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DESCRIPCION
Tratamientos para el cancer en animales de compafiia con un anticuerpo anti P2X7
Campo de la invencion
La invencion se refiere a la oncologia veterinaria, incluyendo el tratamiento del cancer en los animales de compainiia.
Antecedentes de la invencion

La referencia en la memoria descriptiva a cualquier técnica anterior no es, y no debe tomarse como, un
reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general
comun en Australia o en cualquier otra jurisdiccion, o que es razonable esperar que esta técnica anterior se
constate, entienda o considere como relevante por parte de un experto en la materia.

La incidencia del cancer en los animales de compafiia, tales como los perros y los gatos, y similares, esta en
aumento y actualmente se considera que el cancer es la causa principal de muerte en los animales de mas edad. Se
cree que la tasa de incidencia anual de los canceres en perros es de aproximadamente el 2 al 2,5%
(aproximadamente la misma que en los seres humanos) y aproximadamente el 1,5 al 2 % para los gatos.

Los canceres que tienen la incidencia mas alta en los perros estan en el siguiente orden: linfoma (aproximadamente
el 20 %); mastocitoma (aproximadamente el 18 %); sarcoma de tejidos blandos (aproximadamente el 10 %);
hemangiosarcoma (aproximadamente el 10 %); osteosarcoma (aproximadamente el 9 %). Los segmentos restantes
normalmente incluyen carcinoma de células escamosas, carcinoma mamario, melanoma, histiocitoma y
fibrosarcoma.

Los canceres que tienen la incidencia mas alta en gatos estan en el siguiente orden: linfoma (aproximadamente el
25 %); mastocitoma (aproximadamente el 22 % - de la neoplasias cutaneas); carcinoma de células escamosas (>
11 % de las neoplasias cutaneas); carcinoma mamario (aproximadamente el 10 %) y los segmentos restantes
incluyen hemangiosarcoma, osteosarcoma, fibrosarcoma, hiperplasia/adenoma sebaceo.

Las estrategias para el tratamiento del cancer en la oncologia veterinaria incluyen la cirugia, la radioterapia, la
terapia por hipertermia, la terapia fotodinamica y la quimioterapia. La terapia génica y la inmunoterapia no se han
implementado de forma extensa.

Las estrategias para el tratamiento del cancer en la oncologia veterinaria incluyen la cirugia, la radioterapia, la
terapia por hipertermia, la terapia fotodinamica y la quimioterapia. La terapia génica y la inmunoterapia no se han
implementado de forma extensa.

Ademas de Palladia (fosfato de toceranib, Pfizer), no se han aprobado medicamentos para su comercializacién para
su uso como productos quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer en animales de compaiiia. Esto se debe
principalmente a los altos costes asociados con la obtencién de la aprobacion para la comercializacion.

En la mayoria de las jurisdicciones, los oncoélogos veterinarios tienen privilegios para el uso extraoficial de farmacos.
Uso extraoficial de farmacos significa que el oncélogo veterinario puede utilizar libremente farmacos aprobados para
una especie (incluyendo seres humanos) en otras especies. Con estos privilegios, se ha originado una practica
comun en la oncologia veterinaria mediante la cual el oncologo tiende a seleccionar los productos
quimioterapéuticos para el uso en el tratamiento del cancer de animales de compafiia para los que se ha obtenido
una experiencia clinica significativa en oncologia humana.

En la Tabla 1 se muestran ejemplos de productos quimioterapéuticos y las indicaciones relevantes utilizados
actualmente en la oncologia veterinaria.

Tabla 1

Producto quimioterapéutico Tipo de cancer

Agentes alquilantes

Ciclofosfamida (Cytoxan) Linfoma, mastocitomas, tumores mamarios, hemangiosarcomas
Ifosfamida (Ifex) Linfoma quimiorresistente, sarcoma de tejidos blandos
Clorambucilo (Leukeran) Leucemias, mastocitomas, linfoma

Melfalan (Alkeran) Mieloma multiple
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Busulfan (Myeleran)

Leucemias

Procarbazina Hyd (Matulane)

Linfoma

Alcaloides vegetales

Vincristina (Oncovin)

Linfoma, tumores venéreos, mastocitomas, sarcomas

Vinblastina Linfoma, mastocitomas
Antimetabolitos
Metotrexato Linfoma, osteosarcoma

Arabindsido de citosina (Cytostar, Ara-C)

Linfoma del SNC, leucemia

Fluoropirimidinas (Fluorouracilo [5-FU])

Tumores de piel, carcinoma mamario, tumores Gl

Hidroxiurea

Leucemias recurrentes

Antibiéticos antitumorales

Doxorrubicina (hidroxidaunomicina)

Linfoma, canceres hemolinfaticos, carcinomas y sarcomas,
incluyendo osteosarcoma

Epirrubicina (Pharmorubicin)

Linfoma

Metoximorfolinodoxorubicon

Linfoma quimiorresistente, sarcomas y carcinomas

Mitoxantrona

Carcinoma de células escamosas oral, linfoma, sarcomas y
carcinomas

Bleomicina

Carcinoma de células escamosas

Actinomicina D

Linfoma, sarcoma, carcinoma

Compuestos del platino

Cisplatino (Platinol)

Osteosarcoma, carcinomas de piel y nasal

Carboplatino (Paraplatino)

Carcinomas de piel y nasal

Lobaplatino Osteosarcoma

Nitrosoureas
Lomustina Tumores de cerebro y de SNC, linfomas, mastocitomas
Carmustina Tumores cerebrales

Inhibidores de la topoisomerasa |

Camptotecinas

Linfoma

Hormonas

Prednisona

Linfomas y mastocitomas

Retinoides

Etretinato (Tegison)

Isotretinoina (Accutane)

Linfoma cutaneo, micosis fungoide

Otros

Paclitaxel (Taxol)

Carcinomas mamarios, linfomas

Darcarbazina

Linfoma recurrente, melanoma, sarcomas

L-asparraginasa (Elspar)

Canceres linfoides, mastocitomas
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Existen varios problemas vy limitaciones con respecto a estas quimioterapias. Por ejemplo, como se observa en la
terapia humana, estos compuestos se asocian con toxicidades vinculadas con la acciéon no especifica frente a las
células en division incluyendo de médula 6sea, epitelio gastrointestinal y foliculos pilosos. Los efectos secundarios
incluyen inmunosupresion, anemia, nauseas y vomitos, retraso en la cicatrizacion, fracaso reproductivo y caida del
pelo. Algunos 6rganos especificos también pueden ser susceptibles incluyendo el corazén, los rifiones y el SNC.

Ademas, el uso de un Unico agente quimioterapéutico raramente es eficaz para curar el cancer, dado que no todas
las células tumorales se destruiran de forma eficaz mediante un Unico agente. Una razén para esto es que a medida
que las células cancerosas se extienden, lo mismo hace la incidencia de mutaciones que pueden dar como resultado
fenotipos de resistencia. Por lo tanto, en la mayoria de las situaciones es necesario formular una poliquimioterapia
para el caso clinico dado.

El documento WO 2003/020762 describe anticuerpos frente a P2X7 funcional y su uso para destruir in vivo células
cancerosas en ratones. El documento WO 2002/057306 describe anticuerpos frente a P2X7; no funcional para el
diagnostico y el tratamiento del cancer y otras afecciones. El documento WO 2010/000041 se refiere a anticuerpos
frente a P2X7 no funcional y su uso en el tratamiento del cancer. El documento WO 2011/075789 también se refiere
a anticuerpos frente a P2X7 no funcional.

Existe una necesidad de un tratamiento alternativo o mejorado de canceres de animales de compania y, en especial,
de los canceres que tienen una alta incidencia en los animales de compafiia.

También existe una necesidad de un tratamiento alternativo o mejorado de los canceres en los perros.

Existe una necesidad de un tratamiento del linfoma, el mastocitoma, el sarcoma de tejidos blandos, el
hemangiosarcoma, el osteosarcoma, el carcinoma de células escamosas, el carcinoma mamario, el melanoma, el
histiocitoma y el fibrosarcoma en perros.

También existe una necesidad de un tratamiento alternativo o mejorado de los canceres en los gatos.

Existe una necesidad de un tratamiento para el linfoma, el mastocitoma, el carcinoma de células escamosas, el
carcinoma mamario, el hemangiosarcoma, el osteosarcoma, el fibrosarcoma y la hiperplasia/adenoma sebaceo en
los gatos.

Sumario de la invenciéon

La invencién busca abordar una o mas de las necesidades anteriormente mencionadas y, en un primer aspecto,
proporciona un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio variable de union a un receptor
P2X7 no funcional que se expresa en un animal de compaiiia, para su uso en la minimizacién de la progresion del
cancer en el animal de compafiia, en el que el animal de compafiia es un perro. En el presente documento se
divulga un método de minimizacion de la progresion del cancer en un animal de compaiiia, incluyendo el método las
etapas de:

- proporcionar un animal de compafia en el cual la progresion del cancer deba minimizarse; y

- proporcionar en el animal de compafiia un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio
variable para la unién a un receptor P2X7 no funcional que expresa el animal;

minimizando de este modo la progresion del cancer en el animal.

En un segundo aspecto la invencion proporciona un anticuerpo entero o un fragmento del mismo, como se define en
el presente documento, para su uso para minimizar la progresion del cancer de acuerdo con la invencion, en el que
la administracién de un inmundgeno forma en el perro una respuesta inmunitaria frente al receptor P2X;. En el
presente documento se divulga un método para minimizar la progresion del cancer en un animal de compaiiia,
incluyendo el método las etapas de:

- proporcionar un animal de compafiia que requiere tratamiento para el cancer; y

- formar una respuesta inmunitaria en el animal de compainia frente a un receptor P2X7 no funcional;

minimizando de este modo la progresion del cancer en el animal de compainiia.

En un tercer aspecto la invencion proporciona un anticuerpo entero o un fragmento del mismo como se define en el
presente documento, para su uso en la minimizacion de la progresion del cancer de acuerdo con la invencion, en el

que se administra un inmundégeno a un perro que ha recibido un sitio de unién a antigeno no propio para el
tratamiento del cancer, en el que el sitio de unién a antigeno no propio que recibid el perro para el tratamiento del
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cancer no se une al inmundgeno. En el presente documento se divulga un método para minimizar la progresion del
cancer en un animal de compaiiia, incluyendo el método las etapas de:

- proporcionar un animal de compafiia que ha recibido un sitio de unién a antigeno no propio para el tratamiento
del cancer;

- formar una respuesta inmunitaria en el animal de compaiiia frente a un receptor P2X7 no funcional;
minimizando de este modo la progresion del cancer en el animal de compaifiia.
También se divulga en el presente documento un uso de:

- un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio variable para la unién a un receptor P2X7
no funcional; o

- un receptor P2X7 o un fragmento de un receptor P2X;
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer en un animal de compaiiia.

Aun en un aspecto adicional la invencion proporciona un anticuerpo entero o fragmento como se define en el
presente documento, para su uso para minimizar la progresion del cancer de acuerdo con la presente invencion, en
el que el anticuerpo o fragmento se forma proporcionando un inmunoégeno en el perro, en forma de un receptor P2X7
o un fragmento del receptor P2X7 que tiene la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria frente a un receptor
P2X7 en el perro. En el presente documento se divulga un uso de:

- un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio variable para la unién a un receptor P2X7
no funcional; o

- un receptor P2X7 o un fragmento de un receptor P2X;
para el tratamiento del cancer en un animal de compafiia.

En todavia otros casos adicionales, la invencién proporciona un kit o composicién para su uso en el tratamiento de
un cancer en un animal de compafiia, incluyendo el kit:

- un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio variable para la unién a un receptor P2X7
no funcional; o

- un receptor P2X7 o un fragmento de un receptor P2X;
- instrucciones escritas para su uso en un método o una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

Los aspectos adicionales de la presente invencion y las realizaciones adicionales de los aspectos descritos en los
parrafos precedentes seran evidentes a partir de la siguiente descripcion, dada a modo de ejemplo y con referencia
a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Secuencia de aminoacidos del receptor P2X5.
Figura 2. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los receptores P2X7 canino y humano.
Figura 3. Respuesta de anticuerpos anti E200 detectada mediante ELISA

Descripcion detallada de las realizaciones

Ahora se hara referencia en detalle a determinadas realizaciones de la invencion. Aunque la invencion se describira
junto con las realizaciones, se entendera que la intencidon no es limitar la invencion a las realizaciones. Por el
contrario, se pretende que la invencion incluya todas las alternativas, modificaciones y equivalentes, que puedan
estar incluidas dentro del ambito de la presente invencién, como se define en las reivindicaciones.

Un experto en la materia reconocera muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento que podrian utilizarse en la practica de la presente invencion. La presente invenciéon no se
limita de ninguin modo a los métodos y materiales descritos.

Se entendera que la invencion divulgada y definida en la presente memoria descriptiva se extiende a todas las
combinaciones alternativas de dos o mas de las caracteristicas del animal mencionadas o evidentes a partir del texto
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o los dibujos. Todas estas combinaciones distintas constituyen diversos aspectos alternativos de la invencion.
A Definiciones

A fin de interpretar la presente memoria descriptiva, se aplicaran en general las siguientes definiciones y, cuando
sea apropiado, los términos utilizados en el singular también incluiran el plural y viceversa. En caso de que cualquier
definicion expuesta entre en conflicto con cualquier documento incorporado aqui como referencia, prevalecera la
definicion que se expone a continuacion.

Como se usa en el presente documento, excepto en donde el contexto requiera otra cosa, no se pretende que el
término “comprender” y las variaciones del término, tales como “que comprende”, “comprende” y “comprendido”,
excluyan aditivos, componentes, nimeros enteros o etapas adicionales.

“Animal de compafriia’ se refiere en general a un animal que es una mascota o “compafiia” de una persona. Los
gatos (felinos) y los perros (canidos) son los ejemplos.

“Receptor purinérgico” se refiere en general a un receptor que utiliza una purina (tal como ATP) como ligando.

“Receptor P2X7" se refiere en general a un receptor purinérgico formado a partir de tres subunidades o monémeros
protéicos, teniendo al menos uno de estos mondmeros una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se
muestra en la Figura 1, o una secuencia de canido sustancialmente como se muestra en la Figura 2. En la medida
en que el receptor P2X7 esta formado por tres mondmeros, este es un “trimero” o “trimérico”. “Receptor P2X7” puede
ser un receptor funcional o no funcional como se describe a continuacién. “Receptor P2X7" abarca variantes de
origen natural del receptor P2X7, por ejemplo, en el que los monémeros de P2X7 son variantes de corte y empalme,
variantes alélicas e isoformas, incluyendo formas truncadas o secretadas de origen natural de los monémeros que
forman el receptor P2X7 (por ejemplo, una forma que consiste en la secuencia del dominio extracelular o de la forma
truncada de este), formas variantes de origen natural (por ejemplo, formas cortadas y empalmadas de forma
alternativa) y variantes alélicas de origen natural. En determinadas realizaciones de la invencion, los polipéptidos
monomeéricos de P2X; de secuencia nativa divulgados en el presente documento son polipéptidos de secuencia
nativa de longitud completa o maduros que comprenden la secuencia de aminodacidos de longitud completa
mostrada en la Figura 1, o una secuencia de canido sustancialmente como se muestra en la Figura 2. En
determinadas realizaciones el receptor P2X7 puede tener que secuencia de aminoacidos que esta modificada, por
ejemplo, diversos aminoacidos en la secuencia mostrada en la Figura 1 o una secuencia de canido sustancialmente
como se muestra en la Figura 2, pueden sustituirse, delecionarse o puede insertarse un resto.

“Receptor P2X7 funcional’ se refiere en general a una forma del receptor P2X; que tiene un sitio de unién o
hendidura para la unién al ATP. Cuando esta unido al ATP, el receptor forma un canal de sodio/calcio no selectivo
que se convierte en una estructura similar a un poro que permite el ingreso de iones calcio en el citosol, una
consecuencia de lo cual puede ser la muerte celular programada. En la homeostasis normal, la expresion de los
receptores P2X7 funcionales se limita en general a células que experimentan muerte celular programada, tales como
los timocitos, las células dendriticas, los linfocitos, los macréfagos y los monocitos. Puede haber algo de expresion
de receptores P2X7 funcionales en eritrocitos.

“Receptor P2X7 no funcional’ se refiere en general a una forma de un receptor P2X; que tiene una conformacion
mediante la cual el receptor no tiene la capacidad de formar un poro apoptético. Se presenta un ejemplo cuando uno
0 mas de los monémeros tiene una isomerizacion en cis en la Pro210 (de acuerdo con la SEQ ID NO: 1). La
isomerizacion puede presentarse en mondémeros de mamifero humano y no humano a partir de cualquier
acontecimiento molecular que conduzca al plegamiento erréneo del mondémero incluyendo, por ejemplo, la mutacion
de la secuencia primaria del monémero o un procesamiento postraduccional anémalo. Una consecuencia de la
isomerizacion es que el receptor no tiene la capacidad de unirse al ATP en uno o mas de los sitios de unién a ATP
en el trimero y, de este modo, de extender la apertura del canal. En particular, cuando uno de los tres monémeros se
compacta de forma incorrecta y, como consecuencia, dos sitios de uniéon a ATP se alteran. En estas circunstancias,
el receptor no puede formar un poro y esto limita el grado en el que los iones de calcio pueden entrar al citosol. Solo
se mantiene una actividad parcial del canal. Los receptores P2X; no funcionales se expresan en una amplia
diversidad de canceres epiteliales y hematopoyéticos.

“Epitopo E200" se refiere en general a un epitopo presentado en un receptor P2X; no funcional. En los seres
humanos la secuencia es GHNYTTRNILPGLNITC. En los canidos la secuencia es GHNYTTRNILPDINITC.

“Epitopo E300" se refiere en general a un epitopo presentado en un receptor P2X; no funcional. En los seres
humanos y los canidos la secuencia es idéntica, en concreto: KYYKENNVEKRTLIKVF.

“Epitopo combinado” se refiere en general a un epitopo que esta formado por la yuxtaposicion de los epitopos E200
y E300. El punto de diferencia en E200 entre canidos y seres humanos no esta contenido en el epitopo compuesto
canino, lo que significa que los epitopos compuestos caninos y humanos son idénticos. Aunque la secuencia del
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receptor P2X7 felino no se ha caracterizado, los datos serolégicos en el presente documento demuestran que el
epitopo compuesto felino es idéntico o sustancialmente el mismo que el epitopo compuesto canino y humano.

“Anticuerpos” o “inmunoglobulinas”, o “las Ig”, son proteinas gammaglobulinas que se encuentran en la sangre u
otros fluidos corporales de los vertebrados, que actian en el sistema inmunitario para unirse al antigeno,
identificando por lo tanto y/o neutralizando objetos extrafos.

En general los anticuerpos son una glucoproteina heterotetramérica que constan de dos cadenas ligeras (L)
idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena L esta unida a una cadena H mediante un enlace
disulfuro covalente. Las dos cadenas H estan unidas entre si mediante uno o mas enlaces disulfuro, dependiendo
del isotipo de la cadena H. Cada cadena H y L tiene también puentes disulfuro intracadena regularmente
espaciados.

Las cadenas H y L definen dominios de Ig especificos. De forma mas particular, cada cadena H tiene en el extremo
N un dominio variable (V) seguido de tres dominios constantes (Cn) para cada una de las cadenas a y vy, y cuatro
dominios Cy para los isotipos y y €. Cada cadena L tiene en su extremo N un dominio variable (V) seguido de un
dominio constante (C.) en su otro extremo. El V| esta alineado con el Vy y el C. con el primer dominio constante de
la cadena pesada (Cu1).

Los anticuerpos pueden asignarse a distintas clases o isotipos. Existen cinco clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM, que tiene cadenas pesadas designadas como aq, &, e, y y [, respectivamente. Las clases y y a se
dividen adicionalmente en subclases basandose en diferencias relativamente menores en la secuencia y funcion de
Ch, por ejemplo, los seres humanos expresan las siguientes subclases: IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2. La
cadena L de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno de dos tipos claramente distintos, denominados
kappa y lambda, a base de las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes.

El dominio constante incluye la porcion Fc, la cual comprende las porciones carboxilo terminales de ambas cadenas
H que se mantienen unidas mediante disulfuros. Las funciones efectoras de los anticuerpos, tales como la ADCC,
estan determinadas por las secuencias en la region Fc, region que también es la parte reconocida por los receptores
Fc (FcR) que se encuentran en determinados tipos de células.

El emparejamiento de un Vy y un V| juntos forma una “regién variable” o “domino variable”, que incluye los dominios
amino terminales de la cadena pesada o ligera del anticuerpo. El dominio variable de la cadena pesada puede
denominarse “Vy”. El dominio variable de la cadena ligera puede denominarse “V.”. El domino V contiene un “sitio de
unién a antigeno” que afecta la union al antigeno y define la especificidad de un anticuerpo particular por su
antigeno particular. Las regiones V abarcan aproximadamente 110 restos de aminoacido y consisten en tramos
relativamente invariables denominados regiones marco conservadas (las FR) (en general aproximadamente 4) de
15-30 aminoacidos separados por regiones mas cortas de extrema variabilidad llamadas “regiones hipervariables”
(en general aproximadamente 3), que en general son cada una de 9-12 aminoacidos de longitud. Las FR adoptan en
gran medida una configuracion de lamina B y las regiones hipervariables forman bucles que conectan, y en algunos
casos forman parte de, la estructura de la lamina f.

“Region hipervariable” se refiere a las regiones de un domino variable de anticuerpo que son hipervariables en
secuencia y/o forman bucles estructuralmente definidos. En general, los anticuerpos comprenden seis regiones
hipervariables; tres en el V4 (H1, H2, H3) y tres en el V_ (L1, L2, L3).

Restos de “armazoén” o de “FR’ son los restos del dominio variable que no son los restos de la region hipervariable
como se define en el presente documento.

“Un péptido para formar un sitio de unién a antigeno” se refiere en general a un péptido que puede formar una
conformacién que confiere la especificidad de un anticuerpo por un antigeno. Los ejemplos incluyen un anticuerpo
entero o estructuras relacionadas con un anticuerpo entero, fragmentos de un anticuerpo entero que incluyen un
dominio variable, dominios variables o fragmentos del mismo, incluyendo las cadenas ligera y pesada o fragmentos
de las cadenas ligera y pesada que incluyen algunas sin todas las regiones hipervariables o regiones constantes.

Un “sitio de union a antigeno” se refiere en general a una molécula que incluye al menos las regiones hipervariable y
marco conservadas que son necesarias para impartir la funcion de unién a antigeno a un domino V. En un método
descrito en el presente documento, un sitio de unién a antigeno puede estar en forma de un anticuerpo o de un
fragmento de anticuerpo (tal como un dAb, Fab, Fd, Fv, F(ab’); o scFv).

Un anticuerpo “intacto” o “entero” es uno que comprende un sitio de unién a antigeno asi como un C. y al menos los
dominios constantes de la cadena pesada, Cul, C42 y Cp3. Los dominios constantes pueden ser dominios
constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de la secuencia nativa humana) o variantes de la
secuencia de aminoacidos de los mismos.
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“Fragmentos de anticuerpo entero que incluyen un dominio constante” incluye fragmentos Fab, Fab’, F(ab’), y Fv;
diacuerpos; anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo monocatenario; y anticuerpos multiespecificos formados a
partir de fragmentos de anticuerpo.

El “fragmento Fab” consisten en una cadena L completa junto con el dominio de la regién variable de la cadena H
(VH) y el primer dominio constante de una cadena pesada (Cnl). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a
la unién al antigeno, es decir, tiene un Unico sitio de union a antigeno.

Un “fragmento Fab” difiere de los fragmentos Fab en que tiene unos pocos restos adicionales en el extremo
carboxilo del dominio Cyl, incluyendo una o mas cisteinas procedentes de la region bisagra del anticuerpo. Fab’-SH
es la designacion en el presente documento para el Fab’ en el cual el resto (o restos) de cisteina de los dominios
constantes portan un grupo tiol libre.

Un “fragmento F(ab’),” corresponde en lineas generales a dos fragmentos Fab unidos mediante disulfuros que tienen
una actividad de unién a antigeno divalente y que todavia es capaz de entrecruzarse con el antigeno.

Un “Fv’ es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento de antigeno y de union
completo. Este fragmento consiste en un dimero de la region variable de una cadena pesada y uno de una ligera en
asociacion estrecha no covalente.

En una especie de Fv monocatenario (scFv), un dominio variable de una cadena pesada y de una ligera pueden
estar unidos covalentemente mediante un enlazador peptidico flexible, de forma que las cadenas ligera y pesada
puedan asociarse en una estructura “dimérica” analoga a la de las especies Fv bicatenarias. Del plegamiento de
estos dos dominios emanan seis bucles hipervariables (3 bucles de cada cadena H y L) que aportan los restos de
aminoacido para la unién al antigeno y confieren al anticuerpo la especificidad de unién al antigeno.

“Fv monocatenario”, también abreviado como “sFv’ o “scFv’, son fragmentos de anticuerpo que comprenden los
dominios de anticuerpo V4 y Vi conectados para formar una cadena polipeptidica Unica. Preferentemente, el
polipéptido scFv comprende adicionalmente un enlazador de polipéptido entre los dominios Vi y Vi que permite que
el scFv forme la estructura deseada para la unién al antigeno.

Un “dominio variable tnico” es la mitad de un Fv (que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) que
tiene la capacidad de reconocer y de unirse al antigeno, aunque con una afinidad menor que el sitio de unién
completo.

“Diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpo con dos sitios de uniéon a antigeno, cuyos fragmentos
comprenden un dominio variable de la cadena pesada (V4) conectado a un dominio variable de la cadena ligera (V)
en la misma cadena polipeptidica (Vu-VL). Los fragmentos de anticuerpo pequefios se preparan mediante la
construccion de fragmentos sFv (véase el parrafo precedente) con enlazadores cortos (de aproximadamente 5-10
restos) entre los dominios V4 y Vi, de forma que se logra el emparejamiento intercadena pero no el intracadena de
los dominios V, dando como resultado un fragmento bivalente, es decir, un fragmento que tiene dos sitios de unién a
antigeno.

Los diacuerpos pueden ser bivalentes o biespecificos. Los diacuerpos biespecificos son heterodimeros de dos
fragmentos sFv “entrecruzados” en los que los dominios V4 y V. de los dos anticuerpos estan presentes en distintas
cadenas polipeptidicas. Los triacuerpos y los tetracuerpos también se conocen de forma general en la técnica.

Un “anticuerpo aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
entorno preexistente. Los componentes contaminantes son materiales que interferirian con los usos terapéuticos del
anticuerpo y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos.

“Anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos del animal que comprenden la poblacién son idénticos
excepto por las posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos frente a un sitio antigénico o determinante o
Unico en el anticuerpo. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en que pueden
sintetizarse en una forma no contaminada por otros anticuerpos. Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse
mediante la metodologia de hibridoma. Los “anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse a partir de
bibliotecas de anticuerpos en fagos utilizando las técnicas.

Los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen anticuerpos “quiméricos” en los cuales una porcion
de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a, u homdloga con, las secuencias correspondientes en anticuerpos
obtenidos a partir de especies particulares o0 que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular,
mientras la cadena (o cadenas) restante es idéntica a, u homdloga con, las secuencias correspondientes en
anticuerpos obtenidos de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos
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de tales anticuerpos, mientras presenten la actividad biolégica deseada.

La expresion “anticuerpo anti receptor P2X7” o “un anticuerpo que se une al receptor P2X7" se refiere a un anticuerpo
que tiene la capacidad de unirse al receptor P2X; con suficiente afinidad, de tal forma que el anticuerpo sea (util
como un agente de diagndstico y/o terapéutico en el direccionamiento al receptor P2X7, normalmente el receptor
P2X7 no funcional. Preferentemente, el grado de unién de un anticuerpo frente al receptor P2X7 con una proteina
receptora P2X7 no relacionada es menor de aproximadamente el 10 % de la union del anticuerpo al receptor P2X7
medida, por ejemplo, mediante un radioinmunoensayo (RIA). En determinadas realizaciones, un anticuerpo que se
une al receptor P2X7 tiene una constante de disociacion (Kd) de < 1 uyM, <100 nM, 10 nM, <1 nM 0 < 0,1 nM. En un
anticuerpo anti receptor P2X; no funcional es en general uno que tiene algunas o todas estas caracteristica
seroldgicas y que se une a los receptores P2X7 no funcionales, pero no a los receptores P2X7 funcionales.

Un anticuerpo “con afinidad madurada” es uno con una o mas modificaciones en una o mas de las regiones
hipervariables del mismo, lo que da como resultado una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en
comparacion con un anticuerpo parental que no posee la alteracion (o alteraciones). Los anticuerpos con afinidad
madurada preferentes tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos
con afinidad madurada se producen mediante procedimientos conocidos en la técnica.

Un “anticuerpo bloqueante” o un anticuerpo “antagonista’ es uno que inhibe o reduce la actividad biolégica del
antigeno al que se una. Los anticuerpos bloqueantes o anticuerpos antagonistas preferentes inhiben sustancial o
completamente la actividad bioldgica del antigeno.

Un “anticuerpo agonista”, como se usa en el presente documento, es un anticuerpo que imita al menos una de las
actividades funcionales de un polipéptido de interés.

“Afinidad de unién” se refiere en general a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un
Unico sitio de unién de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de union (por ejemplo, un
antigeno). A menos que se indique otra cosa, como se usa en el presente documento “afinidad de unién” se refiere a
la afinidad de unidn intrinseca, que refleja una interaccion de 1:1 entre los miembros de un par de unién (por
ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiera Y puede, en general,
representarse mediante la constante de disociacion (Kq). La afinidad puede medirse mediante métodos comunes
conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el presente documento. Los anticuerpos de baja afinidad en
general se unen al antigeno de forma lenta y tienden a disociarse faciimente, mientras que los anticuerpos de alta
afinidad en general se unen al antigeno mas rapido y tienden a permanecer unidos durante mas tiempo. Se conoce
en la técnica una diversidad de métodos para medir la afinidad de unién, cualquiera de los cuales puede utilizarse
para los fines de la presente invencion.

“Tratamiento” se refiere en general tanto a los tratamientos terapéuticos como a las medidas profilacticas o
preventivas.

Los animales que necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen un tumor benigno, precanceroso o no
metastasico asi como aquellos en los que debe prevenirse la presencia o recurrencia de cancer.

El objeto o resultado del tratamiento puede ser reducir el nimero de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor
primario; inhibir (es decir, ralentizar en cierto grado y preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas
en los 6rganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar en cierto grado y preferentemente detener) la metastasis
tumoral; inhibir, en cierto grado, el crecimiento tumoral; y/o aliviar en cierto grado uno o mas de los sintomas
asociados con el trastorno.

La eficacia del tratamiento puede medirse evaluando la duracién de la supervivencia, el tiempo transcurrido hasta la
progresion de la enfermedad, las tasas de respuesta (TR), la duracién de la respuesta y/o la calidad de vida.

En una realizacion, el anticuerpo entero o un fragmento del mismo, es particularmente util para extender el tiempo
transcurrido hasta la progresion.

En una realizacion, el anticuerpo entero o un fragmento del mismo, es particularmente util para extender la
supervivencia del animal, incluyendo la supervivencia global asi como la supervivencia sin progresion.

En una realizacion, el anticuerpo entero o un fragmento del mismo, es particularmente util para proporcionar una
respuesta completa a la terapia, mediante lo cual todos los signos del cancer han desaparecido en respuesta al
tratamiento. Esto no siempre significa que el cancer se ha curado.

En una realizacioén, el anticuerpo entero o un fragmento del mismo, es particularmente util para proporcionar una
respuesta parcial a la terapia, mediante lo cual ha habido una disminucién del tamafio de uno o mas tumores o
lesiones, o en la extension del cancer en el cuerpo en respuesta al tratamiento.
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“Precanceroso”’ o “preneoplasia” se refiere en general a una condicidon o un crecimiento que normalmente precede o
se desarrolla en el cancer. Un crecimiento “precanceroso” puede tener células que se caracterizan por una
regulacion del ciclo celular, una proliferacion o una diferenciacion anémala, lo que puede determinarse mediante
marcadores del ciclo celular.

“Una afeccion o sintoma asociado” [con el cancer] puede ser cualquier patologia que se presenta como
consecuencia de, que precede o que procede del cancer. Por ejemplo, cuando el cancer es un cancer de piel, la
afeccion o sintoma relevante puede ser una infeccién microbiana. Cuando el cancer es un tumor secundario, la
afeccion o sintoma puede relacionarse con la disfuncién organica del 6rgano relevante que tiene metastasis tumoral.
En una realizacién, los métodos de tratamiento descritos en el presente documento son para la administracion o el
tratamiento de una afeccion o sintoma en un animal que esta asociado con un cancer en el animal.

Una molécula “no propia”, tal como un sitio de unién a antigeno “no propio” o anticuerpo “no propio”, se refiere a una
molécula que se ha producido fuera de, o exégena a, un cuerpo en el cual la molécula se debe proporcionar, por
ejemplo, para un tratamiento. Como ejemplo, las moléculas sintéticas o recombinantes son “no propias’.
Adicionalmente, una molécula que se genera en un animal y se administra a otro animal para un tratamiento es “no
propia”. Los sitios de unién a antigeno y anticuerpos “no propios” pueden utilizarse en conformidad con la invencion
para la transferencia adoptiva de inmunidad, por ejemplo, como se produce en la infusién de anticuerpos. Por el
contrario, una molécula que se genera dentro de un animal que debe tratarse con esa molécula es en general una
molécula “propia” o “endégena”. Un ejemplo de una molécula “propia” es un sitio de unién a antigeno o anticuerpo
que se genera o se origina a partir de una respuesta inmunitaria adaptativa al inmundégeno.

“Nivel de sitios de unién a antigeno no propios en circulacién” en el animal se refiere en general a la concentracion
del sitio de unién a antigeno en un fluido corporal, preferentemente en sangre periférica.

Un “nivel sustancialmente indetectable de sitios de unién a antigeno no propios en circulacién” se refiere en general
a la concentracion de sitios de unidon a antigeno exodgenos (es decir, los que se han administrado mediante
transferencia adoptiva), que es al menos la mitad de la concentracion de los sitios de union a antigeno en circulacion
en el momento de la administracion de los sitios de unién a antigeno, preferentemente el 25 % o el 10 %, o0el 5 % o
el 1 % de dicha concentracion, o de lo contrario menor de 0,001 mg/kg del animal. La frase también puede referirse
a una circunstancia en la que los sitios de unidon a antigeno que se han proporcionado para la inmunoterapia del
cancer no se pueden detectar en absoluto.

Un cancer que es “sustancialmente indetectable” se refiere en general a una circunstancia en donde la terapia ha
reducido el tamafo, el volumen u otra medida fisica de un cancer, de forma que utilizando técnicas de deteccién
convencionales relevantes tales como la formacion de imagenes in vivo el cancer no sea claramente detectable
como consecuencia de la terapia. La frase también se refiere a la circunstancia en donde el cancer no puede
detectarse en absoluto.

“Que forman una respuesta inmunitaria” se refiere en general a la invocacion o induccién de una inmunidad
especifica para el antigeno a través del sistema inmunitario adaptativo. Como se entiende en general en la técnica,
la induccion de una inmunidad especifica para el antigeno se distingue de la transferencia adoptiva de inmunidad,
siendo un ejemplo de lo ultimo la inmunoterapia del cancer convencional por la administracion de un anticuerpo
ex06geno 0 No propio.

B. Inmunoterapia del cancer mediante infusién de anticuerpos

Aunque el perfil de expresion tisular de los receptores P2X; no funcionales en tejidos humanos normales,
preneoplasicos y neoplasicos se entendia en el momento de la invencion, se sabia muy poco con respecto a la
expresion tisular de los receptores P2X7 no funcionales en animales no humanos, en especial animales de compaiiia
tales como gatos y perros.

En particular, no se sabia si los receptores no funcionales triméricos se expresan en tejido vivo en animales de
compafiia y en particular en qué tejidos. Adicionalmente, no se sabia si se encontraria expresion en tejidos
cancerosos y, de ser asi, en qué medida se limitaria la expresion a los tejidos cancerosos. Por consiguiente, no se
sabia si determinados canceres de animales de compania expresan el receptor P2X7 no funcional ni si el tratamiento
con anticuerpos tendria una toxicidad significativa para las células normales.

Adicionalmente, no se sabia si los epitopos especificos de cancer observados en los seres humanos en tejido
canceroso vivo estan presentes en el tejido canceroso en animales de compafiia. En el momento de la invencion,
esto era directamente relevante para la pregunta de como generar anticuerpos antineoplasicos en animales de
compafiia. En particular, no se conocia en absoluto la secuencia del receptor de gato.

Se sabia que la secuencia de P2X7 de perro era significativamente distinta del receptor P2X7 humano en la regién de
la secuencia de perro que corresponde con E200 en el ser humano, en donde se sabia que de forma inmediata al
carboxilo de la prolina210 clave (conocida en el ser humano por dar lugar a la no funcionalidad del receptor
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humano), la secuencia de perro tiene una sustitucion no conservativa de un aspartato cargado negativamente en
lugar de la glicina neutra como en el ser humano. Adicionalmente, de las otras diferencias de aminoacidos entre
perro y ser humano, se conocia que al menos aproximadamente el 55 % de estas son sustituciones no
conservativas y que hay una insercién no encontrada en ser humano. Véase en particular la Figura 2.

Resumiendo lo anterior, en el momento de la invencién no se sabia si los receptores P2X7 no funcionales existian en
los animales de compaifiia, incluyendo perros y gatos, y por lo tanto no se sabia si los receptores P2X7 podian
utilizarse como biomarcadores para el tratamiento del cancer en animales de compafia como se habian utilizado
para los seres humanos.

Como se describe en el presente documento, los inventores han demostrado que los anticuerpos de oveja
generados frente a una inmunizaciéon con un péptido que tiene el epitopo E200 son altamente eficaces para el
tratamiento de una amplia diversidad de canceres que tienen una incidencia mas alta en animales de compania y
con efectos secundarios o toxicidad minimos. A partir de esto, los inventores han identificado que en perros y gatos
determinadas células cancerosas vivas expresan receptores P2X7; no funcionales. Dada la toxicidad minima, la
expresion de estos receptores parece limitarse a los tejidos preneoplasicos o neoplasicos. Adicionalmente, a pesar
de las diferencias, por ejemplo entre las secuencias de P2X7 de perro y ser humano, estos receptores de animales
de compafiia parecen tener una conformacion extracelular muy similar a la que se ha encontrado en el epitopo E200
de ser humano.

Adicionalmente y de forma sorprendente, los inventores han identificado que los anticuerpos xenogénicos generados
frente al inmundégeno P2X; xenogénico son altamente eficaces para el tratamiento del cancer de animales de
compaifiia, incluyendo gatos y perros.

Por lo tanto, en un primer aspecto la invencidon proporciona un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que
incluye un dominio variable de unién a un receptor P2X7 no funcional que se expresa en un animal de compaiiia,
para su uso en la minimizacion de la progresion del cancer en el animal de compaiiia, en el que el animal de
compafiia es un perro. En el presente documento se divulga un método para minimizar la progresion del cancer en
un animal de compaifiia, incluyendo el método las etapas de:

- proporcionar un animal de compafia en el cual la progresion del cancer debe minimizarse; y

- proporcionar en el animal de compaiiia un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio
variable para la unién a un receptor P2X7 no funcional que expresa el animal;

minimizando de este modo la progresion del cancer en el animal.

En un caso adicional, la divulgacion proporciona el uso de un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que
incluye un dominio variable para la unién a un receptor P2X7 no funcional, en la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento del cancer en un animal de compaiiia.

En adn un aspecto adicional, la invencion proporciona un anticuerpo entero o fragmento del mismo como se define
en el presente documento, para su uso para minimizar la progresion del cancer de acuerdo con la presente
invencion, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo trata el cancer o afeccion, o sintoma asociado con el
cancer en el perro. En el presente documento se divulga el uso de un anticuerpo entero o fragmento del mismo que
incluye un dominio variable, para la unién a un receptor P2X; no funcional para el tratamiento del cancer en un
animal de compafiia.

Un animal que debe tratarse en conformidad con el primer aspecto de la invencién puede ser uno que ha recibido o
va a recibir uno cualquiera de los anticuerpos terapéuticos indicados para oncologia.

En una realizaciéon del primer aspecto, el sitio de unidon a antigeno de un anticuerpo puede ser uno que discrimine
entre receptores P2X; funcionales y no funcionales, para unirse a receptores a no funcionales pero no a receptores
funcionales. Los ejemplos de estos sitios de unién a antigeno son los que se unen al epitopo E200, el epitopo E300
o el epitopo combinado, como por ejemplo en los documentos PCT/AU2002/000061, PCT/AU2002/001204,
PCT/AU2007/001540, PCT/AU2007/001541, PCT/AU2008/001364, PCT/AU2008/001365, PCT/AU2009/000869 vy
PCT/AU2010/001 070.

El sitio de unién a antigeno puede tomar la forma de un anticuerpo entero o un fragmento de anticuerpo entero, tal
como un Fab, un Fab’, un F(ab’); y un Fv, un anticuerpo monocatenario o un dominio variable individual.

El sitio de unién a antigeno puede ser singénico, alogénico o xenogénico con respecto al animal de compania que
va a recibirlo para el tratamiento del cancer.

Normalmente, el sitio de unién a antigeno es no propio o exégeno, lo que significa que se ha encontrado o aislado
11
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fuera del animal que se esta tratando de acuerdo con los métodos de la invencion.

El sitio de unién a antigeno puede tener afinidad madurada.
El sitio de unién a antigeno puede tener miultiples especificidades o valencias.

El sitio de union a antigeno puede adaptarse para ajustarse a la administracion mediante un método seleccionado.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo entero de cualquier isotipo. El anticuerpo puede ser uno obtenido de
antisueros monoclonales o policlonales. El anticuerpo puede producirse mediante un hibridoma o por expresion
recombinante, o puede obtenerse a partir de un suero, por ejemplo, como puede obtenerse a partir de un mamifero,
en particular de un ser humano o un ratén. El anticuerpo también puede obtenerse a partir de un ave.

El anticuerpo puede ser quimérico, es decir uno que contiene dominios variables humanos y dominios constantes no
humanos. Como alternativa, puede humanizarse, es decir uno formado por el injertado de CDR no humanas en un
armazén de anticuerpo humano. Aun mas, el anticuerpo puede ser completamente humano.

El anticuerpo puede modificarse con respecto a la funcidon efectora para potenciar, por ejemplo, la eficacia del
anticuerpo en el tratamiento del cancer.

Cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo, el fragmento de anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en dAb, Fab, Fd, Fv, F(ab’),, scFv y CDR.

La cantidad de dosificacion, la frecuencia de dosificacion, las vias de administracion, etc., se describen con detalle a
continuacion.

Los expertos en la materia conocen bien o pueden determinar facilmente los métodos de preparacion y de
administracion de anticuerpos a un animal que lo necesite. La via de administracion puede ser, por ejemplo, oral,
parenteral (por ejemplo intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intradérmica, rectal o
vaginal), por inhalacion o tépica. Una forma de administracion seria una solucién para inyeccion, en particular para
inyeccion o goteo intravenoso o intraarterial, que comprenda un tampoén (por ejemplo, tampoén acetato, fosfato o
citrato), un tensioactivo (por ejemplo, polisorbato), de forma opcional un agente estabilizante (por ejemplo,
albumina). En otros métodos los anticuerpos pueden suministrarse de forma directa en el sitio de la enfermedad
aumentando de este modo la exposicion al anticuerpo de la célula o tejido enfermo.

Las preparaciones para la administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas (los
vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucion
salina y medios tamponados) o no acuosas (los disolventes no acuosos son el propilenglicol, el polietilenglicol, los
aceites vegetales tales como el aceite de oliva y los ésteres organicos inyectables tales como el etil oleato). Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen tampoén fosfato 0,01-0,1M y preferentemente 0,05M, o solucién
salina al 0,9 %. Otros vehiculos parenterales comunes incluyen soluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro de sodio, Ringer lactato o aceites no volatiles. Los vehiculos intravenosos incluyen reforzadores
de fluidos y nutrientes, reforzadores de electrolitos, tales como los basados en la dextrosa de Ringer, y similares.
También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes, y similares.

De forma mas particular, las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones
acuosas estériles (cuando son solubles en agua) o dispersiones, y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles, en tales casos la composicion debe estar estéril y
debe ser fluida hasta el punto de que exista una jeringabilidad facil. Debe ser estable en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento, y preferentemente se preservaran frente a la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El transportador puede ser un disolvente o medio de dispersion
que contenga, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y
similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el
uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso
de la dispersién y mediante el uso de tensioactivos. Las formulaciones adecuadas para su uso en los métodos
terapéuticos divulgados en el presente documento se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., 162 ed. (1980).

La prevencién de la accion de los microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferente incluir en la composicion agentes isoténicos, por ejemplo azicares, polialcoholes, tales como manitol
y sorbitol, o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectable puede conseguirse
incluyendo en la composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

En cualquier caso, las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando un compuesto activo (por
12
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ejemplo, sitio de unién a antigeno), en la cantidad necesaria, en un disolvente apropiado con uno o una combinacioén
de los ingredientes enumerados en el presente documento, segun sea necesario, seguido de la esterilizacion por
filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril, el cual
contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes necesarios de los enumerados anteriormente. En el
caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferentes de
preparacion son el secado al vacio y la liofilizacion, los cuales producen un polvo de un principio activo mas
cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucién esterilizada anteriormente por filtracion de los
misma. Las preparaciones para las inyecciones se procesan, rellenan en recipientes tales como ampollas, bolsas,
frascos, jeringas o viales, y se sellan en condiciones asépticas de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.
Adicionalmente, las preparaciones pueden envasarse y venderse en forma de un kit. Tales articulos de fabricacion
preferentemente tendran etiquetas o prospectos de envase que indiquen que las composiciones asociadas son utiles
para el tratamiento de un sujeto que padece o que esta predispuesto a trastornos.

Las dosis eficaces de las composiciones de la presente invencién, para el tratamiento de trastornos como se
describe en el presente documento, varian dependiendo de muchos factores distintos, incluyendo los medios de
administracion, el sitio diana, el estado fisioldgico del paciente, de si el paciente es un ser humano o un animal, los
otros medicamentos administrados y de si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Para optimizar la seguridad y
la eficacia las dosificaciones de tratamiento pueden titularse utilizando métodos rutinarios conocidos para los
expertos en la materia.

Para el tratamiento de determinados trastornos con un anticuerpo, la dosificacion puede variar, por ejemplo, de
aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg y de forma mas habitual de 0,01 a 5 mg/kg (por ejemplo, 0,02 mg/kg,
0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, etc.) de peso corporal del hospedador. Por ejemplo, las
dosificaciones pueden ser de 1 mg/kg de peso corporal o de 10 mg/kg de peso corporal, o estar dentro del intervalo
de 1-10 mg/kg, preferentemente al menos de 1 mg/kg. También se pretende que las dosis intermedias en los
intervalos anteriores estén dentro del ambito de la invencion. Pueden administrarse a los sujetos tales dosis de
forma diaria o en dias alternos, de forma semanal o de acuerdo con cualquier otro programa determinado mediante
el analisis empirico. Un tratamiento ejemplar conlleva la administraciéon en multiples dosificaciones durante un
periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. Los regimenes de tratamiento ejemplares adicionales
conllevan la administracién una vez cada dos semanas o una vez por mes, 0 una vez cada 3 a 6 meses. Los
programas de dosificacion ejemplares incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en dias consecutivos, 30 mg/kg en dias
alternos o 60 mg/kg por semana. En algunos métodos, se administran de forma simultanea dos o mas sitios de
union a antigeno con distintas especificidades de unién, en cuyo caso las dosificaciones de cada uno de los sitios de
unién a antigeno administrados estan incluidas dentro de los intervalos indicados.

El anticuerpo para la unién a un receptor P2X; no funcional expresado en una célula puede administrarse en
multiples ocasiones. Los intervalos entre las dosificaciones individuales pueden ser semanales, mensuales o
anuales. Los intervalos también pueden ser irregulares, segin se indique mediante la mediciéon de los niveles
sanguineos del polipéptido diana o de la molécula diana en el paciente. En algunos métodos, la dosificacion se
ajusta para lograr una concentracion plasmatica del polipéptido de 1-1000 ug/ml y en algunos métodos de 25-
300 ug/ml. Como alternativa, el anticuerpo puede administrase como una formulacion de liberacion sostenida, en
cuyo caso se requiere una administracion menos frecuente. La dosificacion y la frecuencia varian dependiendo de la
semivida del anticuerpo en el paciente. Ademas, la semivida de un anticuerpo puede prolongarse a través de la
fusion con un polipéptido o fraccion estable, por ejemplo, albumina o PEG. En general, los anticuerpos humanizados
presentan la semivida mas larga, seguidos de los anticuerpos quiméricos y los anticuerpos no humanos. En una
realizacion, el anticuerpo puede administrarse en forma no conjugada. En otra realizacion, el anticuerpo puede
administrarse multiples veces en forma conjugada. En determinadas aplicaciones terapéuticas, en ocasiones se
requiere una dosificacion relativamente alta (por ejemplo, de hasta 400 mg/kg de molécula de unién anti P2X7, por
ejemplo, de anticuerpo por dosis), a intervalos relativamente cortos, hasta que la progresion de la enfermedad se
reduzca o acabe, o preferentemente hasta que el paciente muestre una mejoria parcial o completa de los sintomas
de la enfermedad. Las cantidades pueden ser varios logs inferior (es decir, 2 a 3 logs inferior) cuando el anticuerpo
esta conjugado con un radiois6topo o farmaco citotodxico.

Los agentes terapéuticos pueden administrarse por medios parenterales, topicos, intravenosos, orales, subcutaneos,
intrarteriales, intracraneales, intraperitoneales, intranasales o intramusculares, para un tratamiento profilactico y/o el
terapéutico, en algunos métodos los agentes se inyectan de forma directa en un tejido particular donde las células
con el receptor P2X7 no funcionales se han acumulado, por ejemplo, mediante inyeccion intracraneal. La inyeccion
intramuscular o infusion intravenosa son preferentes para la administracion del anticuerpo.

Un anticuerpo puede, de forma opcional, administrarse en combinacién con otros agentes que son eficaces en el
tratamiento del trastorno o afeccidon que necesita de tratamiento (por ejemplo, profilactico o terapéutico). Los
ejemplos son agentes utilizados comunmente para quimioterapia o radioterapia en oncologia. De forma adicional o
como alternativa, el anticuerpo o agente puede administrarse antes, durante o después de la intervencion quirargica
para la reseccion o extirpacion del tumor o tejido.
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En conformidad con el primer aspecto de la invencion, en una realizaciéon el anticuerpo entero o fragmento del
mismo puede ser para el tratamiento del cancer, en especial para el tratamiento terapéutico del cancer.

En una realizacion, el objetivo o resultado del tratamiento es uno o mas de:
- para reducir el nUmero de células cancerosas;
- para reducir el tamano del tumor primario;

- para inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y preferentemente detener) la infiltracién de células cancerosas
en érganos periféricos;

- para inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y preferentemente detener) la metastasis tumoral;
- para inhibir hasta cierto punto el crecimiento tumoral;
- para aliviar hasta cierto punto uno o mas de los sintomas asociados con el trastorno.

En una realizacion, el anticuerpo entero o fragmento del mismo del primer aspecto de la invencion es para extender
el tiempo transcurrido hasta la progresion de la enfermedad.

En una realizacion, el anticuerpo entero o fragmento del mismo del primer aspecto es para extender la supervivencia
del animal, incluyendo la supervivencia global asi como la supervivencia sin progresion.

En una realizacion, el anticuerpo entero o fragmento del mismo del primer aspecto es para proporcionar una
respuesta completa a la terapia mediante la cual han desaparecido todos los signos del cancer en respuesta al
tratamiento.

En una realizacion, el anticuerpo entero o fragmento del mismo del primer aspecto es para proporcionar una
respuesta parcial a la terapia mediante la cual ha habido en respuesta al tratamiento una disminucién del tamario de
uno o mas tumores o lesiones, o de la extension del cancer en el cuerpo.

En una realizacion, los animales que necesitan tratamiento incluyen los que tienen un tumor benigno, precanceroso,
no metastasico.

En una realizacion, el cancer es precanceroso o preneoplasico.

En una realizacioén, el cancer es un cancer secundario o metastasis. El cancer secundario puede emplazarse en
cualquier 6rgano o tejido, en particular los 6rganos o tejidos que tienen presiones hemodinamicas relativamente mas
altas, tales como el pulmoén, el higado, el rifién, el pancreas, el intestino y el cerebro.

En una realizacion, el cancer puede ser sustancialmente indetectable.

De acuerdo con la divulgacion en el presente documento, el animal de compafiia puede ser un gato o un perro. Sin
embargo, a la luz de la reactividad cruzada de los anticuerpos generados frente a la proteina humana con los
receptores que no son de primates, los inventores han identificado que podrian beneficiarse de la invencion otros
mamiferos no humanos que tengan una filogenia igualmente distante de los seres humanos. En un caso, el animal
de compafiia es un animal de alto valor o de raza pura. Un ejemplo es un caballo. De acuerdo con la invencion, el
animal de compaiiia es un perro.

Normalmente, el cancer o precancer que necesita tratamiento es uno que tiene una incidencia mas alta en un dado
animal de compaiiia. Por ejemplo, cuando el animal de compaiiia es un perro de acuerdo con la invencion, el cancer
puede ser un linfoma, un mastocitoma, un sarcoma de tejidos blandos, un hemangiosarcoma, un osteosarcoma, un
carcinoma de células escamosas, un carcinoma mamario, un melanoma, un histiocitoma, un carcinoma fusocelular o
un fibrosarcoma.

En los casos de la divulgacion en donde el animal de compariia es un gato, el cancer puede ser un linfoma, un
mastocitoma, carcinoma de células escamosas, un carcinoma mamario, un hemangiosarcoma, un osteosarcoma, un
fibrosarcoma o una hiperplasia/adenoma sebaceo.

Otros ejemplos de cancer se describen en la Tabla | o incluyen el blastoma (incluyendo meduloblastoma y
retinoblastoma), sarcoma (incluyendo liposarcoma o sarcoma de células sinoviales), tumores neuroendocrinos
(incluyendo tumores carcinoides, gastrinoma y insulinoma), mesotelioma, schwannoma (incluyendo neurinoma del
estatoacustico), meningioma, adenocarcinoma, melanoma, leucemia o neoplasias linfoides, cancer de pulmén
incluyendo cancer de pulmoén microcitico (CPM), cancer de pulmén no microcitico (CPNM), adenocarcinoma de
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pulmén y carcinoma de pulmén escamoso, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de
estdmago, incluyendo cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de
ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama (incluyendo cancer de mama metastasico),
cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o de utero, carcinoma de glandula
salival, cancer de rifidn o renal, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico,
carcinoma anal, carcinoma de pene, cancer testicular, cancer esofagico, tumores del tracto biliar, asi como cancer
de cabeza y cuello.

La dosificacion y frecuencia de la administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En las aplicaciones profilacticas, las composiciones que comprenden anticuerpos o un coctel de los
mismos se administran a un paciente que todavia no esta enfermo o que esta en un estado previo a la enfermedad,
para potenciar la resistencia del paciente. Tal cantidad se define como una “dosis eficaz profilactica”. En este uso,
las cantidades precisas dependen de nuevo del estado de salud e inmunidad general del animal, pero en general
variaran de 0,1 a 25 mg por dosis, en especial de 0,5 a 2,5 mg por dosis. Una dosificacion relativamente baja se
administra a intervalos relativamente poco frecuentes durante un periodo de tiempo largo. Algunos animales
contindan recibiendo tratamiento durante el resto de sus vidas.

En las aplicaciones terapéuticas, en ocasiones se necesita una dosificacion relativamente alta (por ejemplo, de
aproximadamente 1 a 400 mg/kg de molécula de union, por ejemplo, un anticuerpo, por dosis, siendo mas
comunmente utilizadas las dosificaciones de 5 a 25 mg para radioinmunoconjugados y dosis mas altas para las
moléculas conjugadas de citotoxinas-farmaco) a intervalos relativamente cortos, hasta que la progresion de la
enfermedad se reduzca o acabe, y preferentemente hasta que el animal muestre una mejoria parcial o completa de
los sintomas de la enfermedad.

En una realizacién, el anticuerpo se proporciona en combinaciéon con otro compuesto quimioterapéutico o
antineoplasico indicado para su uso para el cancer de relevancia en el animal de compafia que requiere tratamiento.
Los ejemplos de estos compuestos y la indicacion de relevancia se describen en la Tabla 1.

En otra realizacion, el anticuerpo se proporciona antes, durante o después de una intervencion clinica seleccionada
del grupo que consiste en cirugia, radioterapia, terapia por hipertermia, terapia fotodinamica, quimioterapia, terapia
génica e inmunoterapia.

C. Inmunoterapia del cancer mediante inmunizacién

En un segundo aspecto la invencién proporciona un anticuerpo entero o fragmento del mismo como se define en el
presente documento para su uso para minimizar la progresion del cancer de acuerdo con la presente invencion, en
el que la administracion de un inmundégeno, en forma de un receptor P2X; no funcional, o un fragmento de un
receptor P2X7 no funcional, forma en el perro una respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X7. En el presente
documento se divulga un método para minimizar la progresiéon del cancer en un animal de compaiiia, incluyendo el
método las etapas de:

- proporcionar un animal de compafia que necesita tratamiento del cancer; y
- formar una respuesta inmunitaria en el animal de compainia frente a un receptor P2X7 no funcional;
minimizando de este modo la progresion del cancer en el animal de compaifiia.

En un tercer aspecto la invencién proporciona un anticuerpo entero o un fragmento del mismo, como se define en el
presente documento, para su uso para minimizar la progresion del cancer de acuerdo con la presente invencion, en
el que la administracion de un inmunoégeno, en forma de un receptor P2X; no funcional, o un fragmento de un
receptor P2X7 no funcional, forma una respuesta inmunitaria en un perro que ha recibido un sitio de unioén a antigeno
no propio, para el tratamiento del cancer, en el que el sitio de unién a antigeno no propio que ha recibido al perro,
para el tratamiento del cancer, no se une a un receptor P2X7 no funcional o un fragmento del mismo. En el presente
documento se divulga un método para minimizar la progresion del cancer en un animal de compaiiia que ha recibido
un sitio de unién a antigeno no propio, para el tratamiento del cancer, incluyendo el método las etapas de:

- proporcionar un animal de compafia que ha recibido un sitio de unién a antigeno no propio para el tratamiento
del cancer;

- formar una respuesta inmunitaria en el animal de compafiia frente a un receptor P2X7 no funcional;
minimizando de este modo la progresion de un cancer en el animal de compania.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona un uso de un receptor P2X7 no funcional o fragmento del mismo,
en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de un cancer en un animal de compaiiia, en especial un
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animal tal como un gato o un perro que ha recibido un sitio de unién a antigeno no propio para el tratamiento del
cancer.

Aun en otro aspecto adicional, la divulgacion proporciona un uso de un receptor P2X7 no funcional o fragmento del
mismo, para el tratamiento de un cancer en un animal de compafia, en especial un animal tal como un gato o un
perro que ha recibido un sitio de union a antigeno no propio para el tratamiento del cancer.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un uso de un receptor P2X7 o fragmento del mismo, en la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de, o para la inhibicion de, la progresion del cancer en un animal de compafiia
que ha recibido un sitio de unién a antigeno anti receptor P2X7 no funcional para el tratamiento del cancer.

En una realizacion del segundo y tercer aspectos de la invencion, el animal de compafia puede no tener sitios de
unién a antigeno no propios detectables en circulacion en el momento en que la respuesta inmunitaria se forma en el
animal de compafiia. Por ejemplo, el anticuerpo infundido puede haberse eliminado del plasma en el momento de la
inmunizacion. Adicionalmente, el animal de compafiia puede no tener un cancer detectable en el momento en que la
respuesta inmunitaria se forma en el animal de compaiiia, por ejemplo, el cancer puede haber disminuido
sustancialmente en tamario, masa u otra medida fisica, como consecuencia de la administracion de un sitio de unién
a antigeno al animal de compafia en el momento en que la respuesta inmunitaria se forma en el animal de
compafia.

En conformidad con el segundo y tercer aspectos de la invencion, la respuesta inmunitaria puede formarse mediante
un inmundgeno. El inmundgeno puede proporcionarse en forma de un receptor P2X7 o un fragmento de un receptor
P2X7, que tenga la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X; no funcional en el
animal de compania. Un receptor P2X7 no funcional se define como que tiene al menos uno de los tres sitios de
union a ATP que se forman en la interfaz entre los monémeros adyacentes compactados correctamente que no tiene
la capacidad de unirse a ATP. Tales receptores no son capaces de extender la apertura de los canales de calcio no
selectivos a poros apoptoticos. El inmunégeno puede contener al menos una secuencia que tenga la capacidad de
presentarse en una molécula del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il y/o tenga la capacidad de
interactuar con un receptor de linfocito T o B, o una inmunoglobulina unida a membrana de linfocito B. Normalmente,
el animal de compaiiia de la divulgacion es un perro o un gato, en cuyo caso el inmundgeno se proporciona en
forma de un receptor P2X7; de gato o perro, o un fragmento del mismo, que tenga la capacidad de inducir una
respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X7. El animal de compafiia de acuerdo con la invencién es un perro. En
la Figura 2 del presente documento se muestra una secuencia del receptor P2X; de perro. Normalmente, la
respuesta inmunitaria que se forma en el animal de compaiiia es especifica para receptores P2X7 no funcionales, en
cuyo caso se forman en el animal de compafiia anticuerpos o componentes celulares que son reactivos con los
receptores P2X7 no funcionales (es decir, receptores que no se unen a ATP), pero no son reactivos con receptores
P2X7 funcionales (es decir, receptores que se unen a ATP).

En una forma preferente del segundo y tercer aspectos de la invencion, el inmundgeno se proporciona al animal de
compafiia en una administracion inicial, formando de este modo una respuesta que incluye la produccion de IgM. En
una forma preferente adicional, el inmundgeno, que se ha proporcionado en una administracion inicial al animal de
compafiia formando de este modo una respuesta que incluye la produccion de IgM, se administra en un momento
posterior en una administracién adicional a la administracion inicial, formando de este modo una respuesta que
incluye la produccion de IgG. En esta realizacién, normalmente la administracién adicional del inmundgeno se
produce cuando a nivel de IgM en circulacion en el animal de compafia es sustancialmente indetectable.

La respuesta inmunitaria formada en conformidad con el segundo y tercer aspectos de la invencidon puede ser una
respuesta humoral y/o celular. Una respuesta humoral puede incluir la transformacion de linfocitos B en células
plasmaticas que secretan anticuerpos, la activacion Th2 y la produccion de citocinas, la formacion de centros
germinales y el cambio de isotipo, la maduracién de la afinidad de los linfocitos B y/o la generacion de células de
memoria. Una respuesta celular puede incluir la activacion de linfocitos T citotdxicos especificos de antigeno, la
activacion de macrofagos y linfocitos citoliticos naturales y/o la estimulacién de células para secretar citocinas. La
respuesta humoral y/o celular formada en el animal de compaiiia puede tratar o mejorar un cancer en el animal de
compafiia, o minimizar la progresion del cancer en el animal de compaifiia.

En las realizaciones del segundo y tercer aspectos de la invencién descritas anteriormente, los sitios de union a
antigeno recibidos por el animal de compafiia pueden ser reactivos con cualquier biomarcador que esté asociado
con el cancer. Los ejemplos incluyen sitios de unién a antigeno frente a P2X7, en especial, P2X7 no funcional, frente
a VEGF, en especial VEGF A, C o D, Her-2, CD20 u otros. Normalmente, los sitios de unién a antigeno que recibe el
animal de compafiia son reactivos con el receptor P2X7, en especial un receptor P2X7 no funcional.

En referencia al segundo y tercer aspectos de la invencion, se divulga una composicion para el tratamiento o para la
inhibicion de la progresién de un cancer en un animal de compafiia que incluye un receptor P2X7 o un fragmento del
mismo. Preferentemente, la composicion incluye adicionalmente un transportador, excipiente o diluyente.
Preferentemente, la composicion incluye adicionalmente un adyuvante. En una forma preferente, la composicion
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permite la formacién de una respuesta inmunitaria primaria (incluyendo la producciéon de IgM) tras la administracion
inicial del inmunogeno al animal de compafia y una segunda respuesta inmunitaria (incluyendo produccion de 1gG)
tras la administracion del inmundégeno adicional a la administracion inicial.

Sin ligarse a teoria 0 modo de accién alguno, se cree que las realizaciones descritas anteriormente, relevantes para
el segundo y tercer aspectos de la invencion, proporcionan un régimen de tratamiento alternativo y/o mejorado
debido a que los componentes inmunitarios enddgenos, tales como los anticuerpos y las células especificas de
antigeno que se generan a partir de la inmunizacion, proporcionan una exposicion mas prolongada y mas elevada
de los receptores P2X7 de la superficie celular después de que la administracion de los sitios de unién a antigeno se
ha completado y el nivel en circulacion de los sitios de unién a antigeno anti P2X7 no propios se hace indetectable.
Adicionalmente, se cree que el agrupamiento del receptor P2X7, tal como se genera cuando se proporcionan al
animal de compaiiia altas concentraciones de anticuerpos no propios o exdgenos, minimiza el nivel de unién de
anticuerpos especificos a los epitopos P2X7 clave que proporcionan una respuesta inmunitaria contra el cancer,
limitando de este modo la eficacia de la inmunoterapia. Los inventores han descubierto que la inmunizacién de un
animal de compafiia en el momento en que el nivel de circulacién de los anticuerpos no propios se hace
sustancialmente indetectable evita el agrupamiento del receptor y esto mejora la eficacia de la inmunoterapia, en
particular en un momento en que el cancer en el animal de compafiia puede ser sustancialmente indetectable.

En una realizacion del segundo y tercer aspectos de la invencion, los animales seleccionados para el tratamiento no
se han tratado con inmunoterapia de anticuerpos u otra forma de terapia. En otra realizacién, los animales
seleccionados para el tratamiento de acuerdo con un método descrito anteriormente son los que han recibido, o los
que contindan recibiendo, inmunoterapia de anticuerpos para el tratamiento del cancer. Inmunoterapia de
anticuerpos en general significa la administracion de anticuerpos exdgenos (también conocidos como “no propios”)
al animal que necesita tratamiento, como en el caso de la transferencia adoptiva de un anticuerpo. Por ejemplo, el
animal puede haber recibido uno cualquiera de los anticuerpos terapéuticos que han recibido una aprobacion
reguladora para indicaciones relacionadas con la oncologia. Avastin, Herceptin y Rituxan son los ejemplos.
Normalmente, el animal ha recibido o continda recibiendo un anticuerpo anti receptor P2X;. Los ejemplos de
anticuerpos anti P2X; adecuados, su generacion, fabricacion, uso y administracién a un animal de compaiia se
describen en las realizaciones relevantes para el primer aspecto de la invencion.

Adicionalmente, el animal seleccionado para el tratamiento de acuerdo con el segundo y tercer aspectos de la
invencion puede tener o no un cancer detectable en el momento del tratamiento. Cuando el animal no tiene un
cancer detectable, la respuesta humoral primaria o secundaria se detecta de forma mas facil debido a que, estando
presente el cancer en cantidades sustancialmente no detectadas, hay muy poco receptor P2X; no funcional
disponible para retirar IgM o IgG del fluido corporal.

Los tipos de cancer que pueden tratarse de acuerdo con el segundo y tercer aspectos de la invencion, y los
resultados deseados del tratamiento, son los que se describen en las realizaciones relevantes para el primer aspecto
de la invencion.

El fin del tratamiento de acuerdo con el segundo y tercer aspectos de la invencion es, al menos, minimizar la
progresion del cancer mediante la induccion o formacion en el animal de una respuesta inmunitaria frente al receptor
P2X57. Por lo tanto, el animal seleccionado para el tratamiento debe tener la capacidad de generar una respuesta
inmunitaria suficiente para cumplir con este fin. En general, la respuesta inmunitaria deseada incluye la capacidad de
producir cualquiera o ambas de IgM e IgG en circulacion, cuando el animal se enfrenta al cancer, o esta en una
recurrencia del cancer.

Los animales que tienen una capacidad de generar la respuesta inmunitaria descrita en el presente documento
pueden seleccionarse o explorarse mediante una diversidad de métodos bien conocidos en la técnica para la
deteccion de una inmunodeficiencia. Normalmente, el animal seleccionado para el tratamiento sera uno que tenga al
menos uno de los componentes del recuento de leucocitos dentro de los parametros normales. Por ejemplo, un gato
para su inclusion en general es uno que tenga un recuento de leucocitos de entre 5,5 a 19,0 x 10° /I o un recuento de
linfocitos de entre 0,9 a 7,0 x 10%1. El recuento de neutréfilos puede estar entre 2-13 x 10%I; el recuento de
monocitos <0,7 x 1071, de eosindfilos menor a aproximadamente 1,1 x 10% y de basofilos menor a
aproximadamente 0,1 x 10%/. Por eJempIo un perro para la inclusion en general es uno que tenga un recuento de
leucocitos de entre 4,5 a 17,0 x 10%1 o un recuento de linfocitos de entre 0:9 a 3,5 x 10%1. El recuento de neutrdfilos
puede estar entre 3,5-12 x 109/I el recuento de monocnos <1,2 x 10%1, de eosinsfilos menor a aproximadamente 1,5
x 10% y de basdfilos menor a aproximadamente 0,1 x 10

Se entendera que en determinadas realizaciones, el recuento de células para uno cualquiera de estos componentes
celulares de la sangre puede estar fuera de los intervalos establecidos, en particular en circunstancias en que el
animal ha formado un cancer hematoldgico, por ejemplo LMC, LLC, etc.

En general, un factor importante es el recuento de linfocitos y/o el recuento de monocitos. En mas detalle, cuando
uno o ambos de estos recuentos estén significativamente por debajo de los intervalos establecidos para estos
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componentes, el animal puede ser menos propenso a responder a la administracion del inmundgeno.

Cuando el animal continta recibiendo inmunoterapia de anticuerpos, en una realizacion del segundo y tercer
aspectos de la invencién la inmunoterapia con anticuerpos puede continuar hasta un criterio de valoracion clinico
deseado. Normalmente, el criterio de valoraciéon clinico deseado es una reduccion del cancer hasta niveles
sustancialmente indetectables. Durante o al finalizar la inmunoterapia, se evalla la capacidad del animal para formar
0 generar una respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X;. Cuando la evaluacion revela que es probable que el
animal se beneficie de la inmunizacién con inmundgeno P2X7, entonces se le administra el inmunogeno al animal.

En una forma preferente del segundo y tercer aspectos de la invencion, el nivel de sitios de union a antigeno no
propios o exdgenos en circulacion en el animal que se genera a partir de la inmunoterapia de anticuerpos, es
sustancialmente indetectable en el momento en que la respuesta inmunitaria se forma en el animal. Notablemente,
un hallazgo clave del inventor es que la eficacia del tratamiento de anticuerpos, en particular cuando las células
cancerosas estan en un numero muy bajos de copias, o de otra forma, son sustancialmente indetectables, disminuye
a concentraciones en circulacion mas altas de sitios de unién a antigeno. Se cree que esto es en funcion del bajo
numero de copias de los receptores P2X; no funcionales en las células cancerosas con respecto a la alta
concentracion de sitios de union a antigeno que se genera en la inmunoterapia de anticuerpos convencional. En
concreto, en los Ejemplos en el presente documento, el inventor ha descubierto que a medida que el nivel
circulatorio de los sitios de unién a antigeno especificos aumenta y el niumero de células cancerosas disminuye,
existe una probabilidad mucho mayor de agrupamiento del receptor P2X; no funcional por los sitios de unién a
antigeno que bloquean la unién especifica al antigeno del receptor. Este bloqueo aumenta la probabilidad de que no
sean posibles los efectos citotoxicos, apoptéticos u otros efectos de la union especifica al antigeno por un sitio de
union al antigeno. Se puede determinar el nivel de sitios de unién a antigeno exdgenos en circulacion mediante
cualquier técnica serologica convencional que tenga la capacidad de detectar anticuerpos en un fluido, siendo un
ejemplo preferente el ELISA que utiliza un anticuerpo para capturar sitios de unién a antigeno.

Ademas de lo anterior, aunque no se desea quedar ligado a ninguna hipdtesis, los inventores consideran que la
administracion de la inmunizacion en el momento en que el anticuerpo infundido esta presente aumenta el riesgo de
que el anticuerpo infundido pueda unirse al inmunégeno, dando como resultado la formaciéon de un complejo
inmunitario y la eliminacion, evitando de este modo la presentacion del antigeno y la induccion de una inmunidad
especifica para el antigeno. Por lo tanto, en determinadas realizaciones, es particularmente util esperar hasta que el
nivel de sitios de unién al antigeno no propios o exdgenos se haya eliminado de la circulaciéon antes de la induccion
de la respuesta inmunitaria especifica para el antigeno frente al inmundgeno.

Los métodos del segundo y tercer aspectos de la invencién descritos en el presente documento requieren la
formacion de una respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X7 en un animal a tratar, en especial un receptor P2X7
no funcional. En general, el inmundgeno que se ha utilizado para ese fin es uno que suscita una respuesta
inmunitaria frente a receptores P2X7 no funcionales pero no frente a los P2X7 funcionales.

Los inventores han descubierto que el epitopo combinado existe en una amplia diversidad de especies, lo que
significa (i) que los sitios de unién a antigeno o anticuerpos podrian generarse en una amplia diversidad de animales
para su uso en la terapia de infusién de anticuerpos y (ii) que mediante la terapia de inmunizacién activa podria
tratarse a una amplia diversidad de especies de animales, de acuerdo con el segundo y tercer aspecto de la
invencion del presente documento. La siguiente tabla identifica el % de identidad entre el epitopo combinado de ser
humano y el epitopo en otras especies.

Tabla 2: Alineamiento de E200/E300 de ser humano con otras especies

Especie N.° de base de datos de ADN | Secuencia de E200/E300 | Identidad porcentual
Ser humano | AB590390.1 2?%22 100 %
Chimpancé | XM_001163832.1 gm%gg 100 %
Macaco AB173225.1 igg%%gg 100 %
Orangutdn | XM_002823877.1 gg%m;g 100 %
Titi XM_002753098.1 S?YXEERNNN%EE 100 %
Conejo XM_002719745.1 &mgg 100 %
Caballo XM_001495572.1 gK}mYz((I];ETRN}IfII\IIJ}IE’I? 100 %
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Especie N.° de base de datos de ADN | Secuencia de E200/E300 | Identidad porcentual
Lobo NM_001113456.1 ig&%ﬁ;ﬁg 100 %

Panda XM_002913118.1 igNYzIT(ETﬁNNI\II‘gg 100 %

Jabali AY691687.1 igzgm%gg 100 %

Cerdo CT737324.4 g}?ﬁgﬁ%& 100 %

Raton NM_001038845.2 i%gmgg 100 %
Cobaya NM_001173107.1 i%gﬁ%ﬁg 96 % (22/23)
Bovino XM_591410.2 g%gﬁ%ﬁg 96 % (22/23)
Rata NM_019256.1 g%;&g&g& 91 % (21/23)

El inmundégeno puede incluir o consistir en un péptido que incluye una secuencia de un receptor P2X;. El péptido
puede contener al menos una secuencia que tenga la capacidad de presentarse en una molécula del complejo
principal de histocompatibilidad de clase Il o que tenga la capacidad de interactuar con un receptor de linfocito B o
una inmunoglobulina unida a membrana de linfocito B. Normalmente, el péptido incluye una secuencia de un
receptor P2X7 no humano, preferentemente de un animal de compafia o un fragmento del mismo.

Se conoce y se discute una variedad de inmundégenos peptidicos en los documentos WO 2002/057306, WO
2009/033233 y WO 2010/000041.

Se describen a continuacion inmundégenos peptidicos ejemplares dentro de estas memorias descriptivas, los cuales
incluyen epitopos para la generacion de una respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X7 no funcional.

Solicitud PCT Secuencia del inmunégeno peptidico
WO 2002/057306 | GHNYTTRNILPGLNITC

WO 2009/033233 | KYYKENNVEKRTLIKVF

WO 2010/000041 | GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK

Como se analiza anteriormente, en un caso el inmunégeno peptidico incluye parte de o toda la secuencia del
receptor P2X7 canino o felino. De acuerdo con una realizacion de la invencion, el inmunoégeno peptidico incluye parte
de o toda la secuencia del receptor P2X7 canino o felino.

Se entendera que estos son simplemente ejemplos de posibles inmundgenos utiles para formar una respuesta
inmunitaria de acuerdo con el segundo y tercer aspecto de la invencién. Adicionalmente, la invencion incluye el uso
de otros péptidos, como se describe en estas solicitudes, Utiles para formar una respuesta inmunitaria frente a
receptores P2X7 no funcionales.

Normalmente, el régimen de inmunizacion implica dos o mas inmunizaciones. En una primera inmunizacion, el
objetivo puede ser desarrollar una respuesta de IgM a la inmunizacién. Una segunda inmunizacién puede ser para
desarrollar una respuesta de IgG. Las inmunizaciones adicionales pueden ser para reforzar la respuesta de IgG.

Cuando el inmundgeno es un péptido, el péptido puede proporcionarse en una cantidad de aproximadamente 0,1 a
1mg por administracion, preferentemente de aproximadamente 0,25 a 0,75mg, preferentemente de
aproximadamente 0,5 mg en un perro grande pero la mitad de eso en un perro pequefio o un gato.

Puede aplicarse como un refuerzo una administracion adicional de aproximadamente 0,3 mg de péptido en un perro
grande pero la mitad de eso en un perro pequefio o un gato.

En una realizacion del segundo y tercer aspecto de la invencion, se realiza una primera inmunizacién cuando el nivel
en circulacion de los sitios de unién a antigeno que se han administrado para la inmunoterapia de anticuerpos es
sustancialmente indetectable. En otras palabras, el anticuerpo en circulacién para el biomarcador del cancer
relevante no puede detectarse en sangre periférica. El nivel de produccién de IgM se controla después durante las
siguientes semanas. Aproximadamente a las 4 a 5 semanas después de la primera inmunizacion, es probable que el
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nivel de anticuerpo IgM haya disminuido hasta niveles en circulacion insignificantes. En este punto, se realiza
entonces una segunda inmunizacion y se controla el nivel de produccion de IgG durante las siguientes semanas.
Puede realizarse mas analisis adicionales de la inmunidad durante los siguientes meses/afios y pueden
proporcionarse inmunizaciones de refuerzo segun sea necesario.

Como se discute anteriormente, la respuesta inmunitaria puede dirigirse a un biomarcador que es distinto del
biomarcador que ha tenido como objetivo la inmunoterapia de anticuerpos. Por ejemplo, puede utilizarse un
anticuerpo anti CD20 para la inmunoterapia de anticuerpos y utilizarse un inmunégeno P2X; no funcional para
generar una respuesta inmunitaria.

En otra realizacion del segundo y tercer aspectos de la invencion, la inmunoterapia de anticuerpos y la inmunizacion
tienen como objetivo un unico biomarcador. Por ejemplo, puede utilizarse para la inmunoterapia de anticuerpos un
anticuerpo monoclonal dirigido a un epitopo en un receptor P2X; (tal como el epitopo E300) y puede utilizarse para
la inmunizacién un inmunoégeno para formar una respuesta inmunitaria que se dirija a un epitopo en P2X7 distinto (tal
como el epitopo E200).

Un inmundgeno peptidico para su uso en el segundo y tercer aspectos de la invencion en el presente documento
puede tener una longitud de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o0 26 restos.

En una realizacion del segundo y tercer aspectos de la invencién, el inmundégeno para formar una respuesta
inmunitaria de acuerdo con un método de la invencién es un péptido que tiene una secuencia de un receptor P2X7
que puede o puede no tener la Pro210 en una conformacion cis.

El inmundgeno puede estar en forma de un dominio extracelular de P2X; o de una cualquiera o mas de las
isoformas de P2X;. El inmundgeno puede proporcionarse para la administracion en forma soluble o asociado con
una fase sélida, tal como una membrana celular, una perla u otra superficie.

En el presente documento se divulgan métodos para explorar péptidos que puedan utilizarse como un inmunégeno
para formar una respuesta inmunitaria de acuerdo con la invencién en el presente documento. Un ejemplo incluye el
uso de eritrocitos en un ensayo de formacion de rosetas. En este ensayo se utiliza como un control positivo un
anticuerpo que se une a receptores funcionales, en el cual se observan rosetas. Se determina que un anticuerpo de
prueba no se une a los receptores funcionales si fracasa en formar rosetas. Se determina que se une a receptores
no funcionales si se observa que se une a una linea celular que expresa un receptor no funcional, incluyendo las
analizadas en el presente documento.

Los péptidos de la invencidon pueden fabricarse mediante varias técnicas conocidas en la materia, incluyendo
sintesis en fase sdlida y tecnologia de ADN recombinante.

Como se conoce en la técnica, un soporte es una sustancia que puede conjugarse a un epitopo peptidico,
potenciando de este modo la inmunogenicidad. Algunos soportes hacen esto mediante la uniéon a multiples péptidos
para proporcionar un antigeno de peso molecular aumentado para el hospedador en el que se desarrollara la
respuesta inmunitaria.

Los soportes preferentes incluyen toxinas o toxoides bacterianos. Otros soportes adecuados incluyen la proteina de
la membrana externa de N. meningitides, albumina tal como la seroalbumina bovina, péptidos sintéticos, proteinas
de choque térmico, HLC, proteinas de Pertussis, la proteina D de H. influenza y la toxina A, B o C de C. difficile.

Cuando el soporte es una toxina o toxoide bacteriano, son preferentes el toxoide diftérico o el tetanico.

Preferentemente, el soporte contiene grupos funcionales que pueden reaccionar con el péptido utilizado en la
invencion o puede modificarse para que tenga la capacidad de reaccionar con el péptido.

El inmundgeno puede administrarse por via subcutanea, via intradérmica y/o via intramuscular.

En una forma preferente, la composicién para formar una respuesta inmunitaria frente a un receptor P2X7 para su
uso en la invencion descrito en el presente documento incluye un adyuvante o compuesto para potenciar una
respuesta inmunitaria.

Se conoce un gran numero de adyuvantes; véase también Allison (1998, Dev. Biol. Stand., 92: 3-11; incorporado en
el presente documento como referencia), Unkeless et al. (1998, Annu. Rev. Immunol., 6: 251-281) y Phillips et al.
(1992, Vaccine, 10: 151-158). Los adyuvantes ejemplares que pueden utilizarse en conformidad con la invencion
incluyen, pero sin limitacion, citocinas, sales de aluminio (por ejemplo, hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio,
etc.; Baylor et al., Vaccine, 20:S18, 2002), adyuvantes de tipo gel (por ejemplo, fosfato de calcio, etc.); adyuvantes
microbianos (por ejemplo, secuencias de ADN inmunomoduladoras que incluyen motivos CpG; endotoxinas tales
como monofosforil lipido A (Ribi et al., 1986, Immunology and Immunopharmacology of bacterial endotoxins, Plenum
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Publ. Corp., NY, pag. 407, 1986); exotoxinas tales la toxina colérica, la toxina termolabil de E. coli y la toxina de
pertussis; muramil dipéptido; etc.); una emulsion oleosa y adyuvantes basados en emulsionantes (por ejemplo,
adyuvante de Freund, MF59 [Novartis], SAF, etc.); adyuvantes particulados (por ejemplo, liposomas, microesferas
biodegradables, etc.); adyuvantes sintéticos (por ejemplo, copolimeros de bloque no i6nicos, analogos de muramil
péptido, polifosfaceno, polinucledtidos sintéticos, etc.) y/o combinaciones de los mismos. Otros adyuvantes
ejemplares incluyen algunos polimeros (por ejemplo, polifosfacenos; descritos en la Patente de Estados Unidos
5.500.161), Q57, saponinas (por ejemplo, QS21, Ghochikyan et al., Vaccine, 24: 2275, 2006), escualeno,
tetraclorodecadxido, CPG 7909 (Cooper et al., Vaccine, 22: 3136, 2004), poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] (PCCP;
Payne et al., Vaccine, 16: 92, 1998), interferon-y (Cao et al., Vaccine, 10: 238, 1992), copolimero de bloque P1205
(CRL1005; Katz et al., Vaccine,. 18: 2177, 2000), interleucina-2 (IL-2; Mbwuike et al., Vaccine, 8: 347, 1990),
polimetil metacrilato (PMMA; Kreuter et al., J. Pharm. ScL, 70: 367, 1981), etc.

En una realizaciéon del segundo y tercero aspectos de la invencién, se proporciona un inmunégeno peptidico que
contiene una secuencia de un receptor P2X7 en la superficie de un bacteriéfago para la inmunizacion de un animal,
de acuerdo con la invencion descrita en el presente documento.

Aun en casos adicionales, la divulgacion proporciona un kit o composiciéon para su uso en el tratamiento de un
cancer en un animal de compafiia, incluyendo el kit:

- un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio variable; o
- un receptor P2X7 o un fragmento de un receptor P2X;
- instrucciones escritas para su uso en un método descrito en el presente documento.

Preferentemente, el anticuerpo o fragmento se une a un receptor P2X7, preferentemente a un receptor P2X7 no
funcional. De forma mas preferente, el anticuerpo o fragmento no se une a un receptor P2X7 funcional.

Preferentemente, las instrucciones escritas estan en forma de una etiqueta o prospecto de envase con instrucciones
para uso en un método descrito en el presente documento.

Ejemplos

Ejemplo 1 Gato 1 (GB) (Ejemplo de referencia)

« CCE extensos de cuero cabelludo y labios, superficie de hasta 4 cm* y grosor total del labio. EI CCE del labio
izquierdo se habia extendido hasta el angulo de la mandibula por debajo del pelaje antes del tratamiento. Antes
del tratamiento la IHQ del CCE del labio izquierdo tifié el receptor diana P2X7 nf.

» Eficacia parcial con inyecciones intratumorales (i.t.)
* Receptores diana generalizados en el tejido afectado segun se puso de manifiesto mediante IHQ

+ Unica infusién de anticuerpos terapéuticos especificos para el cancer dirigidos a receptores P2X7 nf,
administrados a una tasa de mantenimiento de fluidos a una dosis de 3 mg/kg.

» Signos claros de remision tumoral en el Dia 4

» En el dia 14, se habia eliminado la mayor parte del tumor del labio izquierdo con CCE, 2 semanas
postratamiento, tras una Unica dosis i.v. a 3 mg/kg. Los agregados de CCE por encima del ojo izquierdo también
remitieron a las 2 semanas postratamiento, i.v. a 3 mg/kg. Ahora era evidente un recrecimiento del pelaje por
encima del sitio de la lesion original.

* Los CCE del cuero cabelludo y los CCE del labio se eliminaron en su mayor parte al cabo de 5 semanas tras 3
dosis i.v., aunque habia signos de nuevo tejido epitelial que el paciente rasca. La lesion principal del CCE en la
linea media de la mandibula inferior, que penetraba en el hueso, tiene ahora el aspecto de un tejido cicatricial
nodular blanco. El paciente no esta intranquilo por el tratamiento del sitio de la lesion, a diferencia de la condicion
al comienzo del tratamiento, en que era evidente el dolor severo.

* Después de 6 tratamientos i.v. mensuales la afeccién se resolvio, incluso con crecimiento de hueso nuevo,
relevado a través de rayos X en la mandibula interna.

» Dosis total acumulada para efectuar las remisiones clinicas estimadas en 30-40 mg/kg debido a la pérdida de
eficacia por la aparicién de anticuerpos anti oveja a lo largo del tiempo.
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Ejemplo 2 Gato 2 (AL) (Ejemplo de referencia)

* CCE en la nariz antes de inyeccion i.t.

» Solo una inyeccion i.t. 1x debido a que la anestesia general provoca agnosia visual que dura varias horas, dado
que el gato tiene 21 afios

» Continuacion con IgG anti P2X7 nf topica

» 5 dias — nariz con CCE formando tejido nuevo

* 19 dias — la nariz con CCE form6 mas tejido nuevo

Ejemplo 3 Gato (PC) (Ejemplo de referencia)

» Cancer pancreatico con metastasis en el higado y el mesenterio

» Metastasis mesentérica del orden de 1 cm, no evidente por ecografia, tras 2 infusiones i.v. semanales
» Evidencia de algo de lisis tumoral (liquido) por ecografia, tras 2 infusiones i.v. semanales

» Después de 4 semanas la metastasis en el higado se habia reducido de 5a 2 cm

» Después de 4 semanas el tumor primario pancreatico de 5-6 cm de diametro tenia aproximadamente el 80 % de
su masa licuada

* Se sometid a eutanasia tras el final de la semana 5 debido a la lisis del tumor pancreatico/hemorragia en el
abdomen y a peticién del propietario

Ejemplo 4 Gato 4 (FH) (Ejemplo de referencia)

» EI CCE de la nariz se extiende 2 cm desde la narina izquierda hasta el puente nasal
» La biopsia revel6 un CCE recurrente extenso después del tratamiento mediante cirugia a finales de 2008

» Después de una Unica dosis i.v. a 5 mg/kg el tumor se redujo en tamario en la superficie nasal superior con una
consistencia esponjosa volviéndose firme

» Después de la segunda infusion semanal la lesion ya no era evidente. Se aplicé una tercera infusion y al final de
las 2 semanas todos los signos clinicos de la lesion estaban ausentes. Se aplicé una infusion adicional para
asegurar la eliminacion de células preneoplasicas residuales que pudieran estar presentes.

» Clinicamente eliminado a los 21 dias con una dosis afiadida de 18 mg/kg

» Sin recidiva tras 14 meses, por lo tanto el paciente parece completamente curado

Ejemplo 5 Gato 5 (CO) (Ejemplo de referencia)

Antecedentes

El paciente tenia una lesién de tipo Bowen extraida de la region temporal izquierda en 2008. En un examen en
marzo de 2009 se advirtié que esta lesion habia reaparecido y que habia aparecido una nueva lesion en el lado
opuesto. Se hicieron biopsias de estas con los siguientes resultados:

Diagnéstico

Carcinoma de células escamosas multicéntrico in situ con formaciéon moderada a grave de costras serocelulares,
fibrosis dérmica superficial y dermatitis eosinofilica perivascular moderada. Se hicieron biopsias de la oreja izquierda.

Dermatitis eosinofilica perivascular e intersticial hiperplasica moderada con fibroplasias laminares dérmicas
superficiales moderadas. Se hicieron biopsias del cuello.

Carcinoma de células escamosas multicéntrico in situ con hiperpigmentacion moderada, formacion de costras

serocelulares moderadas y fibrosis dérmica extensa en la seccion mas craneal. Se hicieron biopsias de la oreja
derecha.
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Comentarios

El gato tenia multiples focos de transformacion neoplasica del tejido epidérmico y folicular, lo que era coherente con
un carcinoma de células escamosas multicéntrico in situ o enfermedad de tipo Bowen. Estas lesiones son similares a
las biopsias presentadas en junio de 2008. No habia evidencia de carcinoma escamoso invasivo en los cortes
examinados.

CCE in situ (de Bowen)
Sin reacciéon adversa a la infusion de 5 mg/kg de IgG anti P2X7 nf de oveja

Después de 2 semanas las lesiones habian disminuido de forma apreciable pero seguian siendo extensas, de
modo que se administré una segunda infusién como resultado de la mejora inicial

Todas las extensas lesiones de Bowen se eliminaron después de la exploracion realizada por un dermatélogo
veterinario, que advirti6 un CCE profundo en el canal auditivo derecho que fue evidente recién después de la
eliminacion de las lesiones superficiales y de las infecciones asociadas. Se debid impedir que el paciente hiriera
el nuevo epitelio mediante rasgufios colocando un collar de proteccion para permitir que la superficie de la piel se
curara.

Ejemplo 6 Perro 1 (CJ)

Antecedentes de hemangiosarcoma en el abdomen ventral en un perro de 30 kg. Después de multiples cirugias
ya no era un candidato para la cirugia dado que los tumores eran tan agresivos. Se tratd con una inyeccion
intratumoral de fraccion IgG frente ntP2X7 y 3 infusiones i.v. de anticuerpos purificados por afinidad de nfP2X7.
Las inyecciones de i.t. de 6 mg de anticuerpo en lesiones cutaneas de 6 cm de diametro mostraron reducciones
del 80 % en una semana, con lisis tumoral evidente como una secrecién serosa clara.

Tratado durante 4 semanas con 1x dosis i.t. y 3xi.v. a 2-3,4 mg/kg
Reduccion del tamafio tumoral después del tratamiento con IgG anti P2X7 nf de oveja

Se sometié a eutanasia el 21/03/2010 debido a un sindrome de lisis/pérdida tumoral de estos grandes tumores
(masa total 1-2 kg) y siguiendo la peticion del propietario

Ejemplo 7 Perro 2 (MO)

Carcinoma de células de transicién (CCT) con ascitis maligna que se encontré en la patologia postmortem que
era un mesotelioma metastasico

Tratado durante 2 semana con quimioterapia a 1-2,7 mg/kg con 3x dosis i.v.
El tumor se redujo en un 15 % en la semana 2, aunque se mantuvo la ascitis

Tratamiento se retiré en la semana 3 a peticion del propietario y en contra del consejo del veterinario

Ejemplo 8 Perro 3 (PI)

Inicio de un linfoma de mastocitos entre dos dedos de la pata delantera derecha — el aspecto era duro y
sobresalia por debajo de la almohadilla palmar molestias. La cirugia requeriria la amputacion de la pata delantera
para mantener margenes de 3 cm

Inicio del linfoma de mastocitos — 1 semana después de 5 mg/kg i.v. — volumen reducido en un 40 %

Inicio del linfoma de mastocitos — la lesion a las 2 semanas era ahora blanda y el tamafio se habia reducido
enormemente en tamario sin proyeccion por debajo de la almohadilla palmar y sin molestias evidentes para el
perro. El nicleo sélido de la lesién estaba confinado ahora a un Unico dedo con el saco celular reactivo
circundante completamente flexible.

Lesion metastasica en el ganglio linfatico subcapsular indetectable en la semana 2

La lesién primaria permanecié mayormente sin cambios de aspecto durante 3 meses

El perro se someti6 a eutanasia a peticion del propietario dado que la lesion primaria se ulcerd por debajo de la
pata

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2656971 T3

Las biopsias postmortem mostraron que el paciente no tenia tumores, el sitio de la lesiéon primaria estaba
desprovisto de mastocitos, conteniendo linfocitos reactivos
Las lesiones pudieron haberse eliminado con dosis afiadidas de menos 30 mg/kg

Ejemplo 9 Perro 4 (BE)

Osteosarcoma del humero izquierdo superior diagnosticado a través de exploraciones de CT tras presentarse el
paciente con dolor extremo y cojera, listo para someterse a eutanasia.

Se iniciaron infusiones semanales a 10 mg/kg. Al cabo de una semana el paciente se volvio a relacionar con los
propietarios y parecia mayormente sin dolor y con ganas de dar paseos.

Se obtuvieron exploraciones por CT y tejido de diagndstico postratamiento obtenido con anestesia general a las
9 semanas, lo que se creia que era el tiempo minimo necesario para que el recrecimiento éseo fuera detectable
facilmente.

Sin signos de células tumorales en la biopsia a las 9 semanas, pareciendo el paciente estar muy bien.
El paciente se sometié a eutanasia a los 5 meses como resultado de la fractura del himero izquierdo proximal.
La biopsia del sitio de la lesién no mostré evidencia de osteosarcoma residual. Parecia evidente una remision

total, pero el tumor dejo el hueso fino y quebradizo.

En tales casos se debe aplicar una férula externa para proteger el hueso mientras se aborda el tratamiento
asociado para ayudar al recrecimiento 6seo.

Ejemplo 10 Perro 55 (WC)

Linfoma de mastocitos metastasico (Grado 2) con alto indice mitético (25). Mdltiples lesiones de >5cm en las
costillas, hombro y patas traseras. Se le aplicé inmediatamente infusiones semanales i.v. de 10 mg/kg.

El volumen total de la lesion se redujo en un 75 % al final de la primera semana, en linea con la expectativa de
una remisién rapida como se muestra por IP.

Lesion principal todavia palpable pero aun mas reducida al final de la semana 2 después de una segunda
infusion

Anadlisis extenso de los sitios de la lesion por ecografia y citologia al final de las tres semanas, después de tres
infusiones y de una semana para suscitar una respuesta

Aspirados con aguja finales de todos los sitios de lesion realizados a los 3 meses y a los 6 meses. Sin evidencia
de mastocitos

A los 13 meses el paciente se considera libre de tumor.

Ejemplo 11 Perro 6 (HL)

El paciente se presentd con un mastocitoma metastasico de grado alto que se habia originado en la pata con
afectacion de un ganglio linfatico popliteo.

Tratamiento con infusion semanal a 10 mg/kg, durante 6 semanas.
Toda la tumoracién suprimida en la semana 3
En la semana 6 la anatomia patolégica no mostré mastocitos en los sitios de tumor

El paciente no tuvo recurrencia en un afio

Ejemplo 12 Fabricacién de anticuerpos

Anticuerpos de oveja anti P2X7; se diluyeron 500 ug de conjugado (aproximadamente 100 ug de epitopo de P2X7) en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) hasta 0,8 ml y se emulsioné con 1,2 ml de adyuvante completo de
Freund. Se inyect6 en las ovejas la emulsion de antigeno/adyuvante, en multiples sitios, tanto por via subcutanea
como intramuscular. Ocho semanas mas tarde se inyectaron otra vez las ovejas en multiples sitios con la misma
cantidad de conjugado emulsionado con adyuvante incompleto de Freund. Esto se repitié 4 semanas mas tarde y se
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extrajo sangre de los animales a partir de la vena yugular. Se analiz6 la especificidad de los anticuerpos en el suero
recogido. Después, las ovejas se inyectaron de forma rutinaria y se les extrajo sangre a intervalos de ocho semanas
para proporcionar una combinacion de sueros que contenian los anticuerpos especificos.

Se inyectaron otras ovejas con la misma dosis de antigeno conjugado, de forma similar al programa anterior pero
utilizando un adyuvante distinto. En estos animales, se mezclaron 0,7 ml del antigeno diluido con 0,1 ml de una
solucion de Quill A/DEAE Dextrano (2,5 mg de Quill A + 25 mg de DEAE Dextrano por ml de PBS) y 1,2 ml de ISA
50V Montanide. La emulsién se inyecté en multiples sitios tanto por via subcutanea como intramuscular. Los
anticuerpos producidos utilizando este adyuvante produjeron las mismas especificidades que los producidos
utilizando adyuvante de Freund.

Se generaron anticuerpos en conejos utilizando los mismos adyuvantes y los mismos programas de inyeccion que
en las ovejas, siendo la Unica diferencia que se utilizaron para la inyeccion cantidades de 300 ug del conjugado. Los
anticuerpos generados tenian las mismas especificidades que los producidos en oveja y podian discriminar
facilmente entre los epitopos frente a los que se habia generado.

Se generaron anticuerpos en ratones frente a los epitopos conjugados y también frente al epitopo sin conjugar, del
epitopo de P2X7 no funcional (que tiene la capacidad de discriminar los receptores que no pueden formar poros v,
por lo tanto, no son apoptoticos). En estos experimentos, el adyuvante utilizado fue el producto ImmunEasy de
QIAGEN Pty Ltd, que contiene el producto inmunoestimulador ADN CpG (marca registrada de Coley Pharmaceutical
Group Inc.). Se diluyeron 62,5 ug de epitopo o de epitopo conjugado/raton en 60 ul de PBS y 25 ul de adyuvante
ImmunEasy. Se inyectaron los ratones en multiples sitios por via subcutanea e intramuscular. Esta pauta se repitid
dos semanas mas tarde y nuevamente en otras dos semanas. Se extrajo sangre de los ratones ocho dias después
de la tercera inyeccion. Los anticuerpos generados en los ratones mediante este método fueron otra vez capaces de
discriminar entre los distintos epitopos de P2X y los anticuerpos frente al epitopo no funcional de P2X;
proporcionaron los mismos resultados que los generados en oveja y conejos.

Ejemplo 3 — Induccién de una respuesta inmunitaria en animales de compaiiia

Materiales y métodos
Péptido

El inmundgeno peptidico se sintetizé hasta una alta pureza en la forma GHNYTTRNILPGLNITC (SEQ ID NO: 3), alo
que se le afadio el agente de entrecruzamiento maleimidocaproil-N-hidroxisuccinimida (MCS) en el resto Cys C-
terminal. El péptido se entrecruzo con la proteina soporte hemocianina de lapa californiana (HLC), de forma que el
porcentaje de péptido promedio con respecto al conjugado de péptido-proteina total era del 40 %. Este péptido o el
péptido alternativo GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEKC conjugado a HLC de forma similar constituyeron las
dianas epitdpicas selectivas, primaria y compuesta respectivamente, que hicieron posible hacer la diferenciacion de
los receptores P2X7nf de los receptores nativos.

Adyuvante

Se utilizé6 Imject Alum, un adyuvante autorizado utilizado comdnmente en inmunizaciones de seres humanos, que
consiste en una formulacion acuosa de hidréxido de aluminio e hidréxido de magnesio mas estabilizadores inactivos
en un gel. El conjugado de péptido-proteina se afiadié a una concentracion de 2,5 mg/ml de conjugado (1 mg/ml de
péptido), gota a gota con mezcla exhaustiva en adyuvante en una cantidad equivalente de 0,5 ml de conjugado para
a 0,75 ml de adyuvante conteniendo 0,5 mg del epitopo peptidico diana.

Inmunizacion

El programa de inmunizacién consistid en una inoculacion principal (dos inyecciones por via subcutanea y dos
inyecciones por via intramuscular) de un total de 0,5 mg de péptido seguido un mes mas tarde de un refuerzo
aplicado del mismo modo con 0,3 mg de péptido. Se recogieron muestras de suero inmediatamente antes y una
semana después de las inyecciones. La inoculaciéon se administra de forma ideal no menos de un mes después de
la infusién final del anticuerpo anti PX2;nf para asegurar que no hubiera secuestro del inmunégeno por el
infusionado de anticuerpo anti P2X7nf especifico residual.

ELISA

Se midieron mediante ELISA las respuestas de anticuerpos anti P2X7nf especificos. Brevemente, la placa de ELISA
se recubrié con epitopo peptidico diana especifico sobre lo cual se afiadié el suero del paciente en una
concentracion descendente. Después del lavado, se aplico un anticuerpo anti humano secundario apropiado (tipos
anti IgM o anti IgG) para detectar y determinar la concentracion de anticuerpos anti P2Xznf humanos especificos
presentes en el suero del paciente en forma de IgM o IgG.
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Después de la inoculacién, no fueron detectables IgG pero se detectdé una pequefia cantidad de IgM. Después del
refuerzo la concentracion de IgM volvié a un valor inicial de cero mientras se producian IgG a una concentracion mas
elevada que la IgM original siempre que no esté presente el secuestro de receptor P2X7nf en el tumor existente. En
ausencia de tal secuestro en pacientes animales en los que se haya eliminado el tumor original mediante la
inmunoterapia anti P2Xsnf, se detecta en el suero una clara poblacién de anticuerpos anti P2Xznf enddgenos
especificos del orden de 25 mg/kg.

La Figura 3 muestra los resultados de ELISA para un paciente canino inmunizado como se describe anteriormente.
Los niveles de anticuerpos en circulacion especificos libres son consistentes con la eliminacion completa inicial y la
falta de recurrencia del mastocitoma metastasico.
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Glu

Leu

Ser

Lys

160

Ala

Ile

Ile

Pro

Asp

240

Ile

Lys



Tyr

Tyr

val

305

Leu

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

385

Tyr

Leu

Pro

Asp

Glu

465

Gly

Glu

Pro

Sar

Pro

290

Glu

Val

Tle

Phe

Pro

370

Lys

val

Leu

Sar

Leu

430

Glu

Hisg

Leu

Phe

Phe

275

Gly

Lys

Phe

Gly

Leu

355

Cys

Lys

Ser

Arg

Met

435

Ser

val

Cys

Cys

Arg
515

Arg

Tyr

Arg

Gly

Ser

340

Ile

Phe

Lys

Phe

Arg

420

Glu

Pro

Thr

Leu

Cys

500

Lys

Arg

Asn

Thr

Thr

325

Thr

Asn

Lys

Cys

val

405

Arg

Phe

Ile

Pro

Pro

485

Arg

Leu
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Leu

Phe

Leu

310

Gly

Leu

Thr

Cys

Glu

390

Asp

Leu

Thr

Pro

Arg

470

Ser

Lys

Ile

Asp

Arg

285

Ile

Gly

Ser

Tyr

Cys

375

Thr

Glu

Gln

Asp

Gly

453

Ser

Gln

Lys

Leu

Asp

280

Tyr

Lys

Lys

Tyr

Ser

360

Glu

Tle

Ala

Asp

Leu

440

Gln

Ser

Leu

Ala

Ser
520

32

Lys

Ala

val

Pha

Phe

345

Ser

Tyr

Val

His

val

425

Ser

Ser

Asn

Pro

Gly

505

Arg

Asn

Lys

FPhe

Asp

330

Gly

Lys

Cys

Glu

Ile

410

Glu

Arg

Glu

Ser

Glu

490

Ala

Gln

Thr

Tyr

Gly

315

Ile

Leu

Cys

Ala

Pro

395

Arg

Gly

Lau

Glu

Pro

475

Ser

Cys

Val

Thr

Tyr

300

Ile

Ile

Ala

Cys

val

380

Lys

Met

G@lu

Ser

Met

460

Asp

Gln

Ile

Leu

Thr

285

Lys

Arg

Gln

Thr

Arg

365

Asn

Pro

Val

Glu

Lau

445

Gln

Trp

Arg

Thr

Gln
525

Glu

Glu

Phe

Leu

Leu

350

Ser

Glu

Thr

Asp

val

430

Ser

Leu

Cys

Cys

Thr

510

Phe

Ser

Asn

Asp

Val

335

Phe

Hisg

Tyr

Leu

Gln

415

Pro

Leu

Leu

Gln

Leu

495

Ser

Leu

Leu

Asn

Ile

320

Val

Tle

Ile

Tyr

Lys

400

Gln

Arg

His

Ser

Cys

480

Glu

Glu

Leu
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Leu Tyr Gln Glu Pro Leu Leu Val Leu Asp Glu Asn Ser Asn Ser Arg
530 535 540

Leu Arg His Cys Ala Tyr Arg Cys Tyr Thr Thr Trp Arg Phe Gly Ser
545 550 555 560

Gln Asp Leu Ala Asp Phe Ala Ile Leu Pro Ser Cys Cys Arg Trp Arg
565 570 575

Ile Arg Arg Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Arg
580 585 530

Ser Pro Tyr
595

<210> 3

<211>17

<212> PRT

<213> Epitopo E200 Humano

<400> 3

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly Leu Asn Ile Thr
1 5 10 15

Cys

<210> 4

<211>17

<212> PRT

<213> Epitopo E200 canino
<400> 4

Gly Hisg Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Asp Ile Asn Ile Thr
1 5 10 15

Cys

<210>5

<211>18

<212> PRT

<213> Epitopo E300 Humano

<400> 5

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

Val Phe
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<210> 6

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de chimpancé

<400> 6

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de chimpancé

<400> 7

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 8

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de macaco

<400> 8

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210>9

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de macaco

<400> 9

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 10

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de orangutan

<400> 10

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 11

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de orangutan

<400> 11
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Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 12

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de titi comun

<400> 12

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de titi comun

<400> 13

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 14

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de caballo

<400> 14

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de caballo

<400> 15

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 16

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de lobo

<400> 16

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de lobo
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<400> 17

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 18

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de panda

<400> 18

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de panda

<400> 19

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de jabali

<400> 20

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> Epitopo E300 de jabali

<400> 21

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10

<210> 22

<211>12

<212> PRT

<213> Epitopo E200 de cerdo

<400> 22

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg aAsn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 23
<211> 11
<212> PRT
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<213> Epitopo E300 de cerdo

<400> 23
Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10
<210> 24
<211>12
<212> PRT
<213> Epitopo E200 de raton
<400> 24
Gly Hig Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10
<210> 25
<211> 11
<212> PRT
<213> Epitopo E300 de raton
<400> 25
Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10
<210> 26
<211>12
<212> PRT
<213> Epitopo E200 de cobaya
<400> 26
Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10
<210> 27
<211> 11
<212> PRT
<213> Epitopo E300 de cobaya
<400> 27
Ala Lys Tyr Tyr Arg Glu Asn Asn Val Glu Lys
1 5 10
<210> 28
<211>12
<212> PRT
<213> Epitopo E200 de bovino
<400> 28
Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10
<210> 29

<211> 11
37
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<212> PRT
<213> Epitopo E300 de bovino
<400> 29

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Thr Glu Lys

1 5 10
<210> 30
<211>12
<212> PRT
<213> Epitopo E200 de rata
<400> 30
Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly
1 5 10

<210> 31
<211> 11
<212> PRT
<213> Epitopo E300 de rata
<400> 31

Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Gly Met Glu Lys

1 5 10
<210> 32
<211> 25
<212> PRT

<213> Inmundégeno peptidico P2X7

<400> 32

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly Ala Gly Ala Lys

1 5 10

Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys
20 25

<210> 33

<211> 26

<212> PRT

<213> Inmundégeno peptidico P2X7

<400> 33

Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile Leu Pro Gly Ala Gly Ala Lys

1 5 10

Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val Glu Lys Cys

20

<210> 34

<211> 553

<212> PRT

<213> Receptor P2X7 de rana africana de ufas (Xenopus laevis)

38

25

15

15



<400> 34

Met

1

Val

Phe

Tyr

Gly

Val

Lys

Lys

Pro

Thr

145

Thr

Leu

Aszsn

Thr

Arg

Gly

Gln

30

Phe

Pro

Thr

Thr

Gln

130

Leu

Thr

Ile

Ile

Leu

Ile

Val

35

Lys

Ala

Ser

Glu

Ile

115

Ser

Lys

Pro

Lys

Leu
195

Thr

Gln

20

Ile

Lys

Asp

Pro

Gly

100

Cys

Aszsn

Thr

Val

Aszsn

180

Pro

Leu

Ser

Val

Asp

Ala

Gly

85

Gln

Ser

Gly

Cys

Pro

165

Aszsn

Aszsn

ES 2656971 T3

Ala

Val

Phe

Ser

His

70

Gly

Met

Arg

Ile

Glu

150

Ala

Ile

Tyr

Asp

Pro

Val

Ile

35

Ser

Asp

Gln

Asp

Gln

135

Val

Val

His

Aszsn

Cys

Leu

Cys

40

Ile

Arg

Ser

Ser

Asp

120

Thr

Ser

Leu

Phe

Val
200

39

Phe

Gly

25

Phe

Ser

Ile

Phe

Aszn

105

Ile

Gly

Ala

Glu

Ala

185

Ser

Asp

10

Ile

Ser

Ser

Trp

Phe

80

Cys

Cys

Arg

Trp

Ser

170

Ala

Cys

Tyr

Leu

Leu

Val

Asp

Val

Ser

Lys

Cys

Cys

155

Ala

Phe

Ile

Ser

Lys

Ile

His

60

Thr

Ile

Glu

Lys

Ile

140

Fro

Glu

Aszn

Tyr

Thr

Gln

Thr

45

Thr

Ala

Thr

Leu

Gly

125

Asn

Val

Asn

FPhe

Asp
205

Lys

Cys

30

Gln

Lys

Glu

Aszn

Fro

110

Leu

Phe

Glu

Phe

Thr

190

Arg

Lys

15

Ile

Lys

Val

Tyr

Ile

95

Ser

Ala

Aszn

Ser

Thr

175

Lys

Val

Glu

Thr

Arg

Lys

Thr

80

Val

Gln

Asp

Aszn

Gln

160

Val

Lys

Lys



Ala

Gly

225

Glu

Pro

Leu

His

Asp

305

Ala

Ala

Lys

Gly

Ser

385

Gly

Ala

Glu

Cys

Pro

210

Glu

Lle

His

T'yr

Gly

2%0

Ile

Leu

ILle

Ser

Pro

370

Phe

Ser

Asp

Mat

Lys
450

Leu

Asn

Asn

Tyr

Pro

275

Thr

Gln

Phe

Asp

Val

355

Ser

val

Leu

Thr

Arg

435

Cys

Cys

Phe

Trp

Gly

260

Gly

Glu

Val

Ile

Phe

340

Leu

Val

Asp

Gln

Lys

420

Leu

Asn

Pro

Ser

ABp

245

Phe

Leu

Thr

Tyr

Gly

325

Ile

Lys

Ser

Lys

Leu

405

Ala

Ile

Lys

ES 2656971 T3

Ile

Gln

230

Cys

Arg

Asn

Arg

Gly

3210

Ser

Ile

Tyr

Leu

Glu

390

Ala

Lys

Lys

Cys

Phe

215

val

Asp

Arg

Phe

Thr

235

Thr

Cys

Gly

Tyr

Ala

375

Asp

Ser

Cys

Gly

Ile
455

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

280

Leu

Gly

Leu

Arg

Asp

360

His

Ile

Gly

Lys

Arg

440

Asn

40

Leu

val

AsSp

Asp

265

Phe

Ile

Gly

Ser

Tyr

345

Asp

Leu

Leu

Pro

Asp

425

Ser

Thr

Gly

Leu

Pro

250

Asp

Ala

Lys

Gln

Tyr

330

Asn

Arg

Lys

Met

Tyr

410

Ser

Ala

Thr

Asp Ile Leun

Gly

235

Leu

Thr

Arg

Ala

Phe

315

Phe

Ser

Lys

Ala

Val

395

Ile

His

Mat

His

220

Gly

Arg

Val

Tyr

Tyr

300

Asn

Gly

Cys

Tyr

His

380

Asp

Gln

Lys

Leu

Leu
460

Val

Tyr

val

Tyr

285

Gly

Leu

Cys

Cys

Glu

365

Leu

Gln

Arg

Gln

Pro

445

Glu

Arg

Ile

Lys

Asp

270

Lys

Ile

Leu

Ala

Cys

350

Thr

Lys

Lys

Glu

Asp

430

Pro

Glu

Glu

Gly

Cys

255

Glu

Asn

Arg

Glu

Ser

335

Asn

Ile

Phe

Leu

Arg

415

Glu

Ala

Gln

Ala

Ile

240

Glu

Ser

Ala

Fhe

Leu

320

Fhe

Ala

Pro

val

Lys

400

Fhe

Aszsn

Trp

Leu
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Cys
465

Asn

Asp

Tyr

Met

Thr
545

<210> 35
<211> 568
<212> PRT

Cys

Ser

Asn

Ala

Leu

530

Cys

Arg

Leu

Pro

Lys

515

Asn

Asn

Leu

Val

Leu

500

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

485

Ser

Lys

Ala

Gln

ES 2656971 T3

Glu

470

Asn

Lys

Tyr

Val

Thr
550

Gly

Arg

Thr

Val

Ile

535

Glu

Glu

Glu

Pro

Glu

520

Pro

Gly

Cys

Ser

Ile
505

Trp

Asn

Pro

Ile

Leu

4390

Ser

Arg

Cys

Thr

475

Glu

Lys

Phe

Cys

<213> Receptor P2X7 de rana occidental de ufias (Xenopus laevis)

<400> 35

Met

1

Ile

Fhe

Tyr

Gly

65

Val

Lys

Lys

Ala

Arg

Gly

Gln

Ile

Pro

Thr

Thr

Pro

Ile

val

35

Lys

Ala

Ser

Glu

Ile
115

Thr

Gln

20

Ile

Lys

Aszp

Pro

Asp

100

Cys

Phe

Ser

Leu

val

Ala

Gly

Gln

Ser

Ala

Val

Fhe

Ser

Tyr

70

Gly

Arg

Arg

Asp

Pro

Val

val

Ser

Azp

Gln

Asp

Cys

Leu

Cys

40

Ile

Arg

Ser

Ser

Asgp
120

41

Phe

Gly

25

Phe

Ser

Ile

Phe

Asn

105

val

Asp

10

Val

Ser

Ser

Trp

Phe

90

Cys

Cys

Tyr

Leu

val

Asgp

75

Val

Pro

Lys

Asp

Tyr

Glu

Gly

Lys
540

Ser

Lys

Ile

His

Thr

Val

Glu

Lys

Thr

Ala

His

Cys
525

Thr

Thr

Phe

Thr

45

Thr

Ala

Thr

Leu

Gly
125

Len

Lys

Phe

Met Phe

480

Gln Tyr

4385

510

Arg

Lys

Leu

30

Gln

Lys

Glu

Asn

Pro

110

Leu

Ala

Lys
15

Ile

Lys

val

Tyr

Ile

95

Arg

Ala

Arg Tyr

Lys Tyr

Ile Glu

Glu

Thr

Ser

Lys

Thr

80

Val

Gln

Asgp



Pro

Thr

145

Thr

Leu

Asn

Ala

Gly

225

Glu

Pro

Leu

Asp

Asp

305

Ala

Ala

Lys

Gly

Gln

130

Leu

Thr

Ile

Ile

Pro

210

Glu

Ile

His

Tyr

Gly

290

Ile

Ile

Ile

Ser

Pro

370

Ser

Lys

Pro

Lys

Leu

195

Leu

Asn

Asn

Tyr

Pro

275

Lys

Gln

Phe

Asp

Val

355

Thr

Asn

Thr

Val

Asn

180

Pro

Cys

Phe

Trp

Ser

260

Gly

Glu

Val

Ile

Phe

340

Leu

Val

Gly

Cys

Pro

165

Asn

Lys

Pro

Ser

Asp

245

Phe

Leu

Thr

Tyr

Gly

325

Ile

Lys

Ala
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Ile

Glu

150

Ala

Ile

Tyr

Ile

Gln

230

Cys

Arg

Asn

Arg

Gly

310

Ser

Ile

Tyr

Gln

Gln

135

Val

Val

His

Asn

Phe

215

val

Asp

Arg

Phe

Thr

295

Met

Cys

Gly

Tyr

val
375

Thr

Ser

Leu

Phe

val

200

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

280

Leu

Gly

Leu

Leu

Asp

360

Lys

42

Gly

Ala

Glu

Ala

185

Ser

Len

Val

Asp

Asp

255

Phe

Ile

Gly

Ser

Tyr

345

Asp

Tyr

Arg

Trp

Ser

170

Ala

Cys

Gly

Leu

Ser

250

Asp

aAla

Lys

Lys

Tyr

330

Lys

aArqg

Cys

Cys

Cys

155

Ala

Phe

Ile

Asp

Gly

235

Leu

Lys

Arg

Ala

Phe

315

Phe

Pro

Lys

His

Ile

140

Pro

Glu

Asn

Tyr

Ile

220

Gly

Arg

vVal

Tyr

Tyr

300

Asn

Gly

Cys

Tyr

Phe
380

Asn

Val

Asn

Phe

Asp

205

Len

Val

Tyr

val

Tyr

285

Gly

Leu

Cys

Cys

Glu

365

Leu

Phe

Glu

Phe

Thr

150

Arg

Arg

Ile

Lys

Asp

270

Lys

Ile

Phe

Ala

Cys

350

Lys

Ser

Asn

Sar

Thr

175

Lys

Val

Glu

Gly

Cys

255

Glu

Thr

Arg

Glu

Ser

335

Asn

Val

Gln

Ser

Gln

160

Val

Lys

Lys

Ala

Ile

240

Glu

Arg

Ser

Phe

Leu

320

Leu

Ala

Pro

Leu
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Lys
385

Asn

Glu

Asn

Pro

Glu

465

Glu

Phe

Lys

Ile
545

Leu

<210> 36
<211> 560
<212> PRT

Phe

Ser

Arg

Gln

Ala

450

Gln

Met

Gln

Cys

Tyr

530

Glu

Pro

Val

Arg

Phe

Thr
435

Trp

Leu

Phe

Tyr

Tyr

515

Met

Thr

Pro

Ser

Gly

Glu

420

Glu

Cys

Cys

Lys

Asp

500

Ala

Len

Cys

Thr

Phe

Ser

405

Tyr

Met

Lys

Cys

Tyr

485

Asn

Lys

Asp

Asn

His
565
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Val

390

Leu

Thr

Arg

Cys

Arg

470

Len

Pro

Gln

Phe

Leu

550

Gly

Asp

Gln

Glu

Len

Asn

455

Leu

Val

Leu

Lys

Ala

535

Gln

Met

Lys

Phe

Ala

Ile

440

Lys

Gly

Len

Ser

Tyr

520

Val

Thr

Cys

<213> Receptor P2X7 de gallo bankiva (Gallus gallus)

<400> 36

Met Val Ala Trp Gly Trp Met Lys

1

5

Lys Leu Ile Arg Phe Pro Ser Val

20

43

Glu

Ala

Lys

425

Lys

Cys

Gln

Asn

Lys

505

Ile

Ile

Gln

Asp

Ser

410

Cys

Gly

Ile

Gly

Lys

490

Thr

Glu

Pro

Hisg

Ile

395

Gly

Lys

Ser

Asp

Gln

475

Glu

Pro

Trp

Ser

Pro
555

Leu

Gln
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Thr
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Lys

Ile

Lys

Val

130

Thr
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Trp
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Ile
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Lys

Gln

Ile
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Leu
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Glu
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Gln
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Cys
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Fhe

Gly

Phe

Ser

Ile

75

Ala

Asn

Pro

Tyr

155

Glu

Asn

Tyr

Gln

Thr

Ala

Ser

60

val

Asp

Fhe

Thr

Met

140

Glu

Ala

Phe

Thr

Tyr

Ile

Leu

45

Val

Glu

Tyr

Len

Arg

125

Asp

Gly

val

Thr

Thr

Glu

Lys

30

val

His

Asn

Thr

Lys

110

Arg

Pro

Asn

Glu

val

190

Arg

Thr
15

Trp

Ser

Thr

Gly

Phe

95

Thr

Thr

Gln

Gln

Glu

175

Leu

Asn

Asn

Phe

Asp

Lys

val

80

Pro

Glu

Leu

Ser

Lys

160

Ala

Ile

Ile



Leu

Gln

225

Asn

Tyr

Tyr

Pro

Glu

305

Val

Ile

Phe

Pro

Arg

385

vVal

Leu

Ala

Pro

210

Cys

Phe

Trp

Ser

Gly

2390

Lys

Phe

Gly

Leu

370

Lys

Ser

Gly

Met

135

Gly

Fro

Ser

Asp

Phe

275

Tyr

Arg

Gly

Ser

Ile

355

Cys

Lys

Phe

Asp
435

Leu

Ile

Asp

Cys

280

Arg

Asn

Thr

Thr

Thr

340

Asp

Lys

Cys

vVal

Ser

420

Phe

Asn

Phe

Val

245

Asn

Arg

Phe

Leu

Gly

325

Leu

Thr

Cys

Glu

Asp

405

Leu

Thr
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Ile

Arg

230

Ala

Leu

Leu

Arg

Ile

310

Gly

Ser

Tyr

Cys

Ser

390

Glu

Gln

Asp

Thr

215

Leu

Ile

Asgp

Asp

Tyr

295

Lys

Lys

Tyr

Ser

Gln

375

Ile

Ser

Asp

Leau

200

Cys

Gly

Gln

Arg

Asgp

280

Ala

Val

Phe

Phe

Ser

360

Fro

vVal

His

Val

Ser
440

55

Thr

Asp

Gly

Trp

265

Lys

Lys

Phe

Asp

Gly

345

Asn

Cys

Glu

Ile

Lys

425

Arg

Phe

Ile

Gly

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile

330

Leu

Cys

Val

Pro

Arg

410

Gly

Leu

His

Phe

235

Ile

His

Thr

Tyr

Ile

315

Ile

Ala

Cys

Val

Lys

385

Met

Gln

Pro

Lys

220

Arg

Met

Hig

Asn

Lys

300

Arg

Gln

Thr

Arg

Asn

380

Pro

Val

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Gly

Cys

val

285

Glu

Fhe

Leu

Val

Ser

365

Glu

Thr

Asn

Val

Ala
445

Gln

Thr

Ile

Arg

270

Ser

Asn

Asp

val

Phe

350

His

Tyr

Leu

Gln

Pro

430

Leu

Asn

Gly

Glu

255

Pro

Leu

Asn

Ile

val

335

Ile

Ile

Tyr

Lys

Gln

415

Arg

His

Pro

Asp

240

Ile

Lys

Tyr

Val

Leu

320

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Tyr

400

Leu

Pro

Asp



Thr

Glu

465

Ser

Leu

Phe

Tyr

Leu

545

Gln

Ile

Ser

<210> 40
<211> 595
<212> PRT

Pro

450

Ala

Cys

Cys

Arg

Gln

530

Arg

Asp

Arg

Pro

Pro

Thr

Leu

Cys

Lys

515

Glu

His

Met

Lys

Tyr
595

Ile

Pro

Pro

Arg

500

Leu

Pro

Cys

Ala

Glu
580

Pro

Arg

Ser

485

Lys

Val

Leu

Ala

Asp

565

Phe

<213> Receptor P2X7 de macaco

<400> 40
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Gly

Ser

470

Gln

Lys

Leu

Leu

Tyr

550

Phe

Pro

Gln

455

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala

535

Arg

Ala

Lys

Pro

Asp

Pro

Gly

Arg

520

Leu

Cys

Ile

Ser

56

Glu

Ser

Glu

Ala

505

His

Asp

Tyr

Leu

Glu
585

Glu

Pro

Ser

490

Cys

Vval

Val

Ala

Pro

570

Gly

Ile

Val

475

His

Ile

Leu

Asp

Thr

555

Ser

Gln

Gln
460

Trp

Arg

Thr

Gln

Ser

540

Trp

Cys

Tyr

Leu

Cys

Cys

Thr

Phe

525

Thr

Arg

Cys

Ser

Leu

Gln

Leu

Ser

510

Leu

Asn

Phe

Arg

Gly
590

Arg

Cys

Glu

495

Glu

Leu

Ser

Gly

Trp

575

Phe

Lys

Gly

480

Glu

Leu

Leu

Arg

Ser

560

Arg

Lys
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Met Pro Ala Cys Cys Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Thr
1 5 10 15

Lys Val Thr Arg Ile Gln Ser Met Asn Tyr Gly Thr Ile Lys Trp Phe
20 25 30

Phe His Val Ile Val Phe Ser Tyr Val Ser Phe Ala Leu Val Ser Asp
35 40 45

Lys Leu Tyr Gln Arg Lys Glu Pro Val Ile Ser Ser Val His Thr Lys
50 55 60

57



val

65

Lys

Leu

Gly

Cys

Lys

145

Thr

Pro

Lys

Leu

Gln

225

Asn

Tyr

Tyr

Pro

Glu
305

Lys

Lys

Gln

Gln

Ser

130

Gly

Cys

Arg

Asn

Bro

210

Cys

Phe

Trp

Ser

Gly

290

Lys

Gly

Leu

Gly

Glu

115

Ser

Ile

Glu

Pro

Asn

1595

Gly

Pro

Ser

Asp

Phe

275

Tyr

Arg

Thr

Val

Asn

100

Gln

Asp

Gln

val

Ala

180

Ile

Leu

Ile

Asp

Cys

260

Arg

Azn

Thr

Ala

His

85

Ser

Arg

Arg

Thr

Ser

165

Leu

Asp

Asn

Phe

Val

245

Asn

Arg

Phe

Leu
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Glu

70

Ser

Phe

Leu

Gly

Gly

150

Ala

Leu

Phe

Ile

Arg

230

Ala

Leu

Leu

Arg

Ile
310

Val

Val

Phe

Cys

Cys

135

Arg

Trp

Asn

Pro

Thr

215

Leu

Ile

Asp

Asp

Tyr

295

Lys

Lys

Phe

val

Pro

120

Lys

Cys

Cys

Ser

Gly

200

Cys

Gly

Gln

Arg

Asp

280

Ala

val

58

Glu

Asp

Met

105

Glu

Lys

val

Pro

Ala

185

His

Thr

Asp

Gly

Trp

265

Lys

Lys

Phe

Glu

Thr

90

Thr

Tyr

Gly

Val

Ile

170

Glu

Asn

Phe

Ile

Gly

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile

73

Ala

Asn

Pro

Trp

Tyr

155

Glu

Asn

Tyr

His

Phe

235

Ile

His

Thr

Tyr

Ile
315

val

Asp

Phe

Thr

Met

140

Glu

Ala

Phe

Thr

Lys

220

Arg

Met

His

Asn

Lys

300

Arg

Glu

Tyr

Leu

Arg

125

Asp

Gly

Val

Thr

Thr

205

Thr

Glu

Gly

Cys

Val

285

Glu

Phae

Asn

Thr

Lys

110

Arg

Pro

Asn

Gly

Val

130

Arg

Gln

Thr

Ile

Arg

270

Ser

Asn

Asp

Gly

Phe

95

Thr

Thr

Gln

Arg

Glu

175

Leu

Asn

Asn

Gly

Glu

255

Pro

Leu

Asn

Ile

Vval

80

Pro

Glu

Leu

Ser

Lys

160

Ala

Ile

Ile

Pro

Asp

240

Ile

Lys

Tyr

val

Leu
320



Val

Ile

Phe

Fro

Arg

385

val

Leu

Ala

Pro

Glu

465

Ser

Leu

Phe

Tyr

Leu

545

Gln

Phe

Gly

Leu

Trp

370

Lys

Ser

Gly

Met

Pro

450

Ala

Cys

Cys

Arg

Gln

530

Arg

Asp

Gly

Ser

Ile

355

Cys

Lys

Phe

Arg

Asp

435

Pro

Thr

Leu

Cys

Lys

515

Glu

Eis

Met

Thr

Thr

340

Asn

Lys

Cys

Val

Ser

420

FPhe

Ile

Pro

Pro

Arg

500

Leu

Pro

Cys

Ala

Gly

325

Leu

Thr

Cys

Glu

Asp

405

Leu

Thr

Pro

Arg

Ser

485

Lys

val

Leu

Ala

Asp
565
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Gly

Ser

Tyr

Cys

Ser

390

Glu

Gln

Asp

Gly

Ser

470

Gln

Lys

Leu

Leu

Tyr

550

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gln

375

Ile

Ser

Asp

Leu

Gln

455

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala

535

Arg

Ala

Phe

Phe

Ser

360

Pro

val

His

Val

Ser

440

Pro

Asp

Pro

Gly

Arg

520

Leu

Cys

Ile

59

Asp

Gly

345

Asn

Cys

Glu

Ile

Lys

425

Lys

Gly

Ser

Lys

Ala

505

His

Asp

Tyr

Leu

Ile

330

Leu

Tyr

vVal

Pro

Arg

410

Gly

Leu

Glu

Pro

Ser

490

Cys

Val

Val

Ala

Pro
570

Ile

Ala

Cys

Val

Lys

395

Met

Gln

Pro

Met

Val

475

His

Ile

Leu

Asp

Thr

535

Ser

Gln

Thr

Arg

Asn

380

Pro

val

Glu

Leu

Gln
460

Trp

Arg

Thr

Gln

Ser
540

Trp

Cys

Leu

val

Ser

365

Glu

Thr

Agn

val

Ala

445

Pro

Cys

Cys

Thr

Phe

525

Thr

Arg

Cys

val

Phe

350

His

Tyr

Leu

Gln

Pro

430

Leu

Leu

Gln

Leu

Ser

510

Leu

Asn

Phe

Arg

Val

335

Ile

Ile

Tyr

Lys

Lys

415

Arg

His

Arg

Cys

Glu

495

Glu

Leu

Ser

Gly

Trp
575

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Tyr

400

Leu

Pro

Asp

Glu

Gly

480

Glu

Leu

Leu

Arg

Ser

560

Arg
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Ile Arg Lys Glu Phe Pro Lys Ser Glu Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Lys
580 585 590

Ser Pro Tyr
595

<210> 41

<211> 595

<212> PRT

<213> Receptor P2X7 de titi comun

<400> 41

Met Pro Ala Cys Cys Ser Cys Ser Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn
1 5 10 15

Lys Val Thr Arg Ile Gln Ser Met Asn Tyr Gly Thr lLeu Lys Trp Phe

Phe His Val Ile Val Phe Ser Tyr Val Ser Phe Ala Leu Val Ser Asp
35 4an 45

Lys Leu Tyr Gln Arg Lys Glu Ser Val Ile Ser Ser Val His Thr Lys

Val Lys Gly Ile Ala Glu Val Lys Glu Glu Ile Val Glu Asn Gly Val
65 70 75 80

Lys Lys Leu Val His His Val Phe Asp Thr Ala Asp Tyr Thr Phe Pro
85 90 95

Leu Gln Gly Asn Ser Phe Phe Val Met Thr Asn Phe Leu Lys Thr Glu
100 105 110

Gly Gln Glu Gln Gln Leu Cys Pro Glu Tyr Pro Thr Arg Arg Thr Leu
115 120 125

Cys Ser Ser Aszsp Arg Gly Cys Lys Lys Gly Trp Met RAsp Pro Gln Ser
130 135 140

Lys Gly Ile Gln Thr Gly Arg Cys Val Val Tyr Lys Gly Asn Gln Lys
145 150 155 160

Thr Cys Glu Val Ser Ala Trp Cys Pro Ile Glu Ala Val Glu Asp Ala
165 170 175

Pro Arg Pr¢ Ala Leu Leu Asn Ser Ala Glu Asn Phe Thr Val Leu Ile
180 185 190

60



Lys

Leu

Gln

225

Asn

Tyr

Tyr

Pro

Glu

305

val

Ile

Phe

Pro

Arg

385

Val

Leu

Pro

Asn

Pro

219

Cys

Phe

Trp

Ser

Gly

290

Lys

Phe

Gly

Leu

Trp

310

Lys

Ser

Gly

Val

Asn

135

Gly

Pro

Ser

Asp

Phe

275

Tyr

Arg

Gly

Ser

Ile

355

Cys

Lys

Phe

Asp

Ile

Leu

Tle

Glu

Cys

260

Arg

Asn

Thr

Thr

Thr

340

Asn

Lys

Cys

val

Arg

420

Phe

Asp

Asn

Phe

Vval

245

Asn

Arg

Phe

Leu

Gly

325

Leu

Thr

Cys

Glu

Asp

405

Leu

Thr
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Phe

Ile

Arg

230

Ala

Leu

Leu

Arg

Ile

310

Gly

Ser

Tyr

Cys

Ser

390

Glu

Gln

Asp

Pro

Thr

215

Leu

Ile

Asp

Asp

Tyr

295

Lys

Lys

Tyr

Ser

Arg

375

Ile

Ser

Asp

Leu

Gly

200

Cys

Gly

Gln

Arg

Asp

280

Ala

VvVal

Phe

Phe

Ser

360

Pro

Val

Hisg

Val

Ser

61

His

Thr

AsSp

Gly

Trp

265

Lys

Lys

FPhe

Asp

Gly

345

Asn

Cys

Glu

Ile

Lys

425

Lys

Asn

FPhe

Val

Gly

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile

330

Leu

Cys

Val

Bro

Arg

410

Gly

Leu

Tyr

His

Phe

235

Ile

His

Thr

Tyr

Ile

315

Ile

Ala

Cys

Val

Lys

395

Met

Gln

Pro

Thr

Lys

220

Arg

Met

His

Asn

Lys

300

Arg

Gln

Thr

Arg

Asn

380

Pro

val

Glu

Leu

Thr

205

Thr

Glu

Gly

Cys

val

285

Glu

Phe

Leu

Val

Ser

365

Glu

Thr

Asn

Val

Ala

Arg

Gln

Thr

Ile

Arg

270

Ser

Asn

Asp

val

Phe

350

His

Tyxr

Leu

Gln

Pro

430

Leu

Asn

Asn

Gly

Glu

255

Pro

Leu

Asn

Ile

val

335

Ile

Ile

Tyr

Lys

Gln

415

Arg

His

Ile

Pro

Asp

240

Ile

Lys

Tyr

val

Leu

320

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Tyr

400

Leu

Pro

Asp



Pro

Glu
465

Ser

Leu

Phe

Tyr

Leu

545

Gln

Ile

Ser

<210> 42
<211> 594
<212> PRT

<213> Receptor P2X7 de panda

<400> 42

Pro

450

Thr

Cys

Cys

Arg

Gln

530

Arg

Asp

Arg

Pro

435

Pro

Thr

Cys

Lys

515

Asgp

His

Met

Arg

Tyr
585

Thr

Pro

Pro

Arg

500

Leu

Pro

Cys

Ala

Glu
580

Pro

Arg

Ser

485

Lys

Val

Leu

Ala

Asp

565

Phe
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Gly

Pro

470

Gln

Lys

Leu

Leu

Tyr

550

Phe

Pro

Gln

455

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala

535

Arg

Ala

Lys

440

Pro

Asgp

Pro

Gly

Arg

520

Leu

Cys

Ile

Ser

62

Glu

Ser

Glu

Ala

505

His

Asgp

Tyr

Leu

Gln
585

Glu

Pro

Ser

490

Cys

Ile

Val

Ala

Pro

570

Gly

Met Gln
460

Val Trp
475

His Arg

Ile Thr

Leu Gln

Agp Ser

540

Thr Trp
555

Ser Cys

Gln Tyr

445

Leu

Cys

Cys

Thr

Phe

525

Thr

Arg

Cys

Ser

Leu

Gln

Leu

Ser

510

Leu

Azn

Phe

Arg

Gly
590

Arg

Cys

Glu

485

Glu

Leu

Ser

Gly

Trp

575

Phe

Glu

Gly

480

Glu

Leu

Gln

Ser

560

Arg

Lys



Met Pro

Lys Val

Phe His

Lys Arg

Ala Cys

Leu Arg
20

Val Leu
35

Tyr Gln

Cys

Ile

val

Lys
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Ser

Gln

Phe

Lys

Trp

Ser

Ser

Glu

Lys

Thr

Tyr

40

Pro

63

Asp

Asn

25

Ile

Leu

Val

10

Tyr

Ser

Ile

Phe Gln

Gly Thr

Phe Ala

Ser Ser

Tyr

Ile

Leu

45

Val

Glu

Lys

30

Tle

His

Thr Asn

15

Trp Ile

Ser Asp

Thr Lys
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50 55 60

Val Lys Gly Ile Ala Glu Val Lys Ala Glu Ile Leu Glu Asn Gly Met
65 70 75 80

Lys Lys Met Val Ser Gly Val Phe Asp Thr Ala Asp Tyr Thr Phe FPro
85 20 95

Leu Gln Gly Asn Ser Phe Phe Val Met Thr Asn Phe Ile Lys Thr Glu
100 105 110

Gly Gln Gln Gln Gly Leu Cys Pro Asp Phe Pro Thr Arg Arg Thr Ile
115 120 125

Cys Ser Ser Asp Arg Gly Cys Lys Lys Gly Arg Met Asp Pro Gln Ser
130 135 140

Lys Gly Ile Gln Thr Gly Arg Cys Val Val Tyr Lys Glu Arg Leu Lys
145 150 155 160

Thr Cys Glu Val Ser Ala Trp Cys Pro Ile Glu Glu Val Glu Asp Ala
165 170 175

Pro Arg Pro Ala Leu Leu Asn Ser Ala Glu Asn Phe Thr val Leu Ile
180 185 1350

Lys Asn Asn Ile Asp Phe Pro Gly His Asn Tyr Thr Thr Arg Asn Ile
195 200 205

Leu Pro Gly Val Asn Ile Thr Cys Thr Phe His Lys Thr Gln Asn Pro
210 215 220

Gln Cys Pro Ile Phe Arg Leu Gly Asp Ile Phe Gln Glu Thr Gly Asp
225 230 235 240

Asn Phe Ser Asp Val Ala Tle Gln Gly Gly Ile Met Gly Ile Glu Ile
245 250 255

Tyr Trp Asp Cys Asn Leu Asp Gly Trp Phe His His Cys Arg Pro Lys
260 265 270

Tyr Ser Phe Arg Arg Leu Asp Asp Lys Thr Thr Asn Glu Ser Leu Tyr
275 280 285

Pro Gly Tyr Asn Phe Arg Tyr Ala Lys Tyr Tyr Lys Glu Asn Asn Val
290 235 300

64
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val

Ile

Ile

Pro

Arg

385

Val

Leu

Ser

Pro

Glu

465

His

Leun

Phe

Tyr

Arg
545

Lys

Phe

Gly

Leu

Cys

370

Lys

Ser

Gly

val

Thr

450

val

Cys

Cys

Arg

Gln

530

His

Arg

Gly

Ser

Ile

355

Phe

Gln

Phe

Lys

Asp

435

Pro

Thr

Leun

Cys

Lys

515

Glu

Cys

Thr

Thr

val

340

Asn

Lys

Ser

val

Ser

420

Phe

Ile

Pro

Pro

Arg

500

Leu

Bro

Ala

Leu

Gly

325

Ile

Thr

Cys

Glu

Asp

405

Leu

Thr

Pro

Arg

Ser

485

Lys

Val

Leu

Tyr
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Ile

310

Gly

Ser

Tyr

Cys

Pro

3%0

Glu

Gln

Asp
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Ser

470

Gln

Lys

Leu

Leu

Arg
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Lys

Lys

Tyr

Ser

Glu

375

Ile

Thr

Asn

Gln
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Ser

Leu

Ala

Ser
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535

Cys

Val

Phe

Phe

Ser

360

Tyr

Ala

His
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Ser

440

Pro

Asn

Pro

Gly

Arg

520

Leu

Tyr

65

Phe

Asn

Gly

345

Lys

Cys

Glu

Ile

Lys

425

Arg

Glu

Ser

Glu

Ala

505

Gln

Asp

Thr

Gly

val

330

Leu

Cys

Ala

Pro

Arg

410

Gly

Leu

Glu

Proe

Ser

490

Cys

Val

Gly

Thr

Ile

315

Ile

Ala

Cys

Val

Lys

395

Met

Glu

Ser

Met
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475

His

Ile

Leu

Agn

Trp
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Arg

Gln

Thr

Arg
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380

Pro

Val

Lys

Leu

Gln

460

Trp

Arg

Thr

Gln

Ser

540

Arg

Phe

Leu
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Ser

365

Glu

Thr

Asp
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Ser

445

Leu

Cys

Cys

Thr

Phe

525

Ser

Fhe

Asp
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Phe

350

Arg

Tyr

Leu

Gln

Gln

430

Leu

Phe

Gln

Leu

Ser

510

Leu
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Gly

Ile

Val

335

Ile

Ile

Tyr

Lys

Gln

415

Arg

Cys

Ser

Cys

Glu
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Glu
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Arg

Ser

Leu

320

Tyr

Asp

Tyr

Tyr

Tyr

400

Leu

Pro

Asp

Glu

Gly

480

Glu

Pro
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565

570

575
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Pro Tyr
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Trp
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Trp
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Leu

Ser

Lys

160

Ala



Pro

Lys

Leu

Gln

225

His

Tyr

Tyr

Pro

Glu

305

Val

val

Fhe

Pro

Arg

385

val

Leu

Arg

Asn

Pro

210

Cys

Phe

Trp
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Ile

Lys
425

Glu
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Tyr

Gly

Ile

330

Leu

Fhe

Ser

Pro

Arg

410

Gly

Asn

Tyr

His
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Leu
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Trp
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Met Thr Ala Cys Cys Ser Trp Asn Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn
1 5 10 15

Lys Ile Ile Trp Ile Gln Ser Lys Thr Tyr Gly Thr Ile Lys Trp Leu
20 25 30

Phe His Val Val Leu Phe Ser Tyr Ile Gly Phe Ala Leu Val Ser Asp
35 40 45
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Trp
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Phe

165

Leu

Asp

Asn

Phe

vVal

245

Asn

Arg

Phe
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ES 2656971 T3

Ser

Gln

Phe

Lys

Glu

70

Ser

Phe

Leu

Gly

Gly
150

Trp

Ser

Ser

Glu

55

Val

Ile

Phe

Cys

Cys

135

Arg

Asn

Val

Tyr

40

Pro

Lys

Phe

Val

Pro

120

Arg

Cys

73

Asp

Asn

25

Val

Val

Glu

Asp

Met

105

Glu

Lys

Val

Val

10

Tyr

Ser

Ile

Vval

Thr

90

Thr

Tyr

Gly

Val

Phe

Gly

Phe

Ser

Leu

75

Ala

Asn

Pro

Trp

Tyr
155

Gln

Thr

Ala

Ser

val

Asp

Phe

Thr

Met

14Q

Lys

Tyr

Ile

Leu

45

Val

Glu

Tyr

Leu

Arg

125

Asp

Gly

Glu

Lys

30

Val

His

Asn

Thr

Lys

110

Arg

Pro

Asn

Thr
15

Trp

Ser

Thr

Gly

Phe

a5

Thr

Thr

Gln

Gln

Asn

Val

Asp

Lys

Val

80

Pro

Glu

Leu

Ser

Lys
160



Thr

Pro

Lys

Pro

Gln

225

Tyr

Tyr

Pro

Glu

305

Val

Ile

Phe

Pro

Arg

385

val

Cys

Arg

Asn

Pro

210

Cys

Phe

Trp

Ser

Gly

290

Lys

Phe

Gly

Leun

Arg

370

Lys

Ser

Glu

Pro

Asn

195

Gly

Pro

Ser

Asp

Phe

275

Tyr

Arg

Gly

Ser

Ile

355

Cys

Lys

Phe

Val

Ala

180

Ile

Len

Ile

Asp

Cys

260

Arg

Asn

Thr

Thr

Thr

340

Asn

Thr

Tyr

Val

Ser

165

Leu

Asp

Asn

Phe

Val

245

Asn

Arg

Phe

Leu

Gly

325

Leu

Thr

Cys

Glu

Asp
405

ES 2656971 T3

Ala

Leu

Phe

Ile

Arg

230

Ala

Leu

Leu

Arg

Ile

310

Gly

Ser

Tyr

Cys

Ser

380

Glu

Trp

Gly

Pro

Ser

215

Leu

Val

Asp

Asp

Tyr

295

Lys

Lys

Tyr

Ser

Glu

375

Leu

Pro

Cys

Ser

Gly

200

Cys

Gly

Gln

Arg

Asp

280

Ala

val

Phe

Phe

Ser

360

Pro

Val

His

74

Pro

Ala

185

His

Thr

Asp

Gly

Trp

265

Lys

Lys

Phe

Asp

Gly

345

Asn

Cys

Glu

Ile

Ile

170

Glu

Asn

Phe

Ile

Gly

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile

330

Leu

Cys

Ala

Pro

Arg
410

Glu

Asn

Tyr

His

Phe

235

Ile

His

Ala

Tyr

Ile

315

Ile

Ala

Cys

Ala

Arg

395

Met

Ala

Phe

Thr

Lys

220

Arg

Met

Arg

Asn

Lys

300

Arg

Gln

Thr

Arg

Asn

380

Arg

val

Ala

Thr

Thr

205

Thr

Glu

Gly

Cys

Glu

285

Glu

Phe

Leu

val

Ser

365

Glu

Thr

Asp

Glu

val

130

Arg

Gln

Thr

Ile

Arg

270

Ser

Asn

Asp

Ile

Cys

350

His

Tyr

Leu

Gln

Asp

175

Leu

Asn

Asn

Gly

Glu

255

Pro

Leu

Asn

Ile

val

335

Ile

Ile

Tyr

Lys

Gln
415

Ala

Ile

Ile

Pro

Asp

240

Ile

Lys

Tyr

val

Leu

320

Tyr

Asp

Tyr

His

Tyr

400

Leu



Leu

Pro

Pro

Gly

465

Asn

Leu

Phe

Tyr

Leu

545

Gln

Ile

Ser

<210> 46
<211> 594
<212> PRT

<213> Receptor P2X7 de cobaya doméstica

<400> 46

Gly

Arg

His

450

Glu

Cys

Cys

Gly

Gln

530

Arg

Asp

Arg

Pro

Lys

Asp

435

Pro

Thr

Leu

Cys

Lys

515

Glu

His

Lys

Tyr
595

Ser

420

Phe

Thr

Ala

Pro

Arg

500

Leu

Pro

Cys

Ala

Glu
580

Leu

Thr

Pro

Arg

Ser

485

Arg

Val

Ala

Asp
565

Phe

ES 2656971 T3

Gln

Asp

Gly

Ser

470

Gln

Lys

Leu

Tyr
550

Phe

Pro

Asp

Leu

Gln

455

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala

535

Arg

Ala

Lys

Val

Ser

440

Ala

Gly

Pro

Gly

Lys

520

Cys

Ile

Ser

75

Pro

425

Lys

Glu

Cys

Ala

Ala

505

Pro

Asp

Tyr

Glu
585

Gly

Leu

Glu

Pro

Ser

490

Cys

Thr

Ala

Ile

Pro

570

Gly

Gln

Pro

Met

Asp

475

His

Val

Leu

Glu

Ala

555

Ser

Pro

Lys

Gln
460

Trp

Arg

Thr

Gln

Ala
540

Trp

Cys

Tyr

Ile

Ser

445

Pro

Cys

Cys

Thr

Phe

525

Thr

Arg

Cys

Ser

Pro

430

Phe

Leu

Gln

Leu

Ser

510

Leu

Thr

Phe

Arg

Gly
590

Arg

Leu

Ser

Cys

Glu

495

Gln

Leu

Ser

Gly

Trp

575

Phe

Pro

Asp

Glu

Gly

480

Glu

Leu

Leu

Gln

Ser

560

Arg

Lys



ES 2656971 T3

Met Pro Gly Cys Ser Cys Trp Asp Asp Val Phe Gln Tyr Glu Thr Asn
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Arg

150

Trp

Ser

Pro

Ser

Leu

230

Val

Asp

Asp

Ser

Glu

55

val

Leu

val

Pro

Lys

135

Cys

Cys

Sar

Gly

Cys

215

Gly

Gln

Lys

Asp

Tyr

40

Fro

Thr

Asp

Met

Glu

120

Lys

val

Fro

Ala

His

200

Thr

Asp

Gly

Trp

Lys

280

77

Ile

Val

Glu

Thr

Thr

105

Tyr

Gly

Val

val

Glu

185

Asn

Fhe

Ile

Gly

Ser

265

Ser

Ser

Ile

Glu

ala

20

Asn

Fro

Trp

Tyr

Glu

170

Asn

Tyr

His

Phe

Ile

250

His

val

Phe

Ser

Val

75

Asp

Tyr

Thr

Arg

Ser

155

Ala

Leu

Thr

Lys

Gln

235

Met

His

Glu

Ala

Ser

60

val

Tyr

Leu

Fro

Asp

140

Gly

val

Thr

Thr

Thr

220

Glu

Gly

Cys

Glu

Leu

45

val

Gly

Thr

Gln

Arg

125

Pro

Thr

Ile

Val

Arg

205

Lys

Ala

Ile

Arg

Ile
285

val

His

Gly

Leu

Thr

110

Thr

Lys

Thr

Glu

Leu

190

Asn

Asn

Gly

Glu

Pro

270

Leu

Thr

Ser

Val

Pro

95

Glu

Arg

Ser

Lys

aAla

175

Ile

Ile

Pro

Asp

Ile

255

Lys

val

Asp

Lys

Arg

80

Leu

Gly

Cys

Lys

Thr

160

Pro

Lys

Leu

Glu

Asn

240

Asn

Tyr

Pro



Gly

Lys

305

Phe

Gly

Leu

Trp

Lys

385

Ser

Gly

Thr

Ala

Asp

465

Cys

Cys

Gly

Gln

Tyr

290

Arg

Gly

Ser

Ile

Cys

370

Lys

Phe

Lys

Asp

Pro

450

Thr

Arg

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

Thr

Thr

Asn

355

Pro

Cys

Val

Ser

Phe

435

Ala

Ser

Pro

Arg

Leu

515

Pro

Fhe

Leu

Gly

Leu

340

Thr

Cys

Gln

Asp

Leu

420

Thr

Pro

Ala

Ser

Arg

500

Val

Leu

Arg

Ile

Gly

325

Ser

Tyr

Cys

Ala

Glu

405

Gln

Leu

Thr

Ser

Gln

485

Gly

Leu

Leu
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Tyr

Lys

310

Lys

Tyr

Ser

Lys

Thr

390

Pro

Tyr

Leu

Gln

Gly

470

Leu

Proc

Ser

Val

Ala

295

val

Phe

Phe

Ser

Pro

375

Val

His

Val

Ser

Leu

455

Asp

Bro

Gly

Arg

Leu

Lys

Phe

Asp

Gly

Ala

360

Cys

Glu

Ile

Lys

Lys

440

Glu

Ser

Lys

Pro

Pro

520

Asp

78

Iyr

Gly

Ile

Leu

345

Leu

Ala

Pro

Arg

Gly

425

Leu

Glu

Pro

Asp

Cys

505

Ala

Gly

Tyr

val

Ile

330

Ala

Cys

Ala

Lys

Met

410

Gln

Pro

Met

Glu

Ser

430

Ile

Leu

Glu

Arqg

Arg

315

Ser

Thr

Arg

Asn

Pro

395

Val

Lys

Thr

Gln

Trp

475

Arg

Thr

Arg

Ala

Glu

300

Phe

Leu

Val

Ser

Glu

380

Thr

Asp

Val

Ser

Pro

460

Cys

Cys

Thr

Gln

Thr

Asn

Asp

Ile

Phe

His

365

Tyr

Leu

Gln

Pro

Pro

445

Leu

Gln

Leu

Ser

Leu

525

Asn

Asn

Ile

Val

Ile

350

val

Tyr

Lys

Arg

Arg

430

Pro

Arg

Cys

Glu

Glu

510

Leu

Ser

Val

Leu

Tyr

335

Asp

Tyr

Tyr

Tyr

Leu

415

Pro

Asp

Arg

Gly

Glu

495

Leu

Leu

Gly

Glu

val

320

Ile

Phe

Pro

Arg

Val

400

Leu

Pro

Pro

Pro

Ser

480

Leu

Phe

Tyr

Leu
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530 535 540

Arg His Cys Ala Tyr Arg Cys Tyr Thr Thr Trp Arg Phe Gly Ala Gln
545 550 555 560

Asp Val Ala Asp Phe Gly Ile Leu Pro Ser Cys Cys Arg Trp Arg Ile
565 570 575

Arg Ser Glu Phe Pro Arg Ser His Gly Gln Tyr Ser Gly Phe Arg Cys
580 585 590

Pro Tyr

<210> 47

<211> 594

<212> PRT

<213> Receptor P2X7 de zarigleya gris de cuatro ojos (Monodelphis)

<400> 47

79



Met

Lys

Leu

Lys

Val

65

Leu

Val

Pro

Lys

Cys

Trp

Val

Cys

Leu

30

Lys

Asp

Met

Glu

Lys

130

Val

Pro

Ile

Ala

35

Tyr

Gly

Thr

Thr

Tyr

115

Gly

Leu

Cys

Arg

20

Ile

Gln

Ile

Ala

Asn

100

Pro

Lys

Tyr

Cys

Val

Val

Arg

Ala

Asp

Phe

Thr

Lys

Ser
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Ser

Glu

Phe

Lys

Glu

70

Tyr

Ile

Arg

Asp

Thr

Trp

Ser

Phe

Glu

35

Val

Thr

Ser

Arg

Pro

135

Thr

Met

Tyr

40

Pro

Lys

Ile

Thr

Thr

120

Leu

Gln

80

Asp

Thr

25

Val

Leu

Aszn

Fro

Glu

105

Leu

Ser

Lys

Ile

10

Tyr

Cys

Ile

Gly

Leu

80

Gly

Cys

Lys

Thr

Cys

Gly

Val

Ser

Aszn

75

Gln

Gln

Ser

Gly

Cys

Lys

Thr

Gly

Ser

60

Ser

Gly

Thr

Thr

Ile

140

Glu

Tyr

Leu

Leu

45

Val

Lys

Aszn

Gln

Asp

125

Gln

Val

Glu

Arg

30

Leu

Gln

Thr

Ser

Gly

110

Gln

Thr

Ser

Thr
15

Trp

Ser

Thr

Arg

Phe

95

Leu

Gly

Gly

Ala

Thr

Ser

Asp

Lys

Val

g0

Phe

Cys

Cys

Lys

Trp



145

Cys

Ala

His

Met

Asp

225

Ser

Trp

Arg

Arg

Phe

305

Asp

Gly

Thr

Cys

Glu
385

Pro

Ala

Asn

Phe

210

Ile

Glu

Phe

Thr

Tyr

280

Gly

Phe

Leu

Cys

Gly

370

Pro

val

Asn

Tyr

195

Hisg

Phe

Ile

His

Thr

275

Tyr

Ile

Ile

Ala

Cys

355

vVal

Lys

Glu

Fhe

180

Thr

Arg

Gln

Met

Ser

260

Ile

Lys

Arg

Gln

Thr

340

Arg

Asn

Pro

Gln

165

Thr

Thr

Thr

Glu

Ser

245

Cys

Glu

Glu

Phe

Met

325

val

Thr

Glu

Thr
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150

Glu

Val

Arg

Hig

Val

230

Ile

Arg

Ser

Gly

Asp

310

val

Phe

His

Tyr

Leu
390

Arg

Leu

Agn

Asn

215

Gly

Glu

Pro

Leu

Asn

295

Ile

Val

Ile

Val

Tyr

375

Lys

Asp

Ile

Ile

200

Pro

Glu

Ile

Lys

Tyr

280

val

Leu

Tyr

Asp

Tyr

360

Tyr

Tyr

81

Pro

Lys

185

Leu

Gln

Asn

Tyr

Tyr

265

Pro

Glu

val

Ile

Phe

345

Pro

Arg

Val

Arg

170

Asn

Pro

Cys

Phe

Trp

250

Ser

Gly

Lys

Phe

Gly

330

Leu

cys

Lys

Ser

155

Pro

Asn

Gly

Pro

Ser

235

Asn

Phe

Tyr

Arg

Gly

315

Ser

Ile

Cys

Lys

Phe
395

Ala

Ile

val

Ile

220

Asp

Cys

Arg

Asn

Asp

300

Thr

Thr

Asp

Lys

Cys

380

Val

Leu

Asp

Asn

205

Phe

Val

Asn

Arg

Phe

285

Leu

Gly

Leu

Thr

Ala

365

Glu

Asp

Leu

Phe

190

Ile

Arg

Ala

Leu

Leu

270

Arg

Ile

Gly

Ser

Tyr

350

Cys

Thr

Glu

Ile

175

Pro

Thr

Leu

Val

Asp

255

Asp

FPhe

Lys

Lys

Tyr

335

Ser

Glu

Ile

Pro

160

Ser

Gly

Cys

Gly

Gln

240

Ser

Asp

Ala

Ala

Phe

320

Phe

Ser

Pro

Glu

His
400



10

Ile

Ala

Lys

Pro

Gly

465

Pro

Gly

Arg
545

Ile

Gln

Len

<210> 48
<211> 576
<212> PRT

Arg

Gly

Leu

Glu

450

Lys

Glu

Pro

Ala

Asp

530

Tyr

Len

Asp

Glu

Lys

Gln

Ser

435

Glu

Len

Gly

Cys

Thr

515

Ala

Ile

Pro

Gly

Val

Glu

420

Pro

Met

Lys

Thr

Ile

500

Len

Ala

Asp

Ser

Lys
580

Asp

405

Val

Pro

Gln

Trp

Arg

485

Thr

Arg

Thr

Trp

Cys

565

Tyr
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Gln

Pro

Pro

Len

Cys

470

Cys

Thr

Phe

Leu

Arg

550

Cys

Thr

Len

Arg

Gln

Len

455

Cys

Leu

Ser

Ile

Asn

535

Phe

Arg

Gly

Len

Pro

Pro

440

Lys

Cys

Glu

Ala

Len

520

Asn

Gly

Trp

Phe

<213> Receptor P2X7 de dorada (Sparus aurata)

<400> 48

1

82

Len

Arg

425

Gly

Asp

Gly

Glu

Len

505

Len

Arg

Ser

Met

Lys
585

Gly

410

Arg

Met

Arg

His

Leu

490

Phe

Tyr

Leu

Glu

Ile

570

Ser

10

Lys

Asn

Asp

Pro

Cys

475

Cys

Glu

Gln

Arg

Asp

555

Arg

Pro

Ser

Phe

Pro

Ser

460

Arg

Cys

Glu

Glu

Arg

540

Met

Asp

Ser

Leu

Thr

Ser

445

Pro

Pro

Arg

Leu

Pro

525

Cys

Ala

His

Pro

Gln

Asp

430

Pro

Pro

Ser

Arg

Val

510

Len

Ala

Gly

Phe

Tyr
590

Glu

415

Len

Ala

Ser

Gln

Lys

495

Len

Len

Tyr

Phe

Pro

575

Thr

15

Val

Ala

Gly

Gln

Len

480

Gly

Ser

Glu

Glu

Ala

560

Lys

Phe

Met Pro Cys Cys Gly Leu Arg Gly Leu Arg Gln Tyr Glu Thr Asn Lys
5



Leu

Asn

Lys

Lys

65

Tyr

val

Trp

Asp

145

Lys

Phe

Ile

Cys

Ile

225

Gly

Val

Gly

Tyr

50

Gly

Ser

Ile

Ile

Asp

130

Val

Arg

Thr

Arg

Gln

210

Ala

Val

Gln

Phe

35

Gln

val

Gly

val

Gly

115

Gln

Ser

Gly

Val

Arg

135

Arg

Arg

Ile

Arg

Ile

20

Ile

Glu

Ala

Pro

Thr

100

Arg

Gln

Lys

Asn

Leu

180

Asn

Val

Glu

Gly

Cys
260

Gln

Leu

Phe

Gln

Ser

85

Lys

Leu

Ser

Lys

Pro

165

Ile

Ile

Asn

Ala

Ile

245

Leu
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Ser

Leu

Asp

Thr

70

His

Asn

Cys

His

Thr

150

Pro

Lys

Leu

Asp

Gly

230

Leu

Fro

Val

Phe

Leu

55

Leu

Asp

Gln

Arg

Gly

135

Cys

Arg

Asn

Pro

Ser

215

Glu

Ile

Lys

Arg

Ile

40

Val

Gly

Lys

Lys

Thr

120

Ile

Glu

Pro

Asn

Thr

200

Leu

Lys

Lys

Tyr

83

Leu

25

Cys

Val

Asp

Asn

Gln

105

Asp

Gln

Val

Ala

Ile

185

Met

Cys

Phe

Trp

Ser
265

Gly

Ile

Ser

Met

Ser

S0

Gly

Lys

Thr

Ser

Leu

170

Arg

Asn

Pro

Ser

Asp

250

FPhe

Ser

Met

Ser

Val

75

Phe

Lys

Asp

Gly

Ala

155

Leu

Phe

Gly

Ile

Glu

235

Cys

Arg

Met

Met

val
&0

Trp

Fhe

Cys

Cys

Ser
140

Irp

Ala

Pro

Ala

Fhe

220

Met

Asn

Arg

Lys

Leu

45

His

Asp

val

Pro

Gly

125

Cys

Cys

Ala

Ala

Tyr

205

Arg

Ala

Leu

Leu

Trp

30

Trp

Thr

val

val

Glu

110

Arg

val

Pro

Ala

Phe

190

Lau

Leu

Val

Asp

Asp
270

Ser

Asn

Lys

val

Thr

95

val

Gly

Ile

Ile

Glu

175

Asn

Ser

Gly

Glu

Trp

255

Glu

Leu

Arg

Val

Asp

80

Asn

Leu

Ala

Ser

Glu

160

Asp

Phe

Ser

Asp

Gly

240

Leu

Lys



Glu

Tyr

Gly

305

Phe

Leu

Val

Asp

Ile

385

Ala

Val

Pro

Ala

Glu

465

Leu

Leu

Ser

Ser

Asn

290

Ile

Ile

Thr

Glu

Lys

370

Arg

Ala

Leu

Pro

Trp

450

Leu

Phe

Tyr

Leu

Asn

275

Thr

Arg

Gln

Thr

Val

355

Gln

Leu

Ser

Ser

His

435

Cys

Cys

Gly

Arg

Arg
515

Arg

val

Phe

Leu

Met

340

Gly

Lys

val

Val

Leu

420

Glu

Lys

Cys

Gln

Asp

500

His

Thr

Asgn

Asp

Ile

325

Leu

Gln

Cys

Lys

Gln

405

Leu

His

Cys

Arg

Leu

485

Pro

Cys
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Leu

Gly

val

310

Ile

Ile

Asn

Ile

Arg

330

Pro

Gln

Lys

Asp

Gln

470

Val

Len

Ala

Tyr

Val

295

Met

Tyr

Asp

Tyr

Leu

375

Ser

Arg

Ser

Pro

His

455

Ser

Leu

Ser

Tyr

Pro

280

Glu

Val

Ile

Trp

Ser

360

Cys

Gln

Lys

Gly

Asp

440

Cys

Ala

Ser

Ser

Arg
520

84

Gly

Glu

FPhe

Gly

Leu

345

Glu

vVal

Lys

Glu

val

425

Pro

Thr

Gly

His

Leu

505

Gln

Leu

Arg

Gly

Ser

330

Ile

Lys

Ser

Lys

Asp

410

Gly

Lys

Pro

Pro

Ser

490

Ala

Tyr

Asn

Thr

Gln

315

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ser

395

Thr

Ala

Gln

Ser

Cys

475

Leu

Asp

Ile

Phe

Leu

300

Ala

Leu

Thr

Val

Ile

380

Leu

Gly

Asn

Lys

Ser

460

Ile

Leu

Ser

Arg

285

Tyr

Gly

Ser

Ser

Glu

365

Asp

Gln

His

His

Pro

445

Val

Thr

Glu

Gly

Trp
525

Tyr

Lys

Lys

Tyr

Cys

350

Ala

Glu

Asp

Leu

Asp

430

Cys

Pro

Ser

Ala

Gln

510

Arg

Ala

Ala

Phe

Tyr

335

Tyr

Val

Asn

Val

Arg

415

Ala

Arg

Gln

Ser

Val

495

Ala

Phe

Lys

Phe

Ser

320

Ala

Ser

Gln

Asn

Lys

400

Ala

Gln

Pro

Glu

Pro

480

Leu

Ala

Gly
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Val Pro Pro Asn Asp Thr His Pro Val Ile Pro Ser Cys Cys Val Trp
530 535 540

Arg Val Arg Glu Glu Tyr Pro Ser Pro Asp Gly Gln Tyr Ser Gly Phe
545 550 555 560

Arg Pro Val Arg Ile Val Ser Met Gln Ala Cys Thr Asn Gly Glu Lleu
565 570 575

<210> 49

<211> 596

<212> PRT

<213> Receptor P2X7 de pez cebra (Danio rerio)

<400> 49
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Met

Val

Gly

Tyr

Gly

63

Val

Ala

Glu

Lys

Val

145

Pro

Pro

Lys

Val

Gln

50

Val

Val

Thr

Ile

Gly

130

Lys

Ile

Cys

Ile

Ile

35

Glu

Ala

Asp

Asn

Leu

115

Phe

Leu

Glu

Val

Lys

20

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Ala

100

Pro

Ser

Glu

Asn

Leu

Ser

Asp

Ile

Ser

85

Ile

Asn

Asp

Ile

Lys
165
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Leu

Val

Phe

Phe

Thr

70

Gly

Val

Gly

Gln

Leu

150

Lys

Asn

Lys

Ile

Val

55

Leu

Pro

Thr

Lys

His

135

Lys

Asn

Leu

Leu

Cys

40

Val

Pro

Ser

Lys

Leu

120

Ser

Lys

Pro

86

Cys

Gly

25

Ile

Ser

Glu

Gln

Asn

105

Cys

His

Thr

Arg

Glu

10

Ser

Met

Ser

Val

Gly

Gln

Arg

Gly

Cys

Pro
170

Tyr

Len

Met

val

Gly

75

Lys

Lys

Thr

Val

Glu

155

Ala

Asp

Lys

Len

Thr

60

Asp

Asn

Gln

Asp

Gln

140

val

Len

Thr

Trp

Trp

45

Thr

Val

Ser

Gly

Lys

125

Thr

Thr

Len

Gln

Thr

30

Asn

Lys

Val

Fhe

Asn

110

Asp

Gly

Ala

Ala

Lys
15

Len

Lys

val

Trp

Fhe

95

Cys

Cys

Ala

Trp

Ala
175

Leu

Asn

Glu

Lys

Asp

80

Val

Ala

Glu

Cys

Cys

160

Ala



Glu

Asn

Lys

Arg

225

Ala

Leu

Leu

Arg

Phe

305

Gly

Ser

Gly

Glu

Asp

385

Gln

Ser

Asn

Tyr

Gly

210

Leu

Val

Asn

Asp

Phe

290

Lys

Lys

Tyr

Cys

Ala

370

Glu

Glu

Mat

Phe

Ile

195

Cys

Gly

Glu

Arg

Glu

275

Ala

Met

Phe

Tyr

Tyr

355

val

Asp

Thr

Lys

Thr

180

Arg

Ile

Asp

Gly

Phe

260

Lys

Arg

Tyr

Ser

Ala

340

Ser

Gln

Asn

Lys

Thr

Val

Arg

Tyr

Ile

Gly

245

Phe

Glu

Tyr

Gly

Ile

325

Ile

Lys

Asp

Leu

Pro

405

Leu
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Mat

Asn

His

vVal

230

vVal

His

Ser

Ser

Ile

310

Ile

Thr

Glu

Arg

Arg

390

Leu

Leu

Ile

Ile

Arg

215

Ala

Ile

Ser

Asn

Thr

295

Arg

Gln

Thr

Ala

Glu

375

Val

Ser

SBar

Lys

Leu

200

Tyr

Glu

Gly

Cys

Arg

280

val

Phe

Leu

Ile

Lys

360

Glu

val

Leu

val

87

Asn

185

Ser

Lys

Ala

Ile

Leu

265

Thr

Asn

Asp

Ile

Phe

345

Gln

Cys

Lys

His

Leu

Asn

Glu

Asn

Lys

Gln

250

Pro

Leu

Gly

Val

Ile

330

Leun

Asn

FPhe

Lys

Gln

410

Gln

Ile

Met

Pro

Glu

235

Ile

Lys

Tyr

val

Met

315

Tyr

Asp

Tyr

Leu

Ser

385

Arg

Cys

Arg

Lys

Tyr

220

Lys

Asn

Tyr

Pro

Glu

300

Val

Ile

Trp

Thr

Cys

380

Arg

Lys

Gly

Phe

Asp

205

Cys

Phe

Trp

Ser

Gly

285

Gln

Phe

Gly

Leu

Glu

3€5

Val

Lys

Asn

Gln

Bro

190

Thr

Pro

Ser

Asp

Phe

270

Leu

Arg

Gly

Ser

Ile

350

Arg

Ser

Lys

Glu

Ser

Ala

Asp

Ile

Glu

Cys

255

Arg

Asn

Thr

Lys

Thr

335

Gly

Lys

Phe

Arg

Leu

415

Arg

Phe

Phe

Phe

Met

240

Asp

Arg

Phe

Leu

Ala

320

Leu

Thr

Fhe

val

Leu

400

Ala

Ser



Glu

Leu

Glu

465

Gly

Arg

Arg

545

Pro

Gly

Glu

Pro

Ser

450

Thr

Pro

Arg

Ser

His

530

Trp

Ser

Thr

Val

Val

435

Ser

Thr

Ala

Cys

Val

515

Glu

Arg

Cys

Tyr

Asn
595

420

Gln

Arg

Gln

Glu

Ile

500

Leu

Glu

Phe

Cys

Arg

580

Arg

Asn

His

Ser

Thr

485

Thr

Glu

Ser

Gly

Ile

565

Gly
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Gly

Azn

Ser

470

Leu

Ser

Azn

Gln

Asgp

550

Trp

Leu

Gln

Gly

455

Ser

Gln

Ser

Ala

Leu

535

Ser

Arg

Arg

Ser

440

Arg

Pro

Glu

Pro

Leu

520

Arg

Thr

Ile

Ser

88

425

Gly

Gln

Thr

Gln

Ile

505

Phe

His

Pro

Arg

Phe
585

Gly

Azn

Trp

Leu

490

Phe

Phe

Gly

Arg

Ala

570

Gln

Pro

Cys

475

Cys

Ser

Val

Ala

Asgp

555

Glu

Val

Ile

Asgp

460

Gln

Cys

Ser

Asgp

Tyr

540

Ala

Tyr

Ile

Val

445

Thr

Cys

Arg

Leu

Pro

525

Ala

Leu

Pro

Thr

430

Asp

Pro

Gly

Ile

510

Leu

Gln

Pro

Ser

Ser
580

Glu

Leu

Ser

Lys

485

Val

Ala

Phe

Val

Pro

575

Gln

Asn

Leu

Cys

480

Lys

Ser

Glu

Ile

Ile

560

Asgp

Thr
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo entero o un fragmento del mismo que incluye un dominio variable que se une a un receptor P2X7
no funcional que se expresa en un animal de compaiiia, para su uso en la minimizacién de la progresion de un
cancer en el animal de compaifiia, en el que el animal de compafiia es un perro.

2. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o
fragmento del mismo trata el cancer en el perro.

3. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el anticuerpo o
fragmento no se une a receptores P2X7 funcionales.

4. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el
que el anticuerpo o fragmento del mismo se obtiene a partir de antisuero policlonal.

5. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el
que el anticuerpo o fragmento del mismo se genera frente a un antigeno que es xenogénico para el sistema
inmunitario en el que se genera.

6. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el
que el antigeno es xenogénico para el perro.

7. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el
que el anticuerpo o fragmento del mismo es xenogénico para el perro.

8. Un anticuerpo entero para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
anticuerpo entero se forma en el perro proporcionando un inmundgeno en el perro en forma de un receptor P2X7 no
funcional o un fragmento de un receptor P2X7 no funcional que es capaz de inducir en el perro una respuesta
inmunitaria frente a un receptor P2X7 no funcional.

9. Un anticuerpo entero para el uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que el perro ha recibido un sito de unién
a antigeno no propio para el tratamiento del cancer, en el que el sitio de unién a antigeno no propio que recibe el
perro para el tratamiento del cancer no se une a un receptor P2X7 no funcional o fragmento del mismo.

10. El anticuerpo entero para el uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el perro no tiene sitios de unién a
antigeno no propios detectables en circulacion.

11. El anticuerpo entero para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el perro no
tiene un cancer detectable.

12. El anticuerpo entero para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que el perro ha
desarrollado una respuesta inmunitaria frente a un sitio de unién a antigeno no propio.

13. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
el que el cancer es uno de hemangiosarcoma, mesotelioma metastasico, osteosarcoma, linfoma, mastocitoma,
carcinoma de células escamosas, carcinoma mamario, melanoma, fibrosarcoma o sarcoma de tejidos blandos.

14. El anticuerpo entero o fragmento para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
el que el sitio de unién a antigeno del anticuerpo o fragmento se une al epitopo E200 del receptor P2X7 canino.

89



ES 2656971 T3

Figura 1 (SEQ ID NO: 1)

- MPACCSCSDV FQYETNKVTR IQSMNYGTIK WFFHVIIFSY VCFALVSDKL
YQRKEPVISS ’

61 VHTKVKGIAE VKEEIVENGV KKLVHSVFDT ADYTFPLQGN SFEVMTNFLK
TEGQEQRLCP

121 EYPTRRTLCS SDRGCKKGWM DPQSKGIQTG RCVVHEGNQK TCEVSAWCPI
EAVEEAPRPA

181 LLNSAENFTV LIKNNIDFPG HNYTTRNILP GLNITCTFHK TQNPQCPIFR
LGDIFRETGD

241 NFSDVAIQGG IMGIEIY WDC NLDRWFHHCR PKYSFRRLDD KTTNVSLYPG -
YNFRYAKYYK

301 ENNVEKRTLI KVFGIRFDIL VFGTGGKFDI IQLVVYIGST LSYFGLAAVF
IDFLIDTYSS

361  NCCRSHIYPW CKCCQPCVVN EYYYRKKCES IVEPKPTLKY VSFVDESHIR
MVNQQLLGRS

421 LQDVKGQEVP RPAMDFTDLS RLPLALHDTP PIPGQPEEIQ LLRKEATPRS
RDSPVWCQCG :

481 SCLPSQLPES HRCLEELCCR KKPGACITTS ELFRKLVLSR HVLQFLLLYQ
EPLLALDVDS

541 - TNSRLRHCAY RCYATWRFGS QDMADFAILP SCCRWRIRKE FPKSEGQYSG
FKSPY : ‘

90



ES 2656971 T3

-—

: Cew TCoid : i1 PR P BIgSD Z9d
mm>mQNMOMMMZSqEEHUH@EAH>@24&3%JWOQx>mMHzbmx@kﬂ>muq|ZAA>UmE|-u- . MUMHOQ

95 AT EDAMMNMTAKIDIITTI IONTSMIRS O THASOTUATHNLIAOUTOUTOODAN- - - - eXenbrIey
LS TATNADATAASTIOAIARIIATYITSMETIOAINSIANT AMILAAND IAEMSIDIMM - - - eXeqon
LS AdTNUOLWEALATYAS TASAATTHTAMATLOANYSO I LANNLIADIAQAMISODN - - - oCoucn
L6 AdENADATAASATEASARSIATAHTAMA TLOANASOT TUANNLIAOIAANMSDIOVAM - - - ounoep
LS AdEINDXMAASATYADT ASSTAAHATMN T LOALNSOIMI INNLITADIAANMSIOYLIN - - - oTTeqED
LS TdEAUDANAASATYA TARSIATTHO TMH I LOANASO T ¥ LAMNLEADAAANMSODN AN - - - epues
LS TADDOANAASIIVAS TASIATAHA TMN T LOANLSDT ¥ TANNIAADAATAMS DDV - - - wnwod 19Tl
LS ASTAUDATIASATUASARSIATAHIIMITIOANWSOTELANNLIIADA AUSD SO0V - - T ooumen
LS AdEANDATAASATEASARSIATAHS AMH TLOANHSOTULANLIAADAATSOSIOVAN- - -

LS ADENHOATAUSATYADARSAT TAHAIMA LIOANNSD ¥ LANNLAADIAASDSIIVAN- - - mo:mmwwum

65 AJTHEDATACSATYAS IASIAINHTAMIALDANLSOTMLANNLAAGTAQNMS DDWEDTD -
T e

I

91

$S TADANCATIASWIVAD TAID IV T TAANATVOTHLSHIH TANYS - -~ -~ - NASOTHHAL e3ey
LS Ammmemem>HqEHUHwb¢H>OhHmzm>U>JG>W&&MHA&&WN?Z&bD%E;UEdDZ- OTTod
SS >m>MwamMOHHAMhUDMQHbmmHHALxqbwqm>m0HmHMM&Bw%DmUQ4m||Hmiﬁiwmmﬁ Sp Te3luSpIODO rURYH
56 TSMIMOAMMIOLITSIDAIATADALIDOATIOTIASOI AN LSAAIDAVT- -1 1LN- Seun Sp BUBDTIFR BURY

Z1°0°¢ TYLsnNID 4od serousnoes op o[dI3[RU OJUSTWESUT Y

7 en3rg



ES 2656971 T3

_8IT DAD

. e s s = s . P

R LT T x al ¥ ¢ Ta oxami’ xx¥

80T OAONALAIVNLYAAASNMDOSIDSAAAAAMANTDATI - -- - - - - TLIAVADAANLIASSA
SO0T OAONALATANIAAIISNNAHSIOSAAANTMANADT-~~--~--~--- LOYADYANLHASSA
60T OLODALSIINIWAIZISND -0Td ILAQYIATAYL - ~MSNON - ~ - - ~MATYIONAALOASS T

STT ¥ICOTLOTANLWAIISND ~-OTdTLAAYLATANOASHAAD - DAATIIATVNONANSHASS I
9TT HATOILATANLWAIASNY -0 1dd LAAYLIAA ISONIMDIADNIATATHASY T ONANLHASS T
91T OAVOIALATANLNNAISND -C1dd LAYWAAASOAMILOONANT DINATYION INSHASS T
917 OF0OILATINIHAIISND -01dd LAY LAIASOANIAYOSTT IATHATVIONANLHASS T
91T OD0DILAIININALSNO-01dd LAY LA AD SAKINHWONT TITIATYIONANLHASS I
911 OFODIALATINLMAIASND ~0TddLAAVLAIAHEA T MAAONIA TTINATYION AN LHASS T
911 DADODILATINLWAIISND -0Td S LAAYIAIASHADDIADNIA TAMINTYIONAN LHASS T
91T DADDILATINIWAIISND -0TdI LAQYIAIASHATIAAONIATTINATYIONANLHASS T
Umwx>%ZPz>hhmzwuoqmmF?D¢thHwmwﬂxhbwﬂmBbZWBbMﬂHUEkaIbmmH
&5

€117 DADDISATANLAAIISND -OTATLAAYLAA IOHATALADDILANALAGYADI AN LHASS T

vOT OIONZELYIINLANIASUNLOLd ILAHYYAMIT -~~~ -~~---~-- AAHYADATLAYASSL
£0T OUDQILAAINLAAAISADDISIALATYLAMIY -~~~ -~~~ ~- -~ SAYAYIOAANLHASSI

£0T OWODALAAINLIAIISADOISAALAIYLAMIY -~ -~ ~-~----— SHYAVAONAALHASSI

BIQD Zdg
epexoq
elenbraey
efeqo)
olauo)
ounoep
oTTRqRD
epueq
unuwod T3TL
00BORH
goueduty)
uojey

eaey
oTTod

SBUN 8P TEJUSPTOOO BUERY
seyn sp BUEDTIFE BUERY

"JU0d 7 eIngiq

92



ES 2656971 T3

rrrt Cames Pa o oaawiata 0 oxt o2 ox # P
WWH‘mzxMZmHm034F>NU&MMqHNJM>DGUFObU:mIODmmOMmUDMQHMUAMUZQJHmiuzw
59T ANSUNITIDMYSATOLINSAASIADSOLOIDHSOOAMYONDODMIALYDTIDIETATIOND
69T YOHIDAAdOMYSATILAOLLSATADNDLOIONSTEMIONYIDOALSITIHELAATEDTO
GLT VIIAYIAAIIMYYATOLALIDSAAADESLOIONSHITEMONIODEASSOALId LAdATADTD
9LT VAAYYIIdOMYSATILAONON ANDEOLDIONSOJANMONEODHASSOTLYYLdAZdDTYH
9.1 DAZIYAIAdOMIAATILXORENAHIDEDLD IOA SEIOTMOMADDUASSI TLYALIATIDTD
9LT WAFAVAIdOMYSATILAONDAAAIDYOLOIDY SOdAWMONNDDYASSOTLANLIAIIOTE
9.1 VATATAIdDMYSATILATHEN AAADEDLD IONSOIAWHONNODUAS SO I LY ELAIAIDTO
94T VAZAYATdOMYSATILAONONXAADYOLDIDUSOATWMONHIONASSITLUULIATIDTD
9L YIOAYIIdOMYSATILNANOAXAASHOLITION SOITWMONNODIAS SO TLHELIAIIOTY
9LT YAIAYATAIMYSATILAONDIAAADIYOLDION SOAAWMOMIDDEASSOTINEIAAAIOTE
8.1 YAMATALIOMYSATDINALNARIADEOLIION SOAAWMODIDNIASSOOVIEEdATdDTL

g o

i

LT YAIDIFYAOMYA IIILNDAOUAL IDUOLOIDN SOJANMON IDDOASHION OYSd AT T
?9T dUAIOOAIOMYN I FDINHLINAHADNDLOADNSHAIATOAYOSHASSOIVAYLdARdDLA
Z91 HHU|wmme34m>mUP¥aHmzmZHUmOPOHUZmOmndJUMMU>DDMWOHonmadmmuzm
291 BBO:mm>&bZ¢m>&U&MAHZZhZHUﬁUHOHUZMO&QdJU&MUHQQMmUHaxommqmmuzm

ST

BIQRO 2Z3d
epeIOoQ
ehonbraey
ehAeqo)
olsuo)
ounoep
oTTeqe)
epueq
unuwod 13Ty
oorORK
gouedurty)
uoIey

. B3Ry
oTTed

seun ep TRIUSPTOOO BUERY
SBUn 9p BUEDTIFR BURY

“JU0d 7 'IN31J

93



ES 2656971 T3

rrxxEyp : ' : tat tx Ta Txmxxiaxiil 17 ylgy BIQOD Zed

22 DTH4IdOAANAAYHAIDONIALMIWASTINIGE I ANA YA U THNA THALA NEVYITYdNE - . epexoq

EZZ OTEJIADTSANAYNO - ~DSSTAVONWLATININ T ANIYAI W I NN I TALIAT VYV TIVA G elenbraey
52¢ DTEIIdODANHIYHANDLI - - - ~NADTINYLIANHDIIAINNI I TALANYYS I ITYd¥d eleqo)
1€Z DTY4IdOFdNALNHALOSY - - - - NIOJTINYLL ANHOAIHANN T TALINIYSSTIVANT . olauo)
2tz D1¥AIdODINOINHALDSI - - - - N19dd INSLLANHOJIA INNI I TALINIYS OTTYAdd ) ounoep
2€Z DTHATIODdAULNHALILL - - - ~NIDdTINILLANEOd I TN T TALINIYSATTIYAEd . oTTEqR)
ZE€Z DTHATADOANDINHALILI - - - -NIDd TANI LLANHOAAA TN T TALANIYSNTTYA dd epueq
T€Z OTHITODANOINHALILI - - - ~NADATINILLANHOI AT NN ITALANIYSNTIYANd unuoo TITY
€8T DTEIIdO0ANOIMHALILI - - - - N'I9d 1IN LLANHOdIAI A I TALINTY SN T TYdud ’ oomom.ﬂ
TET DTHATIEDOANDINHALILL - - - -NTOAT INILLANHOAAA INND T TIALINIYSNTTYA ¥ soueduTy)

2eZ DTHAIdOOINDINHALOLI - ~ ~ - NI9dTINILLANHOdIAI NN TTALINAYSNTTVIEG

uojey

627 OTHITADDANMINHALDST - - - - NWOJTINALLANHOdIA TN T TALANTY SHTTIANd eley
022 OTHIIGOTAVLANNANDSL- - - - NIMdSINDALANALAAHTINNN I IALIAIASSHTAYAAL o114
812 DTHAIJOTAVEAMAAIOSA - - - - NANAT INAALINIYVIHINNA LTALINIVSTTAVIAd Seun sp TejuspIodo euey
812 OTHAIJOTAVIAYAAIOSA- -~ - NANG TININLANAYVAH INAM I'IALINIYSATAYANG Seun ep euUBDTIJE BUBRY

"Juod 7 emgig

94



ES 2656971 T3

Py tpxmrra’y ¥ Salaly oy o atii v lgtliatio % iy BIQEO 284

962 TOdATLANSE -AIQTUHASANITISHIAJUNTADAMNIDIDI ADOFAYHESININVAYAIA ) epeaoq
282 THdATIYNSE -HIATHHISANTONOWTIMATINIAMA T TIOIADDINYNISINIOVEAVIA efsnbraey
$82 ADdATSIILL-HOATIAIS ANAUISHAMSUTINONMATIT SWIASOAVAASANIDAZOATA ekeqo)
06Z ADAATIZIAAS -HAATIRISAAIIOHHSMATINDAMNI AT OWIDDODAVAQSANADVEDAIA olauop
162 ADdATSANYL-HNAATINISANdEIUHAMIATNOAMATAIOWIDDUAYAQSANADIHYA Id ounoep
162 ADdATSHEYYL-Y¥AATINASAAdEIHHANIATNDAOMALATIOWIDODIVAGSANADLEDA 14 OTTEqED
162 ADdASSISYL-NOAATIHISANJIOHHIAMIATNOAMATATONIDODIVAASAHADLAAATA epueq
162 ADAATSANIL-YAATENIS ANIUOHHAMOATNOAMATATONIOODIWAQSANAOLABAIA Unwoo T3TI
16Z ADdATSANLL |MDqummmhxmmummh3modZUQEHNHOZHUUOH¢>mm.m,ZDUHMthQ ’ oomomz
162 ADdATSANLL-MAATINISAAIEOHHIMIATNDIMATAIONIDODIVAQSANADIEAAIA soueduTy)

162 ADAATSANLII A TIHASANdYOHHAMAATNDOMAIFIONIOODIVAASANAOLIENATIA ) -
SAYAYDOHHSMSATNDAMAIZION I ODOAVAALINIOVHEOIIT

[S [T

uojey

A9dATSANLA ~NAATHYISANAODHHSMSAINIAMATH I ONTODOAYAALANIDTROI 1A ejey
A9dA - -0LYL-AATTIHISAEdSOAASMSATADAMATIIVI TODNAVHESINTAYIOTIA oTTed
LLZ THAATHAAAA -MAATIEISAHAEDNAYTISATADAMNIAIDIADDTAVADSANIOVIYTIA SeUn sp TejuspTod0 euey
LLZ TOHAATSIANA - LA TIEIDAHAAINAETAATADAMNI IIDIADDTAYADSINIDOVIUTIC Seyn Sp BuEDTIFE BUERY

JU0d 7 B3I

95



ES 2656971 T3

SHE
THE
£5€
65€
0SE
05t
0S¢
oSt
0s€
osg
ose
zse

LeE
LEE
LEE
LEE

. e amesa .

Pt iett ot EE ¥ieT xle Caxxlal ¥ o x o » Piaeiers
dILLIVAASTLSOIAILTOIISANOVADIARNATIY IDAMNAITLYOIAON -ALSAYVAHIN
TRLLTYAASTLSDIAILTIOIASANOVODINARACII T DA DI ATIHNATAON - ALNAN YA HAN
AALVTOIASTLSOI AAAND IAQANODLOANTIAIA I DI TTAUNTAND - TH XA UYI EAN
AALYTOdASTLESDIAAITSIIAANODLOANTIAIANDANA T TLAATANN - FHAAATATIN
QALVIO4dASTLSOIAATITOI IAANODLOIATIAI A IDAM T TIMATANN - IHAAAYAEAN
AALVTOJASTLSOI AALITOITIAINODLOANTICI I IDAVA I TLANALNN - AN A XANYAHIN
ATLYIOIASTLSOAIAITOITIAANDDOLOIATIAAY IDANA T TINATANN - TIAANVAHIN
ALY IDAASIASOIANYIOIANAN DD LOAATIAIA I DANN T TIANTANN - DN XAAVAHIN
SALYIDAASTLESOT AANTOTI TAANDDLOINTIAAYIDAAN ITIMNTANN - DI AANYALIN
AALYIDAASTLEDI AANTOIIAANDDIDANTIAIHIDAAN TTIANTANN - DI XAENYAHAN
AALYIDAASTLSOIAANTOI IQANDOLOINTICIAIDIAN I TLAATANN - INAANYAHAN
OALYIDAASTLSOI AAATOIIAINDOLOIATIAIY I DAV I TL M FANN - DM ARAVAYIN
= ol K

s o f wan
s

IVTOJASTLSDI AANTOI TAIADOLOINTIAIIADAVA ITLAATHON - A A RNV ATAN
ILAVIDAAVILSOIALATEITASODONDINTATAY IDAYAITLAOALOAd TAAHAYIHIS
YISYOOJASTOSOI ATV TIATNANODWOANCIQIY IOAVATTINLAADAS LARAUVIAIN
YASYODAASTOSOTATYTATINAOOOLOAND IAIY IDAYA ITLALILOHYID AAUYAHAN

BIQID 284
epexoq
elenbraey
evheqo)
olauo)
ounoep
oTTEqED
epueq
unuod T3TL
oorORK
goueduTy)
uojey

ejey
OoTT®ed
Seun sp TejUSPTOOO euURY

Seun 9p BUEDTIJE BURY

‘Ju0d 7 vangij

96



ES 2656971 T3

HE x K b

08¢ OT40EF---------- HAOAYTANHTLANONCENSADOLD ==~ - =~ - -~ - --- - ITMAaT

9LE DTIOND-====-~--- AAVAYIANNES ANOOAHASAIS LY ==~ == ===~ --=- -~ 1TMar
€6€ ANTLAN---------- dAZTLEOMNEARAANADDAIDTHIDI AAHLIDDLSSALATTAAT
66¢ ANTLIA---------- JIALYOIHUARAINYVOAADDIOMAAAHS YD TYSSALNIT4AT
00y AATIHY---------- dEATSEAANYHAZANYVOFTDIDLOYAATIHSYDONS SALNITIAT
00% AATLYL-------~--- dAAISARNMAARRINAYIIODDYOMIAAHSUDIANSSAINT TWA T
00% ANTLAN---------- dEAISHEONUNYARAINASIAIDIANOIIAISSHOINSSALNITAAL
00% ANTLdM---------~ dEYIdIsONUARATNAYOATIONADJATNSHODASSALNITIAL
00% AMTLAA---------- dEATSTONNURARAINANDGUO NOMAATHSYDONS SALNITAAL
00% ANTLAM---------- JEAISAMNYARAINANDIOOONOMA AT HSYDANSSALINT TIAT
00%F AMTLAN~~-=-=~---- dEATSTINNURARXINAADADIONOMAAT HSEDONSSALAITAAL

|||||||||| JIWI SHONHIRAAINALOIIDO O AdANDSHDAVSSALNITIAT

GRS L —— AEATIINNHARAINAYIGAI DY OSI AN SHIDLSYALNT ITAT
SLE TIADE--=-=-==-~-dNIALIANNE TANEDADINDISSD - - - - - -~ - NATHAOWAT
98E ANTOSTAHIANNDYALIOAANTANYAARANTASHYNIIIE - - - - - = - = = - =¥ ATOI L4 AT

t8E AATHWVATHYI- - ~-SASIDd ILAANEAAARATASHYNIODS - - -~ ===~ ==~ NA¥OIIAAI

BIQED 2z3d
epexoq
elanbraey
ekeqo)
olauo)
‘OUNOBA
oTTRqRD
epueg
unuod  TITY
0OBORR
goueduty)
uojey

ejey

oTTod

Seun sp TeJUSPTIOO0 euey
Seun sp BUBRDTIFE BURY

"JU0d 7 BINSI

97



ES 2656971 T3

¥ : : Tkt

6EF OUZOPQWmmmOOUGADmJAEmemAQZEmOEJmdmthoquxmw;xxbbmAZQMDbmmD

24 B OSOTTSTAVITHOLAZN HADASYWANADTSANDS - MMATIATNNEATASA
I A dan9ddddd STV IALINGN A UATDOVATOTSHOTTIDAANETHATAALS A
0S% ~------- d¥dd-ddSIdTASTILIALIdYAANDOANXDTISHOTTIDCANI THATAAISA
1Sy --------dHdd-TISTdTASTALITEIG Y IADOAAADTSHOTIDDCANE THARAAIS A
I6p ------- ~ddSA-HISTHIMSTAYAATOd Y TAN EONAYD IS LOTTAANANE IDdIAAISA
TGh -------= AHAQ-0TSTdTISTALIGASIIdAA TONACOTSUOTIODAANITHS IAALS A
8% -------- dLda-ITSTSTISTALIAASAIDMITONANDTSAOTIODAANII HIAAAISA
ISy --------dddq-HIVIdTISTALIANdJIE AT DOAAAD TH AT IOONANS THSITAISA
I8 -------- dddd-ATEIdTESTALIANYd AT DONAAD TSI T THONAWI THSEAAISA
ISP ~=--=--~-- ddLd~HIVIdTISTALIANYdYIAZDOAAAD TSYOTIODNAWS THSAIAISA

€5% -------- ddSd-HTSTSTSTASIANOIIINEOONAADTSHOTTODAAWI I HIAAAISA
2 : ; olala i {5t &m%ﬂq

LN L

8¥¥ -------- ddSH-HTS TS TS TITAALOIYdATODIAADTSHOTTOOANNM L HEZAAIS A
v --—------ AINSHESODLMAARSHA - - dHAFI I SOFYNDTS - LATdWAITIIHIMAAASA
e ----- — - MAAHSAADHVELATS - -YHADIHODS VAN TS -DISNTAAWTIAERNANISA
0EF =-=-------- AONHSMIDNVALAYS - - YFIDI AADSYIOTS - ONTHOAAWTIATNAAISA

BIQED Z9d
epexoq
elenbraey
ekeqo)
olauo)
ounoeA
OTTEqED
epueg
unued 131L
ODROEBR
goueduTy)
uojey

‘muwm.
OTTod

seyn p TEIUSPTODO BUERY
SBUn Sp BUEDTIFE BURY

"JuU0d 7 BIN31

98



ES 2656971 T3

0§

rreaiy 2t Tx wx

¥6F TADDTOE----- OTLAYANISHIDOMIA SSSOLLATTd LAINDYONHISSINITATTOOS

0LY DEDOTEHE----- DAASSALOHADMOMYANDIANDN - - - ~dUdAHEHddOYTHNYOA - - - - =
S6F YUIDTIZTOULDAITOSIUOHIODOMATADDOSd - - - - - dSAAMITIONAIAOYdS--- - -
006 UHIDTIFTIASEAA TOSJYDSO0DOMIASADSY--- -~ SLAJ IR TADWARTOLAY - - - ~ -
105 WADDTAFTOUHS YA TOSATONDOOOMAAODESH - - - - - Y139451d0WaavindL -~ - - -
106 NEDOTAATIHONAITOSATONDIDOMAdDQESN - - - - ~THAZASTIDIFAd0DdI---- -
105 M¥ODTIFTOYHSHATOSATONDOOOMHI STAHA - - - - ~ dLAFISTTIOIQadODdL- -~ - -
106 MUOOTANTIONHSEATDSATOHDOOOMAA SNSSH - - - - ~d LAZESATONIRA0DET - - - - -

106 NADDTIFFTOYHSHATOSATISOODOMAL STHA T
T0S NADDTIFTIYHSHATISATOSDO0OMAd SAUSH
106 AADDTIFIDUHSIATOSATOSOOOOMAISCUSYE

HADDTARTHTAAOAA TASATONDOOIOMS SADSH
£ ¥l R

Gt T 3 2 MR %
g6F HAIDTITTTAUNIITOSATONDIDOMAd SAESE - - = - ~dAVIIOTIONAHADDGT - - - - -
L9F NAODICH----- HHAOYADDUDOIOMAdONLS - -- -~~~ 55SOLTdYTISOYYOH- -~ - -
T4y THODICH----- FAOLAGIOANDNDMYAdTLL -~ -- -~ SSOUIT-HNELO-~----~-~~

89F TEDDICH----- HTHLLNIOANDAOMYddTWY - -~ -~~~ SYDAIT-YWINT - -~--~-~--~

BIQED Z9g
epexoq
elenbraey
eleqo)
olauo)
ounoep
oTTeqE®D
epueq
unuiod T3TL
ooroRR
gouedutyd
uo3ey

mum%
oT110d

seun Sp TRIUSPTIOOO BURY
Seun ep BUEBDTIFE BURY

Ju0d 7 vIndiq

99



ES 2656971 T3

P P L E A S, BIQED Z9g

1SS SUDJUMYTAOVAVOHUTOSE - - -FHTAVTIIAAI A TYNITASHSATISS A IdSSLIDUONN epexoq
625 A-DIMSIADYAYCHYTSYYOOUAVISSTAAYATIAYITTISHSTATOOETdSSLIdoYS elenbraey
PSS -SOJEMAT AT AYOYE TENNTIVYARNI TTIdZOATT I ATV STATI TS TYS LLI D 99N eARqOD
€55 -VOIUMLLADYAYOHYTOSNIYADATATIIZ0ATTTION VS S TATADITASLLI DE9dD olsuo)
095 -SOJ¥MYIADYAYCHETOS LIVAVATY TTdE0ATTTANTLANSTATADATOS LLADYDAN ounoea
095 - SDJIUMYLASAAVOHI TYSNYSAYATATIIIOAD T TAO TH NN STATANA TS LLT D¥DAH oTTRqR)
09S - SOIYMLYADIAYOHYTOSNLSAYATATIAIN AT TTAOTANY STATINEAAAS LL I OWOIDT epueg
€55 -SOIAMILADUAYOHATYS - SSNOATATIAIOATTTAD IAOUSTATH IAd IS LL T OYOWH unmoo 13T
¢os - mwmmsadwum»«.ummaomz.wmnzuﬁqmno.ﬁqqmoﬂmm STATHYATISLLIIOVOAN ’ oomomz
035 -SOJUMIVADHAYOHETASNLSAAQTYTIdA0 AT T TIO TAHYS TATH A TESLL T VO S —
095 -SOJMMIVADY AYOHITISNLSANTTY TIA0ATTTADTAHI S TATH I TES LI TOVOIH ’ :

295 - SOTAMIVAD mMEEE.EmzammquﬁqmoomﬂgqaqpamquxqumaEmemz , uoIEd

3 e L g A AT el o - ;- 7
- SATIMLYASEAYOHITASNIVIADA TV T Td A0 ATTTTOTYIESTAINSA TISLLIDODAA Be3ey
9zs - mw..mmZIHhOvTﬁd.HmmqOm.zmWIOHADAthMmJgZﬂBQNmHPJOﬂmnﬁ.ﬂ.H_HBHUOUNM oTTod
625 ¥ODAUMITANOAVADN QI -SEILA- - STANAADAVARTYMINTATANAWILALIO000S - Seyn op Te3juspIdDdO eury
9C5 MOOAUMAARADAVARATHANSTIALN - - STANAAD IYAFTSTUNTAT SNAWALALIDADIH SBeun op BueDTIFE BURY

"Ju0d 7 eInsij

100



Figura 2 cont.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tinicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

WO 2003020762 A [0013]

WO 2002057306 A [0013] [0156] [0157]
WO 2010000041 A [0013] [0156] [0157]
WO 2011075789 A [0013]

AU 2002000061 W [0091]

AU 2002001204 W [0091]

AU 2007001540 W [0091]

AU 2007001541 W [0091]

AU 2008001364 W [0091]

AU 2008001365 W [0091]

AU 2009000869 W [0091]

AU 2010001070 W [0091]

WO 2009033233 A [0156] [0157]

US 5500161 A [0177]

AU 2010904080 [0207]

AU 2011902626 [0207]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcion

Remington’s Pharmaceutical Sciences. Mack Publishing Co, 1980 [0105]
ALLISON. Dev. Biol. Stand., 1998, vol. 92, 3-11 [0177]
UNKELESS et al. Annu. Rev. Immunol., 1998, vol. 6, 251-281 [0177]
PHILLIPS et al. Vaccine, 1992, vol. 10, 151-158 [0177]
BAYLOR et al. Vaccine, 2002, vol. 20, S18 [0177]
RIBI et al. Immunology and Immunopharmacology of bacterial endotoxins. Plenum Publ. Corp, 1986, 407
[0177]
e GHOCHIKYAN et al. Vaccine, 2006, vol. 24, 2275 [0177]
COOPER et al. Vaccine, 2004, vol. 22, 3136 [0177]
PAYNE et al. Vaccine, 1998, vol. 16, 92 [0177]
CAO et al. Vaccine, 1992, vol. 10, 238 [0177]
KATZ et al. Vaccine, 2000, vol. 18, 2177 [0177]
MBWUIKE et al. Vaccine, 1990, vol. 8, 347 [0177]
KREUTER et al. J. Pharm. ScL, 1981, vol. 70, 367 [0177]
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