 véase Tabla I; para huSPLINT_10 véase Tabla II).

Las secuencias cebador (primer), las cuales en teoria abarcan el repertorio entero de genes de anticuerpo humano,
se obtuvieron de IMGT/GENE-DB (Giudicelli y col., 2005. Stud Health Technol Inform. 116:3-8), y se modificaron
segun los protocolos previamente publicados (Sblattero y Bradbury, 1998. Immunotechnology. 3:271-278); (Marks y
col., 1991. Eur J. Immunol. 21:985-991); (Orlandi y col., 1992. Biotechnology. 24:527-531). En este método, las
regiones variables de la cadena pesada y ligera reorganizadas individuales se amplifican por separado y se unen a
través de una serie de etapas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para dar los productos scFv finales
que se usan para la clonacion (Visintin y col., 2004. J. Immunol Methods. 290:135-153). Las reacciones de PCR para
huSPLINT_9 (Tabla I) incluian siete cebadores directos VH emparejados con cuatro cebadores inversos VH que
generaban un total de veintiocho reacciones; mientras que cuatro cebadores directos Vk emparejados con cuatro
cebadores inversos generaban un total de siete reacciones; y nueve cebadores directos VA emparejados con dos
cebadores inversos VA generaban un total de ocho reacciones.
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Tabla I: cebadores de PCR de huSPLINT_09 inversos (rv) y directos (fw) para la cadena de genes V humanos

HuSPLINT_09

CEBADORES

SECUENCIA

VHfw

TTATCCTCGAGCGGTACCCAGGTACAGCTGCAGCAGTCA SEQ ID No. 140
TATCOTCGAGCGGTACCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGGG SEQ ID No. 141
TTATCCTCGAGCGGTACCGAGGTGCAGCTGKTGGAGWCY SEQ ID No. 142
TTATCCTCCAGCGETACCCAGGTCCAGCTKGTRCAGTCTGE SEQ ID No. 143
TTATCCOTCGAGCGETACCCAGRTCACCTTGAAGGAGTCTG SEQ ID.ND. 144
PTATCCTCGAGCGETACCCAGGTGCAGCTGBTGSARTCTGE SEQ ID No. 145

VHrv

GATTGGTTTGCCGCTAGCTGAGGAGACRGTGACCAGGGTG SEQ ID No. 146
GATTGGTTTGCCECTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTT SEQ ID No. 147
GATTGGTTTGCCGCTAGCTGAAGAGACGGTGACCATTGT SEQ ID No. 148

GATTGGTTTGCCGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCGTGETCC SEQ ID No. 149

Vkfw

AGCAAGCGECGCECATGCCGACATCCRGDTGACCCAGTCTCC SEQ ID No. 150
AGCAAGCGGCGCGCATGCCGAAATTGTRWIGACRCAGTCTCC SEQ ID No. 151
AGCAAGCGGCGCGCATGCCGATATTGTGMTGACBCAGWCTCC SEQ 1D No. 152
AGCAAGCGGCGCGCATGCCGAAACGACACTCACGCAGTCTC SEQ ID No. 153

VKrv

GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATTTGATTTCCACCTTGGTCC SEQ ID No. 154
GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATTTGATCTCCASCTTGGTCC SEQ ID No. 155
GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATTTGATATCCACTTTGGTCC SEQ ID No. 156
CAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATTTAATCTCCAGTCGTGTCC SEQ ID No. 157

VAfw

AGCAAGCGGOGCGCATGCCCAGTCTGTSBTGACGCAGCCGCC SEQ 1D Vo, 158
AGCAAGCGGCGCGCATGCCTCCTATCHGCTGACWCAGCCAC SEQ ID No. 159
AGCAAGCGECGCECATGCCTCOTATGAGCTGAYRCAGCYACC SEQ ID No. 160
AGCAAGCGGCGCECATECCCAGCCTEGTGCTGACTCARYC SEQ ID No. 161
AGCAAGCGGCGCGCATGCCCAGDCTGTGGTGACYCAGGAGCE SEQ ID No. 162
AGCAAGCGGCGCGCATGCCCAGCCWGKGCTGACTCAGECMAC SEQ ID No. 163
AGCAAGCGGCGCGCATGCOTCCTCTGAGCTGASTCAGGASCC SEQ ID No. 164
AGCAAGCGGCGEGCATGCCCAGTCTGYYCTGAYTCAGECT SEQ ID No. 165
hGCAAGCGGCGCGCA‘IGCCMTTT‘I‘M‘GCTGACTCAGCCCC SEQ ID No. 166

VArv

GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATAGGACGGTSASCTTGGTCC SEQ ID No. 167
GAAGTTATGGTCGACCCTCCOGAGAGGACGETCAGCTGGGTGC SEQ ID No. 168

VL_PTfw

CGCTGGATTGTTATTACTCGCAGCAAGCGGCGCGCATGCC SEQ ID No. 169

VL_PTrv

ACCGCTCGAGCCTTCACCGGAACCTGGTTTCCCAGAACCGCTGETCGACTCTCC SEQ
ID No. 170 '

VH_PTfv

GGAGGGTCGACCAGCEGGTTCTGECAAACCAGGTTCCGGTGAAGGCTCGAGCGGTA
SEQ ID No. 171

VH_PTrv

CCAGGCCCAGCAGTGGGTTTGGGATTGGTTTGCCGCTA SEQ ID No. 172

VL_FINALfw

TACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTC SEQ 1D No. 173

VH_FINALrv

TGGTGATGGTGAGTACTATCCAGGCCCAGCAGTGGGTTTG SEQ ID No. 174,
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Las reacciones PCR para huSPLINT_10 (Tabla Il) incluian seis cebadores directos VH emparejados con cuatro
cebadores inversos VH que generaban un total de veinticuatro reacciones; mientras seis cebadores directos Vk
emparejados con cinco cebadores inversos Vk generaban un total de treinta reacciones; y siete cebadores directos
VA emparejados con tres cebadores inversos VA generaban un total de veintiuna reacciones.

Tabla II: cebadores PCR de huSPLINT_10 inversos (rv) y directos (fw) para la cadena de genes V humanos

CEBADORES | SECUENCIA

VHfw AGCAAGCGGCGCGCATGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG SEQ ID No. 175
AGCAAGCGGCGCGCATGCCCAGGTCAACT TARGGGAGTCTGG SEQ ID No. 176
AGCAAGCGGCGCGCATGCCGAGGTGCAGCTGGT GGAGTCTGG SEQ ID No. 177
AGCAAGCGGCGCGCATGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG SEQ ID No. 178
AGCAAGCGGCGCGCATGCCGAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGE SEQ ID No. 179
AGCAAGCGGCGCGCATGCCCAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGG SEQ ID No. 180
VHrv GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATGAGGAGALGGTGACCAGGGTGCL SEQ 1D No.
181 .

GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC SEQ ID No.

182
GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC SEQ ID No.
183
GAAGTTATGGTCGACCCTCCGGATGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCC SEQ ID No.
184

Vifw TTATCCTCGAGCGGTACCGACATCCAGATGACCCAGTCTCC SEQ ID No. 185
TTATCCTCGAGCGGTACCGATGTTGTGATGACTCAGTCTCC SEQ ID No. 186
TTATCCTCGAGCGGTACCGAMATTGTGTTGACGCAGTCTCC SEQ ID No. 187
TTATCCTCGAGCGGTACCGACATCGTGATGACCCAGTCTCC SEQ ID No. 188
TTATCCTCGAGCGOTACCGAMCGACACTCACGCAGTCTCC SEQ ID No. 189
TTATCOTCGAGCGGTACCGAAATTGTGCTGACTCAGTCTCC SEQ ID No.180

HuSPLINT_10

Vkrv GATTGGTTTGCCGETAGCACGTTTGATT TCCACCTTGGTCCC SEQ ID No. 191
GATTGGTTTGCCGCTAGCACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCE SEQ 1D No. 192
GATTGGTTTGCCGCTAGCACGTTTGATATCCACTTTGGTCCC SEQ ID No.193
GATTGGTTTGCCGCTAGCACGTTTGATCTCCACCTTGGTCCC SEQ ID No.194
GATTGGTTTGCCGCTAGCACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCCC SEQ ID No. 195

VAfw TTATCCTCEAGCGGTACCCAGTCTGTGTTGACGCAGCCGCC SEQ ID No, 196
TTATCCTCGAGCGGTACCCAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGE SEQ ID No.197
TTATCCTCGAGLGETACCTCCTATGTGCTGACTCAGCCACC SEQ ID No.198
TTATCCTCGAGCGGTACCTCTTCTGAGCTGACTCAGGACCC SEQ ID No.199
TTATCCTCGAGCGGTACCCACGTTATACTGACTCAACCGCC SEQ ID No.200
TTATCCTCGAGCGGTACCCAGGCTGTGCTCACTCAGCCGTC SEQ ID No.201

VArv GATTGGTTTGCCGCTAGCACCTAGGACGGTGACCTTGGTCCC SEQ ID No.202
GATTGGTTTECCGCTAGCACCTAGGACGGTCAGCTTGGTCCC SEQ ID No.203
GATTGGTTTGCCGCTAGCACCTARRACGGTGAGCTGGETCCC SEQ 1D No. 204
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CEBADOR | SECUENCIA
ES

VH_PTfw CGCTGGATTGTTATTACTCGCAGCAAGCGGCGCGCATGCC SEQ ID No. 203

VH_PTrv ACCGCTCEAGCCTTCACCGGAACCTGETTTCCCAGAACCGCTGGTCGACCCTCC SEQ 1D

e No.206
|
E VL_PTfV GGAGGGTCGACCAGCGGTTCTGGGMACCAGGTTCCGGTGAAGGCTCGAGCGGTA SEQ
T 1D No.207
Q
T VL_PTrv CCAGGCCCAGCAGTGGGTTTGGGATTGGTTTGCCGCTA SEQ ID No.208

VH_FINALf | pACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTC SEQ 1D No. 208
w

VL FINALr | PGETGATGGTGAGTACTATCCAGGCCCAGCAGTGGGTTTG SEQ ID No.210
Vv

Las PCRs guiaron a la representacion en el repertorio de regiones variables derivadas de todos los ensamblajes de
regiones estructurales concebibles. Todos los cebadores contenian o bien sitios de restriccion BssHIl o Nhel o
secuencia conector. La PCR de arrastre final (pull-through PCR) se pudo realizar con dos cebadores (PTfw y PTrv).
Después de que los repertorios del gen scFv finales se hubieran digerido secuencialmente con BssHIl y Nhel, se
ligaron directamente dentro del vector pMV1 predigerido y desfosforilado. A partir de una reaccién de ligacion y
treinta electroporaciones para cada genoteca, los autores fueron capaces de obtener las genotecas huSPLINT_09 y
huSPLINT_10 finales consistiendo cada una en aproximadamente 10® moléculas de scFv diferentes con 0,04 % de
clones a partir de ligacion no inserto.

Clonacion de senuelo Espaciador-ADAMTS-5 y la expresion en células L40 en levadura

Se amplificd el ADNc que codifica Espaciador-ADAMTS-5 humano (SEQ ID NO 123) a partir de ADAMTS-5
pSecTag2A que usa cebadores:

5"-TGGCTGGAATTCACAAAGATTGTTGGA-3' SEQ ID No. 211
5"-GTCGACGGATCCTTAAGTGTGTGATCCCAC-3” SEQ ID No. 212

El ADNc digerido por EcoRI-BamHI se cloné en el vector pMICBD1 (Visintin y col., 2004. J. Immunol Methods.
290:135-153) disefiado para contener resistencia a cloranfenicol bacteriano, el gen TRP1 (el cual permite que la
levadura que contiene este plasmido crezca en medio minimo que carece de triptéfano) y el origen de 2 p de
replicacion. Este plasmido contiene la region entera de la proteina lexA de Escherichia coli, expresada a partir del
promotor de la alcohol deshidrogenasa | (ADH1) de levadura, seguido de un policonector para la insercion de ADNc,
para generar fusiones en el marco a lexA. El sefiuelo se secuencié para confirmar la fusion en el marco del inserto
con el dominio de union a lexA en el vector.

Las células de levadura L40 se sometieron a transfecciéon con el vector sefiuelo Sp. ADAMTS-5/MICBD1 usando el
protocolo de transformacion de acetato de litio. Los transformantes se ensayaron para la prototropia de histidina
sobre placas YC-Lys/-Ura/-His/-Trp (Visintin y Cattaneo, 2001. Antibody Engineering. 1:790; Visintin y col., 2004. J.
Immunol Methods. 290:135-153; Visintin y col., 2004. Methods. 34:200-214; Visintin y col., 2002. J. Mol Biol. 317:73-
83; Visintin y col., 1999. Proc Natl Acad Sci USA 96:11.723-11.728). Se ensayaron colonias de levadura para la
actividad de B-galactosidasa usando filiros levantados de colonia, como previamente se ha descrito (Visintin y
Cattaneo, 2001. Antibody Engineering 1:170). La transfeccion del sefiuelo no dio como resultado activacion del gen
LacZ (datos no mostrados).

Clonacion de senuelo HelixB-ADAMTS-5 y expresion en célula L40 de levadura

Se ensamblo el ADNc que codifica una hélice a (HelixB, SEQ ID NO. 124) en la posicion de superficie del dominio
catalitico humano de ADAMTS-5 usando cebadores:

5. AATTCAACGCTGCCACCACACTCAAGAACTTTTGCAAGTGGCAGCACCAACAC
AACTAACTGCA-3’ SEQ ID No. 213
5'.GTTAGTTGTGTTGGTGCTGCCACTTGCAAAAGTTCTTGAGTGTGGTGGCAGCGT
TG-3’ SEQ ID No. 214
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El ADNc digerido por EcoRI-Pstl se cloné en el vector pMICBD1 (Visintin y col., 2004. J. Immunol Methods. 290:135-
153). Las células de levadura L40 se sometieron a transfeccion con el vector sefiuelo helixB/MICBD1 usando el
protocolo de transformacion de acetato de litio. Los transformantes se ensayaron para el prototipo de histidina sobre
placas YC-Lys/-Ura/-His/-Trp (Visintin y Cattaneo, 2001. Antibody Engineering. 1:790). Se ensayaron colonias de
levadura para la actividad de B-galactosidasa usando filtros elevados de colonia, como previamente se ha descrito
(Visintin y Cattaneo, 2001. Antibody Engineering 1:790). La transfeccion del sefiuelo no dio como resultado
activacion del gen LacZ (datos no mostrados).

Analisis por transferencia tipo Western de seiiuelo Espaciador-ADAMTS-5

Se diluyd un cultivo de levadura de toda la noche en 5 ml de medio YC a DO600 0,15 y se dejé crecer a 30 °C hasta
DO600 0,6. Se centrifugé 1 ml de cultivo a 10.000xg durante 5 min. y el precipitado celular se resuspendié en
tampon de Laemmli, se puso en soluciéon sobre SDS-PAGE al 12 %, y se transfirié sobre una membrana de PVDF
(Millipore). Se usé anticuerpo policlonal anti-LexA (Invitrogen), seguido de anti-HPR de conejo (DAKO). Se uso el
sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham) para la deteccién (datos no mostrados).

Selecciones de SPLINT

Las genotecas de SPLINT se transformaron dentro de la cepa L40 de levadura que expresa el sefiuelo
(Sp_ADAMTS-5/MICBD1 o HelixB-ADAMTS-5/MICBD1) usando el método de acetato de litio y la seleccién como se
describe (Visintin y Cattaneo, 2001. Antibody Engineering. 1:790; Visintin y col., 2004. J. Immunol Methods. 290:135-
153; Visintin y col., 2004. Methods. 34:200-214; Visintin y col., 2002. J. Mol Biol. 317:73-83; Visintin y col., 1999.
Proc Natl Acad Sci USA 96:11.723-11.728). Las células transformadas de levadura se colocaron en una placa sobre
medio sdlido que carecia de Trp (W), Leu (L), Uracilo (U), Lys (K) y His (H) (YC-WHULK). La expresion del marcador
selectivo Trp (W) se proporciona por el plasmido pMICBD1, Leu (L) por el plasmido pMV1, y Uracilo (U), Lys (K) y
His (H) son marcadores prototrofos de la cepa de levadura. Los clones positivos se dejaron crecer sobre medio
selectivo YC-WHULK. Los ensayos de B-Galactosidasa se realizaron tal como se describen (Visintin y Cattaneo,
2001. Antibody Engineering. 1:1790; Visintin y col., 2004. J. Immunol Methods. 290:135-153; Visintin y col., 2004.
Methods. 34:200-214; Visintin y col., 2002. J. Mol Biol. 317:73-83; Visintin y col., 1999. Proc Natl Acad Sci USA
96:11.723-11.728). Se aislaron 11 anti-Sp_ ADAMTS-5 scFvs positivos después del cribado secundario a partir de
cuatro cribados independientes de diferentes genotecas SPLINT (mSPLINT, huSPLINT_09 y huSPLINT_10). Los
resultados de las selecciones realizadas para el sefiuelo de SP_ ADAMTS-5 estan resumidas en la Tabla lll.

Tabla lll. Compendio de selecciones SPLINT de Sp-ADAMTS-5

SENUELO GENOTECA N#CLONES N#CLONES CLON CBR SEQID
SPLINT NO
(I cribado) (Il cribado)
Sp-ADAMTS-  mSPLINT 15 3 M6 CRB0017 34
5/MICBD1

7A CRB0018 5,6

14 CRB0019 7;8
Sp-ADAMTS-  huSPLINT_09 121 4 7A CRB0091 9;10
5/MICBD1

C21 CRB0092 11;12

47A CRB0093 13;14

48B CRB0094 15;16
Sp-ADAMTS-  huSPLINT_10 90 1 15A CRB0102 17;18
5/MICBD1
Sp-ADAMTS-  huSPLINT_10 99 3 S39 CRB0122 19;20
5/MICBD1

S50 CRB0123 21;22
S53a CRB0124 23;24

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 588 484 T3

Clonacion y expresion de la Espaciador-ADAMTS-5GST proteina recombinante

El Dominio Espaciador Humano de ADAMTS-5 (SEQ ID NO: 121 Y 123) se cloné en sitios de restriccién Nco-Xhol
de pET41b (Novagen). EI ADNc que codifica el dominio Espaciador se amplificé a partir de ADAMTS-5 pSecTag2A
usando cebadores:

5-ATCCATGGTCACAAAGATTGTTGGAACC-3" SEQ ID No. 215
5-ATCTCGAGTTAAGTGTGTGATCCCACTTTATTG-3" SEQ ID No. 216

El plasmido Sp_ ADAMTS-5-GST/pET4b se transformd dentro de Rosetta 2 (DE3) de E. coli (Novagen) por sistema
de transformacion por choque de calor (Hanahan, 1983. J. Mol Biol. 166:557-580) y se colocaron en placas de LB
Kan/Cam.

Al dia siguiente, se inoculé una uUnica colonia y se diluyd en 10 ml de medios LB Kan/Cam. Las bacterias
transformadas se dejaron crecer durante la noche a 37 °C agitando a 250 rpm.

Al dia siguiente, las bacterias crecidas durante la noche se diluyeron en 500 ml de medios LB Kan/Cam vy, a
continuacion, se dejaron crecer a 37 °C con agitacion a 250 rpm desde que el cultivo ha alcanzado DO(600) = 0,7. A
continuacion, se afadié IPTG 0,2 mM (concentracion final). Las bacterias inducidas se cultivaron durante 5 a 6 horas
a 25°C con agitacion a 250 rpm. Las bacterias finalmente se centrifugaron a 6.000 rpm durante 15 minutos y el
precipitado se congel6 a -80 °C.

Reformateado de anti-ADAMTS-5-5scFVs a anticuerpos IgG enteros

Anti-catalitico ADAMTS-5 CRB 0016 scFv y anti-Sp_ ADAMTS-5 CRB0017 scFv se reformatearon a anticuerpos IgG
quiméricos enteros acoplando los dominios variables de union a antigeno murino a dominios constantes humanos.
Para cada anticuerpo los ADNcs que codifican la cadena ligera y pesada (Fc de IgG4 humano) se generaron por
GENEART (Alemania) con sitios de restriccion adecuados para la subclonacion. Las secuencias se optimizaron para
la expresion en mamifero (linea celular CHO-S) (SEQ ID NO: 95 y 96, 97 y 98). Después de la sintesis de ambas
cadenas, los ADNcs se subclonaron en plasmidos de expresion (derivados de pcDNA3.1 que contienen un extenso
promotor CMV para la expresion del gen de interés) usando Hindlll y Xhol como sitios de clonacion. Para cada
cadena de anticuerpo, se generaron dos plasmidos de expresion: un plasmido que contenia el ADNc que codifica la
cadena ligera, uno que contenia el ADNc que codifica la cadena pesada. El plasmido de expresién que contenia los
insertos correctos se verifico mediante analisis de restriccion y analisis de secuencia de ADN del inserto.

Los Anti-Sp_ADAMTS-5 CRB0102 y CRB0123 scFvs también se reformatearon a anticuerpos IgG4 completamente
humanos enteros siguiendo el procedimiento de clonacion adoptado para CRB0016 y CRBO0017 anteriormente
descrito.

Produccion de anticuerpos CRB0016_IgG4 y CRB0017_lgG4 quiméricos recombinantes a partir de células
sometidas a transfeccion

Los anticuerpos anti-ADAMTS-5 se produjeron a partir de células sometidas a transfeccion, Células CHO-S se
sometieron a transfeccion con plasmidos que codifican cadenas pesadas y ligeras de CRB0016 y CRB0017. Los
medios acondicionados a partir de las células sometidas a transfeccidon se recuperaron mediante la separacion de
las células y los restos. Los medios acondicionados aclarados se cargaron en columna con proteina A-sefarosa. Se
separaron las uniones no especificas mediante lavados con tampén de amplia unién (fosfato de sodio 20 mM pH
7,0). Las proteinas de anticuerpo unidas en la columna de proteina A se recuperaron por la eluciéon acida de
anticuerpo de la proteina A (glicina-HCI 0,1 M pH 3,0). Las proteinas eluidas inmediatamente se neutralizaron con
Tris-HCI 1 M pH = 9,0 (100 pl por ml de fracciones eluidas). Las fracciones eluidas juntadas se sometieron a dialisis
frente a PBS- Las proteinas de anticuerpo agregadas se separaron mediante cromatografia de exclusion por
tamanio.

Purificaciéon de Espaciador-ADAMTS-5-GST proteina recombinante

Se resuspendié bacteria de expresion e inducida de Sp_ ADAMTS-5-GST descongela en 20 ml de tampdn de lisis
(PBS, ADNasa 10 pg/ml, Lisozima 20 pg/ml). Los precipitados resuspendidos se incubaron durante 45 minutos a 4
°C con balanceo. Después de la incubacion la bacteria sometida a lisis se sometié a sonicacion en hielo 3 veces (15
segundos cada una). Después de 10 minutos de centrifugacion a 6.000 rpm a 4 °C se recogi6 el sobrenadante, se
filtré con filtro de 0,2 micras y se procesoé por purificacion. La columna GST Trap (GE) se conectd con el purificador
AKTA (GE) y se lavd con 5 CV de agua a 5 ml/min de flujo. La columna se lavé con 5 CV de PBS a 5 mi/min de flujo.
A continuacioén, se conecto la columna a una bomba peristaltica y se cargé a 1 ml/min de flujo con sobrenadante
filtrado. Después del lavado con 5 CV de PBS a 5 ml/ml de flujo la columna se reconecto al purificador AKTA y se
lavé de nuevo con 2 CV de PBS a 5 ml/min de flujo. La proteina se eluyé en tampén de elucién al 100 % (PBS,
Glutationa 10 mM). Las fracciones del pico se recogieron en tubos Eppendorf de 2 ml. El conjunto de 3 fracciones
centrales principales diluidas en PBS se concentraron usando Amicon Ultra 15 segun las especificaciones del
fabricante. La proteina concentrada se cuantific6 con Protein 80 BioAnalyser (Algilent). Las alicuotas se
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almacenaron a -80 °C.
Expresion y replegamiento de anti-Sp_ADAMTS-5 scFvs en el citoplasma de E. coli

Los fragmentos anti-Sp_ ADAMTS-5 scFv (SEQ ID 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 135, 136, 137) se
subclonaron en sitios de restriccion Ncol/Notl del vector de expresién bacteriano pEMT-13. BL21DE3 de E. coli que
alberga el plasmido de expresion se cultivd en 500 ml de medio 2YT/Kan hasta la fase semi-exponencial (OD600 =
0,75) y a continuacion se indujo con IPTG (1,5 mM) durante 5-6 h adicionales a 37 °C con agitacion (180 rpm). Las
células se recogieron a 6.000 rpm (Beckman) y los precipitados se usaron para la preparacion de cuerpos de
inclusion (Cl). Se optimizé un método de expresion a gran escala como cuerpos de inclusion de E. coli, usando
replegamiento in vitro (Patil y col., 2008. J. Biotechnol. 134:218-221. Epub 2008 Jan 2018); (Umetsu y col., 2003. J.
Biol Chem. 278:8.979-8.987. Epub 2003 Jan 8977). El precipitado se resuspendié6 a 5 ml/g-1 con tampén IBR
(Tris/HCI 50 mM, EDTA 0,5 mM, 20 pg/ml de lisozima, 10 ug/ml de ADNasa a pH 8) y se puso sobre una placa de
agitacion durante a 1 h a temperatura ambiente. La muestra se sometié a sonicacion durante 45 seg sobre hielo
durante tres pulsos, seguido de 1 min de incubacién sobre hielo. A continuacion, el lisado se centrifugé durante 10
min a 4 °C a 6.000 rpm. El precipitado se resuspendié en 20 ml de tampén de lavado 1 (Tris 10 mM pH 8, EDTA 1
mM, Triton X-100 al 1 %), se agitd en vortex y, a continuacion, los cuerpos de inclusion se sedimentaron por
centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El precipitado se lavé con 20 ml de tampén de lavado 2 (Tris 10
mM pH 8, EDTA 1 mM, NaCl 1 M), se agitd en vortex y, a continuacion, se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min a
4 °C. Finalmente, el precipitado se lavé con 20 ml de tampdn de lavado 3 (Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM), se agité
en vortex y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. La preparacion de Cl se sometio a solubilizaciéon a 5
mig-1 con tampon de solubilizacion (Tris/HCI 100 mM; guanidina HCI 6 M; EDTA 1 mM; DTT 100 mM a pH 8). Las
proteinas solubilizadas se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente bajo vigorosa agitacion. Después de bajar
el pH de la soluciéon de proteina a pH 4 con HCI 1 M, el material insoluble se separ6 por centrifugacion a 10.000 rpm
durante 10 min. Para separar el DTT del soluto se realizé una dialisis triple frente a tampon IBD (guanidina HCI 6M a
pH 4). Las proteinas solubilizadas y cuantificadas se diluyeron 35 mg/l, tan rapido como fue posible, en tampén REF
frio (Tris/HCI 100 mM; arginina 0,5 mM; 375 yM de 1-glutationa oxidizada; EDTA 5 mM a pH 8,5). La solucién de
proteina se dispenso6 cada 50 minutos con una pipeta directamente in el tampén REF mientras se agitaba en vortex.
Después de 16 h de la tltima adicion la muestra primero se concentrd y el guanidinio restante se separé por dialisis
en tampodn IEXA (segun pl de scFv y asi el protocolo de intercambio i6nico posteriormente empleado). Los scFvs
replegados se purificaron por una cromatografia de intercambio idénico se almacenaron alicuotadas a -80 °C.

ELISA de especificidad: Anti_Sp_ ADAMTS-5 scFvs frente a Sp_ ADAMTS-5-GST

Se recubrié Inmunoplaca Nuc Maxi-Sorp con 100 ml de Sp_ ADAMTS-5-GST y GST a 10 yg/ml en tampo6n de
recubrimiento (Na,CO3 100 mM pH 9,6). La placa se incubé durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, los antigenos
no unidos se descartaron y la placa se lavé 3x con PBS. La unién no especifica se bloque6é afiadiendo 200 ml de
MPBS al 3 % (leche libre de grasa al 3 % en PBS). La placa se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente. La placa
se lavo 3xTPBS (Tween20 al 0,1 % en PBS) y 3xPBS. 100 pl de la dilucién serial de anti-Sp_ADAMTS-5 scFv (0,5-
50 pg/ml) en MPBS al 3 % se afadio a pocillos apropiados. A continuacion, la placa se incub6 durante 2 h a
temperatura ambiente. Después del lavado con 3xTPBS y 3xPBS, 100 ul de anticuerpo anti-V5 (Invitrogen) diluido
1:5.000 en MPBS al 3 % se afiadié a cada pocillo. La placa se incub6 durante 1 h y 30 min a temperatura ambiente.
Después del lavado con 3xTPBS y 3xPBS 100 pl de anti-HRP de raton (DAKO) diluido 1:2.000 en MPBS al 3 % se
afiadié a cada pocillo. La placa se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Después del lavado con 3xTPBS y
3xPBS se afiadio 80 ul de TMB (Sigma). La placa se incubd en camara oscura hasta que las muestras alcanzaron la
sefial deseada. 80 pl de solucién de parada (H2SO4 500 mM) se afiadié a cada pocillo antes de la lectura. Los datos
se recogen midiendo la DO(450 nm) por el Detector de Luminiscencia LD 400 (Beckman Coulter).

ELISA tipo sandwich: mAb Anti- Sp_ ADAMTS-5 frente a Sp_ ADAMTS-5-GST

Se recubrié una inmunoplaca Nuc Maxi-Sorp con dilucién serial de 100 ml de anti-Sp_ ADAMTS-5 inmunoglobulina
en tampon de recubrimiento (Na,CO3; 100 mM pH 9,6). La placa se incub6 durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente,
los anticuerpos no unidos se descartaron y la placa se lavo tres veces con PBS. La unién no especifica se bloqued
afadiendo 200 pl de MPBS al 3 % (leche libre de grasa al 3 % en PBS). La placa se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente. La placa se lavo 3xTPBS (Tween 20 al 0,1 % en PBS) y 3xPBS. 100 ul de Sp_ ADAMTS-5-
GST y GST (30 pg/ml) en MPBS al 3 % se afiadio a pocillos apropiados. A continuacion, la placa se incubé durante
2 h a temperatura ambiente. Después del lavado con 3xTPBS y 3xPBS, se afadié 100 ul de anticuerpo anti-GST
(Sigma) diluido 1:1.000 en MPBS al 3 % a cada pocillo. La placa se incubé durante 1 h y 30 min a temperatura
ambiente. Después del lavado con 3xTPBS y 3xPBS 100 ul de anti-HRP de conejo (DAKO) diluido 1:2.000 en MPBS
al 3 % se afadio a cada pocillo. La placa se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Después del lavado con
3xTPBS y 3xPBS se afadié 80 pyl de TMB (Sigma Aldrich). La placa se incubd en camara oscura hasta que las
muestras alcanzaran la sefial deseada. 80 yl de solucion de parada (H2SO4 500 mM) se afiadié a cada pocillo antes
de la lectura. Los datos se recogen midiendo DO(450 nm) por el Detector de Luminiscencia LD 400 (Beckman
Coulter).
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Evaluacion de afinidad de anti-Sp_ADAMTS-5 scFv y/o mAb y constantes cinéticas mediante las mediciones
de la Resonacia de Plasmoén de Superficie

Cinéticas de union de Sp_ADAMTS-5-GST unido a anticuerpo anti-Sp_ADAMTS-5 (scFv o IgG) inmovilizado por
acoplamiento de amina en una matriz de carboximetil dextrano de un chip CM5.Se usaron los procedimientos de
inmovilizacién estandar (Schuck, 1997. Annu Rev Biophys Biomol Struct 26:541-566). 20-50 ug/ml de scFv o IgG se
disolvieron en tampdn de acetato (tampdn de preconcentracion adecuado al menos 2 unidades de pH por debajo de
la Pl de la inmunoglobulina para conseguir una carga neta positiva). El nivel de inmovilizacion de 5.000 RU para la
inmunglobulina y 1.000 RU para scFV se fijo para conseguir inmovilizacion del ligando a baja densidad. Se uso la
condicion de regeneracion leve del chip (tiempo de contacto de 30 segundos a glicina 10 mM pH 2).

Sp_ADAMTS-5-GST se diluy6 en tampon de corrida PBS+Tween 20 al 0,005% en 5 dilucion serial (comenzando en
el rango micromolar y dilucién 1:2) y se aplicé a un caudal de 30 pl/min. La etapa de condicién de muestra se fijé
inicialmente con tiempo de contacto de 60 segundos y tiempo de disociacion de 400 segundos. En base a los
sensogramas resultantes, en la etapa cinética/afinidad, se ajustaron las concentraciones de analito, el tiempo de
contacto, el tiempo de disociacion y la solucién de regeneracion.

Los datos se analizaron por el pro%rama informatico de Bioevaluacion: la calidad de la fijacion de datos se puede
comprobar mediante el valor de Chi“ y el valor de U.

Clonacion y expresion de las formas de longitud completa de ADAMTS-4 y ADAMTS-5 3xFLAG

El ADNc que codifica las secuencias de ADAMTS-5 (SEQ ID NO: 133) humana y ADAMTS-4 (SEQ ID NO: 134)
humana se amplificaron para introducir sitio de restriccion para Kpn | (terminales 5’) y para Xho I (terminales 3’) y
para separar la region codificadora para propéptido. Después de la digestion con Knpl y Xhol, los insertos se
subclonaron en el vector pSecTag2A (Invitrogen).

ADAMTS-5 3xFLAG/pSecTag2A y ADAMTS-5 3xFLAG/pSecTag2A se sometieron a transfeccion en la linea celular
FreeStyle™ 293-F. Las células se adaptaron al cultivo de suspension en el Medio de Expresion FreeStyle™ 293. Se
afadié agente anti-acumulacion (Invitrogen) al medio, antes o después de la transfeccion. Las células se sometieron
a transfeccion con el complejo de reactivo MAX FreeStyle™ en SFM OptiMEM™ libre de origen animal. Las células
sometidas a transfeccion se incubaron a 37 °C, CO; al 8 % sobre una plataforma de agitacion fijada a 75 rpm. Se
afiadié 100 pg/ml de heparina en el cultivo 24 horas después de la transfeccion. Las expresiones de ADAMTS-5
3XFLAG y ADAMTS-4 3XFLAG alcanzaron una actividad de proteina significante 48-72 horas después de la
transfeccion. Después de 2-3 dias, los sobrenadantes se recolectaron y se almacenaron a -80 °C hasta purificacion.

Purificacion de proteina ADAMTS-4/ ADAMTS-5 3XFLAG de longitud completa

300 ml de sobrenadantes de ADAMTS-5 3XFLAG/ ADAMTS-4 3XFLAG se cargaron en 1 ml de Gel de Afinidad anti-
FLAG M2 (Sigma-Aldrich). Las muestras se aplicaron a un caudal de 1 ml/min con presion de 0,5 MPa vy las
columnas se lavaron con 10 volumenes de Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), CaCl, 10 mM, ZnCl 10 uM; Brij-35 al 0,02 %
que contenia NaCl 1M para separar la heparina unida a la enzima. La eluciéon de las proteinas de fusion FLAG se
consiguié mediante la competicion con 200 pg/ml del péptido 3XFLAG (Sigma-Aldrich) en tampon de reaccion de
agrecanasa (Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, CaCl, 10 Mm, ZnClI 10 pM; Brij-35 al 0,02 %). Un caudal de 1
ml/min se mantuvo a través del procedimiento de purificacion y se recogieron fracciones de 1,0 ml. Las fracciones
que contenian las proteinas eluidas se pusieron juntas y se concentraron 5x usando un concentrador Vivaspin
(Sartorius) (30 kD de corte).

Analisis por transferencia tipo Western de proteinas purificadas ADAMTS-4/ADAMTS-5 3XFLAG

Muestras de ADAMTS-5 3XFLAG y ADAMTS-5 3XFLAG purificadas, se resuspendieron en tampoén de muestra
(Invitrogen), se calentaron durante 10 min y se cargaron en un sistema de electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS al 10 % (Invitrogen, NuPage System) y, a continuacion, se sometié a transferencia tipo Western. Las proteinas
separadas se sometieron a transfeccion a membrana de PVDF (GE Healthcare). Las membranas se bloquearon 30’
con Solucién de Bloqueo de Inicio (Pierce) y se incubaron 1 h con anticuerpo monoclonal primario anti-3XFLAG
(Sigma) 1:1.000 a temperatura ambiente. Después de la incubacion a temperatura ambiente (1 h) con anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa anti raton (AbCam), se diluyeron 1:10.000, las bandas de proteina se detectaron
usando Super Signal Dura West (Pierce). Se adquirieron imagenes con una camara CCD usando un Sistema de
Imagen Las3000 (Fujii) (véase la figura 2 para la transferencia tipo Western de ADAMTS-5).

Andlisis de la actividad enzimatica

Se ensayo la actividad enzimatica en las enzimas de longitud completa purificadas ADAMTS-4 3XFLAG y ADAMTS-
5 3XFLAG mediante un ensayo enzimatico. Se usé agrecano purificado de cartilago nasal bovino atrapado en
poliacrilamida (Nagase y Woessner, 1980. Anal Biochem. 107:385-392) como sustrato para determinar la actividad
degradadora de agrecano.

Muestras de particulas de agrecano/poliacrilamida (5,0+0,2 mg de peso seco) se colocaron en tubos de 1,5 ml con
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400 pl de TNC (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M, CaCl, 10 mM, CHAPS al 0,1 %, pH 7,5) y 100 ul de preparaciones de
ADAMTS-4 recombinante (p68, FL) y ADAMTS-5 (p75, FL), expresadas en células FreeStyle-293 sometidas a
transfeccion de manera transitoria y se incubaron a 37 °C durante 6 a 24 h. Las reacciones se pararon con 500 pl de
solucién de parada (Tris 50 mM, acetato de sodio 200 mM, EDTA 100 mM; pH = 6,8) y las particulas se separaron
de la fase liquida por centrifugacion (10.000 rpm, 4 min, 4 °C). La cantidad de los glicosaminoglicanos (GAGs)
sulfatados en el sobrenadante se determind por un ensayo colorimétrico (azul de dimetil metileno 1,9, DMB). La
curva estandar (Sulfato de Condroitina extraido de traquea bovina) y las muestras se diluyeron en PBS-BSA al 1%.
Después de una reaccion de 5-20 min, las muestras se leyeron a 590 nm. La concentracion de GAGs de cada
muestra se calculd a partir de mediciones de absorbancia (blanco sustraido) y se compararon con la curva estandar
de referencia.

Explante y cultivo de cartilago

Se obtuvieron discos de cartilago nasal bovino del septo nasal bovino de hembra de ocho meses. En resumen, se
obtuvieron perforaciones de cartilago de 2 mm de diametro del cartilago nasal. Las perforaciones primero se lavaron
tres veces con tampon PBS-AASS (1xPBS, 100 U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y 2,5 pg/ml de
amfotericina B). Las perforaciones se incubaron posteriormente a 37 °C en una atmoésfera de CO- al 5%, en pocillos
de microplaca que contenian DMEM al 10 %, 100 U/ml de penicilina G, 100 ug/ml de estreptomicina y 2,5 ug/ml de
amfotericina B (medios DMEM-AASS). Después de tres horas las muestras se lavaron con tampén PBS-AASS y se
incubaron con medios DMEM-AASS. 48 h después de la preparacion de las células de cartilago, las muestras se
trataron con 5 ng/ml de IL-1a mas concentracion diferente de inhibidor (es decir, CRB0017_IgG4 y TIMP-3) y se
incubaron en DMEM, 0,1 % BSA + AASS durante 48 h. Después de los tratamientos se recogieron los
sobrenadantes y pequefias piezas de cartilago y se usaron para el analisis de GAG (la medicion de la liberacion de
GAG es la cuantificacion de glicosaminoglicanos-GAGs en forma de fragmentos de agrecano liberados del cartilago
en cultivo). Las perforaciones de cartilago se incubaron primero con 500 pug/ml de papaina a 65 °C durante 2 h para
la medicién del porcentaje de GAG total restante en el tejido. La determinacion de los glicosaminoglicanos (GAGs)
sulfatados se hace por un ensayo colorimétrico con azul de dimetilmetileno 1,9 (DMB). Curva estandar (Sulfato de
Condroitina extraido de traquea bovina), las muestras de medio y las muestras de cartilago digeridas se diluyeron en
PBS-BSA al 1%. Después de 5-20 min de reaccion se leyeron las muestras a 590 nm.

Inmunoprecipitacion de proteinas de longitud completa ADAMTS-5 y ADAMTS-4 3XFLAG
La inmunoprecipitacion se realizé usando el kit de Inmunoprecipitacion de Proteina G (Sigma).

Para reducir el ruido de fondo causado por la adsorcién no especifica de proteinas celulares irrelevantes a la
Proteina G Agarosa, se realiz6 una etapa de aclarado previo. 50 yl de la suspension de Proteina G Agarosa se
afiadio a la muestra (proteinas purificadas ADAMTS-5 o ADAMTS-4) en un tubo de microcentrifuga y se incubaron
durante 2 horas a 4 °C con balanceo. Los granulados se precipitaron por centrifugacion a 12.000 g durante 30
segundos en una microcentrifuga y el sobrenadante recogido (muestra preaclarada) se transfirié a un tubo fresco.
Esta muestra se uso para inmunoprecipitacion. Se afiadié a la muestra el anti-Sp_ ADAMTS-5 y se ajusto el volumen
a 600 pl en tampon IP. Esta muestra se afiadié a una columna de centrifugacion tapada y se incubd durante la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, 50 pl de granulados de Proteina G Agarosa lavados se afadieron a la columna.
Después de 2 h de incubacidn con balanceo a 4 °C la punta de la columna de centrifugacion se rompid y la columna
se coloco dentro de un tubo Eppendorf de 2 ml. El tubo se centrifugo a 12.000xg durante 30 segundos a 4 °C. Los
granulados en la columna de centrifugacion se resuspendieron en 700 pl de tampo6n 1xIP y la columna se centrifugd
a 12.000xg durante 30 segundos a 4 °C. La etapa de lavado se repiti6 3 veces. El ultimo lavado se realizé con
tampon 0,1xIP. Los granulados se resuspendieron con 50 pl de 1x tampdén de Muestra de Laemmli caliente.
Después de 10 minutos de incubacion a 95 °C, se eluyeron las proteinas por centrifugacion a 13.000xg durante 1
minuto. La muestra se cargd en gel SDS-PAGE para el analisis por transferencia tipo Western.

Evaluacion del efecto de mAbs anti-ADAMTS-5 en el modelo de raton STR/ort de osteoartritis

Se reclutaron ratones machos STR/ort (Mason y col., 2001. Osteoarthritis Cartilage. 9:85-91) de 5 meses de edad (n
= 20-22), se distribuyeron al azar para el tratamiento en cada jaula, con 4 animales por jaula, se pesaron y se
trataron intraarticularmente en cada rodilla con o bien 1,2 ug de anti-ADAMTS-5 IgG4, 12 pug de anti-ADAMTS-5
IgG4, o vehiculizante. Después de 6 semanas se repitié la administracion intraarticular de anti-ADAMTS-5 1gG4 con
las mismas dosis. Después de 3 meses del reclutamiento los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se
explantaron limbos traseros y se fijaron en formalina durante la noche. Los limbos traseros se incrustaron en
parafina, se produjeron secciones de 5 micras de grosor y se tifieron con azul de toluidina y se puntué de una
manera ciega de acuerdo con tanto el procedimiento de Mankin (Mankin y col., 1971. J. Bone Joint Surg Am. 53:523-
537) y el OARSI (Pritzker y col., 2006. Osteoarthritis Cartilage 14:13-29). Este método produce una puntuacion de
OA con un intervalo de 0-24 basado en el grado mas avanzado (6) y la fase de mas extension (4). El analisis
estadistico se realizd con el ensayo de t de Student comparando vehiculizante con basal, y con ANOVA seguida por
los ensayos de Dunn o Dunnet que comparan todos los grupos de tratamiento con el vehiculizante.
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Resultados
Seleccion de anticuerpos anti-dominio espaciador especificos usando la tecnologia SPLINT

Para seleccionar el anti-dominio espaciador especifico de ADAMTS-5 por la tecnologia SPLINT, el dominio
espaciador de ADAMTS-5 (aa 732 a aa 874 de SEQ ID NO. 2) se clon6 con el 3’ de LexA (LexA-Sp ADAMTS-5:
SEQ ID NO: 93) y se us6 para retar una genoteca SPLINT de ratén (mSPLINT) y dos SPLINT humanas diferentes
(huSPLINT_09 y huSPLINT_10) (Visintin y col, 2004. J. Immunol Methods. 290:135-153). A partir del procedimiento
de seleccion se obtuvieron un total de 325 colonias capaces de crecer en ausencia de histidina y que mostraron
activacion de B-Galactosidasa. Los plasmidos scFv-VP16 se aislaron y se ordenaron por sus patrones y secuencias
de restriccion. La especificidad de scFvs con diferentes huellas de ADN se volvieron a analizar usando cepas de
levadura que expresan LexA-Sp_ADAMTS-5 y LexA-lamina, como antigeno no relevante. Asi se identificaron 11
anti-dominio espaciador scFvs. El andlisis de las secuencias de nucledtidos de la region V del anti-espaciador scFv
seleccionado revel6 que eran derivados de los genes de la region V de la linea germinal (Tabla V) con muy pocas
mutaciones somaticas (datos no mostrados).

Tabla IV: Analisis de las secuencias de nucleétidos de la region V del anti-Espaciador scFv seleccionado

CLON CRB SEQ. ID identificacion identificacion
Gen VH/gen J y alelo Gen VL/gen J y alelo

M6 CRB0017 3:4 Musmus IGHV1-7*01 F: Musmus IGKV2-112*01 F;
Musmus IGHJ2*01 F Musmus IGKJ2*01 F

TA CRB0018 5:6 Musmus IGHV4-1*02 F: Musmus IGKV3-10*01 F;
Musmus IGHJ1*01 F Musmus IGKJ5*01 F

14 CRB0019 7:8 Musmus IGHV14-3*02 F; Musmus IGKV6-23*01 F;
Musmus IGHJ4*01 F Musmus IGKJ2*01 F

TA CRB0091 9:10 Homsap IGHV4-34*01 F; Homsap IGKV1-17*01 F;
Homsap IGHJ4*02 F Homsap IGKJ2*01 F

C21 CRB0092 11:12 Homsap IGHV3-13*01 F; Homsap IGLV1-40*02 F;
Homsap IGHJ6*02 F Homsap IGLJ7*01 F

47A CRB0093 13;14 Homsap IGHV3-72*01 F; Homsap IGKV1-39*01 F;
Homsap IGHJ3*01 F Homsap IGKJ2*01 F

48B CRB0094 15;16 Homsap IGHV4-34*01 F; Homsap IGLV2-14*01 F;
Homsap IGHJ5*02 F Homsap IGLJ3*02 F

15A CRB0102 17:18 Homsap IGHV1-24*01 F; Homsap IGKV5-2*01 F;
Homsap IGHJ4*02 F Homsap IGKJ4*01 F

S39 CRB0122 19;20 Homsap IGHV3-23*01 F; Homsap IGLV9-49*01 F;
Homsap IGHJ3*02 F Homsap IGLJ1*01 F

S50 CRB0123 21;22 Homsap IGHV3-30*03 F; Homsap IGKV1D-17*02 [F];
Homsap IGHJ6*02 F Homsap IGKJ1*01 F

S53a CRB0124 23:24 Homsap IGHV1-24*01 F; Homsap IGLV3-1*01 F;

Homsap IGHJ4*02 F

Homsap IGLJ2*01 F

Las secuencias de aminoacidos de las regiones V de anti-Sp_ ADAMTS-5 scFvs aislados estan en el grupo de
secuencias que consisten en SEQIDNO:3y4;5y6;7y8;9y10;11y12;13y14;15y 16; 17y 18; 19y 20; 21y
22: 23y 24.

Expresion y replegamiento de anti-Espaciador scFv en el citoplasma de E. coli

Para identificar el anti-espaciador potencial en ligantes in vivo, se clonaron los ADNcs que expresan anti-
Sp_ADAMTS-5 scFv en el vector de expresion pET41B de E. coli. Las proteinas se expresaron bien en el citoplasma
y mayoritariamente se retuvieron en los cuerpos de inclusion (Cl). Los fragmentos scFv se pueden replegar por
didlisis después de la solubilizacion de Cl (Umetsu y col., 2003. J. Biol Chem. 278:8.979-8.987. Epub 2003 Jan
8977). Los autores realizaron la técnica de replegamiento mediante dilucion (Patil y col., 2008. J. Biotechnol.
134:218-221. Epub 2008 Jan 2018). La condicion de replegamiento de scFv se optimiz6 para cada muestra. El scFv
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replegado se cuantificé posteriormente por Bionalyzer 2100 (Agilent) y se ensayd por ELISA y analisis Biacore.
Especificidad de unién de anti-ADAMTS-5 a ADAMTS-5 humano

Para entender la especificidad del panel de anti-Sp_ ADAMTS-5scFvs aislados de las genotecas SPLINT, se
demostrd la inmunoreactividad para Espaciador-GST (SEQ ID NO: 94) y ADAMTS-5 FL de estos anticuerpos. Todos
los anti-espaciador scFvs eran reactivos con la proteina de fusién GST de la forma truncada de ADAMTS-5 en
ensayo ELISA. Sin embargo, los scFvs de CRB0017, CRB0018 y CRB0093 eran ligeramente especificos y
solamente se observo unio débil a proteina GST usada como control negativo (Figura 3).

La inmunoglobulina CRB001_IgG4 quimérica reformateada manifiesta el mismo patrén de inmunoreactividad en el
ensayo ELISA de una manera dependiente de la dosis (Fig. 4). Se obtuvieron resultados similares con los
anticuerpos monoclonales CRB0102 y CRB0123 (datos no mostrados). Ademas, el anti-Sp_ADAMTS-5
CRB0017_IgG4 quimérico (que comprende regiones variables de raton) era capaz de inmunoprecipitar el
recombinante de la proteina ADAMTS-5 FL, asi como ADAMTS-4 FL humana recombinante (Fig. 6 y 7). Ademas, los
autores llevaron a cabo analisis de resonancia de plasmon de superficie (SPR) para determinar las cinéticas de
union de CRB0017_IgG4. El anticuerpo monoclonal quimérico (mAb) o bien se inmovilizé sobre un chip CM5
seguido de inyecciones a diversas concentraciones de Sp_ ADAMTS-5-GST o se us6 como ligando en combinacion
con Sp_ ADAMTS-5-GST-chip sensor inmovilizado. Usando un modelo de unién bivalente, los autores determinaron
las constantes de unién del estado continuo (KD;). Cuando se us6 como ligante, los autores midieron una fuerza de
union por SPR alrededor de 7 nM subnanomolar de KD, (datos no mostrados). CRB0017_IgG4 manifesté también
una fuerte afinidad (KD4 de aproximadamente 2 nM) cuando se inmovilizd sobre el chip sensor (Fig. 5) que
correlaciona mejor con los valores de unidon determinados por ELISA especifica a antigeno (Figura 4).

Medicion de la actividad neutralizante de anti-ADAMTS-5

Los autores también evaluaron la inhibicion de la degradacion de agrecano inducida por IL-1a en el tejido de
cartilago bovino. 48 h después de los tratamientos, se midi6 la proporcion de GAG total restante en el tejido. Este
andlisis reveld que CRB0017_IgG4 inhibia la liberacion de GAG (inhibicion al 50 %) del tejido a concentracion 20 nM
(Fig. 8). En este experimento, el anticuerpo control (nhigG4) no era capaz de interferir con la enzima a la misma
concentracion. Ademas, el TIMP-3 inhibidor natural no mostré marcadamente inhibicion de la conversién mediada
por IL-1a y el proceso de liberacion cuando se ensayd a la concentracion de 20 nM (datos no mostrados). El
compuesto quimico Cpd23, un inhibidor basado en hidroxamato de 3,3-dimetil-5-hidroxipipecdlico de agrecanasa y
MMP-13 (usado a la concentracion de 1 uM, Noe y col., 2005. Bioorg Med Chem Lett. 15:2.808-2.811), se usd como
control positivo, porque manifiesta un mejor efecto inhibidor respecto al inhibidor natural TIMP-3 en este ensayo.

Evaluacion del efecto de CRB0016_IgG4 en el modelo de raton STR/ort de osteoartritis

Se administré la proteina CRB0016_IgG4 de union a HelixB-ADAMTS-5 intraarticularmente en ambas rodillas de
cada animal, una vez al inicio del experimento y de nuevo después de 6 semanas, a dosis de 1,2 'y 12 pg/rodilla.

Después de tres meses, los autores observaron que las rodillas de los animales tratados con vehiculizante
manifestaban OA grave con fisura y erosion del cartilago articular al hueso subcondral, con metaplasias condro-
6seas prominentes y con frecuencia inflamacion y pannus. No se asociaron cambios significativos en ninguno de los
parametros examinados con la administracion de CRB0016_IgG4 a ninguna dosis.

El procedimiento de puntuacién ciega de las muestras histoldégicas no mostro efecto del compuesto en la reduccion
del dafio de cartilago. Tomandolos en conjunto, estos datos muestran que la administracion intraarticular de rodilla
de la proteina CRB0016_IgG4 de unién a HelixB-ADAMTS-5 dos veces en tres meses no pudo reducir la gravedad
de la patologia osteoartritica en los ratones STR/ort.

Evaluacion del efecto de CRB0017_IgG4 en el modelo de raton STR/ort de osteoartritis

Se administr6 CRB0017_IgG4 intraarticularmente en ambas rodillas de cada animal, una vez al inicio del
experimento y de nuevo después de 6 semanas, a dosis de 1,2 y 12 pg/rodilla. Después de tres meses, los autores
observaron que las rodillas de los animales tratados con vehiculizante manifestaban OA grave con fisura y erosion
del cartilago articular al hueso subcondral, con metaplasias condro-6seas prominentes y con frecuencia inflamacion
y pannus. La puntuacién de Mankin de OA disminuy6 significativamente en el grupo de 12 ug de CRB001_IgG4 en
comparacion con vehiculizante. El grado de OA por fase toma en cuenta no solamente la profundidad del dafio
(grado), sino también su extension sobre la superficie articular (fase). El grado por fase de OA era significativamente
inferior en el grupo de 12 ug de CRB0017_IgG4 en comparacion con el vehiculizante. La administracion de 1,2 ug de
CRB0017_lgG4 estaba asociada con una tendencia a disminuir con ambos métodos de puntuacion. En conclusion,
los autores observaron que CRB0017_lgG4 puede modificar el curso de OA en la cepa de raton STR/ort, retrasando
la rotura de cartilago cuando se valora histolégicamente. El procedimiento de la puntuacion ciega de las muestras
histolégicas claramente mostré un efecto dependiente de dosis del compuesto en la disminucién del dafio de
cartilago.

Tomandolos en conjunto, estos datos muestran que la administracion intraarticular en rodilla de CRB0017_IgG4 dos
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veces en tres meses redujo la gravedad de la patologia osteoartritica en los ratones STR/ort.

Algunas enzimas proteoliticas, ademas de sus dominios cataliticos, también tienen dominios auxiliares no cataliticos
que son moduladores importantes de la interaccion entre la enzima y el sustrato o inhibidores.

Miembros de la familia ADAMTS de enzimas degradan proteoglicanos y de ese modo tienen el potencial para alterar
la arquitectura del tejido y regular la funcion celular.

En particular, ADAMTS-4 y ADAMTS-5 pueden escindir el agrecano en diversos sitios, liberando las regiones que
portan condroitina y queratan sulfato de la molécula del tejido. Esto se demostré que era una etapa temprana y
crucial en el desarrollo de la osteoartritis.

Estas enzimas también pueden ser proteolizadas a isoformas mas pequefias, las cuales han alterado la actividad
proteolitica.

Desafortunadamente, no se conoce la arquitectura del dominio 3D de las agrecanasas de longitud completa, porque
es muy dificil obtener las estructuras por rayos X de estas enzimas, debido a la complejidad de producir y purificar
estas proteinas.

Hasta la fecha, solamente los dominios cataliticos y de desintegrina de ADAMTS1, ADAMTS-4 y ADAMTS-5 estan
disponibles y asi es imposible extrapolar las disposiciones y la orientacion de estos dominios respecto al dominio
catalitico. Las estructuras de cristal de los dominios cataliticos y de desintegrina de ADAMTS-4 y ADAMTS-5
determinados por Mosyak (Mosyak y col., 2008. Protein Sci. 17:16-21) indicaron que las enzimas manifiestan una
forma “abierta” cuando se unen al inhibidor y una forma “cerrada” cuando es autoinhiben y no unién. En base a esto,
el autor propuso que esa agrecanasa madura existe como una mezcla de dos isdmeros, que pueden coexistir en
equilibrio. En este “ensamblaje” solamente una de estas formas es proteoliticamente activa. Ademas, se demostré
que tanto la forma de longitud completa de ADAMTS-5 como de ADAMTS-4 son altamente activas frente a su
sustrato natural, agrecano, y la delecién de los dominios no cataliticos C terminales de las enzimas reducen mucho
su actividad (Kashiwagi y col., 2004. J. Biol Chem. 279:10.109-10.119); (Gendron y col., 2007. J. Biol Chem.
282:18.294-18.306); (Fushimi y col., 2008. J. Biol Chem. 283:6.706-6.716). Esto sugiere que los dominios por si
mismos o en el modo de unién a proteina pueden perturbar el equilibrio a la forma mas abierta.

La invencion proporciona la evidencia de que un anticuerpo dirigido a un dominio no catalitico auxiliar, tal como el
dominio espaciador de ADAMTS-5, podria fuertemente inhibir la actividad enzimatica de esta proteina. Los
resultados obtenidos con el anti-dominio espaciador CRB0017_IlgG4 instruyen el concepto de que la inhibicion de la
agrecanasa2 dentro del dominio espaciador es mas competente que la inhibicién de la enzima dentro del dominio
catalitico. Particularmente, se ha mostrado que, mientras CRB0017_lgG4 es capaz de inhibir fuertemente in vitro e
in vivo el efecto proteolitico de ADAMTS-5, un anticuerpo anti-catalitico, tal como CRB0016_IgG4, no es capaz de
producir un efecto similar.

Los resultados destacados obtenidos con el anticuerpo CRB0017_IgG4 no son por casualidad sino debido al
bloqueo del dominio espaciador de ADAMTS-5. Al unirse al sitio activo de ADAMTS-5, los anticuerpos de la
invencion provocan que la enzima asuma una forma “cerrada” para asi inhibir la enzima directamente o favorecer la
interaccion de la enzima con su inhibidor natural TIMP-3, como la hipotesis de Troeberg (Troeberg y col., 2009.
Matrix Biol. 28:463-469).

27



10

15

20

25

ES 2 588 484 T3

Listado de secuencias

<110> Rottapharm Biotech S.r.l.
VISINTIN, Michela

CASELLI, Gianfranco
CHIUSAROLI, Riccardo
ROVATI, Lucio Claudio

<120> Anticuerpo anti-ADAMTS-5, derivados y usos del mismo
<130> BE 115522

<160> 216

<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 837

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Ser Gln Thr Gly Ser His Pro Gly Arg Gly Leu Ala

1 S5 10

Leu Trp Gly Ala Glnh Pro Cys Leu Leu Leu Pro Ile Val

20 25

Trp Leu Val Trp Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ala Ser Leu

35 40 45

Ala Arg Leu Ala S$er Pro Leu Pro Arg Glu Glu Glu Ile

50 55 60

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

65 70 75

Leu Leu Cys Arg Leu Gln Ala Phe Gly Glu Thr Leu lLeu

85 90

Glu Gln Asp Ser Gly Val Gln Val Glu Gly Leu Thr val

100 105

Gly Gln Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ala Glu Pro Gly
115 120 125

Thr Gly Thr Ile Asn Gly Asp Pro Glu Ser Val Ala Ser

130 135 140

Asp Gly Gly Ala Leu Leu Gly Val Leu Gln Tyr Arg Gly

145 150 155

His Leu Gln Pro Leu Glu Gly Gly Thr Pro Asn Ser Ala

165 170

28

Gly

Pro

30

Leu

val

Pro

Leu

Gln

110

Thr

Leu

Ala

Gly

Arg

15

Leu

Pro

Phe

Ala

Glu

95

Tyr

Tyr

His

Glu

Gly
178

Trp

Ser

Ser

Pro

Arg

80

Leu

Leu

Trp

Lau
160

Pro



Gly

Met

val
225
Tyr
Ser
Gly
Leu
Ser
305
Leu
Thr
Leu
Met
Ser
385

Glu

Asp

Ala

Cys

Ala

210

Ala

Leu

Ile

Ser

Arg

230

Asp

Cys

val

Gln

Leu

370

Thr

Glu

Asn

asn
195
Lys

Asp

Leu

Gly
275
Ser
Pro
Gly
Cys
Ser
355
His
Ser

Pro

Gly

Ile

180

val

Arg

Asp

Thr

Asn

260

Glu

Phe

Asp

val

Asp

340

Ala

Asp

Arg

Trp

Tyx
420

Leu

Lys

Phe

Lys

val

245

Pro

Glu

Cys

His

Sar

325

Pro

Phe’

Asn

His

Ser

405

Gly

Arg

Ala

Ala

Met

230

Met

val

Gly

Ala

Phe

310

Thr

Ala

Thr

Ser

val

390

Pro

His

Pro

Ser

215

Ala

Ala

Ser

Pro

Trp

295

Asp

Cys

Arg

Ala

Lys

375

Met

Cys

Cys

Lys

Leu

200

Leu

Ala

Ala

Leu

Gln

280

Gln

Thr

Asp

Ser

Ala

360

Pro

Ala

Ser

Leu

Ser

185

Gly

Ser

Phe

Ala

Val

265

val

Arg

Ala

Thr

Cys

345

His

Cys

Pro

Ala

Leu
425

ES 2 588 484 T3

Pro

Ser

Arg

His

Ala

250

Val

Gly

Gly

Ile

Leu

330

Ala

Glu

Ile

Val

Arg

410

Asp

Ala

Pro

Phe

Gly

235

Lys

Thr

Pro

Leu

Leu

315

Gly

Ile

Leu

Ser

Met

395

Phe

Lys

Ser

Ser

val

220

Ala

Ala

Arg

Ser

Asn

300

Phe

Met

Val

Gly

Leu

280

Ala

Ile

Pro

29

Gly

Pro

205

Glu

Gly

Phe

Leu

Ala

285

Thr

Thr

Ala

Glu

His

365

Asn

Hisa

Thr

‘ Glu

Gln

19¢

Arg

Thr

Leu

Lys

vVal

270

Ala

Pro

Arg

Asp

Asp

350

Val

Gly

Val

Ala
430

Gly

Pro

Leu

Lys

His

255

Ile

Gln

Glu

Gln

Val

335

Asp

Phe

Pro

Asp

Pha

415

Pro

Pro

Arg

val

Arg

240

Pro

Leu

Thr

Asp

Asp

320

Gly

Gly

Asn

Pro
400

Leu

Leu



Cys

Pro
465

Met

Pro

Gln

Trp

Arg

545

Gly

Gly.

Ala

6§25

Gly

Cys

Asp

Leu
Gln
450
Pro
Cys
Ala
Asp
Gly
530
Asp
Arg
Serx
Thr
Tyr
610
Gln
Thr

Ile

Lys

Pro

435

Leu

Cys

Gln

Gln

Phe

515

Asp

Cys

Arg

Ala

Bsp

595

Thr

Ala

Pro

Hig

Cys
675

val

Thr

Ala

Thr

Ala

500

Asn

Cys

Thr

Thr

Leu

580

Leu

Gly

Leu

Cys

Ala

660

Met

Thr

Phea

Ala

Lys

485

Cys

Ile

Ser

Arg

Arg

565

Thr

Phe

Val

Gly

Ser

645

Gly

Val

Phe

Gly

Leu

470

His

Met

Pro

Arg

Pro

550

Phe

Phe

Lys

Ala

Tyr

630

Preo

Cys

Cys

Pro

Pro

455

Trp

Ser

Gly

Gln

Thr

535

val

Arg

Arqg

Ser

Pro

615

Tyr

Asp

Asp

Gly

Gly

440

Asp

Cys

Pro

Gly

Ala

520

Cys

Pro

Ser

Glu

Phe

600

Gln

Tyx

Ser

Arg

Gly
680

Lys

Ser

Ser

Trp

Arg

505

Gly

Gly

hArg

Cys

Glu

585

Pro

Asp

val

Ser

Ile

665

Asp

ES 2 588 484 T3

Asp

Arg

Gly

Ala

430

Cys

Gly

Gly

Asn

Asn

570

Gln

Gly

Gln

Leu

Ser

650

Ile

Gly

Tyr

His

Hisg

475

Asp

Leu

Trp

Gly

Gly

555

Thr

Cys

Pro

Cys

Glu

635

Vval

Gly

Ser

Asp

Cys

460

Leu

Gly

His

Gly

Val

540

Gly

Glu

Ala

Mot

Lys

620

Pro

Cys

Ser

Gly

30

Ala

445

Pro

Asn

Thr

Met

Pro

525

Gln

Lys

Asp

Ala

Asp

605

Leu

Arg

val

Lys

Cys
685

Asp

Gln

Gly

Pro

Asp

510

Trp

Phe

Tyr

Cys

Tyr

590

Thr

val

Gln

Lys

670

Ser

Arg

Leu

His

Cys

495

Gln

Gly

Ser

Cys

Pro

575

Aan

val

Cys

val

Gly

655

Lys

Lys

Gln

Pro

Ala

480

Gly

Leu

Pro

Ser

Glu

560

Thr

His

Pro

Gln

Asp

640

Aryg

Phe

Gln



10

Ser Gly Ser Phe Arg
690

Ile Pro Ala Gly Ala
705

Gly His Arg Ser Ile
725

Ala Leu Asn Gly Glu
740

Leu Pro Gly Ala Val
755

Glu Thr Leu Ser Gly
770

val Leu Val Rla Gly
785

Phe Val Pro Arg Pro
805

Trp Leu His Arg Arg
820

Trp Ala Gly Arg Lys
835

<210>2

<211>930

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Leu Leu Gly Trp
1 5

Leu Ala Ala Val Gly
20

Gln Pro Pro Thr Ala
35

Glu Glu vVal Gln Glu
50

Ala Gln Arg Arg Arg
65

Lys

Thr

710

Tyr

Tyr

Ser

His

Asn

790

Thr

Ala

Ala

Pro

Ala

Arg

Ser
70

Phe

695

Eis

Leu

Thr

Leu

Gly

775

Pro

Pro

Gln

Ser

Ala

Ala

Ala

55

Lys

Arg

Ile

Ala

Leu

Arg

760

Pro

Gln

Ser

Ile

Leu

Ala

Ala

40

Glu

Gly

ES 2 588 484 T3

Tyr

Leu

Leu

Met

745

Tyr

Leu

Asp

Thr

Leu
825

Leu

Thr

25

Ala

Pro

Leu

Gly

Val

Lys

730

Pro

Ser

Ala

Thr

Pro

810

Glu

Leu

10

Pro

Gln

Pro

val

Tyr
Arg
715
Leu
Ser
Gly
Gln
Arg
795
Arg

Ile

Cys

Ala

Pro

Gly

Gln
15

Asn

700

Gln

Pro

Pro

Ala

Pro

780

Leu

Pro

Leu

Ala

Gln

Arg

His

60

Asan

31

Asn

Gln

Asp

Thr

Thr

765

Leu

Arg

Thr

Arg

Phe

Asp

Arg

415

Pro

Ile

Val

Gly

Gly

Asp

750

Ala

Thr

Tyxr

Pro

Axg
830

Arg

Lys

30

Arg

His

Asp

Val

Asn

Ser

735

Val

Ala

Leu

Ser

Gln

815

Arg

Leu

15

Ala

Gln

Pro

Gln

Thr

Pro

720

Tyr

val

Ser

Gln

Phe

800

Asp

Pro

Pro

Gly

Gly

Leu

Leu
80



Tyr

Arg

Phe

His

val

145

Ala

Glu

Tyx

Cys

His

225

Gln

His

Ala
305

Leu

Ser

Phe

val

Cys

130

Phe

Lys

Thr

Glu

210

Ser

Ser

Arg

val

Tyr

2%0

Ser

Gly

Gly

Leu

Pro

115

Phe

Asp

Tyr

Gly

Arg

195

Thr

Asn

Ala

Arg

Ala

275

Leu

Ile

Asp

Gly

Leu

100

Ala

Tyt

Leu

Thr

Arg

180

Glu

Pro

Pro

Leu

Arg

260

hzp

Leu

Glu

Lys

Gly

85

Asp

Gly

Arg

Cys

Leu

165

Val

Gly

Ala

Ser

Ser

245

Arg

Ala

Thr

Asn

Asp
325

Lys

Leu

Gly

Gly

Gly

150

Lys

Tyr

Phe

Ser

Gly

230

Pro

Ser

Ser

Leu

Hisg

310

Lys

val

Glu

Gly

Thr

135

Gly

Pro

Gly

Ser

Thr

215

Arg

Ala

Ile

Met

Ala

295

Ile

Serx

Gly

Arg

Thr

120

Val

Leu

Leu

Asp

Phe

200

Pro

Ala

Gly

Ser

Ala

280

Ser

Arg

Leu

ES 2 588 484 T3

Tyr

Asp

105

Ser

Agp

Asp

Leu

Gly

185

Glu

Glu

Ala

Gly

Arg

265

Arg

Ile

Leu

Glu

Leu

90

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

170

Ser

Ala

Ala

Leu

Ser

250

Ala

Leu

Ala

Ala

Val
330

Vval

Ser

Pro

Ser

Phe

155

Gly

Ala

Leu

Hisg

Ala

235

Gly

Arg

TYyr

Asn

Val

315

Ser

Tyr

Val

Trp

Pro

140

Phe

Pro

Arg

Pro

Glu

2240

Ser

Pro

Gln

Gly

Arg

300

Val

Lys

32

Ala

Gly

Arg

125

Axg

Ala

Trp

Ile

Pro

205

His

Gln

Gln

val

Arg

285

Leu

Lys

Asn

Gly

Ile

110

His

Ser

Val

Ala

Leu

180

Arg

Ala

Leu

Thr

Glu

270

Gly

Tyr

Val

Ala

Gly

g5

Ala

Arg

Leu

Lys

Glu

175

His

Ala

Pro

Leu

Trp

255

Leu

Leu

Ser

Val

Ala
335

Arg

Gly

Ser

Ala

His

160

Glu

val

Ser

Ala

Asp

240

Trp

Leu

Gln

His

Val

320

Thr



Thr

Asp

Asp

Gly

385

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

465

Leu

Cys

val

Cys

Gly

545

Tyr

Gly

Leu

Asp

Leu

370

Thr

Leu

Leu

Glu

Lys

450

Asp

Gly

Agn

Cys

Leu

530

Arg

Tyr

Gln

Lys

His

355

Cys

Ile

His

Ser

Asp

435

Pro

Gly

Pro

Leu

Ala

515

Thr

Ile

Ser

Cys

Asn
340
Glu
Gly
Cys
Ala

His
420
Lys
Trp
His
Glu
Thr
500
Arg
Lys
Cys

Thr

Ser
580

Phe

Glu

His

Ser

Ala

405

Asp

Arg

Ser

Gly

Glu

485

Phe

Leu

Lys

Leu

Ser

565

Arg

Cys

His

His

Pro

350

Phe

Asp

Leu

Lys

Asn

470

Leu

Gly

Tep

Leu

Gln

550

Ser

Serxr

Lys

Tyr

Ser

375

Glu

Thr

Sex

Met

Cys

455

Cys

Pro

Pro

Cys

Pro

835

Gly

His

Cys

Trp

Asp

360

Cys

Arg

val

Lys

Ser

440

Thr

Leu

Gly

Glu

Ala

5290

Ala

Lys

Gly

Gly

Gln

345

Ala

Asp

Ser

Ala

Phe

425

Ser

Ser

Leu

Gln

TYr

505

Val

val

Cys

Asn

Gly
585

ES 2 588 484 T3

His
Ala
Thx
Cys
His
410
Cys
Ile
Ala
Asp
Thr
490
Ser
Vval

Glu

Val

Trp
570

Gly

Gln

Ile

Leu

Ala

395

Glu

Glu

Leu

Thr

Leu

475

Tyr

Val

Arg

Gly

Asp

555

Gly

val

His

Leu

Gly

380

Val

Ile

Glu

Thr

Ile

460

Pro

Asp

Cys

Gln

Thr

540

Lys

Ser

Gln

33

Asn

Phe

365

Met

Ile

Gly

Thr

Ser

445

Thr

Arg

Ala

Pro

Gly

525

Pro

Thr

Trp

Phe

Gln

350

Thr

Ala

Glu

His

Phe

430

Ile

Glu

Lys

Thr

Gly

510

Gln

Cys

Lys

Gly

Ala
590

Leu

Arg

Asp

Asp

Leu

415

Gly

Asp

Phe

Gln

Gln

495

Mat

Met

Gly

Lys

Ser

575

Tyr

Gly

GIu

val

Asp

400

Leu

Ser

Ala

Leu

Ile

480

G1ln

Asp

val

Lys

Lys

560

Trp

Arg



His

Lys

Gly

625

Ser

Ala

Gly

Glu

Arg

705

Cys

Thr

Glu

Thr

Leu

785

Ile

Phe

Gln

Phe

Cys

Arg

610

Lys

Asp

Gly

Thr

Cys

690

Thr

Gly

Phe

Gly

Arg

770

Ile

Asn

Leu

ile

Phe

Asn

595

Ala

Ser

Ala

val

Gly

675

Arg

Gly

Val

Asn

Ala

755

Phe

Asn

Gly

His

Leu

a3s

val

Asn

Ile

Phe

Lys

Leu

660

Tyr

Leu

cys

Cys

Lys

740

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

820

Ala

Pro

Pro

Tyr

Gly

€45

Pro

Tyr

Tyr

Asp

Gly

725

Lys

His

Ala

Lys

Val

805

Met

Thr

Lys

Ala

Arg

His

€30

Val

Ala

vVal

Ser

Gly

710

Gly

Ser

Ile

Tyr

Tyr

790

Met

Gly

Asp

Lys

Pro

Ser

€15

Glu

Lys

Asp

vVal

Asn

695

Ile

Rsp

Lys

Lys

Leu

775

Met

Asn

Tyr

Pro

Ser

Arg

600

Cys

Gln

Thx

val

Phe

680

Ser

Ile

Asgsn

Gly

val

760

Ala

Ile

Tyr

Ser

Thr

240

Thr

Asn

Ser

Cys

Phe

Cys

665

Serx

Val

Gly

Ser

Tyr

745

Arg

Leu

Ser

Ser

Ala

825

Ly=

Pro
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Asn

Leu

Glu

val

650

Lys

Pro

Cys

Ser

Ser

730

Thr

Gln

Lys

Thr

Gly

glo

Thr

Pro

Lys

Gly

Met

Ala

635

Glu

Leu

Lys

Val

Lys

715

Cys

Asp

Phe

Lys

Ser

795

Lys

Leu

val

Pro

620

Lys

Trp

Thr

Val

Arg

700

Leu

Thr

Val

Lys

Lys

780

Glu

Ser

Glu

Asp

Asn

Tyr

605

Cys

Asn

Val

cys

Thr

685

Gly

Gln

Lys

val

Ala

765

Agn

Thr

His

Ile

val

845

Ser

34

Cys

Pxo

Gly

Pro

Arg

670

Asp

Lys

Tyr

Ile

Arg

750

Lys

Gly

Ile

Arg

Leu

830

Axg

Val

Thr

Pro

Tyr

Lys

655

Ala

Gly

Cys

Rsp

val

735

Ile

Rsp

Glu

Ile

Asp

815

Ile

Tyr

Thr

Gly

Asn

Gln

640

Tyr

Lys

Thr

Val

Lys

720

Gly

Preo

Gln

Iyr

Asp

800

Asp

Val

Ser

Ser
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His

865

Thr

Thr

Cys

Lys

850

Gly

Gly

Ser

Pro

Asn

Trp

Arg Thr Val

900

Pro Leu Ser

Cys
930

<210> 3

<211>112
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 3

Asp

1

Glu

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Val

Ile

Ser

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

<210> 4
<211> 117
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 4

91s

val

val

Lys

35

Leu

Phe

val

Tyr

Ile

Ser

20

Thr

Pro

Ser

Lys

Pro
100

Lys
Leu
885

Gln

Gln

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85

Tyr

val

87¢

Ala

Cys

Arg

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

855

Gly

Cys

Gln

Pro

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Sear

Ser

Asp

Ser
920

Glu

Arg

Trp

40

Met

Ser

Val

Gly

ES 2 588 484 T3

His

Arg

Gly

905

Ala

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

Thr
890

Asn

Phe

Ser

10

Ser

Leu

Thr

Thr

Val

90

Gly

Ser

875

Cys

Arg

Lys

Agn

Lys

Gln

Arg

Asp

75

Tyx

Thr

860

Gln

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

Arg

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

35

Pro

Thr

Leu

Cys
925

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Gln

Gly

Ala

210

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
110

Trp

895

Lys

Leu

Ser

15

Tyr

Gln

Val

Glu

Gln

95

Ile

Val

880

His

Gly

Lys

GLy

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

Lys
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Gln val Gln Leu

Ser Val Lys Met
20

Trp Met His Trp
35

Gly Tyr Ile Asn
50

Lys Asp Lys Ala
65

Met Gln Leu Gly

Ala Arg Gly Gly
100

Leu Thr val Ser
115

<210>5
<211>110
<212> PRT

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

<213> Mus musculus

<400> 5

Asp Ile val Met
1

Gln Arg Ala Thr
20

Gly Asn Ser Phe
35

Lys Leu Pro Ile
50

Arg Phe Ser Gly
65

Pro Val Glu Ala

Glu Glu Leu Thr
100

<210>6
<211> 117
<212> PRT

Thr

Ile

Iyr

Serx

Asp

85

Phe

<213> Mus musculus

<400> 6

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Asp

Gln

Ser

His

Len

Gly

70

Asp

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Cys

Tzp

Ala

55

Ser

Ala

Ala

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Leu

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gly
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Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly
105

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Thr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

Ser

10 .

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyx

20

Lys

Leu

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Ser

Trp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

15

Tyr

Leu

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Glu

36

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Val

val

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu

Preo

Thx

Glu

Gln

Thr

Tyrx

Gly
110

Serx

Asp

30

Gln

Val

Thr

Gln

Lya
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Gln

15

Ser

Pro

Pro

Ile

Asn
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asp

Asn
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Glu Val Lys Leu Leu

Ser Leu Lys Leu Ser
20

Trp Met Ser Trp Val
35

Gly Glu Ile Asn Pro
50

Lys Asp Lys Phe Ile
65

Leu Gln Met Ser Lys
85

Ala Arg Arg Ser Tyr
100

Val Thr Val Ser Ser
115

<210>7

<211>107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

Asp Ile Val Met Thr
1 5

Asp Arg Val Ser Ile
20

val Ala Trp Tyr Gln
35

Tyxr Trp Ala Ser Thr
50 :

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Leu Ala Asp
85

Thr Phe Gly Ala Gly
100

<210> 8

<211> 116

<212> PRT

<213> Mus musculus

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

Val

Trp

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Thr

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Ile

Lys

Gly

Thr

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Phe

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

ES 2 588 484 T3

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

20

val

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Ile

Leu

Phe

Lys

Asn

Ala

75

Thr

Trp

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

val

Asp

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Cys

37

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Agn

Leu

Ala

Thr

val

Lys

415

Arg

Asn

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Gly

30

Leu

Phe

val

His

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Glu

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
85

Gly

Tyr

Ile

Leu

Tyr

80

Cys

Serx

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr
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<400> 8
Gln Val Gln Leu
1

Ser Val Lys Leu
20

Tyr Met His Trp
35

Gly Arg Ile Asp

G1ln Gly Lys Ala
€5

Leu Gln Leu Ser

Ala Phe Tyr Ser
100

Thr Vval Ser Ser
115

<210>9
<211> 107
<212> PRT

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 9

Asp Ile Val Met

1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Ala Trp Tyr

35

Tyr Gly Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
€5

Asp Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Leu
100

<210> 10
<211>127
<212> PRT

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

<213> Homo sapiens

Gln

Cys

Lys

Ala

Ile

70

Leu

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

Tyr

Thr

Ser

Thrxr

Gln

His

55

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

Arg

Ser

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Asgp

Pro

Arg

Pro
40

Serx

Thr

Cys

val

ES 2 588 484 T3

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Glu
10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Pro

Phe

G1ln

Lys

Ser

15

Thr

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Asn

38

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asn

val

Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Thr
110

Ser

Gly
30

Arg

Phe

Leu

Phe

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ser

val
15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyrxr

a0

Cys

val

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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<400> 10

Gln Val Gln Leu Gln
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
20

Phe Trp Ser Trp Val
35

Gly Glu Val Asn His

Ser Arg Val Thr Met
65

Gln Leu Ser Ser Val
85

Arg Lys Leu Pro Arg
100

Pro Phe Asp Tyr Trp
115

<210> 11

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Gln Ser Val Val Thr

1 S

Arg Val Thr Ile Ser
20

Tyr Asp Val His Trp
35

Leu Ile Tyr Gly Asn
50

Ser Gly Ser Lys Ser
65

Gln Ala Glu Asp Glu
85

Leu Ser Gly Tyr Ala
100

<210> 12
<211> 130
<212> PRT

Gln

Cys

Arg

Ser

70

Thr

Arg

Gly

Gln

Cys

Tyr

Asp

Gly

70

Ala

Val

Trp

Ala

Gln

Gly

55

val

Ala

arg

Gln

Pre

Thr

Gln

Asn

Thr

Asp

Phe

Gly

Val

His

40

Ser

Asp

Ala

Ala

Gly
120

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly
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Ala

His

25

Pro

Ala

Thr

Asp

Glu

105

Thr

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ser

Thr

20

Asp

Leu

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Gly

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Arg

val

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Thr

Leu

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Pro

Thr

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Serx

Gln

39

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Ser

Val
125

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Ser

110

Ser

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

Thr
110

Ser

15

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Leu

Ser

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

95

val

Glu

Asn

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Arg

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Leu
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<213> Homo sapiens

<400> 12

Gln Val

1

Ser Leu

Asp Met

Ser Arg

50

Gly Arg

Gln Met

Arg Asp

Tyr Tyr

Ser Ser
130

<210> 13

Gln Leun

Arg Leu
20

His Trp
35

Ile Gly

Phe Thr

Asn Ser

Gly Thr

100

Tyr Gly

115

<211>107
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13

val

Ser

Val

Thr

Ile

Leu

85

Arg

Met

Glu

Cys

Arg

val

Sar

70

Gly

Tyr

Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

S5

Arg

Ala

Cys

val

Gly

Ala

Vval

40

Asp

Asp

Glu

Ser

Trp

120

ES 2 588 484 T3

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Arg

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

20

Thr

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ser

Gly

val

Arg

Gly

Ala

60

Asn

Val

Cys

Thr

40

Gln

Pha

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Thr

125

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Ser

110

Val

Gly
15

Ser

Tzp

val

Phe

Cys

95

Gly

Thr

Gly

His

Val

Lys

Leu

80

Ala

Tyr

Val
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20

Asp Ile Val Met

Asp Arg Val Thr
20

Leu Asn Trp Tyr
35

Tyr Ala RAla Ser

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln
100

<210> 14
<211> 121
<212> PRT

Thr

Ile

Gln

Ser

The

Thr

85

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 14
GiIn val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

Tyr Met Asp Trp
35

Gly Arg Ile Arg
50
Ser Val Lys Gly

€5

Leu Tyr Leu Gln

Tyr Cys Ala Arg
100

Gln Gly Thr Thr
115

<210> 15
<211>110
<212> PRT

val

Ser

val

Asn

Arg

Met

85

Asp

val

<213> Homo sapiens

<400> 15

Gln

Thr

Gln

Lau

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Thr

Leu

Thr

Thr

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Ala
55

Thr

Ser

Gly

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Ala

Ser
120

ES 2 588 484 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Lys

Ser

105

Ser

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Gly
10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr
90

Asp

Leu

Gln

Ala

Fro

Ile

75

Ser

Lys

Leu

‘Phe

Lys

Thr

Asp
75

Asp

Ala

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

val

Thr

Gly

Thr
60

Asp

Asp

Phe

41

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Gly

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Tyx

Lys

Ala

Leun
110

val

i5

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly
15

Rsp

Trp

Ala

Lys

Leu
95

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

His

Val

ala

Thr

80

Tyr

Gly



10

15

Gln

Ser

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Ser

Ser

Val

TYr

Ile

50

Gly

Ala

Thr

<210> 16

<211>129
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 16

Gln
1

Thr

Tyr

Gly

Ser

€5

Lys

Ser

Ser

val

Leu

Trp

Glu

50

Arg

Leu

Thr

Asn

<210> 17

<211>107
<212> PRT
<213> Homo sapiens

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Glu

Leu

Gln

Ser

Ser

35

Ile

Val

Ser

Ile

Trp
115

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Glu
100

Leu

Leu

Trp

Asn

Thr

Ser

100

Phe

Thr

Ser

Irp

Val

Ser

Glu

Phe

Gln

Thr

Ile

His

Ile

val

Ser

Asp

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Thr

Pro

Pro

Thr

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

Trp

Ala

Gln

Gly

55

Val

Ala

Arg

Trp

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Gly

Val

Pro
40

Ser

Asp

Ala

His

Gly
1290

ES 2 588 484 T3

Ser
Thr
25

His

Pro

Tyr

Thr
105

Ala

Tyrxr
25

Pro

Thr

Thr

Asp

Asp

105

Gln

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

Gly
10

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

Phe

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Leu

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

Thr

Gly

Asp

Lys

val

60

Thr

Ser

Thr

Leu

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Ser

Leu

42

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

val

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Gly

val
125

Pro

Gly

Pro

Ser

Ser

Thr

Leu
110

Pro

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

Tyx

110

Thr

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Arg

Ser
15

Gly

Trp

Lau

Ser

Cys

a5

Tyr

Val

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Arg

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Sexr

Ser



10

15

<400> 17

Glu Thr Thr Leu Thr
1 5

Asp Lys Ile Tyr Ile
20

Met Asn Trp Tyr Gln
35

Gln Glu Ala Thr Thr
50

Ser Gly Tyr Gly Thr

65
Glu Asp Ala Ala Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly
100

<210> 18

<211>122

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 18

Glu Val Gln Leu Val
1 5

Ser Val Arg Val Ser
20

Pro Ile His Trp Val
35

Gly Gly Phe Asp Leu
50

Arg Gly Arg Phe Thr
€5

Met Glu Leu Lys Serxr
85

vVal Lys Gly Pro Gly
100

Gly Leu Gly Thr Leu
115

<210> 19
<211> 116
<212> PRT

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyt

Thr

Glu

Cys

Arg

Glu

Met

70

Len

Tyr

val

Ser

Cys

Lys

Val

55

FPhe

Phe

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Thr

Pro

Lys

Pro

40

Pro

Thy

Cys

Val

Gly

val

Ala

40

Gly

Glu

Ser

Ala

val
120

ES 2 588 484 T3

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Pro

Asp
105

Ser

Ser

25

Pro

val

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Phe

10

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

val

Ser

Met

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gln

Lys

Val

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Thx

Thr

Ser

Asp

Ala

Prao

60

Asgn

Asp

Lys

Arg

Gly

Ala

60

Thr

Ala

Ser

43

Ala

Ile

Ile

45

Arg

Asn

Asn

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

val

Phe

Thr

Asp

30

Phe

Phe

Met

val

Pro

Thx

30

Glu

Pro

Ser

Tyx

Thr
110

Pro

15

Asp

Ile

Ser

Glu

Pro
95

Gly

15

Glu

Tyr

Arg

Val

Ty

95

Ser

Gly

Asp

1le

Gly

Ser

80

Leu

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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15

<213> Homo sapiens

<400> 19

Gln
1

Ser

Val

Asp
€5

Lys

His

val

Ser

Val

Asp

val

50

Arg

Asn

Gly

Thr

<210> 20

<211> 121

val

Thr

Trp

35

Gly

Phe

Ile

Ser

val
115

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

€5

Leu

Ala

Gln

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Gly

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Met

Asp

Thr
115

Leu

Leu

Tyx

Thr

Ser

Gln

Gly
100

Leu

Leu

Leu
20

TZp

Ser

Phe

Asp

Arg

100

Met

Thr

Thr

Gln

Gly

val

Glu
85

Ser

Gln

Ser

Val

Gly

Thr

ser

85

Asp

Vval

Gln

Cys

Gln

Gly

Leu
70

Glu

Asn

Glu

cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Thr

Thxr

Thr

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Val

Pro

Leu

Pro

40

val

Ser

Glu

val

Gly

Ala

Ala

Asp

Arg

val

His

Ser
120

ES 2 588 484 T3

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Tyr
105

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Lys

105

Ser

Ala

10

Ser

Lys

Ser

Leu

Asp

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Asp

Ser

Gly

Gly

Lys

Asn
75

Tyxr

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ala

Tyr

Pro

Gly

Arg

His

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Phe

44

Ser

Ser

Arg

45

Asp

Tyr

Cys

Ser

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Asp

Leu

Asn

30

Phe

Gly

Leu

Gly

Gly
110

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tle
110

Gly
15

Tyr

Val

Ile

Ile

Ala
95

Thr

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Len

Tyr

95

Trp

Ala

Lys

Met

Pro

Ile
80

Asp

Lys

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Gly
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<210> 21

<211>107
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21
Asp Ile
1

Asp Arg

Ser Ala

Tyr Leu

50

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

<210> 22

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<211> 117
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22
Gln vVal
1

Ser Leu

Gly Met

Ala Thr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

val Thr

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val
115

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Trp
100

Ser

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

a5

Gly

Gln

Ser

val

Phe

Thr

Ser

85

Ser

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Pro

Axg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Ala

Met

ES 2 588 484 T3

Ser

Pro
25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Asp
1058

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

k1Y

val

val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

val

Phe

Thr

Tyr

Ala

75

Met

Trp

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

Asn

val

Thr

Gly

Tyr

&0

Glu

Ala

Gly

45

Ala

Ile

Glu

Arg

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Vval

Gln

Ser

Gly
30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

val
15

Lys

Pro

Ser

Gln

Pro
35

Gly
15

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

Ile

Asp

Pro
80

Trp

Arg

Tyr

val

Val

Tyr
80

Cys

Met



10

15

20

<210> 23

<211> 108

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23

Ser Tyr Val

1

Thr

Cys

His

Asn

65

Asp

Gln

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

<210> 24

<211>122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 24

Gln val

1

Ser

Pro

Gly

Arg

65

Met

val

Gly

Val

Ile

Gly

Gly

Glu

Lys

Leu

Ser

Tyr

35

Tyr

Gly

Ala

Phe

Gln

Arg

His

35

Phe

Arg

Leu

Gly

Gly
115

Leu

Ile

20

Gln

Lys

Asn

Asp

Gly
100

Leu

Val
20

Trp

Asp

Phe

Lys

Pro
100

Thr

Thr

Thr

Gln

Arg

Thrx

Tyr

85

Gly

val

Ser

Val

Leu

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

7¢

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Tyr

Val

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn'

55

Thr

Thr

Gly

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Lys

Gly

Val

Ala

40

Gly

Glu

Ser

Ala

Val
120

ES 2 588 484 T3

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

val

Leu
105

Sar

Ser

25

Pxo

Val

Asp

Glu

Leu
108

Ser

Val

Lys

Ser

Pro

Ile

Trp
920

Thr

Asp

Gly

Gly

Thr

Thx

Asp

Val

Ser

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

15

Asp

Val

Val

Tyr

Lys

Lys

Serxr

75

Thr

Thr

Val

Glu

Val

Arg

&0

Axg

Ser

Leu

Lys

Arg

Gly

Ala

60

Thr

Ala

Ser

46

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Val

Gly

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

val

Phe

Pro

Lys

30

val

Ser

Glu

Ser

Pro

Thr

Glu

Pro

Ser

Tyr

Thr
110

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Gly

Asp
95

Gly

15

Glu

Tyx

Arg

val

Tyr

95

Ser

Gln

Ala

Tyr

Ser

Gly

Asp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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15

20

<210> 25

<211>108

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

Agp Ile Val Leu Thr
1 5

Glu Arg Val Thr Met
20

Tyr Leu His Trp Tyr
35

Ile Tyr Ser Thr Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly

65
Ala Glu Asp Ala Ala
85

Trp Thr Phe Gly Gly
100

<210> 26

<211>118

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 26
Gln val Gln Leu Gln

1 5

Ser Val Glu Met Ser
2Q

Val Met His Trp Val
35

Gly Tyr Ile Asn Pro
50

Lys Gly Lys Ala Thr
65
Met Glu Leu Ser Ser

85

Ala Thr Thr val Glu
100

Thr Leu Thr Val Ser
115

Gln
Thr
Gln
Asn
Thr
70

Thr

Gly

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu
70

Leu

Lys

Ser

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Leu

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Gly
Ala
Lys
40

Asp

Ser

Ser

Tyr

ES 2 588 484 T3

Ala
Ala
25

Pro
Ser
Ser

Cys

Leu
105

Pro
Ser
Pro
Gly

Asp

Glu

Ser
105

Ile

Ser

Gly

Gly

Leu

Arg

90

Glu

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp
20

Asp

Met

Ser

Saer

val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser
75

Ser

Tyr

Ser

Ser

Ser

Pro

€0

Ile

Tyr

Lys

val

Thr

Asp

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

47

Ala

Val

Pro

45

Ala

Ser

His

Lys

Pha

Leu

45

Asn

Ser

vVal

Gly

Ser’

Serx

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Leu

15

Ser

Leu

Phe

Met

Tyr
95

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
a5

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyx
80

Cys

Thr
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<210> 27

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyx
10

1 5

<210> 28

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29

Gln Gln Leu Val Glu Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 30

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

15

Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

1 5

<210> 31

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 32

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

Gln Gln Asn Asn Glu Glu Leu Thr
1 5

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

10

48

15
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ES 2 588 484 T3

Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 34

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34

Trp Ala Ser Thr Arg His Thr
1 5

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 35

Gln Gln Tyr Cys Ser His Pro Tyr Thr
1 5

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Arg Ala Ser Gln Ala Ile Gly Asn Asp Leu Ala
1 5 10

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Gly Ala Ser Thr Leu Ser Ser
1 5

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Gln Gln Tyr Asn Asn Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 39

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His
1 5 10

<210> 40

<211>7
<212> PRT

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gly Asn Asp Asn Arg Pro Ser

1 5

<210> 41

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

ES 2 588 484 T3

Gln Ser Tyr Asp Asn Ser Leu Ser Gly Tyr Ala Vval
1 5

<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn

1 5

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

1

<210> 44

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

5

10

10

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 45

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Tyr Val Ser

1 5

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Asp Val Ser Asn Arg Pro Ser

1

5

10

50
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<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

1

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asp Asp Asp Met Asn
10

1 5

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Glu Ala Thr Thr Leu Val Pro
1 5

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Pro Gln Gln Asp Asn Val Pro Leu Thr
1 5

<210> 51

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Ser Ser Tyr Thr Arg Arg Ser Thr Leu Glu
5

10

Thr Leu Ser Ser Gly Tyr Ser Asn Tyr Lys Val Asp

1 5

<210> 52

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

1

<210> 53

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

10

10

val Gly Thr Gly Gly Thr Val Gly Ser Lys Gly Asp
5

51
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ES 2 588 484 T3

Gly Ala Asp His Gly Ser Gly Ser Asn Phe Val Tyr Val
1 5 10

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Arg Pro Ser Gln Gly Ile Gly Lys Tyr Ser Ala
1 5 10

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Leu Ala Ser Thr lLeu Gln Ser
1 5

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Leu Gln Arg Asn Thr Tyr Pro Trp Thr
i 5

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Ser Gly Asp Lys Leu Glu Asp Lys Tyr Ala Cys
1 5 10

<210> 58

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

His Asp Tyr Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Gln Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp Asp Gln Val
1 . 5 10

<210> 60

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

52
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<400> 60

Ser Tyr Trp Met His
1 5

<210> 61

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 61

Tyr Ile Asn Pro Ser Thr Gly Tyr Thr Glu Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 s 10 15

Asp

<210> 62

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 62

Gly Gly Tyr Asp Asp Leu Gly Tyr
1 5

<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 63

Arg Tyr Trp Met Ser
1 5

<210> 64

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64

Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 65

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 65

Arg Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5

<210> 66

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 588 484 T3

<400> 66

Asp Thr Tyr Met His
1 5

<210> 67

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 67

Arg Ile Asp Pro Ala His Gly Arg Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 s 10 15

Gly

<210> 68

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 68

Tyr Ser Tyr Ala Ile Asp Tyr
1 5

<210> 69

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Gly Asn Phe Trp Ser
1 5

<210>70

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Glu Val Asn His Arg Gly Ser Ala Thr TIyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 71
<211>19

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 71

Lys Leu Pro Arg Arg Arg Ala Glu Asp Arg Pro Ser Ser Leu Arg Pro
1 5 10 15

Phe Asp Tyr
<210>72

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
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Ser His Asp Met His
1 5

<210>73

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Arg Ile Gly Thr Val Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210>74

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Asp Gly Thr Arg Tyr Cys Ser Arg Thr Ser Cys His Ser Gly Tyr Tyr
1 5 10 15

Tyr Tyr Gly Mat Asp Val
20

<210>75

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Asp His Tyr Met Asp
1 5

<210>76

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Arg Ile Arg Asn Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 77

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Asp Leu Gly Ala Ser Asp Ala Phe Gly Leu
1 5 10

<210>78

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78
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Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210>79

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu lys Ser
1 5 10 15

<210> 80

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80
Thr Ile Trp Ser Thr Arg His Asp Phe Trp Ser Gly Tyr Tyr Ser Ser
1 5 10 15

Asn Trp Phe Asp Pro
20

<210> 81

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Glu Tyr Pro Ile His
1 5

<210> 82

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

Gly Phe Asp Leu Glu Asn Gly vVal Thr Lys Ala Ala Pro Arg Phe Arg
1 5 10 15

Gly {

<210> 83

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

Gly Pro Gly Tyr Gly Ala Leu Val Thr Ser Phe Thr Ser
1 5 10

<210> 84

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

56
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Ser Tyr Ala Met Thr
1 3

<210> 85

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Asp Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 86

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Asp Arg Asp Leu Leu His Lys Asp Gly Phe Asp Ile
1

5 10

<210> 87

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

Gly Tyr Gly Met Asn
1 5

<210> 88

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Thr Ile Ser Phe Asp Gly Thr Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 89

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Asp Trp Ser Tyr Ala Met Asp Val
1 5

<210> 90

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

57



10

15

20

25

30

ES 2 588 484 T3

Glu Tyr Pro Ile His
1 5

<210> 91

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91

Gly Phe Asp Leu Glu Asn Gly Val Thr Lys Ala Ala Pro Arg Phe Arg

1 5 10

Gly

<210> 92

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92

Gly Proc Gly Tyr Gly Ala Leu Val Thr Ser Phe Thr Ser

1 5 10

<210> 93

<211> 352

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 93

58



Met

Asp

Gln

Ala

Gly
65

Lau

Rsp

Val

145

Gln

Ile

Vval

Lys

Leu

50

Ile

Val

Tyr

Arg

Leu

130

Val

Gly

Val

Gly

Ala

Ile

Leu

35

Ala

Arg

Ala

Gln

Val

115

Leu

Ala

AsSnD

Val

val
195

Leu

Ser

20

Gly

Arg

Leu

Ala

Val

100

Ser

Ala

Lys

Asp
180

Ile

Thr

Gln

Phe

Lys

Leu

Gly

85

Asp

Gly

Val

Ile

Val

165

Leu

Ala

Thr

Arg

Gly

Gln

70

Glu

Pro

Met

His

Asp

150

Glu

Arg

Asn

Arg

Gly

Ser

Val

55

Glu

Pro

Ser

Ser

Lys

135

Asp

Leu

Gln

Gly

Gln

Met

Pro

10

Ile

Glu

Leu

Met

120

Thr

Glu

Leu

Gln

Asp
200

ES 2 588 484 T3

Gln

Pro

25

Asn

Glu

Glu

Phe

10%

Lys

Gln

Val

Pro

Ser
185

Trp

Glu

Pro

Ala

Ile

Glu

Ala

8¢

Lys

Asp

Asp

Thr

Glu

170

Phe

Leu

val

Thr

Ala

val

Gly

75

Gln

Pro

Ile

val

Val

155

Asn

Thr

Glu

Phe

Arg

Glu

Ser

60

Leu

Gln

Asn

Gly

Arg

140

Lys

Ser

Ile

Phe

59

Asp

Ala

Glu

45

Gly

Pro

His

Ala

Ile

125

Asn

Arg

Glu

Glu

Thr
205

Leu

Glu

His

Ala

Leu

Ile

Asp

110

Met

Gly

Leu

Phe

Gly
190

Lys

Ile

15

Ile

Leu

Ser

val

Glu

95

Phe

Asp

Gln

Lys

Lys

175

Leu

Ile

Arg
Ala
Lys
Arg
Gly
80

Gly
Leou
Gly
val
Lys
160
Pro

Ala

val



10

Gly Thr Phe Asn Lys
210

Pro Glu Gly Ala Thr
225

Gln Thr Arg Phe Thr
245

Tyr Leu Ile Asn Gly
260

Agsp Ile Asn Gly Thr
275

Asp Phe Leu His Gly
290

val Gln Ile Leu Ala
305

Ser Phe Phe Val Pro
325

Ser His Gly Ser Asn
340

<210> 94

<211> 424

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Lys

His

230

Ala

Lys

val

Met

Thr

310

Lys

Lys

<223> secuencia sintética

<400> 94

Met Ser Pro Ile Leu
1 5

Thr Arg Leu Leu Leu
20

Tyr Glu Arg Asp Glu
35

Gly Leu Glu Phe Pro
50

Leu Thr Gln Ser Met
65

Gly

Glu

Gly

Asn

Ala
70

Ser

215

Ile

Tyr

TyT

Met

Gly

295

Asp

Lys

Vval

Tyr

Tyr

Asp

Leu

55

Ile

Lys

Lys

Leu

Met

Asn

280

Tyr

Pro

Ser

Gly

Trp

Leu

Lys

40

Pro

Ile

ES 2 588 484 T3

Gly

val

Ala

Ile

265

Tyr

Ser

Thr

Thr

Ser
345

Lys

Glu
25

Trp

Tyr

Arg

Tyr

Arg

Leu

250

Ser

Ser

Ala

Lys

Fro

330

His

Ile

Glu

Arg

Ty

Tyr

Thr

Gln

235

Lys

Thr

Gly

Thr

Pro

315

Lys

Thr

Lys

Lys

Asn

Ile

Ile
75

Asp

220

Phe

Lys

Ser

Trp

Lys

300

Len

vVal

Lys

Gly

Tyr

Lys

Asp

60

Ala

60

val

Lys

Lys

Glu

Ser

285

Glu

Asp

Asn

Ile

Leu

Glu

Lys

45

Gly

Asp

val

Ala

Asn

Thy

270

His

Ile

val

Ser

Tyr
350

val

Glu

30

Phe

Asp

Lys

Arg

Lys

Gly

25%

Ile

Arg

Leu

Arg

val

335

Ala

Gln

15

His

Glu

val

His

Ile

Asp

240

Glu

Ile

Asp

Ile

Tyr

320

Thr

Ile

Pro

Leu

Leu

Lys

Asn
80



Met

Gly

Lys

Met

Gly

145

val

val

Leu

Thr

Gly

225

Gly

Asp

Asn

Ala

305

Phe

Leu
Ala
Asp
Leu
130
Asp
val
Cys
Lys
Phe
210
Ser
Ser
Gln
Asp
Lys
290

Thr

Thr

Gly

Val

Phe

115

Lys

His

Leu

Phe

Ser

195

Gly

Gly

Thr

His

Bsp

275

Lys

His

Ala

Gly

Leu

100

Glu

Met

val

Tyr

Lys

180

Ser

Gly

His

Ala

‘Met

260

Asp

Ser

Ile

Tyr

Cys

85

Asp

Thr

Phe

Thr

Met

165

Lys

Lys

Gly

His

Ile

245

Asp

Lys

Lys

Lys

Leu
325

Pro

Ile

Leu

Glu

His

150

Asp

Arg

Iyr

Asp

His

230

Gly

Ser

Ser

Gly

val

3o

Ala

lys

Arg

Lys

Asp

135

Pro

Pro

Ile

Ile

His

215

His

Met

Pro

Pro

Tyr

295

Arg

Leu

Glu

Tyr

val

120

Arg

Asp

Met

Glu

Ala

200

Pro

His

Lys

Asp

Mot

280

Thr

Gln

Lys

Arg

Gly

105

Asp

Leu

Phe

Cys

Ala
185

Tep

Pro

His

Glu

Leu

265

val

Asp

Phe

Lys

ES 2 588 484 T3

Ala

30

val

Phe

Cys

Met

Leu

170

Ile

Pro

Lys

Ser

Thr

250

Gly

Thr

val

Lys

Lys
330

Glu

Ser

Leu

His

Leu

155

Asp

Pro

Leu

Ser

Ala

235

Ala

Thr

Lys

Val

Ala

315

Asn

Ile

Arg

Ser

Lys

140

Tyr

Ala

Gln

Gln

Asp

220

Gly

Ala

Gly

Ile

Arg

300

Lys

Gly

61

Ser

Ile

Lys

125

Thr

Asp

Phe

Ile

Gly

205

Gly

Leu

Ala

Gly

Val

285

Ile

Asp

Glu

Met

Ala

110

Leu

Tyx

Ala

Pro

asp

13¢

Ser

Vval

Lys

Gly

270

Gly

Pro

Gln

Tyr

Leu

35

Tyxr

Pro

Leu

Leu

Lys

175

Lys

Gln

Thr

Pro

Phe

255

Serx

Thr

Glu

Thr

Leu
335

Glu

Ser

Glu

Asn

Asp

160

Leu

Tyr

Ala

Ser

Arg

240

Glu

Gly

Phe

Gly

Arg

329

Ile
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15

20

Asn Gly

Gly Thr

Lys

val

Tyr Met

340

Met Asn

355

His Gly
370

Leu Ala
385

Val Pro

Ser Asn

<210> 95
<211>708
<212> ADN

Met

Thr

Lys

Lys

Gly Tyr

Asp Pro

Ile

Tyr

Ser Ala

Thr

Ser Thr

Ser Gly

360

Thr
375

Lys Pro

390

Ser
405

Lys

val
420

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 95

atggaatggt
ategtgetga
acctgecaccg
ggctccagec
agattctetg
gaggacgcceg
ggcaccaage
tccgacgage
cceegegagy
gaatccgtca
ctgtccaagg

ctgtecagee

<210> 96
<211> 1398
<212> ADN

ceggeqtgtt
cccagteece
cctectecayg
ccaagetgtg
gcteeggete
ccacctacta
tggaaatcaa
agctgaagte
ccaaggtgea
ccgageagga
ccgactacga

ccgtgaccasa

<213> Homo sapiens

<400> 96

atggaatggt cceggegtgtt catgttectg ctgtcegtga cegetggegt gcactcocceag

gtgcagetge agecagtecgg ccctgagetg gtcaagoetg goegectacgt ggaaatgtec

Thr

Ser

Pro Lys

His Thr

catgttectg
cgccatcatg
cgtgtectec
gatctactee
cggeacctee
ctgtoggcag
geggacegtyg
cggeaccgee
gtggaagqgtyg
ctcecaaggac
gaagcacaag

gteettoaac

ES 2 588 484 T3

Ser Glu Thr

345

Trp Ser His

Lys Glu Ile

Leu Asp Val
395

Val Asn Ser

4190

ctgtecgtga
tctgeecteece
tcctacctge
acctecaace
tactccetga
taccactecct
gocgeteeet
agegtegtgt
gacaacgoec
agcacctaca
gtgtacgect

cggggegagt

Ile Ile

Asp

Ile Asn

350

Arg Asp Asp

365

Leu Ile
380

Arg Tyr

val Thr

ccgetggegt
tgggcgageyg
actggtatca
tggectecgg
ccatctecag
acececctggac
cegtgtteat
gectgctgaa
tgecagtecgg
gectgagtte
gegaagtgac

gctgataa

62

Vval

Ser

Ser

Phe Leu

Gln Ile

Phe Phe

400

His
415

Gly

gcactccgac
cgtgacaatg
gcagaageee
cgtgcecegec
catggaagee
ctteggegga
ctteccacee
caacttctac
caactcccag
caccctgace

ccaccaggge

a0
120
180
240
300
360
42d
480
540
€00
€60

708

60

120
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tgcaaggcet
ggccaggace
gagaagttca
éaactgtcct
aagctétapt
aagggecctt
gcetetggget
ggegetctga
teccetgtect
aacgtggace
ccaccctgee
cecccaaage -
gtggacgtgt
gtgcacaacy
tctgtgetga
tccaacaagg
cgegagecte
teoectgacet
aacggecage
ttettectgt
tectgetecy
agectgggea
<210> 97

<211>720
<212> ADN

cagtgctgea

ceggcetacac
tggaatggat
aggécaaggc
ccctgaccag
cogactactg
cegtgttece
geetggtgaa
cctccggegt
cegtggtgac
acaageecte
ceccecetgece
ccaaggatac
cccaggaaga

ccaagaccaa

gactgcecte
aggtgtacac
gtctggtgaa
ccgagaacaa
actectegget
tgatgcacga

agtgataa

<213> Homo sapiens

<400> 97
atggaatggt
ataegtgatea
tectgeeggt

ctgcagegge

ggcgtgteeg

agagtgaagg

acctteggeg

cocggegtgtt
cecaggacga
cetecaagte
ctggecagte
acagattctc
ccgaggacgt

gaggcaccaa

cttecaccage
cggetacate
caceetgace
cgaggactcc
gggecaggge
tetggecect
agactactte
gcacacctte
cgtgecttae
caacaccaaqg
tgctectgag
cetgatgate
tcccéaggtc

goccagagag

‘tcaggactgg

cagcatcgaa
cotgecacet
aggcettetac
ctacaagace
gacagtggac

ggeectgeac

catgtteoctyg
gctgtecaac
cetgetgtae
ccccecagetg
cggetecgge

gggcgtgtac

gctggaaatc

ES 2 588 484 T3

tacgtgatge
aaccectact
tccgac%agt
geegtgtact
accacactga
tgcteceggt .
coegageeeyg
cetgeegtge
tecagoetygg
gtggacaaga
tttctgggeg
tceceggacec
cagttcaatt
gaacagttea
ctgaacggea
aagaccatct
ageccaggaag
ccctcoccgaca
acacecectg
aagtcceggt

aaccactaca

ctgtcegtga
ccegtgacet
aaggacggeca
cccatctace
ageggeacceg
tactgecage

aagcggaceg

actgggtcaa
ccgacggcac
cctectecac
actgcegecac
cegtgtectc
ccacctetga
tgaccgtgte
tgcagtccag
gcaccaagac
gagtggaate
gacccteegt
cegaagtgac
ggtacgtgga
actccaccta
aagagtacaa
cecaaggocaa
agatgaccaa
tcgeegtgga
tgetggacte
ggcaggaagg

ceceagaagte

ccgetggegt
ccggegagte
agacctacct
tgatgteccac
actttaccet
agctggtgga

tggeegetee

63

gcagaagcce

caagtacaac

cgectacatg

caccgtggaa
tgcctccaéc
gtctacqgcc
ctggaactec
cggcctgtac
ctacacctét
taagtaagéc
gttectgtte
ctgegtggty
cggegtggaa
cegggtagty
gtgcaaagéc
gggccagecce

gaaccaqggtg

atgggagtet

cgacggetea
caacgtctte

cctgteectyg

gcactecgac
cgtgtecate
gtactggtte
cegggecage
ggaaatectee
ataccectac

ctecgtgtte

180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380

1398

60
120
180
240
300
360

420
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15

atcetteccac
aacaacttcet
ggcaactcce
tccacccetga

acccaccagg

<210> 98
<211> 1393
<212> ADN

cctocegacga
acccocgega
aggaatccgt
ceetgtecaa

gcctgtccag

<213> Homo sapiens

<400> 98

atggaatggt
gtgcagetage
tgcaaggoct
ggccagggee
cagaagttca
cagctggget
gacgacctgg
ggecatteeg
ctgggetgec
getetgacet
ctgtecteeg
gtggaccaca
cectgeccec
ccaaagcoca
gacgtgtcce
cacaacgeca
gtgctgacag
aacaagggac
gagectcagg
ctgacctgte
ggceagecey
ttcctgtact
tgetcecegtga
ctgggcaagt
<210> 99

<211> 336
<212> ADN

ceggegtgtt
agcagtctgg
ccggetacac
tggaatggat
aggacaagge
cectgaccte
gatactgggg
tgttececteot
tggtgaaaga
ceggcgtgea
tggtgaccgt
agcectcocaa
cctgecetge
aggatacecct
aggaagatec
agaccaagec
tgctgeatea
tgceceteocag
tgtacaccct
tggtgaaagg
agaacaacta
cteggetgac
tgcacgagge

gat

<213> Homo sapiens

<400> 99

geagetgaag
ggccaaggty
caccgageag
ggecgactac

ccctgtgace

catgttectg
cgccgagctg
attcaccage
cggctacatce
caccetgace
cgaggactece
ccagggeace
ggececttge
ctacttcece
caccttecct
gecttectee
caccaaggty
tocctgagtte
gatgatctee
cgaggtcecaqg
cagagaggaa
ggactggetyg
categaaaag
geocacctage
cttctacece
caagaccaca
agtggacaag

cctgecacaac

ES 2 588 484 T3

tececggcaceg
cagtggaagg
gactecaaygg
gagaageaca

aagtccttea

ctgtecgtga
gctaagectg
tactggatge
aaccecteca
gecgacaagt
gcchgtact
acactgaceqg
tacaggteca
gagccecegtga
gcegtgetge
agectgggea
gacaagcgay
ckgggeggac
eggacceecyg
ttcaaﬁtgqt
cagttcaact
aacggcaaag
accateteca

caggaagaga

tcecgacateg

ceecectgtge

tcceggtgge

cactacacce

cctecgtegt gtgectgetg

tggacaacge cctgcagtec

acagcecaccta ctecctgtee

aggtagtacge ctgegaagtg

accggggega gtgetgataa

cegotggegt
gegectaocgt
actgggtcaa
cocggetatac
cetocteecac
actgecgeocag
tgtecetetge
cctetgagte
ccgtgteoctg
agtccagegg
ccaagaceta
tggaatctaa
cctecgtgtt
aagtgacctg
acgtggacgg
ccacctaccyg
agtacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggaatg
tggactccga
aggaaggeaa

agaagtccet

64

geacteceag
gaagatgtecc
geageggecet
cgagtacaac
cgoectacatyg
aggecggctac
ctecaccaag
tacegeceget
gaactccogge
cctgtactee
cacctgtaac
gtacggecca
cetgtteece
egtggtggtg
cgtggaagtyg
ggtggtgtet
caaagtctce
ceageccege
ccaggtgtee
ggagtctaac
cggctectte
egtettcetee

gtecctgage

4890

540

600

660

720

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1393
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15

20

25

30

gacattgtga

atctecctgea
tttctgecaga
teaggagtct
agtagagtga
tacacgttcg

<210> 100
<211> 351
<212> ADN

taactcagga
ggtctagtaa
gaccaggaca
cagaceggtt
aggctgagga

gaggggggac

<213> Homo sapiens

<400> 100

caggttcage
tectgeaagy
cetggacagy
aatcagaagt
atgeaactgy

tatgatgate

<210> 101
<211> 330
<212> ADN

tgcagecagte
cttetggeta
gtctggaatg
tcaaggacaa
geagectgac

ttggetacty

<213> Homo sapiens

<400> 101

gacattgtga
atatectgea
cagcagaaac
ggggtecctg
cctgtggagg
tteggtgctg

<210> 102
<211> 351
<212> ADN

tgacecaate
gagccagtga
caggacagec
ccaggttcag
ctgatgatge

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<400> 102

gaagtgaagc
tcectgtacaa
ccagygaaag
acgccatcte
ctgcaaatga

tactggtact

ttctecgagte
cctcaggatt
ggctagaaty
taaaggataa

gcaaagtgag

tegatgtetg

tgaactctecce
gagtectecta
atctectcag
tagtggcagt
tgtgggtgtyg

caagctggaa

tggggctgag
cacctttact
gattggatac
ggccacattg

atctgaggac

gggccaagge

teocagettet
aagtgttgat
accecaaacte

tggcagtggg

tgcaacctat

ggagctgaaa

tggaggtgge
cgactttagt
gattggagaa
attcatcate
atctgaggac

gggcgcaggg

ES 2 588 484 T3

aatcctgtca
tataaggatg
ctcccgatet
gggtcaggaa
tattactgte

atcaaa

ctggcaaaac
agctactgga
attaatccta
actgcagaca
teotgeagtot

accactctea

ttggetgtgt
agttatggeca
cecatetate
tctaggacag

tactgtcage

ctggtgeage

agatactgga
attaatcecag
taecagagaca
acagcacttt

acctcagtca

cttectggaga
ggaagacata
atttgatgtce
cagatttcac

aacaacttgt

ctggggccte
tgcactgggt
gcactggtta
aatcctccag
attactgtge

cagtetecte

cteaagggea
atagttttat
ttgettecaa
acttcaccet

aaaataatga

ctggaggate
tgagttgggt
atagcagtac
acgccaaaaa
attactgtge

cegtetecte

65

atcagtttce
cttgtattgg
caccegtgca
cctggaaatc

agagtateeg

agtgaagatg
aaaacagagg
tactgagtac
cacagcctac

azgagggggyg

gagggccace
gcactggtace
cetagaatet
caccattgat

ggagctcacg

cetgaaactc

ceggeagget
gataaactat
tacgctgtac

aagaaggagc

60

120

180

240

300

336

60
120
180
240
300

351

60
120
180
240
300

330

60
120
180
240
300

351
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20

25

30

35

<210> 103
<211> 321
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 103

gacattgtga

atcacctgea
ggecaatete
cgcttcacag
gaagacttgg

gggaccaage

<210> 104
<211> 348
<212> ADN

tgacacagte
aggccagtca
ctaaactact
gecagtggatce
cagattatat

tggaaatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 104

caagttcecage
tectgeacag
cctgaacagg
gacccgaagt
ctgcaactca

tatgctattg

<210> 105
<211> 321
<212> ADN

tgcagcagtc
cttectggett
gcctggaatyg
tocagggeaa
gcagcctgte

actactgggg

<213> Homo sapiens

<400> 105

gatattgtga
atcacttgee
gggaaagecce
cgattecageg

gatgattttyg

gggaccaaqqg

<210> 106
<211> 381
<212> ADN

tgactcagte
gggcaagtca
ctaagcgecet
geagtggate
caacttatta

tggaaatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 106

tcacaaattc
ggatgtgggt
gatttactgg
tgggacagat
ctgtcagcaa

tggggcagaa

caacattaaa
gattggaagg
ggceactata
atctgaggac

tcagggaacce

tecatactee
ggecattyggc
gatctatggt
tgggacagaa
ctgccaacaa

-4

ES 2 588 484 T3

atgtccacat
actgctgtag
gcatccaccc
ttcactctea

tattgcagece

cetgtgaage
gacacctata

attgatcctg

acagcagaca

actgeccgtcet

tecagteaceg

ctgtectgeat
aatgatttag
gcatccactt
tteactetea

tataataatt

cagaaggaga
cctggtatca
ggcacactgg
ccattagcaa

atcegtacac

caggggeete
tgcactgggt
cgcatggeag
catectecaa
attactgtge

teteoetea

ctgtaggaga
cetggtatea
tgtccagtqg
ccateageag

teecctacac

66

cagggtcagce

acagaaacca

agtccetgat

tgtgcagtct

gtteggtget

agtcaagttg
gaaacagagg
aactaaatat
cacagcctac

tttttactece

cagagtcace
gcagagacea
ggtcccatca
cetgeageet

ttttggecty

60
120
180
240
300

321

60
120
180
240
300

348

60
120
180
240

300

321



10

15

20

25

caggtgcage
acctgegetg
ccagggaaqg
ccegtecactea
caattgagcet
agacgacggg

accctggtca

<210> 107
<211> 336
<212> ADN

tacagcagtyg
tgcatggtgg
gactggagtg
agagtegagt
ctgtgacege
cggaggaccqg

ccgtaeteete

<213> Homo sapiens

<400> 107

cagtetgteg
tectgcactyg
cttocaggaa
cetgaccgat
caggctgagg
gctgtgttcg

<210> 108
<211> 390
<212> ADN

tgacgcagce
ggageageta
dagocecaaa
tctctggcté
atgaggctga

gaggaggcac

<213> Homo sapiens

<400> 108

caggtgcage
teoctgtgeag
ccaggaaaag
gactecgtga
ciaatgaaca
cgttattgta
ggccaaggga

<210> 109
<211> 321
<212> ADN

tggtggagte
cctetggatt
gtctggagty
agggecggtt
geetgggage
gtagaaccag

ccacggtcac

<213> Homo sapiens

<400> 109

dgggcgeaggg
gteetteagt
gatcggggaa
caccatgtea
cgcggacacg
agccectcgagt

a

gccctcagtyg
caacateggg
actceteate
caagtetgge
ttattactge

ccagctgace

tgggggagge
caggttctce
ggtcetcacgt
caccatctee
cgaggacacg
ctgecacage

egtetectea

ES 2 588 484 T3

ctgttgaagce
ggtaacttct
gtcaatecate
gttgacacat
gctgtctatt

ttacggcegt

tctggggecec
gcaggttatg
tatggtaatg
acctcagect
cagtecctatg

gtcecte

ttggtacage
agecoacgaca
attgggactg
agagacaatt

gecegtgtatt

ggctactact

cectcggagac cctgteccte
ggagctgggt ccgecaacac
gtggaagege cacctacaac
ccaagaatca gttetcecctg

actgtgcgag aaagecttcoca

ttgactactg gggecaggga

cagggcagag
atgtacactg
acaatcggec
cectggecat

acaacagecct

ctggggggte
tgcactgggt
ttggtgacac
ccaagaacac
actgtgegag

actacggtat

67

ggtcaccate
gtaccagcag
ctcaggggte
cactgggetc

gagtggctat

cctgagacte
cogecaagtt
atactacgca
gctgtttetg
agatggtacc

ggacgtctgg

60

120

180

240

300

360

381

60
120
180
240
300

336

60

120

1890

240

300

360

390
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15

20

25

gatattgtga
atcacttgce
gggaaagcce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

<210> 110
<211> 363
<212> ADN

tgacccagac
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggaaatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 110

caggtgcagc
tectgtgeag
ccagggaagg
gaatacgecg
ctgtatetge
gatctggggg
teca

<210> 111
<211> 330
<212> ADN

tggtgcagtce
cetecggatt
ggctggagtg
cgtctgtgaa
aaatgaccag

cctetgatge

<213> Homo sapiens

<400> 111

cagteotgtet
teetgcactyg
cacccaggcea
tetagteget
caggetgagy
ttcggcggag

<210> 112
<211> 387
<212> ADN

tgacgcagece
gaaccagcag
aagceeccaa

tctectgacte

tccatecteoe
gagecattage
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag

a

tgggggagge
caccttcagt
ggttggcegt
aggcagatte
cotgaaaace

ttttggtete

geceteegeg
tgacgttagt
actettgatt

caagtetgge

ES 2 588 484 T3

ctgtctgcat
agctatttaa
geategagtt
tteactetea

agttacagta

ttggtcaage
gaccactaca
attagaaaca
accateteaa

gacgacacyy

tggggccaag

tecgggtete
ggttataact
tatgatgtca

aacteggect

acgaggetga ttattactge agetcatata

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<400> 112

gaccgtccta

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtqg
ccatcageaqg

cececcgtacac

ctggagggte
tggactgggt
aagctaacag
gagatgatte
cectttatta

ggaccacggt

ctggacagtc
atgtctcectg
gtaateggee
cccetgaccat

caagaaggag

68

cagagtcacce
gcagaaacca
ggtcccatea
tctgecaacct

ttttggccag

cctgagacte
ccgeecagget
ttacaccaca
aaagaaaaca
ttqtgetaga

caccgtetee

agtcaccate
gtaccaacaa
cteaggggtt
ctctgggcete

cactctggag

60

120

180

240

300

321

€0

120

180

240

300

360

363

60

120

180

240

300

330
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15

20

25
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caggtgcage tacageagtg gggegcagga ctgttgaage cttcggggac cctgteecte
acctgegetyg tetatggtgg gteccttcagt ggttactact ggagectggat cegecagece
ccagggaagqg ggctggagtyg gattggggaa atcaatcata gtggaageac caactacaac
ccgtecctea agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca gttctccctg
aagctgaget ctgtgacege cgoggacacg gcf.gtgtatt actgtgegag aaccatatgg
agcacccgac acgatttttg gagtggttat tattccteca actggttega ccectgagge
cagggaacce tggtcaccgt ctectea

<210> 113

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 113

gaaacgacae tcacgeagte tecagcatte atgtcggecga ctccaggaga caaaatctat
atctectgea aagecageca agacattgat gatg:atatga actggtacca acagaaacca
ggagaagetg ctatttteat tattecaagaa getactacte tegttecctgg aatcecacct
cgattcagtg gcagc-:gggrta tggaacagat tttaccctea caattaataa catggaatct
gaggatgctg catattactt ctgtccacaa caagataatg teccecteace ttteggegga
gggaccaagg tggatatcaa a

<210> 114

<211> 366

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 114

gaggtgeage tggtggagte tgggtetgac gtgaagaage cgggggcoctc agtgagggte
tcctgecaaag tttecggata cagactcact gagtatecca tacactgggt tegacaggey
ccggggaaag gacttgagta catgggagge tttgatcttg aaaatggtgt aacaaaggce
geacegaggt tcaggggceaqg atteaccatg accgaggaca catctacaga ctcetgtttat
atggagttga agagectgac atcetgaagac acggecgtet attattgtgt aaaggggcecg
ggatacggtyg cgttggtgac ctcectttace tectggggece tgggaacect ggtcaccgte
teectea

<210> 115

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 115

cagtetgtgt tgacgeagec gecttotgea toagectece tgggagecte ggtcacacte

acctgcacce tgagcagocgg ctacagtaat tataaagtgg actggtacca acagacacca

69

60

120

180

240

300

360

387

€0
120
180
240
300

321

60

120

180

240

300

360

366

60

120



10

15

20

25

30

gggaagggce ccoggtttgt
gatggcatcc ctgatecgett
aagaacatce aggaagagga

agcaactteg tgtatgtett

<210> 116
<211> 363
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 116
caggtgcage
toctgtgeag
ccagggaagy
gcagactecg
ctgcaaatgg
gatctectge
tca

<210> 117
<211> 321
<212> ADN

tgcaggagte
cetetggatt
ggcetggagty
tgaagggeag
acagactgag

acaaagatgg

<213> Homo sapiens

<400> 117

gacatccaga
atcacttgte
gggaaagecee
aggttcageg
gaagattttg
gggaccaagg

<210> 118
<211> 351
<212> ADN

tgacccagte
ggccgagtca
ctgagetecc
acagtggate
caacttatta

tggaaatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 118

caggtgcage
tectgtgegy
ccaggeacgg
gcagactceg
ctgeaaatga
tcgtacgega

<210> 119
<211> 324

tgcaggagtce
cetetgggatt
ggctggagtyg
tgaagggecy
acagtctgag

tggacgtctyg

gatgcgagtyg
ctcagtettyg
tgagactgac

cggaagtggyg

g9g9999aggc

cacetttage
ggtcteaget
gtteoaccate
agtegaggac

ttttgatatce

teccatcttee

gggaattggc

gatctatctt
tgggacagaa
ctgtetacag

a

999999aggc

cacctteagt

ggtggcaaca

attcaccate
agccgaggac

gggccaaggg

ES 2 588 484 T3

ggcactggtg
ggcetcaggee
taccactgtg

accaaggtca

ttggtacggce
agetatgeca
attagtggta
tccagagaca
acggctgtgt

tggggccaag

gtgtctgeat
aagtactecag
gcatccactt
ttecactetea

cgtaatactt

gtggtccage
ggctatggea
atatcatttg
teccagagaca
atggctgtgt

acaatggtca

ggactgtggg atccaagggg
tgaateggta cetgatcate

gggcagacca tggcagtggg

cegtecta

ctggggggte
tgacetgggt
gtggtgatag
atteccaagaa
attactgtge

ggacaatggt

ctgttggaga
cctggtatca
tgraaagtgg
caatcagcag

acccgtggac

ctgggaggte
tgaactgggt
atggaactga
acgetgagaa
attactgtge

cegtetette

70

cctgagacte
cegecagget
cacatactac
cacgetgtat
gagagatcge

cacegtetet

cagagtcace
gcagaaacca
ggtcccatea
cctgeagect

gtteggccaa

cctgaggete
cegecagget
taaatactat
cacgetetat
aagagattgg

a

180

240

300

348

60

120

180

240

300

360

363

60
120
180
240
300

321

€0

120

180

240

300

351
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15

20

25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 119

tectatgtge
acctgetctg
cagtecactyg
ttetetaget
gatgaggccy
ggagggacca
<210> 120

<211> 366
<212> ADN

tgactcagec
gagataaatt
tgctggteat
ccaactetgg
actattactg

agetgacegt

<213> Homo sapiens

<400> 120
caggtgcagc
tcctgcaaag
ceggggaaay
gecaccgaggt
atggagttga
ggatacggtg
tcoctea

<210> 121
<211> 143
<212> PRT

tggtgcagtc
tttccggata
gacttgagta
teaggggeag
agagectgac

cgttggtgac

<213> Homo sapiens

<400> 121

accetcagtg
ggaggataaa
ctatcatgat
gaacacagec

tcaggtgtgg

ccta

tgggtctgac
cagactcact
catgggagge
attcaccatg
atctgaagac

ctecetttace

Thr Lys Ile val Gly Thr Phe Asn

1

5

Val Val Arg Ile Pro Glu Gly Ala

Lys Ala Lys Asp Gln Thr Axg Phe
35

Lys Asn Gly Glu Tyr Leu Ile Asn
50

20

Lys Lys

Thr His
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tcegtgtcece

tacgettget
tacaagegge
accctgacea

gatageggta

gtgaagaage
gagtatccca
tttgatettg
accgaggaca
acggecgtet

tecetggggee

Ser
10

Ile

25

40

55

Thr Ala

Gly Lys

Tyr

Tyr

caggacagac
ggtatecagea
cctecagggat
teageagggt

gtgatgatca

egggggccte
tacactgggt
aaaatggtgt
catctacaga
attattgtgt

tggggaccac

Lys Gly Tyr Thr

Lys Val Arg Gln

30

Leu Ala Leu Lys

45

Mat Ile Ser Thr

60

71

agccagcate
gaagcecagge
cectgagega
cgaaggcggg

ggtettegge

agtgagggte
tcgacaggcqg
aacaaaggcee
ctetgtttat
aaaggggccqg

ggtcaccgte

Asp

15

Phe

Lys

Ser

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

360

366
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25

30

Glu Thr Ile Ile Asp Ile Asn Gly

65 70

Ser His Arg Asp Asp Phe Leu His

85
Glu Ile Leu Ile Val Gln Ile Leu
100

Asp Val Arg Tyr Ser Phe Phe Val
115 120

Asn Ser Val Thr Ser His Gly Ser

130 138

<210> 122

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

Asn Ala Ala Thr Thr Leu Lys Asn

1 s

Asn

<210> 123

<211> 429

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 123

acaaagattg ttggaacctt taataagaaa

cctgaagggg caacccacat aaaagttcga

actgcctatt tagccctgaa aaagaaaaac

atctccactt cagagactat cattgacatc

agccacaggg atgacttcecct gcatggcatg

gtgcagattce ttgcaacaga ccccactaaa

cccaagaagt ccactccaaa agtaaactct

tocacacact

<210> 124

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 124

ES 2 588 484 T3

Thr Val Met

75

Gly Met Gly

90

Ala
105

Thr Asp

Pro Lys Lys

Asn Lys Val

Phe Cys Lys
10

agtaagggtt
cagttcaaag
ggtgagtacc
aatggaacag
ggctactctyg
ccattagatg

gtecactagte

Asn Tyr

Ser

Tyr

Pro Thr

Ser

Ala

Lys

Gly Trp
80

Thr Lys
25

Pro Leu

110

Thr
125

Ser

Gly Serx

140

Pro

His

Lys Val

Thr

Trp Gln His Gln His

acactgacgt
ccaaagacea
ttatcaatgg
teatgaacta
ccacgaagga
tcegttatag

atggcagcaa

15

ggtgaggatt

gactagatte
aaagtacatg
tagcggttgg

aattctaata

cttttetgte

taaagtggga

aacgetgeca ccacactcaa gaacttttge aagtggeage accaacacaa ¢

<210> 125
<211> 250
<212> PRT

<213> Homo sapiens

72

60
120
180
240
300
360
42¢

429

51
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<400> 125
Asp Ile Val
1

Glu Ser Val

Asp Gly Lys
35

Pro Gln Leu
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Val Glu Tyr

Axg Ser Gly
115

Gly Ser Ser
130

Ala Lys Pro
145

Thr Phe Thr

Gly Leu Glu

Tyr Asn Gln
198

Ser Ser Thr
210

Ala Val Tyr

225

Gly Gln Gly

<210> 126
<211> 248
<212> PRT

Ile

Ser

29

Thr

Pro

Ser

Lys

Pro

100

Gly

Gly

Gly

Ser

Trp
180

Lys

Ala

Tyr

Thr

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyxr

Ser

Thr

Ala

Tyt

165

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr
245

<213> Homo sapiens

<400> 126

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Gln

Ser

150

Trp

Gly

Lys

Met

Ala
230

Leu

Asp

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Arg

val

135

val

Met

Tyr

Asp

Gln
215

Arg

Thr

Glu

Arg

Trp

40

Met

Ser

Val

Gly

Gly

120

Gln

Lys

His

Ile

Lys

200

Leu

Gly

val
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Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Leu

Met

Trp

Asn

185

Ala

Gly

Gly

Ser

Ser

10

Ser

Leu

Thr

Thr

Val

90

Gly

Gly

Gln

Ser

val

170

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser
250

Asn

Lys

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Lys

Gln

Cys

155

Lys

Ser

Leu

Asp
235

Pro

Ser

Arg

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

140

Lys

Gln

Thr

Thr

Thr
220

Asp

73

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

125

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

205

Ser

Leu

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Ala

Ser

Pro

Tyr

190

Asp

Glu

Gly

Ser

15

Tyxr

Gln

val

Glu

Gln

95

Ile

Gly

Glu

Gly

Gly

175

Thr

Lys

Asp

Tyr

Gly

Lys

Ser

Ser

Ile

80

Leu

Lys

Glu

Leu

Tyr

160

Gln

Glu

Ser

Ser

240
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Asp Ile Vval

Gln Arg Ala

Gly Asn Ser
35

Lys Leu Pro
50

Arg Phe Ser
65

Pro Val Glu

Glu Glu Leu

Gly Gly Ser
115

Ser Gly Thr
130

Pro Gly Gly
145

Ser Arg Tyr

Glu Trp 1lle

Pro Ser Leu

195

Thr Leu Tyr
210

Tyr Tyr Cys
225

Gly Thr Ser

<210> 127
<211> 244
<212> PRT

Met

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Ala

Thr

100

Thr

Glu

Ser

Trp

Gly

180

Lys

Leu

Ala

val

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

85

Phe

Ser

Val

Leu

Met

165

Glu

Asp

Gln

Thr
245

<213> Homo sapiens

<400> 127

Gln

Ser

Leu

Gly

70

Asp

Gly

Gly

Lys

Lys

150

Ser

Ile

Lys

Met

Arg
230

val

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Ala

Ser

Leu

135

Leu

Trp

Asn

Phe

Ser
215

Ser

Ser

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Gly

120

Leu

Ser

Val

Pro

Ile

200

Lys

Tyr

Ser

ES 2 588 484 T3

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Thr

105

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

185

Ile

val

Trp

Ser
10

Ser

Gln

Asp

Tyr

90

Lys

Pro

Ser

Thr

Gln

170

Ser

Ser

Arg

Tyr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Leu

Gly

Gly

Thr

155

Ala

Ser

Arg

Ser

Phe
235

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Glu

Ser

Gly

140

Ser

Pro

Thr

Asp

Glu
220

Asp

74

val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Leu

Ser

125

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

205

Asp

Val

Ser

Asp

Gln

Val

Thr

Gln

Lys

110

Glu

Leu

Phe

Lys

Asn

190

Ala

Thr

Trp

Gln

Ser

Pro

Pro

Ile

Asn

Arg

Gly

Val

Asp

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Gly

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asp

80

Asn

Ser

Ser

Gln

Phe

160

Leu

Thr

Asn

Leu

Ala
240
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Asp Ile Val Met

Asp Arg vVal Ser
20

val Ala Trp Tyzr
35

Tyr Trp Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Leu Ala

Thr Phe Gly Ala
100

Thr Ser Gly Ser
115

Gln Val Gln Leu
130

Ser Val Lys Leu
145

Tyr Met His Trp

Gly Arg Ile Asp
180

Gln Gly Lys Ala
195

Leu Gln Leu Ser
210

Ala Phe Tyr Ser
225

Thr Val Ser Ser

<210> 128
<211> 254
<212> PRT

Thr

Ile

Gin

Thr

Thr

Asp

Gly

Gly

Gln

Ser

val

" 165

Pro

Thr

Ser

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 128

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Lys

Gln

Cys

150

Lys

Ala

Ile

Leu

Ala
230

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Ile

Lys

Pro

Ser

135

Thr

Gln

His

Thr

Ser
215

Ile

His

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Gly
120

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

200

Ser

Asp

ES 2 588 484 T3

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Ala

Ser

Pro

Arg

185

Asp

Glu

Tyr

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Ile

Gly

Glu

Gly

Glu
170

Thr

Thr

Asp

Txp

Met

Gln

Sex

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Pro

Phe

155

Gln

Lys

Ser

Thr

Gly
235

Ser

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Cys

Axg

Gly

val

140

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala

220

Gln

75

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ser

Ser

125

Lys

Ile

Leu

Asp

Asn

205

Vval

Gly

Ser

Gly

30

Leu

Phe

val

His

Gly

110

Arg

Prc

Lys

Glu

Pro
180

Thr

Tyr

Thr

Glu

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

Gly

Gly

Gly

Asp

Trp
175

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

160

Ile

Phe

Tyr

Cys

Val
240



10

Asp Ile Val
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Gly Ala
50

Ser Gly Ser
Asp Asp Phe
Thr Phe Gly

Ser Gly Ser
115

Val GIn Leu
130

Leu Ser Leu

145

Trp Ser Trp
Glu Val Asn

Arg Val Thr
195

Leu Ser Ser
210

Lys lLeu Pro
225

Phe Asp Tyr

<210> 129
<211> 262
<212> PRT

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Lau

100

Gly

Gln

Thr

Val

His

180

Met

Val

Arg

Thr
Ile
Gln
Thr
Thr
Thr
85

Gly
Lys

Gln

Cys

Arg
165
Arg

Ser

Thr

Gly
245

<213> Homo sapiens

<400> 129

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Pro

Trp

Ala

150

Gln

Gly

val

Ala

Arg

230

Gln

Ser

Cyg

Arg

Ser

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

135

vVal

His

Ser

Asp

Ala

215

Ala

Gly

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Ser

120

Ala

His

Pro

Ala

Thr

200

Asp

Glu

Thr

ES 2 588 484 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

185

Ser

Thr

Asp

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Glu

Leu

Gly

Lys

170

Tyr

Lys

Ala

Arg

val
250

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gly

Leu

Ser

155

Gly

Asn

Asn

val

Pro

235

Thr

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Ser

Lys

140

Phe

Leu

Pro

Gln

Tyr

220

Ser

val

76

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Gly

Ser

125

Pro

Ser

Glu

Ser

Phe

205

Tyr

Ser

Ser

Ser

Gly

30

Arg

Phe

Leu

Phe

Gly

110

Gly

Ser

Gly

Trp

Leu

190

Ser

Cys

Leu

Ser

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ser

Thr

Glu

Asn

Ile

175

Lys

Leu

Ala

Arxg

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Thr

Gln

Thr

Phe

160

Gly

Ser

Gln

Arg

Pro
240
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Gln Ser val

Arg Val Thr

Tyr Asp Val
3s

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Gln Ala Glu
Leu Ser Gly

Ser Gly Gly
115

Ser Ser Gly
130

Gln Pro Gly
145

Phe Ser Ser

Leu Glu Trp

Asp Ser Val
195

Thr Leu Phe
210

Tyr Tyr Cys
225

His Ser Gly

Thr Val Thr

<210> 130
<211> 248
<212> PRT

val

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Tyr

100

Ser

Thr

Gly

His

Vval

180

Lys

Leu

Ala

Tyr

val
260

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Ala

Thr

Gln

Ser

Asp

165

Ser

Gly

Gln

Arg

Tyr

245

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 130

Gln

Cys

Tyr

hAsp

Gly

70

Ala

Val

Ser

val

Leu

150

Met

Arg

Arg

Met

Asp

230

Tyr

Ser

Pro
Thr
Gln
Asn
55

Thr
Asp
Phe
Gly
Gln
135
Arg
His
Ile
Phe
Asn
21%

Gly

Tyr

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser
120

Leu

Len

Trp

Gly

Thr

200

Ser

Thr

Gly

ES 2 588 484 T3

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly

105

Gly

val

Ser

val

Thr

185

Ile

Leu

Arg

Met

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Gly

Lys

Glu

Cys

Arg

170

val

Ser

Gly

Tyr

Asp
250

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

)

Gln

Thr

Pro

Ser

Ala

155

Gln

Gly

Arg

Ala

Cys

235

Val

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

Gln

Gly

Gly

140

Ala

val

Asp

Asp

Glu

220

Ser

Trp

77

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Leu

Ser
125

Gly

Ser

Pro

Thr

Asn

205

Asp

Arg

Gly

Pro
Gly
30

Pro
Asp
The
Asp
Thr
110
Gly
Gly
Gly
Gly
Tyr
130
Ser
Thr

Thr

Gln

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

95

val

Glu

Leu

Phe

Lys

175

Tyr

Lys

Ala

Ser

Gly
255

G1ln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Leu

Gly

val

Arg

160

Gly

Ala

Asn

Val

Cys

240

Thr
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Asp Ile Val

Asp Arg Val

Leu Agn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Ser Gly Ser
115

Val Gln Leu
130

Leu Arg Leu
145

Met Asp Trp

Arg Ile Arg

Val Lys Gly
185

Tyr Leu Gln
210

Cys Ala Arg
225

Gly Thr Thr

<210> 131
<211> 259
<212> PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Gly

Val

Ser

val

Asn

180

Arg

Met

Asp

val

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

as

Gly

Lys

Gln

Cys

Arg

165

Lys

Phe

Thr

Leu

Thr
245

<213> Homo sapiens

<400> 131

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Pro

Ser

Ala

150

Gln

Ala

Thr

Ser

Gly

230

Val

Thr

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

135

Ala

Ala

Asn

Ile

Leu

215

Ala

Ser

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

120

Gly

Ser

Pro

Ser

Sar

200

Lys

Ser

Ser

ES 2 588 484 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

185

Arg

Thr

Asp

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

920

Ile

Glu

Lau

Phe

Lys

170

Thr

Asp

Asp

Ala

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Sar

Lys

Gly

Val

Thr

155

Gly

Thr

Asp

Asp

Phe
235

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser

Ser

Lys

140

Phe

Leu

Glu

Ser

Thr

220

Gly

78

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gly

Ser

125

Pro

Ser

Glu

Tys

Lys

205

Ala

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Gly

110

Gly

Gly

Asp

Trp

Ala

190

Lys

Leu

Trp

val

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ser

Thr

Gly

His

Val

175

Ala

Thr

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

YL

Thr

Gln

Ser

Tyr

160

Gly

Ser

Leu

Tyr

Gln
240



10

Gln Ser Val

Ser Val Thr

Asn Tyr Val

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Gln Ala Glu

Ser Thr Leu

Gly Ser Thr
115

Gly Thr Gln
130

Ser Gly Thr
145

Gly Tyr Tyr

Trp Ile Gly

Leu Lys Ser
19%

Ser Leu Lys
210

Cys Ala Arxrg
225 :

Tyr Ser Ser

Val Ser Ser

<210> 132
<211> 249
<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Glu

100

Ser

Vval

Leu

Trp

Glu

180

Arg

Leu

Thr

Asn

Thr

Ser

Trp

val

Ser

Glu

Phe

Gly

Gln

Ser

Ser

165

Ile

Vval

Ser

Ile

Trp
245

<213> Homo sapiens

<400> 132

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Leu

Leu
150

Trp

Asgn

Thr

Ser

Trp

230

Phe

Pxo

Thr

Gln

Asn
55

Asn

Asp

Gly

Gly

Gln

135

Thr

Ile

His

Ile

Val

215

Ser

Asp

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Lys

120

Gln

Cys

Arxg

Sar

Ser

200

Thr

Thr

Pro

ES 2 588 484 T3

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr

105

Pro

Trp

Ala

Gln

Gly

185

Val

Ala

Arg

Trp

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

Gly

Gly

val

Pro

170

Ser

Rsp

Ala

Gly
250

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Leu

Ser

Ala

Tyx

155

Pro

Thr

Thr

Asp

Asp

235

Gln

Gly

Asp

Lys

val
60

Thr

Ser

Thr

Gly

Gly

140

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

220

Phe

Gly

79

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

val

Glu

125

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

205

Ala

Trp

Thx

Pro

Gly

30

Pro

Ser

Ser

Thr

Leu

110

Gly

Leu

Ser

Gly

Asn

190

Asn

Val

Ser

Leu

Gly

15

Gly

Lys

Axg

Gly

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

178

Pro

Gln

Tyr

Gly

val
255

Gln

Tyr

Phe

Leu

80

Arg

Gly

Ser

Pro

Ser

160

Glu

Ser

Phe

Tyr

Tyr

240

Thr
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Glu Val Gln

Ser Val Arg

Pro Ile His
35

Gly Gly Phe
50

Arg Gly Arg
€5

Met Glu Leu

Val Lys Gly

Gly Leu Gly
115

Gly Ser Gly
130

Thr Leu Thr
145

Ile Tyr Ile

Trp Tyr Gln

Ala Thr Thr
195

Tyr Gly Thr
210

Ala Ala Tyr
225

Gly Gly Gly

<210> 133
<211> 2793
<212> ADN

Leu

Val

20

Trp

Asp

Phe

Lys

Pro

100

Thr

Lys

Gln

Ser

Gln

180

Leu

Asp

Tyr

Thr

Val

Ser

val

Leu

Thr

Ser

Gly

Leu

Pro

Ser

Cys

165

Lys

Val

Phe

Phe

Lys
245

<213> Homo sapiens

<400> 133

Glu

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Tyr

Val

Gly

Pro

150

Lys

Pro

Pro

Thr

Cys

230

val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

135

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

215

Pro

Asp

Gly

Val

Ala

Gly

Glu

Ser

Ala

val

120

Gly

Phe

Ser

Glu

Ile
200

Thr

Gln

Ile

ES 2 588 484 T3

Sar

Ser

25

Pro

val

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Glu

Met

Gln

Ala

185

Pro

Ile

Gln

Lys

Asp

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

val

Ser

Gly

Ser

Asp

170

Ala

Pro

Asn

Asp

val

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Thr

Ser

Ser

Ala

155

Ile

Ile

Arg

Asn

Asn
235

Lys

Arg

Gly

Ala

60

Thr

Ala

Ser

Gly

Ser

140

Thr

Asp

Phe

Phe

Met

220

Vval

80

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

Val

Phe

Gly

125

Gly

Pro

Asp

Ile

Ser

205

Glu

Pro

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Ser

Tyr

Thr

110

Ser

Thr

Gly

Asp

Ile

190

Gly

Ser

Leu

Gly
15

Glu

Tyr

Arg

Val

Tyr

95

Ser

Thr

Glu

Asp

Mat

175

Gln

Ser

Glu

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Ser

Thr

Lys

160

Asn

Glu

Gly

Asp

Phe
240



atgetgeteg
ggccecegecg
géeoagecee
cogoacecca
tacteeggeyg
gacctggage
agtgegacct
cgetetatgg
gogegetaca
gtgtacgggg
gaggeectge
catgeteagy
cagtcegete
cgeteecatet
cggttgtatg
ctgtacagce
ctaggcgaca
ttttgoaagt
gcagctatecce
atggcagacyg
ggectecacy
gacgattcca
tccatectta
acagaattcc
ctgggecceqg
ttegggectg
gtggtacgce
cettgtggaa
tattattcaa
cgeteatgtg
aacaacggac
tgcccaceca

tetgatgeaa

ggtgggegte
cgacacctge
gecggegyca
tggegeageg
geggcaaggt
gagatggttce
ggcgeocaccg
ctgtetttga
ccctaaagee
atgggtecge
cgecgegege
ogcacageaa
tctegecege
ceeggygecceg
gccggggect
atgctagecat
aggacaagag
ggcageacca
tgtttacteqg
ttgggaccat
cageetteac
aattctgtga
ccagcattga
tggatgatgg
aagaactcec
agtactcegt
agggecagat
aggggagaat
egtcaagcca
gaggaggagt
gctactgcac
atggtaaatce

aaggagtcaa

cetgatgetg
cecaggataaa
gggggaggayg
gogeaggage
gggctaccte
ggtgggeatt
gagccactge
cctctgtggg
actgetgege
acggatecctg
cagétgcgaa
docgagegaa
tgggggcotea
ccaggtggag
gcagcattac
cgagaaccac
cctggaagtyg
acacaaccag
ggaggattta
atgttateca
tgtggcetcac
agagaccttt
tgcatctaag
ccatggtaac
aggacagace
gtgtcecgge
ggtctgtetyg
ctgoctgcag
tggcaactgg
gcagtttgce
agggaagqaggq
atttegteat

aacttttgtg

ES 2 588 484 T3

tgegegttec
gccgggceage
gtgcaggage
aaggggetgg
gtctacgecgg
gotggottcg
ttctateggg
ggtctcgacg
ggaccctggg
cacgtctaca
acccccgegt
agegeageac
ggaccgcaga
ctgettetgg
ctgctgacce
atcecgectgg
agcaagaacqg
ctgggagatg
tgtgggeate
gagegoaget
gaaatcggac
ggttecacag
ccctggtcea
tgtttgctag
tacgatgcea
atggatgtct
accaagaage
ggcaaatqtg
ggatcttggg
tategtecact
gecatotace
gaacagtgtg

qaatggqtté

gectgeeect
étecegactge
gagecgagec
tgcagaacat
gcggecggag
tgcccgeagg
gcacagtgga
gcttettege
cggaggaaga
cecgegagygg
©cacacegga
tggcctcgea
cgtggqtggeg
tggctgacge
tggectocat
cegtggtgaa
ctgecaccac
agcatgagga
atteatgtga
gtgctgtgat
atttacttgg
aagataageqg
aatgcactte
acﬁtaccacq
cscageagty
gtgctaegoet
tgcctgeggt
tggacaaaac
gatcctgggg
gtaataacee
getectygeag
aggccaasaaa

ccaaatatge

81

ggecgeggte

tgcagcagcé
toceggecac
cgacc;actc
gttectettg
aggegggacyg
egetagtoce
ggtcaagcac
aaaggggegce
cttcgqc;tc
ggoccacgag
gcﬁcttggac
geggeggege
gtecatggeg

cgccaatagg

ggtdgtagta

actcaagaac
gcecactacgat
caccctggga
tgaagacgat
ccteoteccat
cttaatgtct
agccaccate
asagcagate
caadetgaca
gtggtgtget
g3aagggacy
caagaaaaaa
ccagtgttet
tgeteccaga
totcatgoee
tggctatcag

aggtgtectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
"900
960
1020
1080
1140
1260
1260
1320
1380,
1440
1500

1560

1620

1680
1740
1800
1860
1920

1380
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ccageggatg
tetecaaagg
gggaagtgtg
tgeggagtat
aaaagtaagg
cgacagttea
aacggtgagt
atcaatggaa
atgggctact
aaaccattag
tetgtcacta
acgggecocat
cagtgecagyg
gcegtttaage

<210> 134
<211> 2514
<212> ADN

tgtgeaaget
tgaccgatgg
tgagaactgg
gtggaggaga
gttacactga
aagccaaaga
accttatcaa
cagtcatgaa
ctgecacgaa
atgtecegtta
gteatggeagy
ggetegectg
atggaaaccg

aatgettgtt

<213> Homo sapiens

<400> 134

atgteccaga
caaccctgce
ctgetggect
atcgtgttte
ctgttgtgee
ggtgtgcagg
ggageagage
tetetgeact
cacctecage
ctacgecgga
ggaagececa
gagacactgg
tacctgectaa
catgtcaget

gtggggceca

caggctogea
tectgetece
ctetectgece
cagagaaget
gcttgeagge
tegagggget
ctggcacecta
gggatggggg
ccctggaggg
agagtecctge
gececagace
tggtggcaga
cagtgatgge
tggtggtgac

gtgetgecea

gacctgecaga
cactgaatgt
ctgtgacgge
caactecage
cgtggtgagg
ccagactaga
tggaaagtac
ctatagecggt
ggaaatteta
tagetttttt
caataaagtg
ctctaggace
gaagttagea

gaagaaatgt

tccegggagg
cattgtgeeg
cteagoecegyg
caacggcage
ctttggggag
gacagtgcag
ectgactgge
agcoectgtta
aggcacccct
cagcggtcaa
cagaagagec
tgacaagatg
agcagcagec
teggetagtyg

gaccctgege

ES 2 588 484 T3

gccaagggca
aggecgtaca
ateattggct
tgtacaaaga
attcocctgaag
ttcactgect
atgatctcca
tggagceccaca
atagtgcaga
gttcccaaga
ggatcacaca
tgtgacacag
aaaggatgte

tag

ggettggeag
cteteetgge
ctggecagee
gtectgectyg
acgctgctac
tacctgggee
accatcaatg
ggcgtgttac
aactctgctg
ggtcccatgt
aagegetttg
geegeattee
aaggccttca

atectggggt

agettetgtg

ctggctacta
gtaatteegt
caaagctgca
ttgttggaac
gggcaaccca
atttagecect
cttecagagac
gggatgactt
ttcttgeaac
agtccactcce
cttegeagece
qttégcacac

ctetetececa

ggegetgget
tggtgtgget
cectececeq
getegaggege
tagagctgga
aggcgectga
gagatccgga
aatatcgggg
ggggacctgg
gcaacgtcaa
cttcactgag
acggtgcggg
agcacccaag
caggcgagga

cctggcageg

82

tgtggtattt
ctgegtcegg
gtatgacaaq
ctttaataag
cataaaagtt
gaaaaagaaa
tateattgac
cetgeatygge
agaccccact
aaaagtaaac
geagtgggte

cagaacggtyg

aaggaecttet

gtggggagce
gottcetgeta
ggaggaggag
ceectgecagg

gcaggactcc

.getgetgggt

gteggtggea
ggctgaacte
ggcteacate
ggctectett
tagatttgtg
gctaaagege
catccgecaat

ggggccccaa

gggcctcaac

2040
21090
2169
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2793

60
120
180
240
300
360
420
480
54¢
600
660
720
780
840

900
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acccctgagg
ctgtgtggag
ccggeteagga
catgaactgg
aatgggectt
gaggagcect
gggcactgte
aaggactatg
ccacagetge
atgtgecaga
tgcatgggtg
ggtggctggy
cagttetect
ggcecgeegta
accttcegeg
ccagggecca
cteacctgec
gggaccceet
ggctgtgate
gacggttctg
aatgtggtca
gaecaccgga
gaatacacge
tacagegggy
ttgacactge
ttegtgcecee
agagcacaga

<210> 135
<211> 257
<212> PRT

actcggacee
tctccacttg
getgtgecat
gtcatgtctt
tgagecaccte
ggtcccccté
tecttagacaa
atgctgaceg
cgecgecctg
ccaaacactc
gtegctgect
gtecttgggg
cecgagactg
ceegetteeg
aggagecagtg
tggactgggt
aggeccagyge
gttececgga
geatcattygg
gttgeageaa
ctatecceege
gcatctactt
tgatgeecete
ccactgeoage
aagtectagt
ggecgacece

ttetggagat

<213> Homo sapiens

<400> 135

tgaccacttt
cgacacgctg
tgtggaggat
caacatgctc
tegecatgte
cagtgcecege
accagagget
ccagtgecag
tgctgeecte
gccectgggee
ccacatggac
accatggggt
cacgaggect
ctectgeaac
tgctgectac
tcctegetac
actgggctac
cagctecteg
ctccaagaaqg
goagtcagge
gggggecace
ggccctgaag
ccccacagat
ctcagagaca
ggctggeaac
ttcaacgeca

cetteggegg

ES 2 588 484 T3

gacacagcca
ggtatggetg
gatgggctee
catgacaact
atggeecctg
tteatcactg
ceattgeate
ctgacectteg
tggtgetetg
gatggcacac
cagetecagyg
gactgetete
gtecceegga
actgaggact
aaccaccgea
acaggcgtgg
tactatgtge
gtctgtgtee
aagtttgaca
tocttcagga
cacattettyg
ctgecagaty
gtggtactge
ctgtcaggee
coocaggaca
cgecceacte

cgceccctgygg

ttetgtttac
atgtgggcac
agtcagectt
ccaagccatg
tgatggctea
acttectgga
tgcctgtgac
ggeccgacte
gecaccteaa
catgegggece
acttcaatat
ggacctgtgg
atggtggcaa
geecaactgg
cegacctett
cceeccagga
tggagecacg
agggcegatg
agtgeatggt
aattcaggta
tecggeagea
getectatge
ctggggcagt
atgggcecact
cacgecteeg

ceccaggactyg

cgggcaggaa

ccgtcaggac
cgtetgtgac
cactgetget
catcagtttg
tgtggatect
caatggetat
tttececetgge
acgeecattgt
tggcecatgee
cgcacaggce
tocacagget
gggtggtgte
gtactgtgag
cteagecetg
caagagcette
ccagtgeaaa
ggtggtagat
catceatget
gtgeggaggyg
cggatacaac
gggaaaccet
cctecaatggt
cagettgege
ggeccagect
atacagette
getgeacega

ataa

Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Arg Pre Gly Gly

1

5

10

83

15

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2514



Ser Leu Arg

Ala Met Thr
35

Ser Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gln Gly Thr
115

Ser Gly Lys
130

Leu Thr Gln
145

Leu Thr Cys

Tyr Gln Gln

Thr Gly Gly
195

Ser vVal Leu
210

Gln Glu Glu
225

Gly Ser Asn

Leu

<210> 136
<211> 244
<212> PRT

Leu

Trp

Ser

Phe

Asp

Arg

100

Met

Pro

Pre

Thr

Thr

180

Thr

Gly

Azp

Phe

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Asp

Val

Gly

Pro

Leu

165

Pro

Val

Ser

Glu

val
245

<213> Homo sapiens

<400> 136

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Ser

Ser

150

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

230

Tyr

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

135

Ala

Ser

Lys

Ser

Leu

215

Asgp

val

Ala

Ala

40

Asp

Arg

'val

Ser

120

Glu

Ser

Gly

Gly

Lys

200

Asn

Tyr

Phe

ES 2 588 484 T3

Ser

Pro

Ser

Agp

Glu

Lys

105

Ser

Gly

Ala

Tyr

Pro

185

Gly

Arg

His

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

80

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

170

Arg

Asp

Tyr

Cys

Ser
250

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Ser

Leu

155

Asn

Phe

Gly

Leu

Gly

235

Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gly

Gly

140

Gly

Tyr

Val

Ile

Ile

220

Ala

Thr

84

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Ser

125

Thr

Ala

Lys

Met

Pro

205

Ile

Asp

Lys

Ser

30

Glu

Asp

Thx

Tyrx

Ile

110

Thx

Gln

Ser

val

Arg

150

Asp

Lys

His

Val

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyx

95

Trp

Ser

Ser

Val

Asp

175

val

Arg

Asn

Gly

Thr
255

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

val

Thr
160

Trp

Gly

Phe

Ile

Ser

240

Val
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Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20

Gly Met Asn Trp
35

Ala Thr Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Asp Trp
100

Val Thr val Ser
115

Gly Ser Gly Glu
130

Pro Ser Ser Vval
145

Arg Pro Ser Gln

Pro Gly Lys Ala
180

Ser Gly val Pro
195

Thr Leu Thr Ile
210

Cys Leu Gln Arg

225

Val Glu Ile Lys

<210> 137
<211> 250
<212> PRT

Gln

Ser

val

Phe

Thr

Ser

85

Ser

Ser

Gly

Ser

Gly

165

Pro

Serx

Ser

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 137

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

150

Ile

Glu

Arg

Ser

Thr

230

Ser

Ala

Gin

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser

135

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

215

Tyr

Gly

Ala

Ala

Thr

Arg

Ala

Met

Gly

120

Gly

val

Lys

Pre

Ser

200

Gln

Pro

ES 2 588 484 T3

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Asp

105

Ser

Thr

Gly

Tyr

Ile

185

Asp

Pro

Trp

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

val

Thr

Asp

Asp

Ser

170

Tyr

Ser

Glu

Thr

val

Phe

Thr

Tyr

Ala

75

Met

Trp

Ser

Ile

Axrg

155

Ala

Leu

Gly

Asp

Phe

235

val

Thr

Gly

Tyr

60

Glu

Ala

Gly

Gly

Gln

140

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

220

Gly

85

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Ser

125

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

205

Ala

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

190

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Trp

Sar

Leu

Tyr

95

Thr

Lys

Gln

Thr

Gln

175

Leu

Glu

Tyr

Thr

Arg

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Met

Pro

Ser

Cys

160

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys

240
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Gln Val Gln Leu
Ser Val Arg Val

Pro Ile His Trp
35

Gly Gly Phe Asp
50

Arg Gly Arg Phe
65

Met Glu Leu Lys

Val Lys Gly Pro
100

Gly Leu Gly Thr
115

Gly Ser Gly Llys
130

val Leu Thr GlIn
145

Ser Ile Thr Cys

Tyr Gln Gln Lys
180

Tyr Lys Arg Pro
195
Gly Asn Thr Ala

210

Ala Asp Tyr Tyr
225

Phe Gly Gly Gly

<210> 138
<211> 20
<212> PRT

val

Ser

val

Leu

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Pro

Pro

Ser

165

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
245

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Tyr

val

Gly

Pro

150

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln
230

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ligante sintético

<400> 138

Ser

Lys

Gln

Agn

Thr

Thrx

Gly

Thr

Ser

135

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

215

val

Leu

Gly

val

Ala

10

Gly

Glu

Ser

Ala

val

120

Gly

Val

Lys

Ser

Pro
200

Ile

Trp

Thr

ES 2 588 484 T3

Ser

Ser

25

Pro

val

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Glu

Ser

Leu

Pro

185

Glu

Ser

Asp

Val

Asp

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

val

Ser

Gly

val

Glu

170

Val

Arg

Arg

Ser

Leu
250

val

TYyr

Lys

Lys

Sexr

Thr

Thr

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Leu

Phe

val

Gly
235

Lys

Arg

Gly

Ala

60

Thr

Ala

Ser

Gly

Ser

140

Pro

Lys

Vval

Ser

Glu
2290

Ser

86

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

val

Phe

Gly

125

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly
205

Gly

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Ser

Tyr

Thr

110

Ser

Thr

Gln

Ala

Tyr

190

Ser

Gly

Asp

Gly

15

Glu

Tyr

Arg

Val

Tyr

95

Ser

Thr

Ser

Thr

Cys

175

His

Asn

Asp

Gln

Ala

Tyr

Mat

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Ser

Tyr

Ala

160

Trp

Asp

Ser

Glu

val
240
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Ser Gly Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly
1 5 10 15

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Ser Ser Gly Thr
20

<210> 139
<211> 40

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 139

ttatcctcga gcggtaccca ggtgcagcetg caggagtcsg
<210> 140

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 140

ttatcctcga gcggtaccca ggtacagcetg cagcagtca
<210> 141

<211>40

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 141

ttatcctcga gcggtaccca ggtgcagcta cagcagtggg
<210> 142

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 142

ttatcctcga gcggtaccga ggtgcagctg ktggagwcey
<210> 143

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 143

ttatcctcga geggtaccca ggtccagctk gtrcagtetg g

40

39

40

39

41

87
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<210> 144

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 144
ttatcctcga gcggtaccca grtcaccttg aaggagtctg

<210> 145

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 145
ttatcctcga gcggtaccca ggtgcagctg gtgsartctg g

<210> 146

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 146

gattggtttg ccgctagctg aggagacrgt gaccagggtg

<210> 147

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 147

gattggtttg ccgctagctg aggagacggt gaccagggtt

<210> 148

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 148

gattggtttg ccgctagctg aagagacggt gaccattgt
<210> 149

<211> 41

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

41

40

40

39

88
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45
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<220>
<223> cebador sintético

<400> 149

gattggtttg ccgctagctg aggagacggt gaccgtggtc ¢

<210> 150

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 150

agcaagcggc gcgcatgecg acatcergdt gacccagtcet cc
<210> 151

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 151

agcaagcggc gcgcatgecg aaattgtrwt gacrcagtct cc
<210> 152

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 152

agcaagcggc gcgcatgecg atattgtgmt gacbcagwect cc
<210> 153

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 153

agcaagcggc gcgcatgccg aaacgacact cacgcagtct ¢
<210> 154

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 154

gaagttatgg tcgaccctcc ggatttgatt tccaccttgg tcc

41

43

42

42

42

41

89
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35
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45

50

55
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<210> 155

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 155

gaagttatgg tcgaccctcc ggatttgatc tccascttgg tcc
<210> 156

<211>43

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 156
gaagttatgg tcgaccctcc ggatttgata tccactttgg tcc

<210> 157

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 157

gaagttatgg tcgaccctcc ggatttaatc tccagtcgtg tcc
<210> 158

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 158

agcaagcggc gcgcatgecce agtetgtsbt gacgcagcecg cc
<210> 159

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 159

agcaagcggc gcgcatgcect cctatgwgct gacwcagceca ¢
<210> 160

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

43

43

43

42

41

90
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<220>
<223> cebador sintético

<400> 160

agcaagcggc gegcatgcect cctatgagcet gayrcagcya cc 42
<210> 161

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 161

agcaagcggc gegcatgecc agectgtget gactcaryc 39
<210> 162

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 162

agcaagcggc gecgcatgece agdctgtggt gacycaggag cc 42
<210> 163

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 163

agcaagcggc gcgcatgece agcewgkgct gactcageem cc 42
<210> 164

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 164

agcaagcggc gegcatgcect cctetgagct gastcaggas cc 42
<210> 165

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 165

agcaagcggc gcgcatgecc agtctgyyct gaytcagect 40

91
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<210> 166

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 166

agcaagcggc gcgcatgceca attttatget gactcagecc ¢ 41
<210> 167

<211>43

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 167

gaagttatgg tcgaccctcc ggataggacg gtsascttgg tcc 43
<210> 168

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 168

gaagttatgg tcgaccctcc ggagaggacg gtcagcetggg tgc 43
<210> 169

<211>40

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 169

cgctggattg ttattactcg cagcaagcgg cgcgcatgcce 40
<210> 170

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 170

accgctcgag ccttcaccgg aacctggttt cccagaaccg ctggtcgacc ctce
<210> 171

<211>55

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> cebador sintético

<400> 171

ES 2 588 484 T3

ggagggtcga ccagcggttc tgggaaacca ggttccggtg aaggctcgag cggta

<210> 172

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 172

ccaggcccag cagtgggttt gggattggtt tgccgceta
<210> 173

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 173

tacctattgc ctacggcagc cgctggattg ttattactc
<210> 174

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 174

tggtgatggt gagtactatc caggcccagc agtgggtttg
<210> 175

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 175

38

39

40

agcaagcggc gcgcatgccc aggtgcagcet ggtgcagtct gg 42

<210> 176

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 176

agcaagcggc gcgcatgccc aggtcaactt aagggagtct gg 42

93

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 588 484 T3

<210> 177

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 177

agcaagcggc gcgcatgecg aggtgcagct ggtggagtct gg

<210> 178

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 178

agcaagcggc gcgcatgccc aggtgcagcet gcaggagteg gg

<210> 179

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 179

agcaagcggc gcgcatgecg aggtgcagct gttgcagtct gc
<210> 180

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 180

agcaagcggc gcgcatgecc aggtacagcet gcagcagtca gg
<210> 181

<211>47

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 181

gaagttatgg tcgaccctcc ggatgaggag acggtgacca gggtgcec
<210> 182

<211>47

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

42

42

42

42
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<220>
<223> cebador sintético

<400> 182

gaagttatgg tcgaccctcc ggatgaagag acggtgacca ttgtccc
<210> 183

<211>47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 183

gaagttatgg tcgaccctcc ggatgaggag acggtgacca gggttcc
<210> 184

<211>47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 184

gaagttatgg tcgaccctcc ggatgaggag acggtgaccg tggtccc
<210> 185

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 185

ttatcctcga gcggtaccga catccagatg acccagtcte ¢ 41

<210> 186

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 186

ttatcctcga gcggtaccga tgttgtgatg actcagtctc ¢ 41
<210> 187

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 187

ttatcctcga gcggtaccga aattgtgttg acgcagtctc ¢ 41

47

47

47
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<210> 188

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 188

ttatcctcga gcggtaccga catcgtgatg acccagtctc ¢
<210> 189

<211> 41

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 189
ttatcctcga gcggtaccga aacgacactc acgcagtctc ¢

<210> 190

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 190

ttatcctcga gcggtaccga aattgtgctg actcagtctc ¢
<210> 191

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 191

gattggtttg ccgctagcac gtttgatttc caccttggtc cc
<210> 192

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 192

gattggtttg ccgctagcac gtttgatctc cagcttggtc cc
<210> 193

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

41

41

41

42

42

96



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 588 484 T3

<220>
<223> cebador sintético

<400> 193

gattggtttg ccgctagcac gtttgatatc cactttggtc cc
<210> 194

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 194

gattggtttg ccgctagcac gtttgatctc caccttggtc cc
<210> 195

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 195

gattggtttg ccgctagcac gtttaatctc cagtcgtgtc cc
<210> 196

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 196

ttatcctcga geggtaccca gtetgtgttg acgcagecgce ¢
<210> 197

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 197

ttatcctcga geggtaccca gtetgecctg actcagectg ¢
<210> 198

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 198

ttatcctcga geggtaccte ctatgtgctg actcagccac c

42

42

42

41

Ly

41
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<210> 199

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 199

ttatcctcga geggtacctc ttctgagcetg actcaggacc ¢
<210> 200

<211> 41

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 200
ttatcctcga gcggtaccca cgttatactg actcaaccgce ¢

<210> 201

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 201

ttatcctcga gcggtaccca ggcetgtgctc actcagecgt ¢
<210> 202

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 202

gattggtttg ccgctagcac ctaggacggt gaccttggtc cc
<210> 203

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 203

gattggtttg ccgctagcac ctaggacggt cagcttggtc cc
<210> 204

<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

41

41

41

42

42
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<220>
<223> cebador sintético

<400> 204

gattggtttg ccgctagcac ctaaaacggt gagctgggtc cc 42
<210> 205

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 205

cgctggattg ttattactcg cagcaagcgg cgcgcatgcce 40
<210> 206

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 206

accgctcgag ccttcaccgg aacctggttt cccagaaccg ctggtcgacc ctce 54
<210> 207

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 207

ggagggtcga ccagcggttc tgggaaacca ggttccggtg aaggctcgag cggta 55
<210> 208

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 208

ccaggcccag cagtgggttt gggattggtt tgccgceta 38
<210> 209

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 209

tacctattgc ctacggcagc cgctggattg ttattactc 39

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 588 484 T3

<210> 210

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 210

tggtgatggt gagtactatc caggcccagc agtgggtttg 40
<210> 211

<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 211

tggctggaat tcacaaagat tgttgga 27
<210> 212

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 212

gtcgacggat ccttaagtgt gtgatcccac 30
<210> 213

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 213

aattcaacgc tgccaccaca ctcaagaact tttgcaagtg gcagcaccaa cacaactaac
tgca 64

<210> 214

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 214
gttagttgtg ttggtgctgc cacttgcaaa agttcttgag tgtggtggca gegttg 56
<210> 215

<211> 28
<212> ADN

100
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 215

atccatggtc acaaagattg ttggaacc 28
<210> 216

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 216

atctcgagtt aagtgtgtga tcccacttta ttg

33
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
capaces de reconocer y unirse a un epitopo comprendido en la region aa. 732 a aa 874 de SEQ ID NO. 2 de
ADAMTS-5.

2. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 1 que comprenden al menos una secuencia de aminoacidos de la region determinante de
complementariedad de la cadena pesada (CDRH3) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83, 86, 89 y 92.

3. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 2 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de
complementariedad de la cadena pesada (CDRH2) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88 y 91.

4. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 3 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de
complementariedad de la cadena pesada (CDRH1) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87 y 90.

5. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 que comprenden ademas al menos una secuencia de
aminodcidos de la regiéon determinante de complementariedad de la cadena ligera (CDRL3) que tiene al menos 80 %
de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 29, 32,
35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56 y 59.

6. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 5 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de
complementariedad de la cadena ligera (CDRL2) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55 y 58.

7. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 6 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de
complementariedad de la cadena ligera (CDRL1) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48, 51, 54 y 57.

8. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprenden una secuencia de aminoacidos de regiones
determinantes de complementariedad de la cadena pesada (CDRH1) que tiene al menos 80 % de identidad con una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81,
84, 87 y 90 y una secuencia de aminoacidos de regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada
(CDRH2) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que
consiste en: SEQ ID NO: 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88 y 91 y una secuencia de aminoacidos de regiones
determinantes de complementariedad de la cadena pesada (CDRH3) que tiene al menos 80 % de identidad con una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83,
86,89y 92.

9. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 8 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de regiones determinantes de
complementariedad de la cadena ligera (CDRL1) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45,48,51,54y 57y
una secuencia de aminoacidos de regiones determinantes de complementariedad de la cadena ligera (CDRL2) que
tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en:
SEQ ID NO: 28, 31, 34, 37, 40, 43, 46, 49, 52, 55 y 58 y una secuencia de aminoacidos de regiones determinantes
de complementariedad de la cadena ligera (CDRL3) que tiene al menos 80 % de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 29, 32, 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56 y 59.

10. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 8 que comprenden una secuencia de aminoacidos de CDRH1 que tiene al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO. 60, una secuencia de aminoacidos de CDRH2 que tiene al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO. 61 y una secuencia de aminoacidos de CDRH3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO.
62.

11. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 10 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de CDRL1 que tiene al menos
80 % de identidad con SEQ ID NO. 27, una secuencia de aminoacidos de CDRL2 que tiene al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO. 28 y una secuencia de aminoacidos de CDRL3 que tiene al menos 80 % de identidad con
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SEQ ID NO. 29.

12. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 8 que comprenden una secuencia de aminoacidos de CDRH1 que tiene al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO. 81, una secuencia de aminoacidos de CDRH2 que tiene al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO. 82 y una secuencia de aminoacidos de CDH3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO.
83.

13. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 12 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de CDRL1 que tiene al menos
80 % de identidad con SEQ ID NO. 48, una secuencia de aminoacidos de CDRL2 que tiene al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO. 49 y una secuencia de aminoacidos de CDRL3 que tiene al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO. 50.

14. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 8 que comprenden una secuencia de aminoacidos de CDRH1 que tiene al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO. 87, una secuencia de aminoacidos de CDRH2 que tiene al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO. 88 y una secuencia de aminoacidos de CDH3 que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID NO.
89.

15. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 14 que comprenden ademas una secuencia de aminoacidos de CDRL1 que tiene al menos
80 % de identidad con SEQ ID NO. 54, una secuencia de aminoacidos de CDRL2 que tiene al menos 80 % de
identidad con SEQ ID NO. 55 y una secuencia de aminoacidos de CDRL3 que tiene al menos 80 % de identidad con
SEQ ID NO. 56.

16. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 1 seleccionados entre el grupo que consiste en un anticuerpo que comprende:

a) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 69, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 70, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 71, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 36, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 37, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 38;

b) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 72, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 73, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 74, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 39, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 40, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 41;

c) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 75, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 76, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 77, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 42, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 43, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 44;

d) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 78, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 79, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 80, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 45, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 46, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 47;

e) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 81, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 82, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 83, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 48, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 49, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 50;

f) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 84, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 85, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 86, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 51, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 52, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 53;

g) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 87, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 88, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 89, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 54, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 55, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 56;

h) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 90, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 91, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 92, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 57, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 58, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 59.

17. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 1 seleccionados entre el grupo que consiste en un anticuerpo que comprende:

a) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 60, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 61, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 62, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 27, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 28, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 29;

b) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 63, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 64, una CDRH3 que
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consiste en SEQ ID NO. 65, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 30, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 31, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 32;

c) una CDRH1 que consiste en SEQ ID NO. 66, una CDRH2 que consiste en SEQ ID NO. 67, una CDRH3 que
consiste en SEQ ID NO. 68, una CDRL1 que consiste en SEQ ID NO. 33, una CDRL2 que consiste en SEQ ID
NO. 34, una CDRL3 que consiste en SEQ ID NO. 35.

18. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 siendo un anticuerpo quimérico o uno humanizado, o uno
desinmunizado o uno completamente humano.

19. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun la reivindicacion 17 siendo un anticuerpo quimérico o uno humanizado, o uno desinmunizado.

20. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
seguin una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso en el tratamiento y/o prevencion de una
afeccion caracterizada por la degradacion del cartilago.

21. El anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo
segun una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso en el tratamiento y/o prevencion humana de
osteoartritis o artritis reumatoide.

22. Una molécula de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o
fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo como se definen en las reivindicaciones 1 a 21.

23. La molécula de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante o fragmentos
de unién a antigeno sintéticos del mismo segun la reivindicacion 22 que comprende al menos una secuencia de
acidos nucleicos seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO. 99 a SEQ ID NO. 120.

24. Un vector de expresion que codifica el anticuerpo neutralizante monoclonal segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 21.

25. Una célula hospedante aislada que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 22 o 23.

26. La célula hospedante aislada de la reivindicacion 25 que produce el anticuerpo neutralizante monoclonal segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1-21.

27. Un método de produccion del anticuerpo neutralizante monoclonal segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-21 que comprende cultivar la célula que produce el anticuerpo neutralizante monoclonal de la reivindicacion 25 y
recuperar el anticuerpo neutralizante monoclonal del cultivo celular.

28. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo neutralizante monoclonal, recombinante
o fragmentos de unién a antigeno sintéticos del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 y
excipientes farmacéuticamente aceptables.

29. La composicion segun la reivindicacion 28 para su uso en administracion intraarticular.
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