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Composiciones y procedimientos de uso para anticuerpos terapéuticos contra la proteina 6 relacionada con
las lipoproteinas de baja densidad (LRP6)

DESCRIPCION
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a LRP6. La invencién se refiere mas
especificamente a anticuerpos especificos que son antagonistas de LRP6.

Antecedentes de la invencion

La via Wnt/B-catenina regula diversos procesos bioldgicos durante el desarrollo y la homeostasis tisular mediante la
modulacion de la estabilidad proteica de la B-catenina (Clevers y col., (2006) Cell 127: 469-480; y Logan y col.,
(2004) Annu. Rev Cell Dev. Biol 20: 781-810) En ausencia de sefalizacion de Wnt, la B-catenina citoplasmatica se
asocia con el complejo de destruccion de la B-catenina que contiene muiltiples proteinas, incluida la coli de la
poliposis adenomatosa (APC), la axina y la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3). En este complejo, la B-catenina es
fosforilada constitutivamente por GSK3 y degradada por la ruta del proteasoma. La sefial de Wnt se transduce a
través de la membrana plasmatica a través de dos receptores distintos, el receptor de la serpentina Frizzled y la
proteina transmembrana Unica LRP5 o LRP6. Las proteinas Wnt estimulan el ensamblaje del complejo de
sefalizacion Frizzled-LRP5/6 e inducen la fosforilacion de los motivos PPPSPxXS citoplasmicos de LRP5/6 mediante
la GSK3 y la caseina quinasa |. La LRP5/6 fosforilada se une a la axina e inactiva el complejo de degradacion de la
B-catenina. La B-catenina estabilizada entra en el nucleo, se une a los factores de transcripcion de la familia TCF y
activa la transcripcion.

El dominio grande extracelular de LRP5/6 contiene cuatro regiones de propulsor 8 de tipo YWTD, seguidas cada una
por un dominio de tipo EGF y el dominio de LDLR. Cada regién de propulsor contiene seis motivos YWTD que
forman una estructura de propulsores 3 de seis hojas. Los estudios bioquimicos sugieren que las proteinas Wnt
interaccionan fisicamente con Frizzled y LRP6 e inducen la formacion del complejo de sefalizacion Frizzled-LRP6
(Semenov y col., (2001) Curr. Biol 11, 951-961; y Tamai y col., (2000) Nature 407, 530-535). Ademas de las
proteinas Wnt, el dominio grande extracelular de LRP5/6 se une a multiples moduladores de Wnt secretados,
incluyendo el antagonista de Wnt DKK1 y eclerostina (SOST) y el agonista de Wnt R-espondinas.

La regulacion alterada de la via de sefalizacion de Wnt se ha relacionado con muchas enfermedades humanas. La
via de sefalizacion Wnt/LRP5/6 desempefia un papel importante en la homeostasis y la regeneracion del tejido. La
sefializacion de Wnt promueve la formacion de hueso al aumentar el crecimiento y la diferenciacion de los
osteoblastos (Baron y col., (2006) Curr. Top. Dev. Biol 76:103—127). Gain—of—function mutations of LRP5 (Boyden y
col., (2002) N. Engl. J Med 346:1513-1521; Little y col., (2002) Am. J Hum. Genet. 70:11-19; Van Wesenbeeck y
col., (2003) Am. J Hum. Genet. 72: 763-71) y mutaciones de pérdida de funcion del antagonista de Wnt SOST
(Balemans y col., (2001) Hum. Mol Genet. 10: 537-543; Brunkow y col., (2001) Am. J Hum. Gineta. 68: 577-589)
ambos conducen a enfermedades de masa désea alta. La sefializacién de Wnt también es critica para la homeostasis
del epitelio intestinal al mantener el estado proliferativo de las células madre en la cripta intestinal (Pinto y col.,
(2005) Biol Cell 97: 185-196). La sefializacion de Wnt también es critica para la reparacion y regeneracion del rifion
(Lin SL PNAS 107: 4194, 2010). Ademas, las mutaciones en los componentes de la via, tales como APC y -
catenina, se han asociado con canceres humanos. Estudios recientes sugieren que la sobreexpresion de las
proteinas Wnt y/o el silenciamiento de antagonistas de Wnt, tales como DKK1, WISP y sFRP, promueven el
desarrollo y la progresion del cancer (Akiri y col., (2009) Oncogene 28:2163-2172; Bafico y col., (2004) Cancer Cell
6:497-506; Suzuki et al, (2004) Nat Genet. 36:417-422; Taniguchi y col., (2005) Oncogene. 24:7946-7952; Veeck y
col., (2006) Oncogene. 25:3479-3488; Zeng y col., (2007) Hum. Pathol. 38:120-133). Ademas, se ha implicado a la
sefializacion de Wnt en el mantenimiento de las células madre del cancer (Jamieson y col., (2004) Cancer Cell 6:
531-533 y Zhao y col., (2007) Cancer Cell 12: 528-541).

Por consiguiente, existe la necesidad de agentes que antagonicen la sefializacion de Wnt a nivel extracelular como
terapia para enfermedades asociadas con una sefializacion de Wnt candnica aberrante.

El documento WO 2009/056634 describe moléculas de union agonistas o antagonistas de LRP6 (por ejemplo,
anticuerpos o fragmentos Fab), y su uso para facilitar o inhibir la sefializacion de la via Wnt, respectivamente. De
forma similar, el documento WO 2009/064944 describe anticuerpos anti-LRP6 y fragmentos de unién a antigeno de
los mismos, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden tales anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno. Binnerts y col., (Mol Biol Cell. 2009 Aug; 20 (15): 3552-60) identifican el primer dominio de propulsor de
LRP6 como un nuevo dominio regulador de la union de DKK1 a LRP6 y muestran que se puede usar un anticuerpo
monoclonal contra este dominio para modular esta interaccion.

Sumario de la invenciéon

La invencidn proporciona anticuerpos contra LRP6 (por ejemplo, monovalentes, bivalentes) y procedimientos para
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producir anticuerpos contra LRP6 que inhiben la ruta de sefalizaciéon de Wnt canénica. Los anticuerpos contra LRP6
de la invencion se unen al dominio 1 de propulsor B y bloquean las Wnt dependientes del propulsor 1, tales como
Wnt1, Wnt2, Wnt6, Wnt7A, Wnt7B, Wnt9, WntlOA, WntlOB. La invencién se basa en el sorprendente descubrimiento
de que los anticuerpos contra LRP6 diferencian los ligandos de propulsor 1 y propulsor 3 en dos clases separadas y
se unen a epitopos distintos del objetivo LRP6. Ademas de los ligandos de Wnt, se espera que los anticuerpos
contra el propulsor 1 de LRP6 inhiban la interaccion con otros ligandos de union al propulsor 1 (por ejemplo,
eclerostina, DkkI).

Especificamente, la invencion se refiere a un anticuerpo aislado o a un fragmento del mismo frente una proteina 6
relacionada con lipoproteinas de baja densidad (LRP6), en el que dicho anticuerpo o fragmento (i) se une a la region
propulsora 1 de LRPS, (ii) inhibe especificamente la sefializacién de Wnt dependiente del propulsor 1 y (iii) tiene una
constante de velocidad de disociacion (Kp) de menos de 5x10° M, DETERMINADA usando resonancia de plasmon
superficial, en el que dicho anticuerpo o fragmento comprende una regién variable de cadena pesada CDR1 de SEQ
ID NO: 1; una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 2; una region variable de cadena pesada
CDR3 de SEQ ID NO: 3; una region variable de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 4; una regién variable de
cadena ligera CDR2 de SEQ ID NO: 5; y una regién variable de cadena ligera CDR3 de SEQ ID NO: 6, en el que el
anticuerpo o fragmento es monovalente o bivalente.

La invencién también se refiere al uso de este anticuerpo o fragmento como medicamento o en el tratamiento de un
cancer que expresa LRP6.

La invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende este anticuerpo o fragmento y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencidon también se refiere a una composicidon que comprende este
anticuerpo o fragmento para su uso en el tratamiento de un cancer que expresa LRP6 en un sujeto.

En realizaciones especificas, la invencion se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una region variable de cadena pesada idéntica a la SEQ ID
NO: 14 y una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una region variable de cadena
ligera idéntica a la SEC ID NO: 13. La invencion también se refiere a un vector que comprende dicho acido nucleico.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico que muestra la determinacion mediante FACS de la CEsp de Fab seleccionados en células
PA1, células U266 y células Daudi, y los correspondientes datos de expresion de ARNm (A) e inactivacion de LRP6
por ARNhc y los correspondientes datos B de expresion de ARNm;

Las Figuras 2A-L son graficos que muestran la actividad de fragmentos Fab anti-LRP6 en células HEK HEK293T/17
(ensayo de genes indicadores) que expresan ligandos de Wnt1 o Wnt3A. Los datos muestran que los Fab anti-LRP6
bloguean selectivamente la sefializacion Wnt1 o Wnt3;

La Figura 3 muestra los valores de reactividad cruzada de anticuerpos frente al propulsor 3 1 y al propulsor 3 3 anti-
LRP6 3 para humanos, ratones y monos cinomolgos;

La Figura 4 es un grafico que muestra la expresion transitoria de diversos ligandos de WNT en células HEK293T/17
STF (ensayo de genes indicadores) y tratamiento con anticuerpos anti-LRP6, que muestra la inhibicion de la
actividad de WNT particulares basados en la unién/bloqueo de anticuerpos a regiones propulsoras 8 especificas de
LRP6;

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra que la conversion de Fab a IgG da como resultado la potenciacion
de la sefial del ligando de Wnt no bloqueado;

La Figura 6 es una transferencia Western que muestra la inhibicién selectiva del objetivo de LRP6 en sistemas
celulares;

La Figura 7 es un grafico que muestra una sola dosis i.v. de un anticuerpo contra LRP6 que se une a la region
propulsora 3 1 a 5 mg/kg en un roedor;

La Figura 8A es una tabla que muestra genes en tumores MMTV-Wnt1 que fueron regulados por aumento > 2 veces
en relacion con el control t = 0 con un valor P ajustado de <0,01 y la Figura 8B es una tabla que muestra genes que
fueron regulados por disminucién> 2 veces en relacion con el control t = 0 con un valor P ajustado de <0,01 8 horas
después de la administracion de una dosis unica de MOR08168 (5 mg/kg) a ratones portadores de tumores MMTV-
Whnt1;
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La Figura 9A es un grafico que muestra mAb contra el propulsor 1, pero no contra el propulsor 3, provoca la

regresion tumoral iz Vivo en el modelo MMTV-Wnt1. La Figura 9B es un gréafico que muestra el efecto de diferentes
dosis del mAb contra el propulsor 1 sobre el crecimiento del modelo de tumor MMTV-Wnt1;

La Figura 10 es un grafico que muestra que los mAb contra el propulsor 3 pero no contra el propulsor 1, provocan la
inhibicion del crecimiento tumoral en un modelo MMTV-Wnt3;

La Figura 11 es un grafico que muestra que los mAb contra el propulsor 3 pero no contra el propulsor 1 provocan la
inhibicién de la actividad Super Top Flash inducida por Wnt3A en células PA-1 in vivo;

La Figura 12 es una figura que muestra regiones protegidas con disolvente de LRP6 PD3-4 por MOR06475 por HDx
MS (A) y que las mutaciones de residuos especificos dan como resultado la pérdida de union de scFv MOR06475

)

La Figura 13 es un esquema que muestra las regiones propulsoras (3 de LRP6;

La Figura 14 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE que muestra que todas las moléculas de scFv se expresaron
y purificaron con éxito a partir de E. coli

La Figura 15 A-D es un ejemplo esquematico de anticuerpos multivalentes. (15A) scFv scFv unido al extremo C-
terminal de la IgG completa (15B) scFv scFv unido al extremo N-terminal de Fc (15C) scFv scFv unido al extremo C-
terminal de Fc (15D) scFv scFv unido a los extremos N y C terminal de Fc;

La Figura 16 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE que muestra el scFv de IgG anti-LRP6 biparatopico
purificado en condiciones no reductoras (calle 1) y reductoras (calle 2);

La Figura 17 muestra la actividad en el ensayo de STF de un anticuerpo biparatdpico y las partes componentes
respectivas por separado;

La Figura 18 muestra la actividad en el ensayo de STF de las comparaciones de la longitud del enlazador en las
moléculas de scFyv;

La Figura 19 es una tabla que muestra la actividad de unién a un anticuerpo biparatépico;

La Figura 20 muestra la actividad de un anticuerpo biparatopico y un anticuerpo Prop3 pero no un anticuerpo Prop1
en un modelo de cocultivo de células L PA-1/Wnt3a;

La Figura 21 es un grafico que muestra una comparacion entre dosis i.v. de un anticuerpo contra Prop1 de LRP6 y
un anticuerpo biparatépico contra Prop1/3 a 5 mg/kg en un roedor;

La Figura 22 es un grafico que muestra que los anticuerpos tanto contra el propulsor 1 como biparatépicos contra los
propulsores 1/3 causan la regresién tumoral iz Vivo en el modelo;

La Figura 23 es un grafico que muestra la relacion dosis-respuesta de un anticuerpo biparatépico de unién a Prop1/3
en el modelo;

La Figura 24 muestra que la diferenciacion de tumores mamarios murinos es inducida por anticuerpos antagonistas
contra LRP6. A-B) Se implantaron fragmentos de tumores MMTV-Wnt1 por via subcutanea en ratones atimicos. Los
ratones portadores de tumores se ftrataron con una dosis Unica de PBS (control) o 5 mg/kg de scFv
MORO081681gGILALA 6475. A) Imagenes representativas de la tinciéon con rojo oleoso O para lipidos. B)
Cuantificacion de la tincién con rojo oleoso O. El grafico representa los valores de la media + SEM. n = 4 en el grupo
de 72 horas, n = 3 en el grupo de 24 horas, n = 2 en el grupo de 5 dias y n = 1 para PBS (control);

La Figura 25 es un grafico que muestra la actividad del anticuerpo biparatdpico de unién a Prop1/3 en el modelo de
xenoinjerto de MDA-MB231 negativo para E-Cadherina;

La Figura 26 muestra la afinidad y la cinética de union de scFv MOR08168, MOR06475 y MORO08168IgGILALA 6475
contra PD1/2 y PD3/4 de LRP6 recombinante. A) Tabla resumen de las afinidades y las tasas de
activacion/desactivacion determinadas mediante el analisis Biacore. B) Curvas de union representativas de las
moléculas anti-LRP6 para los dominios correspondientes del receptor de LRP6, PD1/2 y PD3/4. C) Union secuencial
de LRP6 PD1/2 y PD3/4 a scfv MOR08168IgG1LALA 6475;

La Figura 27 muestra un dibujo esquematico de anticuerpos biparatépicos basados en IgG;
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La Figura 28 son fotografias de geles de SDS-PAGE que muestran la optimizacion de la expresion de scFv anti-
LRP6 en E. coli;

La Figura 29 es una tabla que muestra el efecto de mutaciones unicas en ScFv MOR06475 en Tm;
La Figura 30 es una tabla que muestra el efecto de mutaciones unicas en ScFv MOR08168 en Tm;

La Figura 31 es una tabla que muestra el efecto de mutaciones dobles en ScFv MOR08168 sobre Tm en material
expresado en sistemas tanto bacterianos como de mamiferos;

La Figura 32 es una tabla que resume las actividades de unién y funcionales de versiones de tipo salvaje y con

mutaciones Unicas/dobles de ScFv de MOR06475 Y MORO08168s en ELISA, afinidad de Proteon y ensayos de gen
indicador STF;

La Figura 33 es una ilustracion de ejemplos seleccionados de las mutaciones disefiadas. En todas las figuras, la
cadena principal de la proteina se representa en un diagrama de cinta, mientras que las cadenas laterales
seleccionadas se representan como barras. (a): en el modelo de homologia de scFv6475, VH:137 esta cerca de dos
residuos aromaticos, que eran VL:F98 y VH:W103. (b) En el mutante VH:I37F de scFv6475, VH:F37 y VH: W103
podria formar una interaccion de apilamiento pi-pi perpendicular, mientras que VH: F37 y VL: F98 podrian formar
otra interaccion de apilamiento de pi-pi perpendicular. (c) En el modelo de homologia de scFv8168, el residuo
hidréfobo VH: V33 esta cerca de un residuo polar VH: N100a. (d) En el mutante VH: V33N de scFv8168, la cadena
lateral VH: N33 podria formar un enlace de hidrogeno con VH: N100a, sugerido por la modelizacién de homologia. El
enlace de hidrogeno entre los dos residuos se ilustra mediante un enlace. (e): En el modelo de homologia de
scFv8168, el residuo cargado VH: K43 no formd un puente de sal con el residuo hidréfobo VH: V85. (f): Las dos
cadenas laterales cargadas de VH: K43 y VH: E85 podrian formar un puente de sal debido a la mutacion VH: V85E
en scFv8168. La distancia entre los dos grupos de carga podria ser 2-61 A y

La Figura 34 es una tabla que muestra mediciones de termoestabilidad de los anticuerpos biparatépicos.
Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Para que la presente invencién pueda entenderse mas facilmente, primero se definen ciertos términos. Se exponen
definiciones adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

La frase "respuesta inmunitaria" tal, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la accién de, por
ejemplo, linfocitos, células presentadoras de antigeno, células fagociticas, granulocitos y macromoléculas solubles
producidas por las células anteriores o el higado (incluyendo anticuerpos, citoquinas y complemento) que da como
resultado un dafo selectivo, destruccion o eliminacion del cuerpo humano de patdgenos invasores, células o tejidos
infectados con patdgenos, células cancerosas o, en casos de autoinmunidad o inflamacion patoldgica, células o
tejidos humanos normales.

La frase "via de transduccion de senal" o "actividad de sefalizacion”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a una relacion causal bioquimica generalmente iniciada por una interaccion proteina-proteina, tal como union
de un factor de crecimiento a un receptor, que da como resultado la transmisiéon de una seinal de una parte de una
célula a otra parte de una célula. Para LRP6, la transmision implica la fosforilacion especifica de uno o mas residuos
de tirosina, serina o treonina en una o mas proteinas en la serie de reacciones que provocan la transduccion de
sefiales. Los penultimos procesos tipicamente incluyen acontecimientos nucleares, lo que da como resultado un
cambio en la expresion génica.

La frase "via de sefializacion Wnt", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la via Wnt candnica en la
que los miembros de la familia Wnt de ligandos proteicos secretados se unen a un complejo receptor de LRP y
Frizzled (FZD), permitiendo que la B-catenina se traslade al nucleo, interaccione con los factores de transcripcion
LEF/TCF y active la expresion del gen diana. La via de sefializacion Wnt puede medirse usando un ensayo de gen
indicador Wnt u otra medida de sefializacion dirigida a Wnt (por ejemplo, fosforilacion de LRPS6, estabilizacion de B-
catenina y translocacion nuclear, proliferacion/supervivencia celular) como se describe en el presente documento.

La frase "via de sefializacion Wnt1" se refiere a una via Wnt candnica que se activa mediante la interaccién de LRP6
con el ligando Wnt1 y la clase de ligandos de unién a Wnt1, tales como Wnt2, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt9a, Wnt10a
o Wnt10b.

La frase "via de sefalizaciéon Wnt 3" se refiere a una via Wnt candnica que se activa mediante la interaccion de
LRP6 con el ligando Wnt3 o Wnt3a.
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El término LRP6 se refiere a LRP6 humana, tal como se define en el nimero de acceso NP002327.

El término "anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos completos que
interaccionan (por ejemplo, mediante unién, impedimento estérico, estabilizacion/desestabilizacion, distribucion
espacial) con un epitopo de LRP6 e inhiben la transduccion de sefial. Un "anticuerpo" de origen natural es una
glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una region variable de cadena pesada (abreviada en el
presente documento como VH) y una region constante de cadena pesada. La region constante de cadena pesada
esta compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una regién variable de
cadena ligera (abreviada en el presente documento como VL) y una regiéon constante de cadena ligera. La region
constante de la cadena ligera esta compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y V| se pueden subdividir
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad
(CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL
esta compuesta por tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxi en el
siguiente orden. FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
pueden mediar la union de la inmunoglobulina a tejidos o factores del huésped, incluidas diversas células del
sistema inmunolodgico (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema de complemento
clasico. El término "anticuerpo” incluye, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos camelizados, anticuerpos quiméricos, Fv monocatenarios (scFv), Fv ligados a disulfuros
(sdFv), fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), y anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld) (que incluyen, por ejemplo,
anticuerpos anti-ld para anticuerpos de la invencion) y fragmentos de uniéon a epitopo de cualquiera de los
anteriores. Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo (por ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por
ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) o subclase.

Tanto las cadenas ligeras como las pesadas se dividen en regiones de homologia estructural y funcional. Los
términos "constante" y "variable" se usan funcionalmente. A este respecto, se apreciara que los dominios variables
de ambas partes de la cadena ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento y la especificidad del
antigeno. Por el contrario, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3)
confieren propiedades biolégicas importantes, tales como secrecion, movilidad transplacentaria, unién al receptor Fc,
union al complemento y similares. Por convencion, la numeracion de los dominios de la region constante aumenta a
medida que se vuelven mas distales del sitio de union al antigeno o del extremo amino del anticuerpo. El extremo N
es una region variable y en el extremo C es una region constante; los dominios CH3 y CL en realidad comprenden el
extremo carboxi de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

La frase "fragmento de anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una o mas partes de un
anticuerpo que retiene la capacidad de interaccionar especificamente (por ejemplo, mediante unién, impedimento
estérico, estabilizacion/desestabilizacion, distribucion espacial) con un epitopo LRP6 e inhibir la sefial de
transduccion Los ejemplos de fragmentos de unién incluyen, pero sin limitacion, un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; un fragmento F(ab),, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; un fragmento Fd que consiste
en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un uUnico brazo de un
anticuerpo; un fragmento dAb (Ward y col., (1989) Nature 341: 544-546), que consiste en un dominio VH; y una
region determinante de la complementariedad aislada (CDR).

Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, se pueden
unir, usando procedimientos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite formarse como una
sola cadena de proteina en la que las regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas
como Fv monocatenario (scFv); véase, por ejemplo, Bird y col., (1988) Science 242: 423-426; y Huston y col., (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 5879-5883). Dichos anticuerpos monocatenarios también estan destinados a entrar dentro
del término "fragmento de anticuerpo”. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales
conocidas por los expertos en la técnica y los fragmentos se criban para determinar su utilidad de la misma manera
que los anticuerpos intactos.

Los fragmentos de anticuerpos también se pueden incorporar en anticuerpos de dominio Unico, maxicuerpos,
minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase, por ejemplo, Hollinger y Hudson,
(2005) Nature Biotechnology 23: 1126-1136). Los fragmentos de anticuerpos se pueden injertar en armazones
basados en polipéptidos tales como fibronectina de tipo 1l (Fn3) (véase la patente de Estados Unidos n.° 6,703,199,
que describe monocuerpos de polipéptidos de fibronectina).

Los fragmentos de anticuerpo se pueden incorporar en moléculas monocatenarias que comprenden un par de
segmentos Fv en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman
un par de regiones de union a antigeno (Zapata y col., (1995) Protein Eng. 8: 1057-1062; y la patente de Estados
Unidos n.° 5,641,870).

La expresién "anticuerpo multivalente" se refiere a una Unica molécula de unién con mas de una valencia, en la que
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"valencia" se describe como el nimero de restos de unién a antigeno presentes por molécula de una construccion
de anticuerpo. Como tal, la molécula de unién Unica puede unirse a mas de un sitio de unién en un receptor diana.
Los ejemplos de anticuerpos multivalentes incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos bivalentes, anticuerpos
trivalentes, anticuerpos tetravalentes, anticuerpos pentavalentes, y similares, asi como anticuerpos biespecificos y
anticuerpos biparatopicos. Por ejemplo, para el receptor DE LRP6, el anticuerpo multivalente (por ejemplo, un
anticuerpo biparatépico LRP6) tiene un resto de unién para el sitio de unién del dominio B-propulsor 1 y un resto de
unién para el sitio de unién al dominio B-propulsor 3 De LRP6, respectivamente.

La expresion "anticuerpo multivalente" también se refiere a una molécula de unién Unica que tiene mas de un resto
de unién a antigeno para dos receptores diana separados. Por ejemplo, un anticuerpo que se une tanto a un
receptor diana de LRP6 como a un segundo receptor diana que no es LRP6 (tal como ErbB, cmet, IGFR1,
Smoothened, receptores Notch). En una realizacién, un anticuerpo multivalente es un anticuerpo tetravalente que
tiene cuatro dominios de union a receptor. Una molécula tetravalente puede ser biespecifica y bivalente para cada
sitio de unién en ese receptor diana.

El anticuerpo multivalente media un efecto bioldgico (por ejemplo, que modula la activacion celular (por ejemplo,
uniéndose a un receptor de superficie celular y dando como resultado la transmision o inhibicion de una sefal
activadora o inhibidora), que da como resultado la muerte de la célula (por ejemplo, mediante la via inducida por
sefial celular), o que modula una enfermedad o trastorno en un sujeto (por ejemplo, mediando o promoviendo la
muerte celular, o modulando la cantidad de una sustancia que es biodisponible).

La expresion "anticuerpo monovalente", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que se
une a un Unico epitopo en un receptor diana, tal como LRP6.

La expresion "anticuerpo bivalente", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que se
une a dos epitopos en al menos dos receptores diana idénticos (por ejemplo, un anticuerpo que se une al dominio -
propulsor 1 de dos receptores LRP6, o un anticuerpo que se une al dominio B-propulsor 3 de dos receptores LRP6).
El anticuerpo bivalente también puede reticular los receptores diana entre si. Un "anticuerpo bivalente" también se
refiere a un anticuerpo que se une a dos epitopos diferentes en al menos dos receptores diana idénticos.

La expresién "anticuerpo biparatopico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que se
une a dos epitopos diferentes en el mismo receptor diana, por ejemplo, un anticuerpo que se une al dominio -
propulsor 1 y el dominio B-propulsor 3 de un unico receptor de LRP6. El término también incluye un anticuerpo que
se une tanto a los dominios de B-propulsor | como de B-propulsor 3 de al menos dos receptores LRP6.

La expresién "anticuerpo biespecifico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que se
une a dos o mas epitopos diferentes en al menos dos receptores diana diferentes (por ejemplo, un receptor LRP6 y
un receptor que no es un receptor LRP6).

La expresion "anticuerpo aislado", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a LRP6 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a antigenos distintos de LRP6). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre
de otro material celular y/o productos quimicos. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a LRP6 puede,
sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de LRP6 de otras especies.
Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos quimicos.

Las frases "anticuerpo monoclonal" o "composicién de anticuerpo monoclonal”, tal como se usan en el presente
documento, se refieren a polipéptidos que incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos
biespecificos, etc. que son sustancialmente idénticos a la secuencia de aminoacidos o derivan de la misma fuente
genética. Este término también incluye preparaciones de moléculas de anticuerpo de composicion molecular unica.
Una composicion de anticuerpo monoclonal muestra una unica especificidad de union y afinidad para un epitopo
particular.

La frase "anticuerpo humano", tal como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos que tienen regiones
variables en las que tanto las regiones marco como las regiones CDR derivan de secuencias de origen humano.
Ademas, si el anticuerpo contiene una region constante, la region constante también deriva de tales secuencias
humanas, por ejemplo, secuencias de la linea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias de la linea
germinal humana o anticuerpo que contiene secuencias marco de consenso derivadas del analisis de secuencias
marco humanas, por ejemplo, como se describe en Knappik, y col., (2000. J Mol Biol 296, 57-86). Las estructuras y
ubicaciones de dominios variables de inmunoglobulina, por ejemplo, CDR, se pueden definir usando esquemas de
numeracion bien conocidos, por ejemplo, el esquema de numeracion de Kabat, el esquema de numeracion de
Chothia, o una combinacién de Kabat y Chothia (véase, por ejemplo, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU. (1991), eds. Kaba et al; A1 Lazikani y col., (1997)
J. Mol. Bio. 273:927 948); Kabat et al, (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 edicion.,
publicacion del NIH n.° 91-3242 Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU.; Chothia y col., (1987) J.
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Mol. Biol. 196: 901-917; Chothia y col., (1989) Nature 342: 877-883; y Al-Lazikani y col., (1997) J. Mol. Biol. 273:
927-948.

Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
humanas (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vifro o por
mutacion somatica in vivo, o una sustitucion conservadora para promover la estabilidad o la fabricacion). Sin
embargo, el término "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos
en los que las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se
han injertado en secuencias marco humanas.

La frase "anticuerpo monoclonal humano", tal como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos que
muestran una especificidad de unién Unica que tienen regiones variables en las que tanto las regiones marco como
las regiones CDR derivan de secuencias humanas. En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos se
producen mediante un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal transgénico no humano, por
ejemplo, un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de la cadena pesada humana y un
transgén de la cadena ligera fusionado a una célula inmortalizada.

La frase "anticuerpo humano recombinante”, tal como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos
aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosomico para los genes de
inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir de los mismos, anticuerpos aislados de una célula
huésped transformada para expresar el anticuerpo humano, por ejemplo, de un transfectoma, anticuerpos aislados
de una biblioteca recombinante combinatoria de anticuerpos humanos y anticuerpos preparados, expresados,
creados o aislados por cualquier otro medio que implica corte y empalme de la totalidad o una parte de un gen de
inmunoglobulina humana, secuencias a otras secuencias de ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes
tienen regiones variables en las que las regiones marco y CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana. En ciertas realizaciones, sin embargo, dichos anticuerpos humanos recombinantes pueden
someterse a mutagénesis in vitro (o, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ig humanas,
mutagénesis somatica in vivo) y, por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones Vy y V. de los
anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivadas y relacionadas con las secuencias V4 y V. de la
linea germinal humana, pueden no existir de forma natural dentro del repertorio de linea germinal de anticuerpos
humanos in vivo.

El término "enlazador", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un enlazador peptidico que consiste
en residuos de glicina y serina usados para unir un scFv a una IgG. Un ejemplo de enlazador de Gly/Ser comprende
la secuencia de aminoacidos (Gly-Gly-Ser),, es decir, (Gly. Ser),, donde n es un numero entero positivo igual o
mayor que 1. Por gjemplo,n=1,n=2,n=3.n=4,n=5yn=6,n=7,n=8,n=9yn=10. En una realizacién, los
enlazadores incluyen, pero sin limitaciones, (Glys Ser)s o (Glys Ser)s. En otra realizacion, los ligandos restos Glu y
Lys se intercalan dentro de los enlazadores Gly-Ser para una mejor solubilidad. En otra realizacion, los enlazadores
incluyen multiples repeticiones de (Gly.Ser), (GlySer) o (GlysSer). En otra realizacion, los enlazadores incluyen
combinaciones y multiplos de (GlysSer) + (GlysSer) + (GlySer). En otra realizacién, Ser puede reemplazarse por Ala,
por ejemplo, (GlysAla) o (GlysAla). En ofra realizacion, el enlazador comprende cualquier combinacion de Gly, Ser y
Pro. En otra realizacién mas, el enlazador comprende el motivo (GluAlaAlaAlaLys),, donde n es un nimero entero
positivo igual o mayor que 1.

El término "region Fc", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que comprende CH3,
CH2 y al menos una parte de la region bisagra de un dominio constante de un anticuerpo. Opcionalmente, una
region Fc puede incluir un dominio CH4, presente en algunas clases de anticuerpos. Una regién Fc puede
comprender toda la regién bisagra de un dominio constante de un anticuerpo.

Los anticuerpos de la invencién pueden comprender alteraciones o modificaciones de uno o mas de los tres
dominios constantes de la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) y/o del dominio de la regién constante de la cadena
ligera (CL). Las modificaciones de ejemplo incluyen adiciones, deleciones o sustituciones de uno o mas aminoacidos
en uno o mas dominios. Dichos cambios pueden incluirse para optimizar la funciéon efectora, la semivida, etc.

La expresion "sitio de union", tal como se usa en el presente documento, comprende un area en un receptor diana al
que se une selectivamente un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno. Por ejemplo, los sitios de unién en LRP6
incluyen el dominio de union al propulsor 31, el dominio de unién al propulsor 2, dominio de unién al propulsor 33 y
el dominio de unién al propulsor 4.

El término "epitopo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier determinante capaz de unirse
con alta afinidad a una inmunoglobulina. Un epitopo es una regién de un antigeno que esta unido por un anticuerpo
dirigido especificamente a ese antigeno, y cuando el antigeno es una proteina, incluye aminoacidos especificos que
entran en contacto directo con el anticuerpo. Muy a menudo, los epitopos residen en las proteinas, pero en algunos
casos, pueden residir en otros tipos de moléculas, como los acidos nucleicos. Los determinantes del epitopo pueden
incluir agrupaciones de superficie quimicamente activa de moléculas tales como aminoacidos, cadenas laterales de
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azucares, grupos fosforilo o sulfonilo, y pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o
caracteristicas de carga especificas.

Generalmente, los anticuerpos especificos para un antigeno diana particular se uniran a un epitopo en el antigeno
diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

Las regiones de un polipéptido dado que incluyen un epitopo se pueden identificar usando cualquier nimero de
técnicas de mapeo de epitopos, bien conocidas en la materia. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols en
Methods in Molecular Biology, vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, Nueva Jersey. Por
ejemplo, los epitopos lineales pueden determinarse, por ejemplo, sintetizando al mismo tiempo un gran nimero de
péptidos en soportes solidos, correspondiendo los péptidos a partes de la molécula de proteina, y haciendo
reaccionar los péptidos con anticuerpos mientras los péptidos todavia estan unidos a los soportes. Tales técnicas
son conocidas en la materia y se describen en, por ejemplo, La patente de Estados Unidos n.° 4,708,871; Geysen y
col., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8: 3998-4002; Geysen y col., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 82: 78-
182; Geysen y col., (1986) Mol. Immunol. 23: 709-715. De forma similar, los epitopos conformacionales se identifican
facilmente determinando la conformacién espacial de los aminoacidos, tal como, por ejemplo, mediante cristalografia
de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, citado
anteriormente. Las regiones antigénicas de las proteinas también pueden identificarse utilizando graficos estandar
de antigenicidad e hidropatia, tales como los calculados usando, por ejemplo, el programa de software Omiga
version 1.0 disponible de Oxford Molecular Group. Este programa informatico emplea el procedimiento Hopp/Woods,
Hopp y col., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci USA 78: 3824-3828; para determinar los perfiles de antigenicidad, y la
técnica de Kyte-Doolittle, Kyte y col., (1982) J.Mol. Biol. 157: 105-132; para los graficos de hidropatia.

La expresion "union especifica" entre dos entidades significa una unién con una constante de equilibrio (Ka) (Kon/
Korr) de al menos 102M-, al menos 5x10°M-", al menos 103M-', al menos 5x103M-", al menos 10*M-"'al menos 5x10*M-
1. al menos 10°M", al menos 5x10°M', al menos 108M-*, al menos 5x10°M!, al menos 10’M", al menos 5x10’M*, al
menos 108M, al menos 5x108M', al menos 10°M-", al menos 5x10°M-", al menos 10"°M!, al menos 5x10'°M, al
menos 10""M™', al menos 5x10"'"M-!, al menos 10'2M", al menos 5x10'2M-!, al menos 1013M-!, al menos 5x10%3 M-,
al menos 10"M*, al menos 5x10"M', al menos 10'*M!, o al menos 5x10"°M".

La frase "se une especificamente (o selectivamente)" a un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo contra LRP6) se
refiere a una reaccion de unidon que es determinante de la presencia de un antigeno afin (por ejemplo, una LRP6
humana) en una poblacidon heterogénea de proteinas y otros compuestos bioldégicos. Ademas de la constante de
equilibrio (Ka) indicada anteriormente, un anticuerpo contra LRP6 de la invencion tipicamente también tiene una
constante de velocidad de disociacion (Kp) (Koi/kon) de menos de 5x10°°, por ejemplo, menos de 10°°M, menos de
5x107'°M, menos de 107'°M, menos de 5x10"'"M, menos de 10""'"M, menos de 5x10'2M, menos de 1012M, menos de
5x10"'3M, menos de 10"3M, menos de 5x10'*M, menos de 10"“M, menos de 5x10'°M, o menos de 10'®M o menor.

El término "Kasoc" 0" Ka", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la constante de asociacion de una
interaccion anticuerpo-antigeno particular, mientras que el término" Kgys"o" Kq" tal como se usa en el presente
documento, se refiere a la constante de disociacion de una interacciéon anticuerpo-antigeno particular. El término"
Kp", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la constante de disociacién, que se obtiene de la
relacion de Ky y Kj (es decir, Ky/Ks) y se expresa como una concentracion molar (M). Los valores de Kp para los
anticuerpos se pueden determinar usando procedimientos bien establecidos en la materia. Un procedimiento para
determinar la Kp de un anticuerpo es mediante el uso de resonancia de plasmoén superficial o usando un sistema
biosensor tal como un sistema Biacore®.

El término "afinidad", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la fuerza de interaccién entre el
anticuerpo y el antigeno en sitios antigénicos unicos. Dentro de cada sitio antigénico, la region variable del "brazo"
del anticuerpo interacciona a través de fuerzas débiles no covalentes con el antigeno en numerosos sitios; cuantas
mas interacciones, mas fuerte es la afinidad.

El término "avidez", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una medida informativa de la estabilidad
global o la fuerza del complejo anticuerpo-antigeno. Esta controlado por tres factores principales:

La afinidad del epitopo del anticuerpo; la valencia tanto del antigeno como del anticuerpo; y la disposicion estructural

de las partes que interaccionan. En tltima instancia, estos factores definen la especificidad del anticuerpo, es decir,
la probabilidad de que el anticuerpo particular se una a un epitopo de antigeno preciso.

La frase "anticuerpo antagonista", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que se une
con LRP6 e inhibe la actividad biolégica de la sefializacion Wnt candénica, por ejemplo, reduce, disminuye y/o inhibe
la actividad de sefializacion inducida por LRP6 en un ensayo de gen indicador Wnt o un ensayo de fosfo LRP6. Los
ejemplos de ensayos se describen con mas detalle en los ejemplos a continuacién. En algunas realizaciones, los
anticuerpos reducen, disminuyen o inhiben la actividad inducida por LRP6 medida en un ensayo de gen indicador
Wnt a Clsp de 10 nM o menos, 1 nM o menos, o 100 pM o menos, 10 pM, 1 pM, 0.5 pM, 0.1 pM. En algunas
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realizaciones, las actividades de los anticuerpos pueden medirse mediante la unién a LRP6 usando SET, ELISA,
FACS, Scatchard a una Clsy de 10 nM o menos, 1 nM o menos, 0.5 pM, o 100 pM o menos. En una realizacion, la
Clsg es inferior a 300 uM (0,3 pM). En otra realizacion, la Clsg es igual a 300uM (0,3pM).

El término "Wnt1", tal, tal como se usa en el presente documento, se refiere a Wnt1, Wnt2, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b,
Wnt9a, Wnt10a, o Wnt10b.

El término "Wnt 3a", tal como se usa en el presente documento, se refiere a Wnt3a y Wnt3.

El término "potenciar”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un proceso mediante el cual la sefal
de Wnt se activa y mejora tras la conversion de un fragmento de un anticuerpo en un anticuerpo IgG contra LRP6 de
longitud completa en presencia de un ligando de Wnt.

La expresion "potenciacion no significativa" o "evita la potenciacion" se refiere a una sefial de Wnt que no esta
activada o potenciada en comparacion con un anticuerpo de control o fragmento del mismo que se une al mismo
epitopo. Ausencia de potenciacion significativa puede ser al menos un 10 % menor que el anticuerpo control o
fragmento del mismo, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60
%, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 100 % menos que el anticuerpo de control
o fragmento del mismo.

El término "grupo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier proteina que retne o agrupa a
los receptores LRP6 y potencia la sefializacion Wnt. Los ejemplos de tales proteinas incluyen, pero sin limitaciones,
ligandos de Wnt1, ligandos de Wnt3a y ligandos de Wnt3. Estas proteinas pueden causar multimerizacion, por
ejemplo, dimerizacion de dos receptores enddgenos de LRP6. Esta dimerizacion puede dar como resultado un
aumento de la avidez debido al aumento de las interacciones de LRP6, que en presencia de un ligando de Wnt
puede potenciar una sefial de Wnt.

La frase "anticuerpo aislado" se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a
LRP6 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos distintos de LRP6). Un
anticuerpo aislado que se une especificamente a LRP6 puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros
antigenos. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos
quimicos.

La frase "variante modificada conservadoramente" se aplica tanto a secuencias de aminoacidos como a secuencias
de acidos nucleicos. Con respecto a secuencias particulares de acidos nucleicos, las variantes modificadas
conservadoramente se refieren a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del codigo genético, una gran cantidad de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican el aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada posiciéon en la que un codén especifica una alanina, el codén
puede alterarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales
variaciones de acido nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones modificadas
conservadoramente. Cada secuencia de acido nucleico de la presente invencién que codifica un polipéptido también
describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto reconocera que cada codén en un acido
nucleico (excepto AUG, que habitualmente es el Unico codon para metionina, y TGG, que habitualmente es el Unico
codon para triptéfano) se puede modificar para producir una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente,
cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

Para las secuencias polipeptidicas, las "variantes modificadas conservadoramente” incluyen sustituciones,
deleciones o adiciones individuales a una secuencia polipeptidica que da como resultado la sustitucion de un
aminoacido por un aminoacido quimicamente similar. Las tablas de sustitucion conservadora que proporcionan
aminoacidos funcionalmente similares son bien conocidas en la materia. Tales variantes conservadoramente
modificadas son, ademas de, y no excluyen, variantes polimoérficas, homologos entre especies y alelos. Los
siguientes ocho grupos contienen aminoacidos que son sustituciones conservadoras para uno aher: 1) alanina (A),
glicina (G); 2) acido aspartico (D), acido glutamico (E); 3) asparagina (N), glutamina (Q); 4) arginina (R), lisina (K); 5)
isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), valina (V); 6) fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W); 7) serina (S),
treonina (T); y 8) cisteina (C), metionina (M) (véase, Creighton, Proteins (1984)). En algunas realizaciones, la
expresion "modificaciones de secuencia conservadora" se usa para referirse a modificaciones de aminoacidos que
no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de union del anticuerpo que contiene la secuencia de
aminoacidos.

Los términos "bloqueo cruzado", "bloqueado cruzado" y "bloqueo cruzado" se usan indistintamente en el presente

documento para indicar la capacidad de un anticuerpo u otro agente aglutinante para interferir con la union de otros
anticuerpos o agentes aglutinantes a LRP6 en un ensayo estandar de unién competitiva.
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La capacidad o el grado en que un anticuerpo u otro agente de unidén es capaz de interferir con la unioén de otro
anticuerpo o molécula de union a LRP6 y, por lo tanto, si puede decirse que se produce bloqueo cruzado, puede
determinarse usando ensayos de unién competitiva estandar. Un ensayo adecuado implica el uso de la tecnologia
Biacore (por ejemplo, utilizando el instrumento BlAcore 3000 (Biacore, Uppsala, Suecia)), que puede medir el
alcance de las interacciones utilizando la tecnologia de resonancia de plasmén superficial. Otro ensayo para medir el
bloqueo cruzado utiliza un enfoque basado en ELISA.

El término "optimizado", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de nucleétidos que
se ha alterado para codificar una secuencia de aminoacidos usando codones que se prefieren en la célula u
organismo de produccion, generalmente una célula eucariota, por ejemplo, una célula de Pichia, una célula de
Trichoderma, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula humana. La secuencia de nucleétidos
optimizada se modifica por ingenieria genética para retener por completo o tanto como sea posible la secuencia de
aminoacidos originalmente codificada por la secuencia de nucleétidos de partida, que también se conoce como
secuencia "parental".

En la técnica se conocen ensayos estandar para evaluar la capacidad de union de los anticuerpos hacia LRP6 de
diversas especies, que incluyen, por ejemplo, ELISA, transferencia Western y RIA. Los ensayos adecuados se
describen en detalle en los Ejemplos. La cinética de unidn (por ejemplo, afinidad de unién) de los anticuerpos
también puede evaluarse mediante ensayos estandar conocidos en la técnica, tales como analisis Biacore o afinidad
relativa de FACS (Scatchard). Los ensayos para evaluar los efectos de los anticuerpos sobre las propiedades
funcionales de LRP6 (por ejemplo, ensayos de unién a receptores, modulando la ruta Wnt) se describen con mas
detalle en los Ejemplos.

Por consiguiente, un anticuerpo que "inhibe" una o mas de estas propiedades funcionales de LRP6 (por ejemplo,
actividades bioquimicas, inmunoquimicas, celulares, fisiolégicas u otras bioldgicas, o similares) segun se determina
de acuerdo con metodologias conocidas en la materia y descritas aqui, sera entendido que se refiere a una
disminucion estadisticamente significativa en la actividad particular con respecto a la observada en ausencia del
anticuerpo (por ejemplo, o cuando esta presente un anticuerpo de control de especificidad irrelevante). Un
anticuerpo que inhibe la actividad de LRP6 efectia tal disminucion estadisticamente significativa en al menos 10 %
del parametro medido, en al menos 50 %, 80 % o 90 %, y en ciertas realizaciones un anticuerpo de la invencion
puede inhibir mas de 95 %, 98 % o0 99 % de la actividad funcional de LRP6.

Las frases "porcentaje idéntico" o "porcentaje de identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o
secuencias polipeptidicas, se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales. Dos secuencias son
"sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un porcentaje especifico de residuos de aminoacidos o
nucledétidos que son iguales (es decir, 60 % de identidad, opcionalmente 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %
0 99 % de identidad en una regién especifica o, cuando no se especifica, en toda la secuencia), cuando se compara
y alinea para correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion, o regiéon designada medida usando uno
de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencia o mediante alineacidn manual e inspeccion visual.
Opcionalmente, la identidad existe en una region que tiene al menos aproximadamente 50 nucledtidos (o 10
aminoacidos) de longitud, o mas preferentemente en una region que es de 100 a 500 o 1000 o mas nucledtidos (o
20, 50, 200 o mas aminoacidos) de longitud.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia, a la cual
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias
de prueba y de referencia se ingresan en una computadora, se designan las coordenadas de subsecuencia, si es
necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. Se pueden usar parametros de
programa predeterminados o se pueden designar parametros alternativos. El algoritmo de comparacion de
secuencia luego calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba con respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una "ventana de comparacién”, como se usa en el presente documento, incluye referencia a un segmento de
cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en de 20 a 600, habitualmente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente
150 en que una secuencia se puede comparar con una secuencia de referencia del mismo niumero de posiciones
contiguas después de que las dos secuencias estén alineadas 6ptimamente. Los procedimientos de alineacion de
secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. La alineacion 6ptima de las secuencias para la
comparacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman
(1970) Adv. Appl. Mates. 2: 482c, por el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J.
Mol. Biol. 48:443, mediante la busqueda del procedimiento de similitud de Pearson y Lipman, (1988) Proc. Nat'1.
Acad. Sci. Estados Unidos 85:2444, mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI), o mediante alineacién manual e inspeccién visual (consulte, por ejemplo, Brent y col., (2003)
Current Protocols in Molecular Biology).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la
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similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul y col., (1977) Nuc. Acids
Res. 25: 3389-3402; y Altschul y col., (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410, respectivamente. El software para realizar
analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica. Este
algoritmo implica identificar primero pares de secuencias de puntuacion alta (HSP) identificando palabras cortas de
longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen alguna puntuacién umbral de valores positivos T
cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el
umbral de puntuacion de palabras del vecindario (Altschul) et al, citado anteriormente) Estos aciertos de palabra de
vecindad iniciales actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largos que los contienen.
Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde se pueda
aumentar la puntuaciéon de alineacién acumulativa. Los puntajes acumulados se calculan utilizando, para las
secuencias de nucledtidos, los parametros M (puntaje de recompensa para un par de residuos coincidentes,
siempre> 0) y N (puntaje de penalizacion para residuos que no coinciden, siempre <0). Para las secuencias de
aminoacidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacion acumulativa. La extensién de los aciertos
de palabra en cada direccion se detiene cuando: el puntaje de alineacién acumulativa disminuye en la cantidad X
desde su valor maximo alcanzado; el puntaje acumulado va a cero o inferior, debido a la acumulacién de uno o mas
alineamientos de residuos de puntuacion negativa; o se llega al final de cualquiera de las secuencias. Los
parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa
BLASTN (para secuencias de nucledtidos) utiliza como valores por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una
expectativa (E) o 10, M = 5, N = -4 y una comparacion de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el
programa BLASTP utiliza como valores por defecto una longitud de palabra de 3 y una expectativa (E) de 10, y la
matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff, (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos
89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4, y una comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787) Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P (N)), que proporciona una indicacion de la
probabilidad por la cual una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos ocurriria por
casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de
suma mas pequeia en una comparacion del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menor
que aproximadamente 0,2, mas preferentemente menor que aproximadamente 0,01, y lo mas preferentemente
menor que aproximadamente 0.001.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también se puede determinar usando el algoritmo
de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci. 4: 11-17 (1988))) que se ha incorporado al programa ALIGN (version
2.0), usando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una
penalizacion de hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede
determinar usando el Needleman y Wunsch (J. Mol, Biol. 48: 444-453 (1970))) Algoritmo que se ha incorporado al
programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), utilizando una matriz Blossom 62 o
una matriz PAM250, y un peso de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,5 0 6.

Aparte del porcentaje de identidad de secuencia indicado anteriormente, otra indicacion de que dos secuencias de
acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el polipéptido codificado por el primer acido
nucleico es inmunolégicamente reactivo cruzado con los anticuerpos producidos contra el polipéptido codificado por
el segundo acido nucleico, como descrito abajo. De este modo, un polipéptido es tipicamente sustancialmente
idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren solo por sustituciones
conservadoras. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es que las
dos moléculas o sus complementos se hibridan entre si en condiciones rigurosas, como se describe a continuacion.
Otra indicacion mas de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es que los mismos
cebadores pueden usarse para amplificar la secuencia.

La frase "acido nucleico" se usa en el presente documento indistintamente con el término "polinuclestido” y se refiere
a desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos y a sus polimeros en forma monocatenaria o bicatenaria. El término
abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucledtidos conocidos o restos o enlaces de cadena principal
modificados, que son sintéticos, de origen natural y no naturales, que tienen propiedades de union similares a los del
acido nucleico de referencia, y que se metabolizan de manera similar a los nucleotidos de referencia. Los ejemplos
de tales analogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos, metilfosfonatos, quimilmetilfosfonatos, 2-O-
metil ribonucledtidos, acidos péptido-nucleicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acido nucleico también abarca implicitamente
variantes modificadas conservadoramente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada. Especificamente, como se detalla a
continuacion, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en las que la
tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de base mixta y/o
desoxinosina (Batzer y col., (1991) Nucleic Acid Res. 19:5081; Ohtsuka y col., (1985) J. Biol. Chem. 260: 2605-2608;
y Rossolini y col., (1994) Mol. Cell. Probes 8: 91-98).
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La frase "unida operativamente" se refiere a una relacion funcional entre dos o mas polinucledtidos (por ejemplo,
ADN) segmentos. Tipicamente, se refiere a la relacion funcional de una secuencia reguladora de la transcripcion con
una secuencia transcrita. Por ejemplo, una secuencia promotora o potenciadora esta operativamente unida a una
secuencia codificante si estimula o modula la transcripcion de la secuencia codificante en una célula huésped
apropiada u otro sistema de expresion. En general, las secuencias reguladoras de la transcripcion del promotor que
estan operativamente unidas a una secuencia transcrita son fisicamente contiguas a la secuencia transcrita, es
decir, ellos estan actuando en cis. Sin embargo, algunas secuencias reguladoras de la transcripcion, tales como
potenciadores, no necesitan estar fisicamente contiguas o localizadas muy cerca de las secuencias codificantes
cuya transcripcion potencian.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
residuos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no natural. A menos que se
indique lo contrario, una secuencia polipeptidica particular también abarca implicitamente variantes modificadas
conservadoramente de la misma.

El término "sujeto" incluye animales humanos y no humanos. Los animales no humanos incluyen todos los
vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos,
anfibios y reptiles. Excepto cuando se indique lo contrario, los términos "paciente" o "sujeto" se usan aqui
indistintamente.

La expresion "agente anticanceroso" significa cualquier agente que se puede usar para tratar un trastorno
proliferativo celular tal como cancer, que incluye agentes citotoxicos, agentes quimioterapéuticos, radioterapia y
agentes radioterapéuticos, agentes dirigidos contra el cancer y agentes inmunoterapéuticos.

"Tumor" se refiere al crecimiento y la proliferacion de células neoplasicas, ya sean malignas o benignas, y todas las
células y tejidos precancerosos y cancerosos.

El término "actividad antitumoral" significa una reduccion en la tasa de proliferacion, viabilidad o actividad
metastasica de las células tumorales. Una posible forma de mostrar la actividad antitumoral es mostrar una
disminucion en la tasa de crecimiento de las células anormales que surge durante la terapia o tumor estabilidad o
reduccion de tamanio. Dicha actividad puede evaluarse usando modelos tumorales aceptados in vitro o in vivo, que
incluyen, pero sin limitaciones, modelos de xenoinjerto, modelos de aloinjerto, modelos de MMTV y otros modelos
conocidos en la materia para investigar la actividad antitumoral.

El término "malignidad" se refiere a un tumor no benigno o un cancer. Como se usa en el presente documento, el
término "cancer" incluye una malignidad caracterizada por crecimiento celular desregulado o no controlado.
Canceres de ejemplo incluyen: carcinomas, sarcomas, leucemias y linfomas. El término "cancer" incluye tumores
malignos primarios (por ejemplo, Aquellos cuyas células no han migrado a sitios en el cuerpo del sujeto que no sean
el sitio del tumor original) y tumores malignos secundarios (por ejemplo, Aquellos que surgen de metastasis, la
migracion de células tumorales a sitios secundarios que son diferentes del sitio del tumor original).

Varios aspectos de la invencion se describen con mas detalle en las siguientes secciones y subsecciones.
LRP6 y la via de sefializacion de Wnt

La invencion se refiere a anticuerpos contra LRP6 y a usos de los mismos. La inhibicion de la sefializacion Wnt por
moléculas dirigidas a LRP6 conduce a una pérdida de sefializacién Wnt candnica. Por lo tanto, el antagonismo de la
funcion del receptor LRP6 con un anticuerpo inhibira la sefializacion de Wnt y ayudara en enfermedades asociadas
con la sefializacion de Wnt canodnica, por ejemplo, cancer. En particular, los anticuerpos contra LRP6 pueden
aumentar o disminuir especificamente la sefalizacion mediada por las proteinas de clase Wnt1 o Wnt3a en
diferentes situaciones de enfermedad.

La regulacion alterada de la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina se ha relacionado con diversas enfermedades
humanas, como el cancer y los trastornos 6seos. Las moléculas que restablecen el equilibrio de la sefializacion de
Whnt en estas enfermedades podrian tener potencial terapéutico. Utilizando la seleccion basada en fagos, se han
identificado anticuerpos contra LRP6 que inhiben o mejoran la sefializacion de Wnt. Sorprendentemente, se han
identificado dos clases de anticuerpos antagonistas de LRP6. Una clase de anticuerpos inhibe especificamente las
proteinas Wnt representadas por Wnt1, mientras que la segunda clase inhibe especificamente las proteinas Wnt
representadas por Wnt3a. Los experimentos de mapeo de epitopos indican que los anticuerpos contra LRP6
especificos de Wnt1 y especificos de Wnt3a se unen a la primera hélice y la tercera hélice de LRP6
respectivamente, lo que sugiere que las proteinas Wnt1 y Wnt3a se unen a diferentes hélices de LRP6 (véase WO
2009/056634) La caracterizacion adicional del dominio Propulsor 3 de LRP6 identifico residuos en este dominio
responsables de la interaccion con los anticuerpos. Los sitios de union a anticuerpos dentro de la region YWTD-EGF
de Propulsor 3 se identificaron usando una espectrometria de masas de intercambio de hidrégeno-deuterio (HDx) y
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corresponden a una superficie concava entre las palas 1y 6 del dominio Propulsor 3.

La via de sefializaciéon de Wnt es importante en el desarrollo embrionario y el mantenimiento del tejido postnatal.
Esto se logra dirigiendo un conjunto especifico de genes que controlan la regulacion temporal y espacial del
crecimiento celular, el movimiento y la supervivencia celular (revisado en Barker y Clevers (2006) Nature Rev. 5:997)
La regulacion apropiada de esta via es importante para mantener la homeostasis tisular. La activacion crénica de
esta via promueve el crecimiento y la supervivencia celular descontrolados y, en consecuencia, puede impulsar el
desarrollo de enfermedades proliferativas celulares, como el cancer. Alternativamente, la inhibicion anormal de esta
ruta puede dar como resultado muchos estados de enfermedad, por ejemplo, pérdida de masa 6sea y ofras
enfermedades Oseas. Las proteinas Wnt inician la sefializacion aguas abajo al interactuar con un receptor Frizzled y
uno de los receptores de la superficie celular, que son miembros de las proteinas relacionadas con los receptores de
lipoproteinas de baja densidad (LDLR): LRP5 y LRP6 (revisado en He y col., (2004) Development 31: 1663-1677).

El papel de LRP6 en la sefalizacion Wnt candnica se descubrié a través de estudios genéticos. Los ratones
mutantes que carecen de LRP6 exhibieron fenotipos compuestos similares a las mutaciones en varios genes Wnt
individuales (Pinson y col., (2000) Nature 407: 535-538) En embriones de Xenopus, LRP6 dominante negativo
bloguea la sefializacién por varias proteinas Wnt, mientras que la sobreexpresiéon de LRP6 activa la sefializaciéon de
Whnt/B-catenina (Tamai y col., (2000) Nature 407: 530-535) Ademas, se ha demostrado que la expresion de LRP6 o
LRP5 es necesaria para que las células respondan a la sefalizacién Wnt canénica (revisada en He y col., citado
anteriormente, 2004).

LRP5 y LRP6 son altamente homélogos y comparten el 73 % y el 64 % de identidad en sus dominios extra e
intracelulares, respectivamente. Se expresan ampliamente durante la embriogénesis y en tejidos adultos y
comparten cierta redundancia funcional.

Los dominios extracelulares de LRP5 y LRP6 comprenden tres dominios basicos: 1) una regién de propulsor 3 de
tipo YWTD (tirosina, triptéfano, treonina, acido aspartico), 2) un dominio similar a EGF (factor de crecimiento
epidérmico) y 3) un LDLR tipo A (LA) dominio.

La regién de propulsores {3 de tipo YWTD contiene seis repeticiones YWTD de 43-50 residuos de aminoacidos cada
una y forma una estructura de propulsores 3 de seis palas. En LRP5 y LRP6, hay cuatro regiones de propulsor 8 de
tipo YWTD que estan seguidas cada una por un dominio de tipo EGF, que comprende aproximadamente 40 residuos
de aminoacidos con residuos de cisteina conservados, que a su vez estan seguidos por tres dominios de LA.
(Springer y col., (1998) J. Mol. Biol. 283: 837-862; Jeon y col., (2001) Nat. Struct. Biol. 8: 499-504) Los dominios de
tipo B-propulsor-EGF pueden unirse a ligandos extracelulares. El dominio extracelular de LRP6 esta definido por los
residuos de aminoacido 19 a 1246 y contiene cuatro dominios de propulsor 3 en los residuos de aminoacidos 43-
324, 352-627, 654-929 y 957-1250, que corresponden a las regiones de propulsor 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Los
dominios de propulsor 1-2 incluyen los aminoacidos 19-629, y los dominios de propulsor 3-4 incluyen los
aminoacidos 631-1246.

Anticuerpos contra LRP6

La presente invencion proporciona anticuerpos que se unen especificamente a LRP6 (por ejemplo, LRP6 humana,
LRP6 de cinomolgo, LRP6 de ratén, y LRP6 de rata). La invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de
que las proteinas Wnt capaces de activar la sefalizacion de B-catenina se pueden dividir en dos clases y requieren
diferentes hélices de LRP6 para la sefializacion tal como se describe en WO 2009/056634. Ademas, los anticuerpos
contra LRP6 dimeros/bivalentes (por ejemplo, IgG) sensibilizan fuertemente las células a la sefalizacion de Wnt, por
ejemplo a través de la dimerizacion de LRP6 enddgena. Estos resultados sugieren que Propulsor 1 y Propulsor 3
son requeridos diferencialmente para la actividad de sefalizacion de Wnt1 y Wnt 3. Estos hallazgos proporcionan
nuevos conocimientos sobre la activacion de LRP6 inducida por Wnt y allanan el camino para el desarrollo de
anticuerpos contra LRP6 para modular la sefalizacion Wnt en diferentes enfermedades. La conversion de
fragmentos de los anticuerpos contra LRP6 (por ejemplo, Fab) en un formato de IgG da como resultado un
anticuerpo que agrupa receptores de LRP6 y en presencia de una proteina de ligando puede potenciar una sefial de
wnt.

Algunos de los anticuerpos descritos en el presente documento potencian una sefial de Wnt. En tal realizacion, la
sefial Wnt se activa y se potencia tras la conversion de un fragmento de un anticuerpo en un anticuerpo IgG LRP6
de longitud completa en presencia de un ligando Wnt. Por ejemplo, un Fab Wnt 1 se une a la region Propulsor 1 del
receptor LRP6 y bloquea la via Wnt 1 en ausencia de un ligando Wnt, por ejemplo, Wnt 3. En presencia de un
ligando Wnt, por ejemplo, Wnt 3, Wnt 1 Fab bloquea la sefalizacion a través de la via Wnt 1, pero la activacion de la
sefial puede ocurrir a través de la via Wnt 3, produciendo asi una sefal. Cuando el Wnt 1 Fab se convierte en una
Whnt 1 I1gG de longitud completa, Wnt 1 IgG se une a las regiones Propulsor 1 de dos receptores LRP6 y bloquea la
via Wnt 1, sin embargo, en presencia de un ligando Wnt, por ejemplo, Wnt 3 ; la activacion de sefial ocurre a través
de la via Wnt 3 y también se mejora. Aunque no se requiere proporcionar una teoria de la accion, un posible
mecanismo es que la IgG agrupa dos o mas receptores LRP6 uniéndose a las regiones Propulsor 1 de cada
receptor LRP6, lo que en presencia de un ligando Wnt 3 da como resultado una sefial mas fuerte a través de la via
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Wnt 3. La dimerizacion de los receptores LRP6 promueve la sefializacion de Wnt, quizas a través de la avidez
incrementada de las diversas interacciones que implican a LRP6.

Los resultados inversos se obtienen con un Fab Wnt 3 que se une a la regiéon Propulsor 3 del receptor LRP6 y
bloquea la ruta Wnt 3. En presencia de un ligando Wnt 1, el Fab Wnt 3 bloquea la via Wnt 3, pero activa la ruta Wnt
1 para generar una sefial. Cuando el Wnt 3 Fab se convierte en un Wnt 3 IgG de longitud completa, el Wnt 3 IgG se
une a las regiones Propulsor 3 de dos receptores LRP6, y en presencia de un ligando Wnt 1, inhibe la sefializacion a
través de la via Wnt 1. Algunos anticuerpos evitan potenciar una sefial Wnt. Otros anticuerpos se unen tanto a
humanos como a cinomolgos LRP6.

Algunos de los anticuerpos contra LRP6 descritos en el presente documento son anticuerpos antagonistas. Otros
anticuerpos contra LRP6 descritos en el presente documento son anticuerpos agonisticos.

Como diferentes proteinas Wnt requieren diferentes hélices de LRP6 para la sefalizacion y debido a que la
agrupacion o dimerizacion de LRP6 potencia la sefializacion de Wnt, la terapia que usa los anticuerpos contra LRP6
puede regularse usando diferentes combinaciones de anticuerpos.

En una realizacion, los anticuerpos contra LRP6 se usan como anticuerpos monoméricos o fragmentos de los
mismos, tales como anticuerpos monocatenarios, anticuerpos y similares. En una realizacion, se usa un anticuerpo
monomeérico LRP6 que se une a la region Propulsor 1 de LRP6 en combinacién con un anticuerpo monomérico
LRP6 que se une a la region Propulsor 3 de LRP6. En otra realizacion, los anticuerpos contra LRP6 se usan como
anticuerpos multiméricos o fragmentos de los mismos, tales como anticuerpos biproteicos biparatdpicos de LRP6.

Ademas de los ligandos de Wnt, se espera que los anticuerpos de Propulsor 1 de LRP6 inhiban la interaccion con
otros ligandos de union de Propulsor 1 (por ejemplo, esclerostina, Dkkl). De forma similar, se espera que los
anticuerpos Propulsor 3 inhiban la interaccion con otros ligandos que se unen a el propulsor 3 (por ejemplo, Dkkl).
Ademas, se puede esperar que los anticuerpos de union a el propulsor 1 y 3 afecten a la actividad de otros
moduladores de sefializacion de Wnt, p. R-espondinas.

La presente divulgacion también proporciona anticuerpos que se unen especificamente a una proteina LRP6 (por
ejemplo, LRP6 de ser humano y/o de cinomolgo), comprendiendo los anticuerpos una VH CDR que tiene una
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las VH CDR enumeradas en la Tabla 1, mas adelante. En
particular, la divulgacién proporciona anticuerpos que se unen especificamente a una proteina LRP6 (por ejemplo,
LRP6 humana y/o de cinomolgo, comprendiendo los anticuerpos (o alternativamente, que consisten en) una, dos,
tres, cuatro, cinco o mas CDR VH que tienen una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR VH
enumeradas en la Tabla 1, infra.

La presente divulgacion también proporciona secuencias de acido nucleico que codifican VH, VL, la cadena pesada
de longitud completa y la cadena ligera de longitud completa de los anticuerpos que se unen especificamente a una
proteina LRP6 (por ejemplo, humano y/o cinomolgo LRP6). Dichas secuencias de acido nucleico pueden optimizarse
para la expresion en células de mamifero (por ejemplo, la Tabla 1 para MOR08168, MOR08545 y MOR06706 para
anticuerpos de propulsor 3 1 y MOR06475, MOR08193 y MOR08473 para anticuerpos de propulsor 3 3).

Los anticuerpos contra LRP6 descritos en el presente documento, se unen a distintas regiones de propulsores (3 de
LRP6. Los anticuerpos del propulsor 1 se unen al dominio del propulsor B y bloquean Wnts dependientes del
propulsor 1 tales como Wnt1, Wnt2, Wnt6, Wnt7A, Wnt7B, Wnt9, Wnt10A, Wnt10B. Los anticuerpos Propulsor 3 se
unen al dominio B-propulsor 3y bloquean los Wnts dependientes de Propulsor 3 tales como Wnt3a y Wnt3.

Tabla 1: Ejemplos de anticuerpos contra LRP6
SEQ ID NUMBER Region de Ab Secuencia

MORO08168 Prop1

SEQ ID ND: 1 (Kabat) |HCDR1 DYVIN

SEQ ID NO: 2 (Kabat) |HCDR2 GISWSGVNTHYADSVKG
SEQ ID ND: 3 (Kabat) |HCDR3 LGATANNIRYKFMOV
SEQ ID ND: 4 (Kabat) |LCDR1 SGDSLRNKVY

SEQ ID ND: 5 (Kabat) |LCDR2 KNNRPS

SEQ ID NO: 6 (Kabat) |LCDR3 QSYDGQKSLV

SEQ ID ND: 7|HCDR1 GFTFSDY

(Chothia)

SEQ ID ND: 8|HCDR2 SWSGVN
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SEQ ID NUMBER
MORO08168 Prop1
(Chothia)

SEQ ID NO: 9
(Chothia)

SEQ ID ND: 10
(Chothia)

SEQ ID ND: 11
(Chothia)

SEQ ID NO: 12
(Chothia)

SEQ ID No:13

SEQ ID NO:14

SEQ ID NO:15

SEQ ID NO:16

SEQ ID NO:17

SEQ ID NO:18

Region de Ab

HCDR3

LCDR1

LCDR2

LCDR3

VL

VH

ADN VL

ADN VH

ligera Lambda

Pesada IgG1 LALA

ES 2 659 406 T3

Secuencia

LGATANNIRYKFMDV

DSLRNK

KN

VDGQKSL

DIELTOPPSVSVAPGQTARISCSGOS LRNKVYWYQQKPGOAPVLVIVKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTOA
EDEADYYCQSYDGQKSLVFGGGTKLIVL

QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVROAPGKGLEWVSGISWSGVNTHY ADSVKGRFTISRON
SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSS

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGCGCGTATCTCGTGTAGCGGC

GATTCTCTTCGTAATAAGGTTTATTGGTACCAGCAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATTTATAAGA

ATAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGCTTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCBACCCTGACCATTAG
CGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATIATIGCCAGTCTTATGATGGTCAGAAG TCTCTTGTGTTTGGC
GGCEGCACGAAGTTAACCGTCCTA

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGLLTGGTGCAACCGGGOGGCAGCCTGCATCTGAGCTGLGCGGL
CTCCGGATTTACCTTTTCTGATTATGTTATTAATTIGGGTGCGLCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCGGTATITCTTGGT CTGGYGTTAATACTCATTATGCTGATT CTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATIGCGCGE
GTCTTGGTGCTACTGCTAATAATATTCGTTATAAG TTTATGGATG TTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGT

TAGCTCA

DIELTQPPSVSVAPGOTARISCSGDSLRNKVYWYQOKPGOAPVLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTGA
EDEADYYCQSY DGONSLVFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTLFPPSSEELGANKATLYCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQW KSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

QVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSV FPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVS WNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVWIVPSSSLGTQTYICNVNH KPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKD TLMISRTPEVTCVVVDVSHEOPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSISLSP
GK
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SEQ ID NUMBER
MORO08168 Prop1

Region de Ab Secuencia

SEQID NO: 19 ADN Light Lambda
GATATCGAACTGACCCAGCCECCTICAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGEGLGTATCTCGTGTAGCGGE
GATTCTCTICGTAATAAGGTTTATT GGTACCAGCAGANACCCGGGCAGGCGLCAGTTCTTGTGATITATAAGA
ATAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGCTTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGLGACCCTGACCATTAG
CGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATIGCCAGTCTTATGATGGTCAGAAGTCTCTTGTGTTTGGC
GGCGGCACGAAGTTAACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCIGTICCCGLLCTCCTCTG
AGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGE
CCTGGAAGGCAGATAGCAGLCLCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACLCTCCAAACAAAGCAACAAC
AAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAGCCTGACGLCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAG
GTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGLCCCTACAGAATGTTCA

SEQ ID NO: 20 ADN pesado

LALA

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCEECCTGGTGCAALL GGGLGGCAGCCTGCGTCTGAGCTELGCGEL
CTCCGGATTTACCTTTTCTGATTATGTTATTAATIGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGG L TCGAGTGGGTG
AGCGGTATTTCTTGGTCTGGTGTTAATACTCATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTYACCATTTCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGEGE
GTCTIGGTGCTACTGCTAATAATATICGTTATAAGTTTATGGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGT
TAGCTCAGCCTCCACCAAGGGTCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCETCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACA
GCGGLCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCRTGGAACTCAGGCGCCCTG
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCT CAGCAGCGTGGTGACCG
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCARC GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCAGLGG
GGGGACCGTCAGTCTICCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAL
ATGLGTGGTGGTGGACGTGAGLCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG
TGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGLACGTACCGEGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGLCLLE
ATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGG GCAGCCCCGAGAALCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGE
GAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGLCGGAGAACAACTACAAGACCACGOLTCCCGTGLTGGACTCCGACGGCTC
CTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTC TTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTOCCTG TCTCCGGGTAAA

MDRO08545 Prop1

SEQ ID NO: 21 |HCDR1 VNGMH

(Kabat)

SEQ ID NO: 22| HCDR2 VIDGMGHTYYADSVKG

(Kabat)

SEQ ID NO: 23| HCDR3 YOYIKYGAFDP

(Kabat)

SEQ ID NO: 24 |LCDR1 SGDNIGSKYVH

(Kabat)

SEQ ID NO: 25|LDCR2 GDSNRPS

(Kabat)

SEQ ID NO: 26 |LCDR3 TRTSTPISGV

(Kabat)

SEQ ID NO: 27 | HCDR1 GFTFSVN

(Chothia)

SEQ ID ND: 28 HCDR2 DGMGH

(Chothia)

SEQ ID NO: 29 HCDR3 VDYIKYGAFDP

(Chothia)

SEQ ID NO: 30|LCDR1 DNIGSKY

(Chothia)
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MDRO08545 Prop1

SEQ ID ND: 3
(Chothia)

SEQ ID NO: 32
(Chothia)

SEQ ID ND:33

SEQ ID NO:34

SEQ ID NO:35

SEQ ID ND:36

SEQ ID NO:37

SEQ ID ND:38

SEQ ID ND:39

SEQ ID ND:40

ES 2 659 406 T3

LDCR2

LCDR3

VL

VH

VL de la linea germinal

VH de la linea germinal

ADN VL

ADN VH

Lambda ligera

Fab pesada

GDS

TSTPTSG

DIELTQPPSVSVAPGOTARGCSGDNIGSKYVHWYQOKPGQAPYLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT
QAEDEADYYCTRTSTPISGVFGGGTKLTVL

QVQLVESGGGLVQPGGSLALSCAASGFTFSVNGMHWVRQAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARYDYIKYGAFDPWGQGTLVTVSS

SYELTQPPSVSYSPGQTASITCSGDNIGSKYVHWYQQKPGQSPVLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT
QAMDEADYYCTRTSTPISGVFGGGTKLTVL

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSYNGMHWVROAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARYDYIKYGAFDPWGQGTLVTVSS

GATATCGAALTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGCGCGTATCTCGTG TAGCGGC
GATAATATTGGTTCTAAGTATGTTCATTGGTACCAG CAGAAACCCGGG CAGGCGCCAGTTCTIGTGATTTATG
GTGATTCTAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGCTTTAGCG GATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTGAC
CATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATIGCACTCGTACTTCTACTCCTATTTICTGGTGTGT
TTGGUGGCGGCACGAAGTTAACCGTTCTT

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGBGLGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGL
CTCCGGATTTACCTTTICTGTTAATGGTATGCATTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGG TLTCGAGTGGGTG
AGCGTTATTGATGGTATGGGTCATACTTATTATGCTGATTCTG TTAAGGGTCGTTTTACCATITCACGTGATAA

TTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
TATGATTATATTAAGTATGGTGCTTTIGATCCTTGGGGLCAAGGCACCCTGGTGACGG TTAGCTCA

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVHWYQQKPGQAPVLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT
QAEDEADYYCTRTSTPISGVFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSS
PVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLYPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTEA

QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSVNGMHWVYROAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKG RFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARYDYIKYGAFDPWGQG TLVTVSSASTKG PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSW NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
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MDRO08545 Prop1
SEQ ID NO:41 ADN lambda ligera

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGCGCGTATCTCGTGTAGCGGC
GATAATATTGGTTCTAAGTATG TTCATTGGTACCAGCAGAAACCCGGG CAGGCGCCAGTTCTIGTGATTIATG
GTGATTCTAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAALGCTTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTGAC
CATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATTGCACTCGTACTTCTACTCCTATTTCTGGTGTGT
TTGGCGGCGGCACGAAGTTAACCGTTCTTGGCCAGCCGAAAGCCGCACCGAGTGTGACGCTGTTTCCGCCGA
GCAGCGAAGAATTGCAGGCGAACAAAGCGACCCTGGTGTGCCTGATTAGCGACTTTTATCCGGGAGCCGTGA
CAGTGGCCTGGAAGG CAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGC
AACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAG TCCCACAGAAGCTACAGC

TGCCAGGTCACGCATGAGGG GAGCACCGTGGAAAAMNCCGTTGCGCCGACTGAGGCC

SEQ ID ND:42 ADN Fab pesada

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGLGGLGGCGGCCTGGTGCAACCGGGLGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGE
CTCCGGATTTACCTTTTCTGTTAATGGTATGCATTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCGTTATIGATGGTATGGGTCATACTTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAA
TTCGAAAAA CACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGAT ACGGCCGTGTATTATIGCGCGCGT
TATGATTATATTAAGTATGGTGCTTTTGATCCTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGG TTAGCTCAGCGTCGA
CCAAAGGTCCAAGCGTGITTCCGCTGGECTCCBAGCAGCAAAAGCACCAGCGGCGGCACGGCTGCCCTGGGLT
GCCTGGTTAAAGATTATTTCCCGGAACCAG TCALCGTGAGCTGGAACAGCGGGGCGCTGACCAGCGGLGTGE
ATACCTTITCCGGOGG TGCTGLAAAGCAGCGGCCTGTATAGLCTGAGCAGCGTTGTGACCGTGCCGAGCAGCA
GCTTAGGCACTCAGACCTATATTTGCAACGTGAACCATAAACCGAGCAACACCAAAGTGGATAAAAAAGTGG
AACCGAAAAGC

SEQ ID NO:43 VL de la linea germinal

SYELTQPLSVSVALGQTARITCGG DNIGSKYYHWYQQKPGQAPVLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRA
QAGDEADYYCTRTSTPISGVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO:44 VH de la linea germinal

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSVNGMHWVRQAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARYDYIKYGAFDPWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:45 ADN VL de la linea
germinal
AGCTATGAACTGACCCAGCCGCTGTCTGTGAGCGTGGCGCTGGGCCAGACCGCGCGTATTACCTGCGGTGGC
GATAACATTGGCAGCARATATGTGCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGCCAGGCGCCGGTGCTGGTGATTTAT
GGCGATAGCAACCGTCCGAGCGGCATTCCGGAACGTTTTAGCGGCAGCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTG
ACCATTTCICGCGCGCAGGCGGGTGATGAAGCGGATTATTATTIG CACCOGT ACCAGCACCCCGATTAGCGGC
GTGTTTGGCGGCGGTACGAAGTTAACCGTTCTT

SEQ ID NO:46 ADN VH de la linea
germinal
GAGGTGCAATTGCTGGAAAGCGGLGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGT
CTCCGGATTTACCTTTTCTG TTAATGGTATGCATTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCOAGTGGGTG
AGCGTTATIGATGGTATGGGTCATACTTATTATGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAA
TTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGT
TATGATTATATTAAGTATGGTGCTTTTGATCCTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA

MOR06706 Prop1
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MOR06706 Prop1

SEQ ID NO:
(Kabat)
SEQ ID NO:
(Kabat)
SEQ ID NO:
(Kabat)
SEQ ID NO:
(Kabat)
SEQ ID NO:
(Kabat)
SEQ ID NO:
(Kabat)
SEQ ID NO:
(Chothia)
SEQ ID NO:
(Chothia)
SEQ ID NO:
(Chothia)
SEQID NO:
(Chothia)
SEQ ID NO:
(Chothia)
SEQ ID NO:
(Chothia)
SEQ ID NO:59
SEQ ID NO:60
SEQ ID ND:61
SEQ ID ND:62
SEQ ID NO:63

47

48

49

50

S1

52

53

54

55

56

57

58

HCDR1

HCDR2

HCDR3

LCDR1

LDCR2

LCDR3

HCDR1

HCDR2

HCDR3

LCDR1

LDCR2

LCDR3

VL

VH

VL De
germinal

VH De
germinal

ADN VL

la

la
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linea

linea

DYAIH

GISYSGSSTHYADSVKG

GSHGNIMAKRVFDF

SGDNIRKKYVY

EDSKRPS

STADSGINNGV

GFTFSDY

SYSGSS

GSHGNIMAKRYFDF

DNIRKKY

EDS

ADSGINNG

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDNIRKKYVYWYQQKPGQAPVLVIYEDSKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ
AEDEADYYCSTADSGINNGVFGGGTKLTVL

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYAIHWVRQAPGKGLE WVSGISYSGSSTHY ADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSHGNIMAKRYFDFWGQGTLVTVSS

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIRKKYVYWYQQKPGOSPYLVIYEDSKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ
AMDEADYYCSTADSGINNGVFGGGTKLTVL

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSDYAIHWVRGAPGKGLEWVSGISYSGSSTHYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSHGNIMAKRYFDFWGQGTLVTVSS

GATATCGAACTGACCCAGCOGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGETCAGACCGCGCGTATCTCGTGTAGCGGC
GATAATATICGTAAGAAGTATG TITATTGGTACCAGCAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATITATG
AGGATTCTAAGCGTCCCTCAGGCATCCCGRAACGCTTTAGCGGATCCAACAGCGG CAACACCGCGACCCTGA
CCATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATTGCTCTACTGCTGATICTGGTATTAATAATGG
TGTGTITGGCGRCGGCACGAAGTTAACCGTTCTT
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SEQ ID NO:64

SEQ ID NO:65

SEQ ID NO:66

SEQ ID NO:67

SEQ ID NO:68

ADN VH

Lambda ligera

ES 2 659 406 T3

IgG1 LALA pesada

ADN lamda pesada

ADN
pesada

IgG1

LALA

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCEGOGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGLGGC
CTOCGGATTTACCTTITCTGATTATGCTATICATTGGGTGCGCCAAGCLCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCGGTATCTCTTATTCTGGTAGCTCTACCCATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATITCACGTGA
TAATTCGAAAAACACC CTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGLGTGCGGAAGATACGGCCGTG TATTATTGLGCG
COTGGTTCTCATGG TAATATTATGGCTAAGCGTTATTTTGATTTTIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTA
GCTCA

DIELTQPPSVSVAPGOTARISCSGDNIRKKYVYWYQQOKPGQAPVLVIYEDSKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ
AEDEADYYCSTADSGINNGVFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADS
SPVKAGVETTTPSKOSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASG FTFSDYAIHW VROQAPGKGLEWYSGISYSGSSTHYADSVKGRFTISRONSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSHGNIMAKRYFDFWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL

VKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSYVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPXPK DTLMISRTPEVTCVVVEVSHE DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWULNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNGOVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQOPENNYKTTPPVLDS DGSFFLYSKLTV DKSRWOQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGACCGOGCGTATCTCGTGTAGCGGL
GATAATATTCGTAAGAAGTATGTTTATTGGTACCAGCAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATITATG
AGGATTCTAAGCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGCTTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTGA
CCATTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATTGCTCTACTGCTGATICTGG TATTAATAATGG
TGTGTITGGCGGCGGCACGAAGTTAACCG TCCTAGG TCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCOCG
CCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCG
TGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAG CCCCG TCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAA
AGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTAC
AGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGOCCCTACAGAATGTTCA

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGLGGCGGLCTGGTGCAACCGGECGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGL
CTCCGGATTTACCTTTTCTGATTATGCTATTCATTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCGGTATCTCTTATTCTGGTAGCTCTACCCATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATITCACGTGA
TAATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCUGCG
CGTGGTTCTCATGGTAATATTATGGCCAAGCGTTATTTTGATTTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTA
GCTCAGCCTCCACCAAGGGTCCATCGGTCTTCCCECTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGC
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MOR06706 Prop1

GGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTICCCCGAACCGGTGACGRTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTICCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCOTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAGCTTG GGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGT GCCCAGCACCTGAAGCAGCGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTICCCCCCAAAACCCAAGGACAC CCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG TCACATG
CGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGICCTCACCGTCC
TGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGG
AGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTICTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGGG CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTICT
TCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCYCCGTGATGC
ATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

MORO06475 Prop3

SEQ ID NO: 69 | HCDR1 NRGGGVG
(Kabat)

SEQ ID NO: 70|HCDR2 WIDWDDOKSYSTSLKT
(Kabat)

SEQ ID NO: 71|HCDR3 MHLPLVFDS
(Kabat)

SEQ ID NO: 72|LCDR1 RASQFIGSRYLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 73|LDCR2 GASNRAT
(Kabat)

SEQ ID NO: 74|LCDR3 QQYYDYPQT
(Kabat)

SEQ ID NO: 75 |HCDR1 GFSLSNRGG
(Chothia)

SEQ ID NO: 76 |HCDR2 DWDDD
(Chothia)

SEQ ID NO: 77 /|HCDR3 MHLPLVFDS
(Chothia)

SEQ ID NO: 78 |LCDR1 SQFIGSRY
(Chothia)

SEQ ID NO: 79|LDCR2 GAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 80|LCDR3 YYDYPQ
(Chothia)

SEQ ID NO:81 VL

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRAS QF IGSRY LAWYQQKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTOFTLTISSL
EPEDFATYYCQQYYDYPQIFGQGTKVEIK

SEQ ID NO:82 VH

QVOLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIOWDDDKSYSTSIKTRLTISKDTS
KNQVVLTMTNMOPYDTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:83 ADN VL
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MORO06475 Prop3

SEQ ID NO:84 ADN VH

SEQ ID NO:85 Kappa ligero

SEQ ID NO:86 Pesada IgG1 LALA

SEQ ID NO:87 ADN Light kappa

SEQ ID NO:88 ADN pesado IgG1
LALA

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGC CTGTCICCGGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGA
GCGAGCCAGTTTATTIGGTTICTCGTTATCTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAA
TITATGGTGCTICTAATCGT GCAACTGBGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTAC
CCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTFATTATTGCCAGCAGTATTATGATTATCCTCAGA

COTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTAAA

CAGGTGCAATTGAAAGAAAGCGGCCCGGCCCTGGTGAAACCGACCCAAACCCTGACCCTGACCTGTACCTTTT
CCGGATTTAGCCTGTCTAATCG TGGTGGTGG TG TEGGTTGGATTCGCCAGCCGOCTGGGAAAGCCCTCGAGT
GGCTGGCTTGGATCGATTGGGATGATGATAAG TCTTATAGCACCAGCCTGAAAACGCGTCTGACCATTAGCA
AAGATACTTCGAAAAATCAGGTGG TGCTGACTATGACCAACATGGACCCGGTGGATACGGCCACCTATTATTG
CGCGCGTATGCATCTTCCTCTTGYTITIGATICTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFATYYCQQYYDYPQTFGOGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLENNFYPREAKVOQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

QVQLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYS TSLKTRLYISKDTS
KNQVVLTMTNMOPVDTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTATYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCOKTHT
CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVOVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVOKSRWQQOGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGICTCUGGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGA
GCGAGCCAGTTTATTGGTTCTCGTTATCTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAA

TITATGGTGCTTCTAATCGTGCAACTG GGG TCCCOGCGCRTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTAC

CCTGACCATIAGCAGCOCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATIGCCAGCAGTATTATGATTATCCTCAGA
CCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGULTCTGTTG TG TGCCTGLTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAG
TACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCLAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGLAAG

GACAGCACCTACAGCCTCAGCAG CACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT
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MORO06475 Prop3

SEQ ID ND:89

SEQ ID NO:90

SEQ ID NO:91

SEQ ID ND:92

MORO08193 Prop3
SEQ ID ND: 93 (Kabat
SEQ ID ND: 94 (Kabat

ES 2 659 406 T3

VH De la linea germinal

VL De la linea germinal

ADN VH De la linea
germinal

ADN VL De

germinal

)
)

HCDR1
HCDR2

SEQ ID ND: 9S (Kabat) HCDR3

SEQ ID ND: 96 (Kabat
SEQ ID ND: 97 (Kabat

)
)

LCDR1
LDCR2

la

linea

CAGGTGCAATTGAAAGAAAGCGGCCOGGCCCTGGTGAAACCGACCCAAACCCTGACCCTGACCTGTACCTTIT
CCGGATTTAGCCTGTCTAATEGTGGTGGTGOTGTGGETIGGATTCGCCAGCCGLCTGGGAAAGCCCTCGAGT
GGCTGGCTTGGATCGATTGGGATGATBATAAGTCTTATAGCACCAGCCTGAAAACGCGTCTGACCATTAGCA
AAGATACTTCGAAAAAT CAGGTGGTGCTGACTATGACCAACATGGACCCGGTGGATACGGCCACCTATTATTG
CGOGCGTATGCATCTTCLTCTTGTTTTIGATTCTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGG TTAGCTCAGCCTCCA
CCAAGGGTCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTUCTCCAAGAGCACCTCTGGGGG CACAGCGGCCCTGGGCTG
CCTGGTCAAGGACTACTTCOCCGAACCSG TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGLGCOCTGACCAGOGGOGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCG TGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGET
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGC
CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGUCCAGCACCTGAAGCAGCGGGGGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGLGTGGAGGTGCATAATGCCAAGALT
AAAGCOGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCG TCCTCACCGTCCTGCACCAGGACT
GGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG TACACOCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG TCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGLCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCA
AGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG TCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGE
ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGG VGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYS TSLKTRLTISKDTS
KNQYVLTMTNMDPVDTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS

EIVITQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAW YQQKPGQAPRLLIYGASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLE
PEDFAVYYCQQYYDYPQTFGOGTKVEIK

CAGGTCACACTGAAAGAG TCCGGLOCTGCCCTGGTCAAACCCACCCAGACOCTGACCCTGACATGCACCTTCA
GCGGCTTCAGOCTGAGCAACAGAGGUGGCGGAGT GGGCTGGATCAGACAGCCTCCCGGLAAGGCUCTGGAA
TGGCTGGCCTGGATCGACTGGGACGACGACAAGAGCTACAGCACCAGCCTGAAMALCCGGCTGACCATCAGE
AAGGACACCAGCAAGAACCAGG TGGTGCTGACCATGACCAACATGGACCOCG TGGACACCGCCACCTACTAC

TGCGCCCGGATGCATCTGCOCCTGG TGTTCGATAGCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCAGETCA

GAAATCGTGCTGACCCAGAGCLCCGCEACCCTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCACCCTGAGCTGCCGG
GCCAGC CAGTTCATCGGCAGCAGATACCTGGLTTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCCAGACTGCTG
ATCTACGGCGCCAGCAACCGGGCCACCGGCATCCCTGCCAGATTTTCTGG CAGCGGCAGCGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATCAGCAGCCTGGAACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTACTACGACTACCCCC
AGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAAATCAAG

NRGGGVG
WIDWDDDKSYSTSLKT
MHLPLVFDS
RASQFIGSRYLA
GASNRAT
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MORO08193 Prop3

SEQ ID NO: 98 (Kabat) |[LCDR3 QQYWSIPIT
SEQ ID ND: 99 |HCDR1 GFSLSNRGG
(Chothia)

SEQ ID ND: 100 /|HCDR2 DWDDD
(Chothia)

SEQ ID NO: 101 /|HCDR3 MHLPLVFDS
(Chothia)

SEQ ID ND: 102 |LCDR1 SQFIGSRY
(Chothia)

SEQ ID NO: 103 |LDCR2 GAS
(Chothia)

SEQ ID ND: 104 |LCDR3 YWSIPI
(Chothia)

SEQ ID NO:105 VL

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQOKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFAVYYCQQYWSIPITRGQGTKVEIK

QVALKESGPALVKPTQILTLTCTFSGFSLSNRGGGVG WIRQPPG KALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTS

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQQKPGGAPRLLIYGASNRATGIPARESGSGSGTDFTLTISSLE

QVTLKESGPALVKPTQTLTILTCTFSGFSLSNRGGGVG WIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTS

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGLAGA
GCGAGCCAGTTTATTGGTTCTCGTTATCTGGLTTGGTACCAGCAGAAALCAGGTCAAGCACCGCGTCTATTAA
TTTATGGTGCTTCTAATCGTGCAACTGGG GTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTAC
CCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTGTATTATTGCCAGCAGTATIGGTCTATICCTATTA

SEQ ID ND:106 VH
KNQUVLTMTNMDPYDTATYYCARMHLPLYFDSWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO:107 VL De la linea
germinal
PEDFAVYYCOQYWSIPITFGQGTKVEIK
SEQ ID NO:108 VH De la linea
germinal
KNOVVLTMTNMDPVDTATYYCARMKLPLVFDSWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO:109 ADN VL
CCTITGG CCAGGGTACGAAAGTTGAAATTAAA
SEQ ID NO:110 ADN VH

CAGGTGCAATTGAAAGAAAGCGGCOCGGOCCTGGTGAAACCGACCCAAACCCTGACCCTGACCTGTACCTTIT
CCGGATTTAGCCTGTCTAATCGTGGTGGTEGTGTGGGTTGGATTCGCCAGCCGCCTGGGAAAGCCCTCGAGT
GGCTGGCTTGGATCGATTGGGATGATGATAAGTCTTATAGCACCAGCCTGAAAACGCGTCTGACCATTAGCA
AAGATACTTCGAAAAATCAGGT GG TGCTGACTATGACCAACATGGACCCGGTGGATACGGCCACCTATTATTG
CGCGCGTATGCATCTTCCTCTTGTTITTTGATICTTIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA
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MORO08193 Prop3

SEQ ID ND:111 Kappa ligero

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQOKPGQAPRLLIYGASNRATGV PARFSGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFAVYYCQQYWSIPITFGQG TKVEIKR TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW KVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEA

SEQ ID ND:112 Pesada Fab

QVQLKESG PALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTS
KNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARMHLPLVFDSWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS

SEQ ID NO:113 ADN Light kappa

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCBACCCTGAGCCTGTCTCLGGGLGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGA
GCGAGCCAGTTTATTGGTTCTCGTTATCTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAG CACCGCGTCTATTAA
TITATGGTGCTTCTAATCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGOGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTAC
CCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTGTATTATIGCCAG CAGTATTGGTCTATTCCTATTA
CCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTGAAATTAAACGTACGGTGGCTGCTCCGAGCGTGTTTATTTTTCCGCCGAG
CGATGAACAACTGAAAAGCGGCACGGCGAGCGTGRTGTGCCTGCTGAACAACTTTTATCCGCGTGAAGCGAA
AGTTCAGTGGAAAGTAGACAACGCGCTGCAAAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGTGACCGAACAGGATAGTA
AAGATAGCACCTATTCTCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCGGATTATGAAAAACATAAAGTGTATGC
GTGCGAAGTGACCCATCAAGGTCTGAGCAGCCCGGTGACTAAATCTTTTAATCGTGGCGAGGCC

SEQ ID NO:114 ADN Pesada Fab

CAGGTGCAATTGAAAGAAAGCGGCCOGGCCCTGGTGAAACCGACCCAAACCCTGACCCTGACCTGTACCTITT -
CCGGATTTAGCCTGTCTAATCGTGGTGGTGGTGTGGGTTGGATTCGCCAGCCGLCTGGGAAAGCCCTCGAGT
GGCTGGCTTGGATCGATTGGGATGATGATAAGTCTTATAGCACCAGCCT GAAAACGCGTCTGACCATTAGCA
AAGATACTTCGAAAAATCAGGTGG TGCTGACTATGACCAACATGGACCCGGTGGATACGGCCACCTATTATTG
CGCGCGTATGCATCTTCCTCTTGTTTTTGATTCTTGGGGCCAAGGCACCCTEGTGACGGTTAGCTCAGCGTCGA
CQCAAAGGTCCAAGCGTGTTTCCGCTGGCTCCGAGCAGCAAAAGCACCAGCGGCGG CACGGCTGCCCTGGGCT
GCCTGGTTAAAGATTATTTCCCGGAACCAGTCACCGTGAGCTGGAACAGLG GGGCGLTGACCAGCEGCGTGC
ATACCTTTCCGGCGGTGCTGCAAAGCAGCGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTTGTGACCGTGCCGAGCAGCA
GCTTAGGCACTCAGACCTATATTTGCAACGTGAACCATAAACCGAGCAACACCAAAGTGGATAAAAAAGTGG

AACCGAAAAGC
MORO08473 Prop3

SEQ ID ND: 115 HCDR1 SYGMS

(Kabat)

SEQ ID NO: 116 HCDR2 NISNDGHYTYVADSVKG
(Kabat)

SEQ ID ND: 117 |HCDRS3 FQASYLDIMDY
(Kabat)

SEQ ID NO: 118 LCDR1 SGDNIGSKYVH
(Kabat)

SEQ ID ND: 119 LDCR2 NDSNRPS

(Kabat)

SEQ ID ND: 120 LCDR3 QAWGDNGTRV
(Kabat)

SEQ ID NO: 121 HCDR1 GFTFSSY

(Chothia)

SEQ ID ND: 122 HCDR2 SNDGHY

(Chothia)
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MORO08473 Prop3

SEQ ID NbD:
(Chothia)

SEQ ID NO:
(Chothia)

SEQ ID NbD:
(Chothia)

SEQ ID NbD:
(Chothia)

SEQ ID ND:127

SEQ ID ND:128

SEQ ID NO:129

SEQ ID NO:130

SEQ ID NO:131

SEQ ID NO:132

SEQ ID NO:133

SEQ ID NO:134

123

124

125

126

HCDR3

LCDR1

LDCR2

LCDR3

VL

VH

VL De |la

germinal

VH De Ila
germinal

ADN VL

ADN VH

Ligera lambda

Pesada Fab

ES 2 659 406 T3

linea

linea

FQASVLDIMDY

DNIGSKY

NDS

WGDNGTR

DIELTQPPSVSVAPGQSITISCSGDNIGSKYVHWYQOKPGQAPVLVIYNDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ,
AEDEADYYCQAWGDNGTRVFGGGTKLTVL

QVOLVESGGGLVOAPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVRQAPGKGLEWVSNISNDGHYTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFQASYLDIMDYWGQGTLVTVSS

SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIGSKYVHWYQQKPGQSPVLVIYNDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT
QAMDEADYYCOAWGDNGTRVFGGGTKLTVL

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVROQAPGKGLEWVSNISNDGHYTYYADSYKGRFTISRDNS
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFQASYLDIMDYWGQGTLVTVSS

GATATCGAACTGACCCAGLCGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGAGCATTACCATCTCGTGTAGCGGCG
ATAATATTGGTTCTAAGTATG TTCATTGG TACCAGCAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATTTATAAT
GATTCTAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGCTTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTGACCA
TTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATTGCCAGGCTTGGGGTGATAATGGTACTCGTGTGT
TTGGCGGCGGCACGAAGTTAACCGTTCTT

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCLTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
CTCCGGATTTACCTTTICTTCTTATGGTATGTCTTGGG TGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCAATATTTCTAATGATGGTCATTATACTTATTATGCTGATICTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGC
GTTTTCAGGCTTCTTATCTTGATATTATGGATTATIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCA

DIELTQPPSVSVAPGQSITISCSGDNIGSKYVHWYQQKPGQAPVLVIVNDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQ
AEDEADYYCOAWGDNGTRVFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYP GAVTVAWKADS
SPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCOVTHEGSTVEKTVAPTEA
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MORO08473 Prop3

SEQ ID NO:135

SEQ ID NO:136

SEQ ID ND:137

SEQ ID ND:138

SEQ ID NO:139

SEQ ID ND:140

ES 2 659 406 T3

ADN Ligera lambda

ADN Pesada Fab

VL De la linea
germinal

VH De Ila linea
germinal

ADN VL De la linea
germinal

ADN VH De la linea
germinal

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVRCOAPGKGLEWVSNISNDGHYTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFQASYLDIMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCTTCAGTGAGCGTTGCACCAGGTCAGAGCATTACCATCTCGTGTAGCGGCG
ATAATATTGG TTCTAAGTATGTTCATTGGTACCAGCAGAAACCCGGGCAGGCGCCAGTTCTTGTGATTTATAAT
GATTCTAATCGTCCCTCAGGCATCCCGGAACGCTTTAGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACCCTGACCA
TTAGCGGCACTCAGGCGGAAGACGAAGCGGATTATTATTGCCAGGCTTGGGGTGATAATGGTACTCGTGTGT

TTGGCGGCGGCACGAAGTTAACCGTTCTTGGCCAGCCGAAAGCCGCACCGAGTGTGACGCTG TTTICCGCCGA

GCAGCGAAGAATTGCAGGCGAACAAAGCGACCCTGGTGTGCCTGATTAGCGACTTTTATCCGGGAGCCGTGA
CAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGOCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGC

AACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTATCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGC
TGCCAGGTCACGCATGAGGGGAGCACCGTGGANAAANCCGTTGCGCCGACTGAGGCC

CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGLGGCGGOCTGGTGCAACCGGGCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGT
CTCCGGATTTACCTTTICTTCTTATGGTATGTCTTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCAATATTTCTAATGATGGTCATTATACTTATTATGCTGATTCTGTTAAGG GTCGTITTACCATTTCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATIGCGCGC
GTTTTCAGGCTTCTTATCTTGATATTATGGATTATTIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGCGTC
GACCAAAGGTCCAAGCGTGTTTCCGCTGGCTCCGAGCAGCAAAAGCACCAGCG GCGGCACGGLTGCCCTGG

GCTGCCTGGTTAAAGATTATTTCCCGGAACCAGTCACCGTGAGCTGGAACAGCGGGEGCGCTGACCAGCGGLG
TGCATACCTTICCGGCGGTGCTECAAAGCAGCGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTTGTGACCGTGCCGAGCA
GCAGCTTAGGCACTCAGACCTATATTTGCAACGTGAACCATAAACCGAGCAACACCAAAGTGGATAAAARAAG
TGGAACCGAAAAGC

SYELTQPLSVSVALGQTARITCGGDNIGSKYVHWYQOKPGOAPVLVIYNDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRA
QAGDEADYYCOAWGDNGTRVFGGGTKLTVL

EVQULESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMSWVROAPGKGLEWVSNISNDGHYTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARFOASYLDIMDYWGQGTLVTVSS

AGCTATGAACTGACCCAGCCGCTGAG TGTTAGCGTTGCGCTGGGTCAGACCGCGCGTATTACCTGCGGCGGT
GATAACATTGGCAGCAAATATGTGCATTGGTATCAGCAGAAACCG G GCCAGGCGCCGGTGCTGGTGATTTAT
AACGATAGCAACCGTCCGAGCGGCATTCCAGAACGTTTTAGCGGCAGCAACAGCGGCAATACCGEGACCCTG
ACCATTAGCCGTGCGCAGGCGGGTGATGAAGCGGATTATTATIGCCAGGCGTGGGGCGATAATGGTACGCG
TGTGTTIGGCGGTGGTACGAAGTTAACCGTTCTT

GAGGTGCAATTGCTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAALCGGGLGGLAGCCTECOTCTGAGCTGCGCGGC
CTCCGGATTTACCTTTICTTCTTATGGTATG TCYTGGG TGCGCCAAGCCCCTGGGRAGGGTCTCGAGTGGGTG
AGCAATATTTCTAATGATGGTCATTATACTTATTATGCTGATTCTGTTAAGGG TCGTTTTACCATTYCACGTGAT
AATTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGOGTGCGGAAGATACGGCCGTGTATTATIGCGCGC
GTTTTCAGGCTICTTATCTTGATATTATGGATTATIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGG TTAGCTCA
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MORO08473 Prop3

Construccion
biparatépica MOR0647S

SEQ ID ND:141 ADN VL-
(GGGGS)  3-VH

scFv Gatatcgttetgacceagagtocggcaaccetgagectgagtocgggtaaacgtgccaccetgagetgtegtgcaagecagittatiggtagccg
nalctgscatgg‘latcagcagaaaccgggtcagscaccgcgtctgclgamatgstscaagcaatcgtgcaaccggtgttccggcacgtmag
cggtagegetagtggeaccgattitacectgaceattageagectggaaccygaagattitgeaac
scasaccmaamsescaccaaaammanaaasmmmmmmmecsmmamaam
aaagaaageggtecggcactggttaaacega cecagaccetgacectgacatgtacctitageggtittagectgageaategtegtegtegist
tggitggattegtcagectecgggtaaageactggaatggctgcatgeatigattgggat

tatageaccageetgaaaac

cgtctgaccattag 8ataccagc

teaggtggticigaccatgaceastatggatecggttgatacegecacctattatigtgeacgt

atgcatctgocgctgtttttgatagetggpgteagggtacactagitaccgttageage

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWY OOKPGOAPRLLIYGASNRATGVPARF SGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFATYYOOQYYDYPQFFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLKESGPALVKPTATLTLTCTFSGFSLSN
RGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDODKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPYDTATYYCARMHLPL

Gatatcgtgctgacacagagecctgecaceetgtctetgageectggcgagagagcaccctgagetgicggaccagecagttcateggcteee

getacctggectggtatcageagaageccggacaggetcccagactgelgatotacggegeeageaacagagctaceggegtgeccgecagatt
ttctggageggrageggeacegacticacoctgaccatcageagectggaacecgaggacticgecacctactactgecageagtactacgac

taccccragaccticgReCagREcaCCaaREtgRagatcAARBELREBRECRRACCRRRRRILRCRRAARIEEARECREAREAARTBBAR
geegcggaageeaggtgcaatigaaagagtecggecctBectiggtgaag octacicagacectgacectgacatgcaccticageggeticag
cetgageaacagageEecgeagtggactagateagacagctoceggraaggeeciggaalggriggectggategactgggacgacgata

agagctacageaccagectgaaaaceeggctgaccatcteccaaggacaccagcaagaaccaggtggtectcaccatgaccaacatggacece

gtggacacegeeacctattatigegecegratgcatctgeccctgptgttcgatagctggegecagggaaceetggtgacagtgtecage

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQOK PGOAPRLLIVGASNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFATYYCQQYYDYPQTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGIGGGGSGGGGSQVOLKESG PALVKPTOFLTLICTFS
GFSISNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISK DTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYVCAR

SEQ ID NO:142 VL- (GGGGS) 3-
VH scFv
VFDSWGQGTLVTVSS
SEQ ID ND:143 ADN VL- (GG6GS)
4-VVH scFv
SEQ ID ND:144 VL- (GGGGS) 4-
VH scFv
MHLPLVFDSWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO:145 ADN VH-
(GGGGS) 3-VL

scFv Cagettcaatigaaogaaageggteeggeactgattaaaccgacccagaccetgaccetgacatgtaccittageggtitiagectgageaate
sigeteetgsigtigetiggattgtcagectecgggtaaageactggaatggriggeatggattgatiggaatgatgataaasgetatageacc
agectgaaaaccegtctgaccattagcaaagataccageadaaateaggtigttctgaccatgaccaatatggateeggtigataccgeaacct
atiatigtgcacgtatgeatctgecgetgpttittgatagetgregteagggtacactagtiaccgitageagegatgategtegtag cagteets
geggttcagstgetgetgecagtgatatcgtictgacccagagicggaaccctgagectgagtecggetgaacgtgecaceetgagetgiegt
gcaagccagtitatiggtagecgtiatetggratgetateag cagaaaccgggtcaggeaccecgtctgctgatttatggigcaageaatcgtac
3accggtgticcggeacgttitagoggtageggtagtggcaccgattitaccctgaccattagtagectggaaceggaagatttigecacctatta
ttgccageagtattatgattatccgcagaccttiggtcaggecaccaagetggaaattana

SEQ ID NO:146 VH- (GGGGS) 3-
VL scFv

QVQLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTS
KNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARMHLPLVFOSWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGS DIVLTQSPATLSLSP
GERATISCRASQFIGSRYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQY

YOYPQTFGAGTKVEIK

29



ES 2 659 406 T3

Construccion
biparatépica MOR0647S

SEQ ID NO:147 ADN VH-
(GGGGS) 4-VL
scFv

SEQ ID ND:148 VH- (GGGGS) 4-
VL scFv

MORO08168

SEQ ID |[ADN VL- (GGGGS) 3-VH

NO:149 scFv

SEQ ID |VL- (GGGGS) 3-VH scFv
ND:150

SEQ ID |[ADN VL- (GGGGS) 4-VH
NO:151 scFv

SEQ ID |VL- (GGGGS) 4-VH scFv
NO:152

Caggttcastigasagaaageggtocggcactgpttaaacegaccragaccctgaccetgacatgtacctitageggtittagectgageaate
slestgetggigtigstingaticstcagcctecggataasgcactggaatggciggatggatigatigegatgatgataaaagctatageace
agectgaaaaccegtctgaceatiagcaaagataccagcaaaaatcaggtigtictgaccatgaccaatatggatecggitgatacageaacct
attattgtgcacgtatgeatctgcegetggtitttgatagetggppteagggtacactagttaccgttageagegetastg etegtagegsteste
gcggtteaggtggtaataacagtgacggtggtagtagigatategtictgacccagagtccggcaaccctgagectgagtcegggteaacgtgec
accctgagetgtegtgeaagecagtitattgatagecgttatetgscatestateag cagaaaccggpteagpcaccgegtetgetgatitatgat
geaageaatogtecaaccggigticcggcacgtittagegatageggtagtggeaccgatittaccetgaccattagtagectggaaccggaaga
ttttgecacctattattgocageagtattatgattatccgeagaccitiggtcagggcaccaaggtggasattaas

QVALKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEW LAWI DWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTS

KNQVVITMTNMDPVDTATYYCARMHLP LVFDSWGQGTLYTVSSGGG GSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPA
TLSLSPGERATLSCRASCIFIGSRY LAWYQQAKPG QAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPE DEATYY
CQQYYDYPQTFGAGTKVEIK

Gatatcgaactgacceagectecgagegttagegttgeaccgggtcagaccgeacgtattagetgtagegatrata gectgegtaataaagtita
ttggtatcageagaaaccgggtcaggeaccagtictagttatitataaaaataatcgtocgapggatteccggaacg tittag cggtageaata
gcgataataccgcaaccetgaccattageggracceaggragaagatgaageagattattattgecagagetatgatggtcagaaaagecigg
ttittigstegptggcaccaagettaccgitct gpptgetggtsgtagcgptegtestagcicaggtggtggeggticteaggttaatiggtigaaag
tggtggtgetetgsttcageeiggtggtagectgegtetgagetgtgcagcaagegettitacctttagegatiatgtgattaattggettogecag
geaccggetaaagetetggaatpgettagoggtattagetgpteagatgtiaatacceattatgragatagegtgaaaggtegttitaccattag
ccgtgataatagcaaasatacectgtatetgeag ctgogtgragaagataccgeagtitatiatigigeacgtcigggtgcaaceg
ca3ataataticgctataaatttatggatggtgegateagggtacactagttacegttageage

DIELTQPPSVSVYAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGOAPYLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
EDEADYYCOSYDGQAKSLVFGGG TKLTVIGGGGSGGGGSGGGGSQVALVESGGGLVAPGGSLRISCAASGFTFSD
YVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLAOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANN
IRYKFMDVWGQGTLYTVSS

Gatategaactgacceagectecgagegttagegtigcaccgggtcagacogeacgtattagetgtagcgetgatagectgcgtaataaagttta
ttggtatcageagaaaccgggtcaggraccggttciggtiatttataaaaataategtecgageggtattccggaacgtttiageggtageaata

Bcgetaataccgeaaccetgaccattageggeacceaggeagaagatgaagcagattattattgccagagetatgatggtcagaaaagectpg
titttggtggtgrcaccaagcttacegtictgggtagts gtegtapceggstagt gacteagatgptgcastictggtggeggtgaticacaggt
tcaatiggttgaaagtastgstagtctggticagectggtegtagectycgictgagetgtgeagcaageggtittacctttagegattatgtgatt

aattgggttcgecaggcaccgggtaaagetetggaatggpttagcgatattagetge teagatpttaatacceattatgcagatagegtgaaag

gicgtittaccattagecgtgataatageaaaaatacectgtatctgcagatgaatag cetgegtacagaagataccgeagtitattattgtgcac
stetggetecaaccgraaataatattcgctataaatttatggatg tgtagsgtcagegtacactagttaccgttageage

DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQOKPGOAPYLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
EDEADYYCQSYDGQAKSLVFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSEGGGSAVALVESGGGLVAPGGSLRLSCAAS
GFTFSDYVINWYROAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLAMNSLRAEDTAVYYCARL

GATANNIRYKFMDVWGQGTLVTIVSS
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MOR08168

SEQ ID [ADN VH- (GGGGS) 3-VL
NO:153 scFv

SEQ ID |VH- (GGGGS) 3-VL scFv
NO:154

SEQ ID |[ADN VH- (GGGGS) 4-VL
ND:155 scFv

SEQ ID |VH- (GGGGS) 4-VL scFv
ND:156

MORO08545

SEQ ID [ADN VL- (GGGGS) 3-VH
NO:157 scFv

SEQ ID |VL- (GGGG5) 3-VH scFv
ND:158

SEQ ID [ADN VL- (GGGG5) 4-VH
NO:159 scFv

Caggttcaatiggitgaaageastertegtctegticagoetggtegtagectgegtetgagaigigeageaagogatittaceittagegatiat
gtgattaattggettegtcaggcaccgpgtasaggtctggaatggetiogegptattagetgsteagetgttaatacecattatgcagatagegty
adaggtegttitaccattagecgtgataatagcaaaaataceetgtatctgeagatgaatageetgegtgeagaagatacegeagtitattatigt
geacgietggatecaaccgeaaataataticgetatasatitatggatgtetgasetcaggptacactagtiacegtiageagtygtgstastest
ageaetestageggatctegtREcaRIRacaglgatatcgaactgacccagratccgagegitageatigraccgagteagaccgcacgtatia
gctgtageggigatagtcigegtaataaagiitatiggtatcageagaaaccgggteaggetocggticigatiatttataaaaataatcgtecga
geagtattocggaacgiittageggtageaatagegytaataccgcaaccetgaceattageggeacceaggeagaagatgaagecgattatta
tigtcagagciatgatggicagaaaagoctgglittiggtggtggraccaagetiaccgiicts

"OVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVROAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLGMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTIVTVSSGGGGSGGEGSGGGGSDIELTAPPS
VSVAPGOTARISCSGDSLANKVYWYQOXPGQAPVLVIVKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTOAEDEADYYC
QSYDGOKSLVFGGGTKLTVL

"Caggttcaattgetigan agceglgtagtetggticagectggtggtagecigegtrtgageigigrageaagegatittacctttagegatiat
glgattaattgggiiceteagacacegggtaaagrictggaatgggitagergtattagctgeteagptatiaataccrattag: gte
aaaggtegttttaccattagecgtgat 4 tg geagatgaatagectgegtpcagaagataccgeagtitattattgt
geacgtetgggtgcaaccgaaataataticgctataaatitatggatgtatergatcagagtacactagttaccgiageagtggtaatagieart
agcgategtprrgatctggtogcgatgaticaggtagtagtggcagtgatategaactgacceagectecgaggitagegtigcaccrgste
agaccgeacgtattageigtageggigatagictpcgtaataaagtttatiggtatcageagaaaccgggtcaggetctggticgpttatitata
aaaataatcgteegageggtattcoggaacgtittageggtageaatageggtaataccgcaaceetgaccattageggeacccaggcagaag
atgaagecgattattattpteagagetatgatggtcagaaaagectggttttggiggtggeaccaagctiacagiicig

QVQLVESGGGLYVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRON
SKNTLYLQMNSLRAED TAVYYCARLGATANNIRYKF MOVWGQGTIVTVESGGGGSGEGGESGGGGSGGGGSDIE
LTOPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGOAPVLVIVKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAED
EADYYCQSYDGQKSLVFGGGTKLTVL

Gatatcgaactgacecagectcogagegitagegtigeaceggateagaccgcacstattagtgtagegatrataatattggeagcaaataty
tgeattggtatcageagaaaccgREtcagaraccgsttctggiiatitatggtgatagcaatcgtocgagcgetattccggaacgtittageggta
gcaatageggtaataccgeaaccetgaccattageggeacccaggcagaagatgaageagatiattattgtaccegtaccageaccecgattag
cggtgttttiggtagtepcaccaagettacegttctgrgiggtestagtagoggtagtesteacteagatagtestagticacaggttcastigptt
gaaagiggtgptagtictgeticageciggtgetagoctgcgtatgagetgtgeagcaageggtittacciitagegtiaatggtatgoatigggttc
gecapgEcacceEgtaaaggtetggaatggettagegtiattgatggatggaceatacctattatgecgatagegtiasaggtestittaccatta
gotgtgataatagcasaaatacectglatctgeagatgaatageetgegtgeagaagatacegeagittattatigegeacgetatgattatatta
aatatggtgectitgatecgtggegtcaggstacactagttaccgttageage

DIELTQPPSVSVAPGATARISCSGDNIGSKYVHWYQQKPGQAPVLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT
QAEDEADYYCTRTSTPISGVFGGG TKLTVLGGGGSGGGG5GGEGSQVQL VESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTRS
VNGMHWVROAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNS LRAEDTAVYYCARYDYIKY
GAFDPWGQGTLVTVSS
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MORO08545

SEQ ID |VL- (GGGG5) 4-VH scFv
NO:160

SEQ ID |[ADN VH- (GGGGS) 3-VL
ND:161 scFv

SEQ ID |VH- (GGGGS) 3-VL scFv
NO:162

SEQ ID |[ADN VH- (GGGGS) 4-VL
NO:163 scFv

SEQ ID |VH- (66GGS) 4-VL scFv
NO:164

Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:165

ADN pesado
MDRO08168 higG1
LALA MDRO06475

Gatatcgaactgacccageeteegagegttagegttgeacegggteagacegeacgtattagetgtageggtgataatattggcagcaaatatg
tgcattggtateageagaaaceggptcaggcaccggitctggtiatitatggtgatageaategtocgagegataticcggaacgttttageggta
geaatageggtaataccgeaaccargaccattageggcacceaggeagaagatgaagcagattat tatt glaccegtaccageaceccgattag
cgprgttitggtgetegraccaagctiaccgttetgegtestest agtagcgetegteetercteagRtgatagcRRItCt ggtggegptagtica
caggticaattggttgaaagtggtagtegtctgaticagectggtggtagectacgictgagetgtgcagcaag cegtittaccittagegttaatg
glatgcattggpttcgecaggeaccgggtaaaggtctggaatggpttagegtiatigatggtatggaceatacctattatgecgatagegttaaa
gEtegttttaccattagccgtgataatagcasaaatacectgtatctgcagatgaatagectgegigeagaagataccgeagtitattattgegea
cgctatgattatattaaatatggtgecttigatocgt gepgtcagggtacactagtiacegttageage

DIELTQPPSVSVAPGUTARBCSGDNIGSKYVH WYQOKPGQAPVLVIYG 05 NRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT
QAEDEADYYCTRTSTPISGVFGGGTKLTVIGGGG5GGGGEGGGESGGGESQVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAA
SGFTFSVNGMHWVRQAPGKGLEWVSVIDG MGHTYYADSVKGRFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
YDYIKYGAFDPWGQGTLVTVSS

Caggttcaattagttgasageggtegtestctggticagectgptggtagoctacgtetgagatgtgeageaag ggtittacctttagegttaat
gatatgcattgggticgtcagacacceggtaaaggtctegaatgggtiagegtiatigatgatatgggecatacctattatgecgatagegttaaa
gategttitaccattagecgtgataatagcaaasataccctgtatetgcagatgaatagectgegtee gataccgcagtttattattgtagce
cgtiatgattatattaaatatggtgectiigatecgiggaateagggtacactagtiaccgtiagcagtaptagtast gtag cagtestegcgga
tctggtgacagteeticagatategaactgacccagectccgagegtiagagtigeaccggpteagaccgeacgtattagetgtageggtgataa
tattggcageaaatatgtgcatiggtatcageagaaacegratcaggctecggtictggtiatttatggtgatag caategtecgageggtattcc
ggaacgttttagcggtagcaatageggtaataccgcaaccctgaccattageggcacceaggcagaagatgaagecgattattattgeaccegt
accapeaccocgattag (egtgtitiggtegtggcaccaagettacegtictg

QVQALVESGGGLVQPGGSLRISCAASGFTFSVNGMHWVRQAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARY DYIKYGAFDPWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQPPSVSVA

PGQTARISCSGDNIGSKYVHWYQQKPGOAPVLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTOAEDEADYYCTR

TSTPISGVFGGGTKLTVL

Caggtteaattgetigaaageggtggtagtctggticagectggtggtagectacgtetgagetgtgcageaageggttitacctitagegttaat

getatgcattgegticgtcaggcaccggets aagstctggaatgggttagcgttatigatggtatgraccatacctattatgecgatagegttaaa
ggtegtttta ceattagec accctgtatetgcagatgaatagectacgipcagaagataccgeagtttatiatigtgcc
cgttatgattatattaaatatggtgectttgatccgtggggtcagaptacactagttaccgtiagcagtgatagtestggtagegatggiagcgga
tetggtrgcgetgpttcaggteptrgtggcagtaatatcgaactgacccageetecgagegtiagegtigeaccggpteagaccgeacgtattag
ctgtageggtgataatattggcagocaaatatgtgeattgptatcagragaaacc gggteaggcetccgatictggtiatttatzgtgatageaateg
tecgageggtattecggaacgtittageggtageaatapegataatacegraacectgaccattageggcacccaggeagaagatgaagecga
ttattattgeacecgtaccageaceccgattagegstattittggtgptagcaccaagettacegttctg

QVALVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSVNGMHWVROAPGKGLEWVSVIDGMGHTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYY CARYDYIKYGAFDPWGQGTLVTVSSGGGGS GGGGSGGGGSGGGGSDIELTQPP
SVSVAPGQTARISCSGDNIGSKYVHWYQQKPGOAPVLVIYGDSNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEAD
YYCTRTSTPISGVFGGGTKLTVL

32



Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:166

SEQ ID NO:167

SEQ ID NO:168

SEQ ID ND:169

ES 2 659 406 T3

scFv

Pesado MOR08168
higG1 LALA
MORO0647S scFv

VL MDR08168

ADN VL
MORO08168

ADN Light lambda
MORO08168

caggtgcaattggtcgagtctggcggaggactggigeagectagtageageetgagactgagetgegeegecageggceticaccticagegact
acgtgatcaactgggtgegacaggoccciggaaagggcctggaatgggtatecggeatetettggtetggegtgaacacccactacgecgacag
cgtgaagggocggticaccatcagecgggacaacageaagaacacectgtacetgeagatgaacagectgagageegaggacacegeogtgt
actactgtgccagactggaegecaccgecaacaacatecggtacaagticatggacgtgtggraccagggacactggtgaccgteagetcag
ctagcaccaagggeeccagegtgticeccetgaerceageageaagagcaccagcggcggcacagegecctggactacetggtgaaggact
acttecccgageccgtgacctatectpgaacageggageectgacctecggegtgeacaccticeccgeogtgetgeagageagegacetgtac
agceetgtccagegtggtgacagtgeccageageagectggpeacocagacetacatctgcaacstgaaccacaagrerageaacaccaaggty
E3Ca3gagagiggagcccaagagrtgegacaagacccacacctgeeccorctgccaglccagagerageggacggaceeteegigttcet
gttcecccccaageccaaggacaccetgatgatcagaggacccccgaggtgacctgeRtgategtegacgtgagtacgaggacccagaggt
paagttcaattggtacgtggacRecgtegaggtacacaacpccaagaccaagercagagaggageagtacaatageacctacagggagtat
cogtpetgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggeaaggaatacaagigcaaggtctccaacaaggecctgecageccccatcgaaaaga
ccatcagcaaggeraagggcagecacgggagecceaggtgtacaccctgeoccoctcccgggaggagatgaceaagaaccaggtgteretg
acetgtetggigaagggcttetaceccagegacatcgeegtygagigggagagcaacggrcagcccgagaacaactacaagaccaceeeecca
gtgctggacagcgacgg cageticttcctgtacagcaagctgacegtggacaagiccaggtggeageagggeaacgtgticagetgcagiptga
fgr:rgaagryn-nram;u-mﬂm ACCCAL: ctg Aprrtgtrrrrrggmagggcggmcggcggaagcgatatcgtgctgacac
agagccctgecaceagtetetgagecctggcgagagagecaccetgagitgee grRecagecagti catcggetcecgatacctggoctggtat
cagragaagrccggacaggecteccagactgctgatetacggegeeageaacagagetaccggagtgcccgecagattttctggcageggeage
ggcaccgacticaccetgaccateageagectggaaccegaggacttegecacctactactgocagoagtactacgactacocctagaccticg
GCCagERCacCaaggBgagalcaagegcagargcegatccgReRRtsecsLaagtgraREcAgageaapcABaRaRRRcagaageag
gtgcaatigaaagagtceggecctpee ctggtgaagectacccagacectgacoetgacatgcaccticag cggetivagectgagcaacagag
BCBECERAREgECctgRatcagacagectecppcaaggecctggaatggetegectggatcgactggeacgacgacaagagetacageace
agectgaaaacceggetgaccatetetaaggacaccageaagaaccaggtggtgcteaccatgaccaacatggacceegtggacaccgecac
ctattattgegeecggatgeatetgecccteptticgatagctggreccagggaaccetggtgacagtgtocage

QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
COKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHOQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVOKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GKGGSGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQOKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSG
TOFTLTISSLEPEDFATYYCQQYYDYPQIFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVALKESGPALVKPTQ
TLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDOKSYS TSLKTRLTISKD TSKNOVVLTMTNMDPV
OTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS

DIELTOPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQOKPGQAPVLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISG TAA
EDEADYYCQSYDGOKSLVFGGGTKLTVL

GACATCGAGCTGACCCAGCCCCCTTCTGTGTCTGTEGCCCCTGGCCAGACCGCCAGAATCAGCTGCAGCGGC
GACAGCCTGCGGAACAAGGTGTACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCTCCCGTGCTGGTGATCTACAAG
AACAACCGGCCCAGCGGCATCCCTGAGCGGTTCAGCGGCAGCAACAGCGGCAATACCGCCACCCTGACCATC
AGCGGCACCCAGGCCGAAGATGAGGCCGACTACTACTGCCAGAGCTACGACGGCCAGAAAAGCCTGGTGTT
CGGCGGAGGCACCAAGCTTACCGTGCTG

Gacatcgagetgacccageocoetictgtgtetgtgreccetggecagaccgecagaatcagctgcagegpcgacagectgeggaacaagsig

tactggtatcagcagaageccggccaggcteccgtacigatgatctacaagaacasccggeccageggeatecctgagegaticagcggeasc

aacagegaeaatacegecaccetgaccatcageggcacecaggecgaagatgageccgattactactgecagagetacgacggctagaaaag
cctggtgttcggegpagacaccaagettaccgtgctgrgccageccazagecgacectagegtgaccetgticrcecccageagegaggaactg
caggccaacaaggecaccetggtatgectgatcagegactictaccctggogecgigacegiggectggaagecegacagtageceegigaag

BCLEECEtegagacaaccactccCageaageagageaataacasglacgecgccageagetacctgagectgacceegagcagtggaaga

gecacagaagctacagetgecaggtcacecacgagggcageaccglggagaaaaccgtggeeeccaccgagigeage
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID ND:170

SEQ ID NO:171

SEQ ID NO:172

SEQ ID NO:173

ES 2 659 406 T3

Ligera lambda
MORO08168

Pesado MOR08168
higG1 LALA (sin K)
ScFv MOR06475

ADN pesado
MORO08168 higG1
LALA (sin K)
MORO0647S scFv

Pesada MOR08168
higG1 LALA ScFv
MORO06475 (DP a
DA)

OIELTOPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQOKPGOAPVLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
EDEADYYCQSYDGQKSLVFGGGTKLTVLGOPKAAPSYTLFPPSSEELOANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

QVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKF MDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDVSHE DPEVKFNWYVDGVEVHNAKT KPREE
QYNSTYRVWSVETVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRYTQKSLSLSP
GGGSGGSOIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWY QOKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGT
DFTLTISSLEPEDF ATYYCQQYYDYPQTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVALKESGPALVKPTOT
LTLTCTFSGRSLSNRGGGVGWIRQPP GKALEWLAWIDWDODKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQVWETMTNMDPVD
TATYYCARMHLPLVFOSWGQGTLVTVSS

CAGGTGCAATTGGTCGAGTCTGGLGGAGGACTGGTGCAGCCTGGTGGCAGCCTGAGACTGAGCTGCGCCGE
CAGCGGCTTCACCTTCAGCGACTACGTGATCAACTGG GTGCGACAGGCCCCTGGAAAGGGCCTGGAATGGGT
GTCCGGCATCTCTTGG TCTGGCGTGAACACCCACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTG
TGCCAGACTGGGCGCCACCGCCAACAACATCCGGTACAAGTTCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACACTGGT
GACCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGYTCCCCLTGGCCCCCAGCAGCAAGA GCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGG TGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGG
AGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTECAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTG
GTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTG CAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCTAGA
GGCAGCGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTG ¥ TCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCC
GAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGE
CGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCG
TGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGG TCTCCAACAAGGCCCTGE
CAGCCCCCATCGAAAAGACCATCAGC AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGLLCC
CCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAAL CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGALA
TCGCOGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGUCCGAG AACAALCTACAAGACCACCCCCUCAGTGCTGGACAGL
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGC

TGCAGCGTGATGCACGAAGCGCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCGGCGGE
TCCGGCGGAAGCGATATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCCACCCTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCACT

CTGAGCTGCCGGGUCAGCCAGTTCATCGGCTCCCGCTACCTGGLCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGACAGGCT

CCCAGACTGCTGATCTACGGCGCCAGCAACAGAGCTACCGGCGTGCCCGCCAGATTTTCTGGCAGCGG CAGC

GGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGGAACCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTACT
ACGACTACCCCCAGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGG TGGAGATCAAGGGCGGAGGCGGATCCGGGGGTGG

CGGAAGTGGAGGCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCCAGGTGCAATTGAAAGAGTCCGGCCCTGCCCTG
GTGAAGCCTACCCAGACCCTGACCCTGACATGCACCTTCAGCGGCTTCAGCCTGAGCAACAGAGGCGGCGGA
GTGGGCTGGATCAGACAGCCTCCCGGCAAGGCCCTGGAATGGCTGGCCTGGATCGACTGGGACGACGACAA
GAGCTACAGCACCAGCCTGAAAACCCGGCTGACCATCTCCAAGGACACCAGCAAGAACCAGGTGGTGCTCAC
CATGACCAACATGGACCCCGTGGACACCGCCALCTATTATTGCGCCCGGATGCATCTGCCCCIGGTGTTCGAT

AGCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTGACAGTGTCCAGE
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:174

SEQ ID NO:175

SEQ ID NO:176

ES 2 659 406 T3

ADN pesado
MORO08168 higG1
LALA ScFv

MOR06475 (DP a
DA)

Pesada MOR08168
higG1 LALA ScFv
MORO06475 (DP a
TA)

ADN pesado
MDRO08168 higG1

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVYVSWNSGALTSGVHT APAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHXPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVEHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP REPQVYTLPPSREE MTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE ALHNHY TQKSLSLSP
GKGGSGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQIFIGSRY LAWYQQKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSG
TOFTLTISSLEPEDFATYYCQQYYDYPQTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSOVOLKESGPALVKPTQ
TLTLTCTFSGFSLSNRGGG VGWIRQPPGKALEWLAWIDWODDDKSYS TSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMODAV
OTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS

CAGGTGCAATTGGTCGAGTCTGGCGGAGGACTGGTGCAGCCTGGTGGCAGCCTGAGACTGAGCTGCGCCGE
CAGCGGCTTCACCTTCAGCGACTALG TGATCAACTGGGTGCGACAGGLCCCTGGAAAGGGCCYGGAATGGGT
GTCCGGCATCTCTTGGTCTGGCGTGAACACCCACYACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGG TTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCYGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTG
TGCCAGACTGGGCGCCACCGCCAACAACATCCGGTACAAGTTCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACACTGGT
GACCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCOCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGLCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGG
AGCCLTGACCTCCGGCGTGCACACCTICCCCGC LG TGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGEGTG
GTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCYGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACALC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCC CAAGAGC TGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGA
GGCAGCGGGCGGACCCICCGTGTICCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCC
GAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG
CGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCG
TGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGC
CAGCCCCCATCGAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCC
CCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACA
TCGCCGTGGAGTG GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCYGGACAGE
GACGGCAGCTTCTICCTGTACAGCAAGCTGACCG TGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGC
TGCAGCGTGATGCACGAAGCGCYGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCC TGAGCCTG TCCCCCG GCAAGGGC
GGCTCCGGCGGAAGCGATATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCCACCCYGTCTCYGAGCCCTGGCGAGAGAGCC
ACCCTGAGCTGCCGGGCCAGCCAGTICATCGGCTCCCGCTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGACAG
GCTCCCAGACTGCTGATCTACGGCGCCAGCAACAGAGCTACCGGCGTGCCCGCCAGATTTICTGGCAGCGGC
AGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTG GAACCCGAGGACTTCGCCACCYACTACTGCCAGCAGT
ACTACGACTACCCCCAGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGGGCGGAGGCGGATCCGGGGGT
GGCGGAAGTGGAGGCGGAGGAAGLGGAGGGGGCGGAAGCCAGGTGCAATTGAAAGAGTCCGGCCCTGCT
CTGGTGAAGCCTACCCAGACCCYGACCCTGACATGCACCTICAGCGGCTTCAGCCTGAGCAACAGAGGCGGC
GGAGTGGGCTGGATCAGACAGCCTC(CGGCAAGGCICTGGAATGGCTGGCCTGGATCGACTGGGACGALCGA
CAAGAGCYACAGCACCAGCCTGAAAACCCGGCTGACCATCTCCAAGGACACCAGCAAGAACCAGGTGGTGCT
CACCATGACCAACATGGACGCCGTGGACACCGCCACCTATTATTGCGCCCGGATGCATCTGCCCCTGGTGTIC
GATAGCYGGGGCCAGGGAACCCTGGTGACAGTGTCCAGC

QVOLVESGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTFSOYVINWVRQAP GKGLEWVS GISWSGVNTHY ADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLQMNSLRAE DTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN VNHKPS NTKVDKRVEPKS
COKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVIHQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GKGGSGGSDIVLTQSPATLSLSPGE RATLSCRASOFIGSRYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSG

TDFTLTISSLEPEDFATYYCQQYYDYPQTFGOGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVALKESGPALYKPTQ
TLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMTAVD
TATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:177

SEQ ID NO:178

ES 2 659 406 T3

LALA ScFv
MORO06475 (DP a
TA)

Ligera ScFv
MORO06475
MDR08168 lambda

ADN Ught ScFv
MORO06475
MORO08168 lambda

CAGGTGCAATTGGTCGAGTCTGGCGGAGGACTGGTGCAGCCTGGTGGCAGOCTGAGACTGAGCTGCGCCGE
CAGCGGCTTCACCTTCAGCGA CTACGTGATCAACTGGG TGCGACAGGOCCCTGGAAAGGGCCTGGAATGGGT
GTCCGGCATCTCTTGGTCTGGCGTGAACACCCACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCOCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTG
TGCCAGACTGGGCGCCACCGCCAACAACATCCGGTACAAGT TCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACACTGGT
GACCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGG
AGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGLCTGTACAGCLTGTCCAGLGTG
GTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACT
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGUCCAGCCCCAGA
GGCAGCGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTOOCCOCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCC
GAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGG TGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG
CGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCG
TGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGG CAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGC
CAGCCCCCATCGAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGG AGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCC
CCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACA
TCGCCGTGGAGTGGEAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGE
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGYTCAGC
TGCAGCGTGATGCACGAAGCGCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGLCTGAGCCTGTCCOCCGGCAAGGGE
GGCTCCGGOGGAAGCGATATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCCACCCTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCC
ACCCTEAGCTGOCGGGCCAGCCAGTTCATCGGCTCCCGCTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGACAG
GCTCCCAGACTGCTGATCTACGGCGCCAGCAACAGAGCTACCGGCGTGOCCGCCAGATTTTCTGGCAGLGGL
AGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGGAACCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGT
ACTACGACTACCCCCAGACCTTCGGCCAGGGLACCAAGGTGGAGATCAAGGGCGGAGGLGGATCCGGGGGT
GGCGGAAGTGGAGGCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCCAGGTGCAATTGAAAGAGTCCGGCLCTGOC
CTGGTGAAGCCTACCCAGACCCTGACCCTGACATGCACCTTCAGCGGCTTCAGCCTGAGCAACAGAGGLGGE
GGAGTGGGCTGGATCAGACAGCCTCCCGGCAAGGCCCTGGAATGGCTGGLCTGGATCGACTGGGACGACGA
CAAGAGCTACAGCACCAGCCTGAAAACCCGGCTGACCATCTCCAAGGACACCAGCAAGAACCAGGTGGTGCT
CACCATGACCAACATGACCGCCGTGGACACCGCCACCTATTATTGCGCCCGGATGCATCTGCCCCTGGTGTTC
GATAGCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTGACAGTGTCCAGC

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQQKPGQAPRLLIVGASNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFATYYCQQYYDYPQIFGQGTKVEIKGGGGSGEGGSGEGGSGGGGSQVALKESGPALVKPTQTLILTCTFS
GFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQYVLTMTNMDPVDTATYYCAR
MHLPLVFOSWGQG TLVTVSSGGSGGSDIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGQAPVLVIVKN
NRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSYDGQKSLVFGGG TKLTVLGOPKAAPSVTLFPPSSEELOA
NKATLYCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSL TPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVE
KTVAPTECS

GATATCGTGCTGACACAGAGCCCTGCCACCCTGTCTCTGAGCCCTGGCGAGAGAGCCACCCTGAG CTGCCGS
GCCAGCCAGTICATCGGCTCCCGCTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGACAGG CTCCCAGACTGLTG
ATCTACGGCGCCAGCAACAGAGCTACCGGCG TGCCCGCCAGATTTTCTGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATCAGCAGCCTGGAACCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTACTACGACTACCCCC
AGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGGGCGGAGGCGGATCCGGGGGTGGCGGAAGTGGAG
GCGGAGGAAGCGGAGGGGGCGGAAGCCAGGTGCAATTGAAAGAGTCCGGCCCTGCCCTGGTGAAGCCTAC
CCAGACCCTGACCCTGACATGCACCTTCAGCGGCTTCAGCCTGAGCAACAGAGGCGGCGGAGTGGGLTGGAT
CAGACAGCCTCCCGGCAAGGCCCTGGAATEGCTGGCCTGGATCGACTGGGACGACGACAAGAGCTACAGCA
CCAGCCTGAAAACCCGGCTGACCATCTCCAAGGACACCAGCAAGAACCAGGTGGTGCTCACCATGACCAACA
TGGACCCCGTGGACACCGCCACCTATTATTGCGCCCGGATGCATCTGCCCCTGGTGTTCGATAGCTGGGGCCA
GGGAACCCTGGTGACAGTGTCCAGCGGOGGCTCOGGCGGAAGCGACATCGAGCTGACCCAGCCCCCTTCTGT
GTCTGTGGCGCCCGBGCAGACCGCCAGAATCAGCTGCAGCGGCGACAGCCTGLGGAACAAGGTGTACTGGT
ATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCTCCCGTGCTGGTGATCTACAAGAACAACCGGCCCAGCGGLATCCCTGAGC
GGTTCAGCGGCAGCAALAGCGGCAATACCGCCACCCTGACCATCAGCGGCACCCAGGCCGAAGATGAGGLC
GACTACTACTGCCAGAGCTACGACGGLCAGAAAAGCCTGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTTACCGTGLTG
GGCCAGCCCAAAGCCGCOCCTAGCGTGACCCTGTTCCCCCCCAGCAGEGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCC
ACCCTGGTCTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCTGGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGACAGCAGLCCC
GTGAAGGOCGGCGTGGAGACAACCACCCOCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCT
GAGCCTGACCCCCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACCCACGAGGGCAGCACCG
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID ND:179

SEQ ID NO:180

SEQ ID NO:181

SEQ ID NO:182

SEQ ID NO:183

SEQ ID NO:184

VH MDR08168

ADN
MDR08168

ES 2 659 406 T3

VH

Pesado MOR08168

higG1 LALA

ADN pesado
MORO08168 higG1

LALA

VL MOR06475

ADN
MORO06475

TGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGAGTGLAGE

QVQLVESGGGLVQPGGSLRISCAASGFTFSDYVINWVROAPGKGLEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSS

Caggtgcamgstcgagmggcggaggaﬁsgtgcagcdggtggca grrtgagactgagetgegecgecageggciteaccitcagegact
acgtgatcaactgggtgcgacaggeccctggaaagggectggaatggatptecggeatetetiggtetgecgtgaacacctactacgecgacag
cgtgaageglcRettcaccateagecggracaacageaagaacaccetglacctgeagatgaacagectgagagecgaggacacigecgigt
actactgtgeeagactgggegecace gicaacaacatee ggtacaagticatggacgtgtegegccagggcacactggtgaccgtcagetca

QVQLYESGGGLVOPGGSLRISCAASGFTFSDYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQG TLVTVSSAS TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYOKRVEPKS
COKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKOTUMISRTPEVTCVVVOVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHODWINGKEYKCKVSNKALPAPIEXTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLYK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTOKSLSLSP
GK

CAGGTGCAATTGGTCGAGTCTGGCGGAGGACTGGTGCAGCCTGGT GGCAGCCTGAGACTGAGCTGCGLCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCGALTACGTGATCAACTGGGTGLGACAGGCCCCTGGAAAGGGCCTGGAATGGGT
GTCCGGCATCTCTTGGTCTGGCGTGAACACCCACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGG TTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGLCGAGGACACCGCCGTRTACTACTG
TGCCAGACTGGGCGCCACCGCCAMCAACATCCGGTACAAGTTCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACACTGGT
GACCGTCAGCTCAGCTAG CACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGUCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGG
CGGCACAGCCGCCCTGGECTGCCTGETGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGLGG
AGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGLCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTG
GTGACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGA
GGCAGCGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCOCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCC
GAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG
CGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCG
TGCTGACCG TGCTGLACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGG TCTCCAACAAGGCCCTGE
CAGCCCCCATCGAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGG GCCAGCCACGGGAGCCOCAGGTGTACACCCTGCCCC
CCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTRTCTGG TGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACA
TCELG TGGAGT GG GAGAGLAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCOCAGTGCTGRACAGE
GACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACLGTGGACAAGTCCAGG TGGCAGCAGGGCAACGT GTTCAGC
TGCAGCGTGATGCACGAG GCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGOCTGTCCCCCGGCAAG

DIVLTQSPATISLSPGERATLSCRASQIFIGSRYLAWYQOKPGQOAPRLLIY GASNRATGYPARFSGSGSGTDFTLTISSL
EPEDFATYYCQQYYDYPQIFGOG TKVEIK
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:185

SEQ ID NO:286

SEQ ID NO:187

SEQ ID NO:188

ES 2 659 406 T3

Ligera MORO06475
kappa

ADN Light
MORO06475 kappa

MDRO06475 pesado

higG1LALA
MDR08168  scFv
(VH-3-VL)

ADN pesado
MORO06475

higG1LALA  ScFv
MORO08168 (VH-3-
VL)

Gatatcgtgctgacccagageceggegaccetgagectgtetec £ggegaacgtgegaccelgagetgeagagegagecagttiatiggitcte

gttatctggetiggtaccageagaaaccaggteaageaccgegtetattaattlatggtectictaategigeaactgggteccagcacattitag
cggetetggateeggcacggattttacectgaceatiageagectggaacctgaagactttgegacttattatigecageagtattatgattatect
cagaccttiggccagggtacgaaagttgaaattaaa

DIVLTQSPATLSLS PGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQXOKPG QAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTOFTLTISSL
EPEDFATYYCQQYYDYPQTFGQGTXVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSISSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCCGGGLGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGA
GCGAGCCAGTTTATIGGTTCTCG TTATCTGGC TTGGTACCAGCAGAAACCAGG TCAAGCACCGCGTCTATTAA

TTTATGGTGCTTCTAATCGTGCAACTGGGGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGLTCTGGATCCGGCACGRATTTTAC

CCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATTGCCAGCAGTATTATGATTATCCTCAGA
CCTTTGGCCAGGGTACGAAAG TTGAAATTAAACGTACGG TGGCCGCTCCCAGCGTG TTCATCTTCCCCCCCAG
CGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTG TGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCOGGAGGTCA

AGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGLCCTGCAGAGLGGCAACAGLCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAG
CAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTG ACCAAGAGCTTCAACAGGGGLGAGTGC

QVQLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRITISKDTS
KNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSSASTKG PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKP SNTKVDKRVEPKSCOKTHT
CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRYPEVTCVVVOVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVEHQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGN VFSCSVY MHEALHNHYTQKSISLSPGKGGSG
GSQVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDVVINWVRQAPGKG LEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLYTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTO
PPSVSVAPGQOTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGQAPVLYIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEAD
YYCQSYDGOKSLWFGGGTKLTVL
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:189

SEQ ID NO:190

ES 2 659 406 T3

Pesada MDR06475
higG1 LALA ScFv

MOR08168
VL)

ADN
MOR06475
LALA
MOR08168
VL)

(VH-4-

pesado
higG1
ScFv
(VH4-

CAGGTGCAATTGAAAGAAAGCGGCCCEECCCTGGTGAAACCGACCCAAACCCTGACCCTGACCTGTACCTTTT
COGGATTTAGCCTGTCTAATCGTGGTGG TEGTGTGGGTTGGATTCG CCAGCCGOCTGGGAAAGCCCTCGAGT
GGCTGGCTFGGATCGATIGGGATGATGATAAGTCTTATAGCACCAGCCTGAAAACGCGTCTGACCATTAGCA
AAGATACTTCGAAAAATCAGGTGGTGCTGACTATGACCAACATGGACCCGGTGGATACGGCCACCTATTATIG
CGCGCGTATGCATCTICCTCTTGTTTITGATICTIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGCTAGCA
CCAAGGGCCCCAGCETGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGLACAGCCGCUCTGGGCT
GCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCUICTGACCTCCGGCGTGC
ACACCTTCCCCGCCGTECTGCAGAGCAGCGGLCTGTACAGCCTG TCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCA
GCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTG
GAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAG CCCCAGAGGCAGLEGGCRGACCCTCC
GIGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCOGAGGTGACCTGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGG TGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG TGGAGGTG CACAACGC
CAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGG TGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAG TGCAAG GTCTCCAACAAGG COCTGCCAGOCCCCATCGAAAAGAC
CATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTETACACUCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCOCTGACCTGYCTGGTGAAGG GCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAACGGCCAGCOCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTRCTGGACAGCBACGGCAGCTTCITCCTGT
ACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACG TG TTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAA
GCGCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTCCCCCGGCAAGGGCGGCTCCAGCGGAAGCCA
GG TTCAATTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGUCTGGTGGTAG CLTGCGTCTGAGCTGTGCAGCAAG
CGGTTTTACCTTTAGCGATTATGTGATTAATTGGGTTCG TCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGG TTAGC
GGTATTAGCTGGTCAGGTGTTAATACCCATTATGCAGATAG CGTGAAAGGTCGTTTTACCATTAGCCGTGATA
ATAGCAAAAATACCCTGTATCTGCAGATG AATAGCCTGCG TGCAGAAGATACCGCAGTTTATTATTG TGCACG
TCTGGGTGCAACCGCAAATAATATTCGCTATAAATTTATGGATGTGTGGGGTCAGGGTACACTAGTTACCGTT
AGCAGTGGTGGTGGTGG TAGCGG TGGTGGCGGAYCTGGTGGCGGTGGCAGTGATATCGAACTGACCCAGLL
TCCGAGCGTTAGCG TTGCACCGGG TCAGACCGCACGTATTAGCTGTAGCGGTGATAGTCTGCGTAATAAAGTT
TATTGGTATCAGCAGAAACCGGGTCAGGCTCCGGTTCTGG TTATTTATAAAAATAATCGTCCGAGCG GTATTC
CGGAACGTTTTAGCGGTAGCAATAGCGGTAATACCGCAACCCTGACCATTAGCGGCACCCAGGCAGAAGATG
AAGCCGATTATTATTGTCAGAGCTATGATGGTCAGAAAAGOCTGGTTTTTGGTGGTGGCACCAAGCTTACCGT
16

QVQLKESGPALVKPTQTLFLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLYISKDTS
KNOVVLITMTNMDPVDTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF PAVLQSSG LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKXSCDKTHT
CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVIHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKG FYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG NVFSCSVMHBEALHNHYTOKSISLSPGKGGSG
GSQVOLVESGGGLVAPGGSIRLSCAASGFTFSOYVINWVRQAPGKG LEWVSGISWSGVYNTHYADSVKGRFTISR

DNSKNTLYLGMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGEGGSGGGES
DIELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGQAPVLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
EDEADYYCQSYDGOKSLVFGGGTKLTVL

CAGGTGCAATTGAAAGAAAGCGGCCCGGCCCTGGTGARACCGACCCAAACCCTGACCCTGACCTGTACCITTT
COBGATTTAGCCTGTCTAATCGTGGTGGTGG TG TEGG TIGGATTCGCCAGCCGUCTGGGAAAGCCCTCGAGT
GGCTGGCTIGGATCGATTGGGATGATGATAAGTCTTATAGCACCAGLCTGAAAACGCGTCTGACCATTAGCA
AAGATACTTCGAAAAATCAGGTGG TGCTGACTATGACCAACATGGACCCGGTGGATACGGCCACCTATTATTG
CGCGCGTATGCATCTTICCTCTIGTTT ITGATTCTIGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTCAGCTAGCA
CCAAGG GCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCG GCGGCACAGLCGCCLTGGGCT
GCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGLTCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGLGTGL
ACACCTICCCCECCETECTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCA
GCCTGGGCACTCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCLCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTG
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:191

SEQ ID ND:192

SEQ ID ND:193

SEQ ID ND:194

SEQ ID ND;195

ES 2 659 406 T3

VL MOR08168wt

ADN VL
MDR08168 wt
Light lambda
MDR08168 wt

ADN Light lambda
MORO08168 wt

Pesada
MDRO08168IgG
1LALA 6475sc Fv
wt

GAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGOCCAGCCCCAGAGGCAGCGGGCGGACCCTCC
GTGTTCCTGTTCCCCCOCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGE TGACCTGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGC
CAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGG TG TCCGTGCTGACCGTGCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGAC
CATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTOG TGAAGGGCTT CTACCCCAGOGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGT
ACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACG TG TTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAA
GCGCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAG CCTGAGCCTGTCCCOCGGCAAGGGCGGCTCCGGCGGAAGCCA
GGTTCAATTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGG TYCAGCCTGGTGGTAGCC TGCGTCTGAGCTG TGCAGCAAG
CGGTTTTACCTTTAGCGATTATGTGATTAATTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGG TTAGC
GGTATTAGCTGGTCAGGTGTTAATACCCATTATGCAGATAGCGTGAAAGGTCGTTTTACCATTAGCCGTGATA
ATAGCAAAAATACCCTGTATCTGCAGATGAATAGCCTGCGTGCAGAAGATACCGCAGTITATTATTGTGCACG
TCTGGGTGCAACCGCAAATAATATTCGCTATAAATTITATGGATGTGTGGGGTCAGGG TACACTAGTTACCGTT
AGCAGTGGTGGTGGTGGTAGCGGTGGTGGCGGATCTGETGGCGGTGGTTCAGGTGGTGGTGGCAGTGATA
TCGAACTGACCCAGCCTCCGAGCGTTAGLGTTGCACCGGG TCAGACCGCACGTATTAGCTGTAGCGG TGATA
GTCTGCGTAATAAAGTTTATIGGTATCAGCAGAAACCGGGTCAGGCTCCGGTTCTGGTTATTTATAAAAATAA
TCGTCCGAGCGGTATTCCGGAACGTTTTAGCGGTAGCAATAGCGGTAATACCGCAACCCTGACCATTAGCGGC
ACCCAGGCAGAAGATGAAGCCGATTATTATIGTCAGAGCTATGATGGTCAGAAAAGCCTGGTTTTTGGTGGT
GGCACCAAGCTTACCGTTCTG

DIELTQPPSVSVAPGOTARISCSGDSLRNKVYWYOQKPGOAPVLVIVKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTAA
EDEADYYCQSYDGQKSLVFGGGTKLTVL

GACATCGAGCTGACTCAGCCCCCTAGCG TGTCAGTGGLTCCTGGC CAGACCGCTAGAATTAGCTG TAGCGGC
GATAGCCTGCGTAACAAGGTCTACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCATCTATAAG
AACAATAGGCCTAGCGGCATCCCCGAGCGG TTTAGCGGCTCTAATAGCGGCAACACCGCTACCCTGACTATTA
GCGGCACTCAGGCOGAGGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGTCCTACGACGGCCAGAAGTCACTGGTCTTTG
GCGGCGGAACTAAGCTGACCGTGCTG

DIELTQPPSVSVAPGOTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGOAPVLVIVKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTOA
EDEADYYCQSYDGOKSLVFGGGTKLTVIGQPKAAPSYTLFPPSSEELOANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCOVTHEGSTVEKTVAPTECS

GACATCGAGCTGACTCAGCCCCCTAGCGTGTCAGTGGCTCCTGGCCAGACCGCTAGAATTAGCTG TAGCGGC
GATAGCCTGCGTAACAAGGTCTACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCATCTATAAG
AACAATAGGCCTAGCGGCATCCCCGAGCGGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGCAACACCGCTACCCTGACTATTA
GCGGCACTCAGGCCGAGGACGAGGCCGACTACTACTGTCAG TCCTACGACGGCCAGAAGTCACTGGTCTTTG
GCGGCGGAACTAAGCTGACCGTGCTGGGACAGCCTAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGTTCCCCCCCAGCA
GCGAGGAGCTGLAGGCCAACAAGGCCACCCTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCG
TGGCCTGGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGACCACCACCCCCAG CAAGCAGAGCAAC
AACAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAG TGGAAGAGCCACAGGTCCTACAGCTGC
CAGGTGACCCACGAGGGCAGCACCGTGGAAAAGACCGTGGCCCCAACCGAGTGCAGC
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ES 2 659 406 T3

Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

QVQLVESGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVROAP GKGLEWVSGISWSGVNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLVHSRTPEVTCVVYDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS NKALPAPIEKTISKAXGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSP
GKXGGSGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSG
TDFTLTISSLEPEDFATYYCQQYYDYPOQTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLKESGPALVKPTO
TLTLTCTFS GFSLSNRGGGVGWIRQPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPY
DTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:196 ADN pesado

MDR08168IgG

1LALA 6475sc Fv | CAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGCGGAGGACTGGTCCAGCCTGGCGGATCACTTAGACTGAGCTGTGCUGE

wt TAGTGGCTTCACCTTTAGCGACTATGTGATTAACTGGGTCCGACAGGCCCCTGGCAAGGGACTGGAATEGGT
GTCAGGCATTAGTTGGAGCGGCGTGAA CACTCACTACGCCGATAGCGTGAAGGGCCGGTTCACTATTAGCCG
GGATAACTCTAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTCTACTACTG
CGCTAGACTGGGCGCTACCGCTAACAACATCOGCTATAAGTTCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACCCTRGT
CACAGTGTCTTCAGCTAGCACTAAGGGCCCCTCAGTGTICCCCCTEGCCCCTAGCTCTAAGTCTACTAGCGGTG

GCACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGG TCAAGGACTACTTCCCCSAGCCCGTGACCETGTCTTGGAATAGLGGCG
CTCTGACTAGCGGAGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGTCTAGCGGCCTGTATAGCCTGTCTAGCGTCGT
GACCGTGCCTAGCTCTAGCCTGGGCACTCAGACCTATATCTGTAACGTGAACCACAAGCCTAGTAACACTAAG
GTGGACAAGCGGGTGGAACCTAAGTCTTGCGATAAGACTCACACCTGTCCCCCCTGCCCTGCCCCAGAAGCTG
CTGGCGGACCTAGCGTGTTCCTGTTCCCACCTAAGCCTAAAGACACCCTGATGATTAGTAGGACCCCCGAAGT
GACCTGCGTGGTGGTGGACGTCAGCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTATGTGGACGGCGTGG
AAGTGCACAACGCTAAGACTAAGCCTAGAGAGGAACAGTATAACTCCACCTATAGGGTGGTGTCAGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTATAAGTG TAAAG TCTCTAACAAGGCCCTECCTGCCC
CTATCGAAAAGACTATCTCTAAGGCTAAGGGCCAGCCTAGAGAACOCCAGGTCTACACCCTGCCCCCTAGTAG
AGAAGAGATGACTAAGAATCAGGTGTCCCTGACCTOTCTGGTCAAGGGCTTCTACCCTAGCGATATCGCCGTG
GAGTGGGAGTCTAACGGCCAGCCCGAGAACAACTATAAGACTACCCCCCCTGTGCTGGATAGCGACGGCTCT
TTICTTCCTGTACTCTAAACTGACCGTGGACAAGTCTAGG TG GCAG CAGGGCAACGTGTTCAGCTGTAGCGTGA
TG CACGAGG CCCTGCACAATCACTACACTCAGAAGTCACTGAGCCTGAG TCCCGGCAAGGGCGGCTCAGG LG
GTAGCGATATCGTGCTGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGTCTGAGCCCTGGCGAGCGGGCTACACTGAGCT
GTAGAGCTAGTCAGTYTATCGGCTCACGCTACCTGGCCTG GTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTAGACT
GCTGATCTACGGCGCTAGTAATAGAGCTACCGGCGTGCOCGCTAGGTTTAGCGGLTCAGGATCAGG CACCGA
CTTTACCCTGACTATTAGTAGCCTGGAACCCGAGGACTTOG CTACCTACTACTG TCAGCAGTACTACGACTACC
CTCAGACCTTCGGCCAGGGAACTAAGGTCGAGATTAAGGGCGGTG GLGGTAGCEGCGGAGGCGGATCAGG
TEGTGGTGGTAGTGGCGGCGGAGGTAGTCAGG TCCAGCTGAAAGAGTCAGGCCCTGOCCTGGTCAAGCCTA
CTCAGACCCTGACCCTGACCTGCACTTITAGCGGCTTTAGCCTGAGTAATAGAGGCGGCGGAGTGGGCTGGA
TTAGACAG CCTCCAGGCAAAGCCCTGBAGTGGCTGGLCTGGATCGACTGGGACGACGATAAGTCCTACTCCA
CTAGCCTGAAAA CTAGGCTGACAAT CAGCAAGGACACTAGTARAAACCAGGTGGTGLTGACTATGACTAATA
TGGACCCCETGGACACCGCTACCTATTATIGCGCTAGAATGCACCTCCCACTGGTGTTCGATAGCTGGGGTCA
GGGAACTCTGGTCACAGTCAGTAGC

SEQ ID ND:197 VL MOR08168 DI

SYELTQPPSVSVAPGQTARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGOAPVLYIVKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQA
EDEADYYCQSYDGQOKSLVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO:198 ADN VL
MORO08168 DI
TCTTACGAGCTBACCCAGCCCCCTTCCGTGTCTGTGGCTCCTGGCCAGACCGCCAGAATCTCTTGCTCCGGCGA
CTCCCTGCGGAACAAGGTG TACTGGTATCAGCAGAAGCCC GGCCAGGCCCCTE TGCTGGTCATCTACAAGAA
CAACCGGCCLTCCGGCATCCOCGAGAGATTCTCTGGCTCCAACTCCGGCAACACCGC CACCCTGACAATCTCT
GGCACACAGGCCGAGGACGAGGCCGACTACTACTGCCAG TCCTACGACG GLCAGAAATCACTGGTGTTCRGE
GGAGGCACCAAGCTGACAGTGCTG
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID ND:199

SEQ ID ND:200

SEQ ID NO:201

SEQ ID NO:202

ES 2 659 406 T3

Ligera lambda
MORO08168 DI

ADN Light lambda
MORD8168 DI

Pesado
MORO08168IgG
1LALA 6475sc Fv
DI

ADN pesado
MORO08168IgG
1LALA_6475sc

Fv DI

SYELTQPP SVSVAPGATARISCSGDSLRNKVYWYQQKPGQAPVLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTOA
EDEADYYCQSYDGQKSLVFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTLFPPSSEELQAN KATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

TCTTACGAGCTGACCCAGCCCCCTTCCETGTCTG TGGCTCCTGGCCAGACCGCCAGAATCTCTTGCTCCGGCGA
CTCCCTGCGGAACAAGGTGTACTGG TATCAGCAGAAGOCCG GCCAGGCCCCTGTGCTGG TCATCTACAAGAA
CAACCGGCCCTCCGGCATCCOCGAGAGATTCTCTGGCTCCAACTCCGGCAACACCGCCACCCTGACAATCTCT
GG CACACAGGOCGAGGACGAGGCCGACTACTACTGCCAG TCCTACGACGGCCAGAAATCACTGG TG TTCGGC
GSAGGCACCAAGCTGACAGTGCTGGGACAGCCTAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGTTCCCCCCCAGCAGC
GAGGAGCTGCAGGCCAACAAGGCCACCCTGGTGTGCCTSATCAGCGACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCETG
GCCTGGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGACCACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAA
CAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTGG AAGAGCCACAGGTCCTACAGCTGCCA
GGTGACCCACGAGGGCAGCACCGTGGAAMAGACCGTGGCOCCAACCGAGTGCAGC

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSOYVINWVRQAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVAPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVOVS HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLIHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GKGGSGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFIGSRYLAWYOOKPGOAPRLLIYG ASNRATGVPARFSGSGSG
TOFTLTISSLEPEDFATYYCQQYYOYPOQTFGAGTKVEIKGGGGSGGGGSGEGGSGGGGSAVALKESGPALVKPTO
TLTLTCTFSGFSLSNRGGGYGWIRQPPGKALEW AWIDWODDKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPY
DTATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCAGGCGGAGGACTGGTCCAGCCTGGCGGATCACTTAGACTGAGCTGTGLCGC
TAGTGGCTTCACCTTTAGCGACTATGTGATTAACTGGGTCCGACAGGCCCCTEGCAAGGGACTGGARATGGGT
GTCAGGCATTAGTTGGAGCGGCGTGAACACTCACTACGCCGATAGCGTGAAGGSCCGGTTCACTATTAGCCE
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Biparatépico
MORO08168/MOR0647S

SEQ ID NO:203

SEQ ID NO:204

SEQ ID NO:205

SEQ ID NO:206

SEQ ID NO:207

ES 2 659 406 T3

VL MOR08168 GL

ADN VL
MORO08168 GL

Light lambda
MORO08168 GL

ADN Light lambda
MORO08168 GL

Pesado

GGATAACTCTAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCCGTCTACTACTG
CGCTAGACTGGGCGCTACCGCTAACAACATCCGCTATAAGTTCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACCCTGGT
CACAGTGTCTTCAGCTAG CACTAAGG GCCCCTCAGTGTTCCCCCTGGCCCCTAGCTCTAAGTCTACTAGCGGTG
GCACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCTTGGAATAGCGGLG
CTCTGACTAGCGGAGTGCACACCTICCCCGCCGTGCTGCAGTCTAGCGGCCTGTATAGCCTGTCTAGCGTCGT
GACCGTGCCTAGCTCTAGCCTGGG CACTCAGACCTATATCTG TAACGTGAACCACAAGCCTAGTAACACTAAG
GTGGACAAGCGGGTGGAACCTAAGTCTTGCGATAAGACTCACACCTG TCCCCOLTGCCCTGCCCCAGAAGCTG
CTGGCGGACCTAGCGTGTICCTG TTCCCACCTAAGCCTAAAGACACCCTGATGATTAGTAGGACCCCCGAAGT
GACCTGCGTGGTGGTGGACGTCAGCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTATGTGGACGGCGTGG
AAGTGCACAACGCTAAGACTAAGCCTAGAGAGGAACAGTATAACTCCACCTATAGGGTGGTGTCAGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAGTATAAGTGTAAAGTCTCTAACAAGGCCCTGCCTGCCC
CTATCGAAAAGACTATCTCTAAGGCTAAGG GCCAGCCTAGAGAACCCCAGGTCTACACCCTGCCCCCTAGTAG
AGAAGAGATGACTAAGAATCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTCAAGGGCTTCTACCCTAGCGATATCGCCGTG
GAGTGGGAGTCTAACGGUCAGCCCGAGAACAACTATAAGACTACCCCCCCTGTGCTGGATAGCGACGGCTCT
TICTTCCTGTACTCTAAACTGACCGTGGACAAGTCTAGGTGGCAGCAGGGCAACG TGTTCAGCTGTAGCGTGA
TGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACTCAGAAGTCACTGAGCCTGAGTCCCGGCAAGGGCGGCTCAGGCG
GTAGCGATATCGTGCTGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGTCTGAGCCCTGGCGAGCGGGCTACACTGAGCT
GTAGAGCTAGTCAGTTTATCGGCTCACGCTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTAGACT
GCTGATCTACGGCGCTAGTAATAGAGCTACCGGCGTGCCCGLTAGGTTTAGCGGCTCAGGATCAGGCACCGA
CTTTACCCTGACTATTAGTAGCCTGGAACCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTCAGCAGTACTACGACTACC
CTCAGACCTTCGGCCAGGGAACTAAGGTCGAGATTAAGGGCGGTGGCGGTAGCGGCGGAGGCGGATCAGG
TGGTGGTGGTAGTGGCGGCGGAGGTAGT CAGGTCCAGCTGAAAGAGT CAGGCCCTGCCCTGGTCAAGLCTA
CTCAGACCCTGACCCTGACCTGCACTTITAGCGGCTTTAGCCTGAGTAATAGAGGCGGCGGAGTGGGCTGGA
TTAGACAGCCTCCAGGCAAAGCCCTGGAGTGGCTGGCCTGGATCGACTGGGACGACGATAAGTCCTACTCCA
CTAGCCTGAAAACTAGGCTGACAATCAGCAAGGACACTAGTAAAAACCAGGTGGTGCTGACTATGACTAATA
TGGACCCCGTGGACACCGCTACCTATTATT GCGCTAGAATGCACCTCCCACTGGT GTTCGATAGCTGGGGTCA
GGGAACTCTGGTCACAGTCAGTAGC

SYELTQPLSVSVALGQTARITCSG DSLRNKVYWYQQOKPGOQAPVLVIYKNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRAQA
GDEADYYCQSYDGOKSLVFGGGTKLTVL

AGCTACGAGCTGACTCAGCCCCTGAGCGTGTCAGTGGCTCTGGGCCAGACCGLTAGAATCACCTGTAGCGGC
GATAGCCTGAGAAACAAGGTCTACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCATCTATAAG
AACAATAGGCCTAGCGGCATCC CCGAGCGGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGCAACACCGCTACCCTGACTATTA
GTAGGGCTCAGGCCGGCGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGTCCTACGACGGCCAGAAGTCACTGGTCTTTG
GCGGCGGAACTAAGCTGACCGTGCTG

SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDSLRNKVYWYQQKPGQAPVLVIY KNNRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRAQA
GDEADYYCQSYDGQKSLVFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTLF PPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSP
VKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGS TVEKTVAPTECS

AGCTACGAGCTGACTCAGCCCCTGAGCGTGTCAGTGGCTCTGGGCCAGACCGCTAGAATCACCTGTAGCGGC
GATAGCCTGAGAAACAAGGTCTACTGGTATCAGCAGAAGCCCOGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCATCTATAAG
AACAATAGGCCTAGCGGCATCCCCGAGCGGTTTAGCGGCTCTAATAGCGGCAACACCGCTACCCTGACTATTA
GTAGGGCTCAGGCCGGCGACGAGGCCGACTACTACTGTCAGTCCTACGACGGCCAGAAGTCACTGGTCTTTG
GCGGCGGAACTAAGCTGACCGTGCTGGGACAGCCTAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGTTCCCCCCCAGCA
GCGAGGAGCTGCAGG CCAACAAGGCCACCCTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCG
TGGCCTGEAAGGCCGACAGCAGCCCCRTGAAGGCCGGCGTGGAGACCACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAAC
AACAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGGTCCTACAGCTGC
CAGGTGACCCACGAGGGCAG CACCGTGGAAAAGACCGTGGCCCCAACCGAGTGCAGC
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Biparatépico

MOR08168/MOR0647S
MORO08168IgG _
1LALA 6475sC Fv | EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSDYVINWVROAPGKGLEWVSGISWSGYNTHYADSVKGRFTISRDNS
GL - KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLGATANNIRYKFMDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKV DKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGYEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNYFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK
GGSGGSDIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASOFIGSRYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASNRATGVPARFSGSGSGTD
FTLTISSLEPEDFATYYCQOYYDYPOTFGOGT KVEIKGGGG SGGGGSGGGGSGGGGSOVALKESGPALYKPTATL
TLTCTFSGFSLSNRGGGVGWIROPPGKALEWLAWIDWDDDKSYSTSLKTRLTISKDTSKNQYYLTMTNMDPYDT
ATYYCARMHLPLVFDSWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO:208 ADN pesado
MORO08168IgG
1LALA 6475sc GAGGTGCAGCTGCTGGAATCAGGCGGAGGACTGGTGCAGCCTGGCGGATCACTGAGACTGAGCTGTGLLEE
FVGL TAGTGGCTTCACCTITAGCGACTATGTGATTAACTGGGTCCGACAGGCCCCTGGCAAGGGACTGGAATGGRT

GTCAGGCATTAGTTGGAGCGGCGTGAACACTCACTACGCCGATAGCGTG AAGGGCCGGTTCACTATTAGCCG
GGATAACTCTAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAATAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGLCGTCTACTACTG
CGCTAGACTGGGLGCTACCGCTAACAACATCCGCTATAAGTTCATGGACGTGTGGGGCCAGGGCACCCTGGT
CACAGTGTCITCAGCTAGCACTAAGGGCCCCTCAGTGTTCCCCCTGGCCLCTAGCTCTAAGTCTACTAGCGGTG
GCACCGOCGCTCTGGGLTGLCTGG TCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCTTGGAATAGCGGCG
CTCTGACTAGCGGAGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGTCTAGCGGCCTGTATAGCCTGTCTAGCGTCGT
GACCGTGCCTAGCTCTAGCCTGGGCACTCAGACCTATATCTGTAACGTGAACCACAAGCCTAGTAACACTAAG
GTGGACAAGCGGGTGGAACCTAAGTCTTGCGATAAGACTCACACCTGTCOCCCCTGCCCTGCCCCAGAAGCTG
CTGGCGGACCTAGCGTGTTCCTGTTCOCACCTAAGCCTAAAGACACCCTGATGATTAGTAGGACCCCCGAAGT
GACCTGCGTGG TGGTGGACGTCAGCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAATTGGTATGTGGACGGCGTGG
AAGTGCACAACGCTAAGACTAAGCCTAGAGAGGAACAGTATAACTCCACCTATAGGGTGGTGTCAGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAG TATAAG TG TAAAGTCTCTAACAAGGCCCTGCCTGLCC
CTATCGAAAAGACTATCTCTAAGGCTAAGGGCCAGCCTAGAGAACCCCAGGTCTACACCCTGCCCCCTAGTAG
AGAAGAGATGACTAAGAATCAGGTGTCCCTGACCTG TCTGGTCAAGGGCTTCTACCCTAGCGATATCGCCGTG
GAGTGGGAGTCTAACGGCCAGCCCGAGAACAACTATAAGACTACCCOCCCTOTGCTGGATAGCGACGGCTCT
TTCITCCTGTACTCTAAACTGACCGTGGACAAGTCTAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTFCAGCTGTAGCGTGA
TGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACTCAGAAG TCACTGAGCCTGAGTCCCGGCAAGGGCGGCTCAGGCG
GTAGCGATATCGTGCTGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGTCTGAGCCCTGGCGAGCGGGLTACACTGAGCT
GTAGAGCTAGTCAGTTTATCGGCTCACGCTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCOCGGCCAGGCCCCTAGACT
GCTGATCTACGGOGCTAGTAATAGAGCTACCGGOGTGCCCGCTAGGTTTAGCGGCTCAGGATCAGGCACCGA
CTITACCCTGACTATTAGTAGC CTGGAACCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTCAGCAGTACTACGACTACC
CTCAGACCTTCGGCCAGGGAACTAAGGTCGAGAT TAAGGGLGGTGGLGG TAGLGGLGGAGGCGGATCAGG
TGOTGGTGGTAGTGGLGGLGGAGGTAGTCAGGTCCAGCTGAAAGAGTCAGGCCCTGLCCTGGTCAAGCCTA
CTCAGACCCTGACCCTGACCTGCACTTTTAGCGGCTTTAGCCTGAGTAATAGAGGCGGCGGAGTGGGCTGGA
TFAGACAGCCTCCAGGCAAAGCCCTGGAGTGGCTG GCCTGGATCGACTGGGACGACGATAAGTCCTACTCCA
CTAGCCTGAAAACTAGGCTGACAATCAGCAAGGACACTAGTAAAAACCAGGTGG TGCTGACTATGACTAATA
TGGACLCCGTGGACACCGCTACCTATTATIGCGCTAGAATGCACCTOCCACTGGTG TTOGATAGCTGGGGTCA
GGGAACTCTGGTCACAGTCAGTAGC

Otros anticuerpos descritos en el presente documento, incluyen aquellos en los que los aminoacidos o acidos
nucleicos que codifican los aminoacidos han sido mutados, pero tienen al menos 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o
98 % de identidad con las secuencias descritas en la Tabla 1 En algunas realizaciones, incluye secuencias de
aminoacidos mutantes en las que no se han mutado mas de 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos en las regiones variables
cuando se comparan con las regiones variables representadas en la secuencia descrita en la Tabla 1, conservando
al mismo tiempo sustancialmente la misma actividad terapéutica.

Dado que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a LRP6, las secuencias VH, VL, cadena ligera de longitud
completa y cadena pesada de longitud completa (secuencias de aminoacidos y las secuencias de nucleétidos que
codifican las secuencias de aminoacidos) se pueden "mezclar y combinar" para crear otras Anticuerpos LRP6.
Dichos anticuerpos contra LRP6 "mixtos y apareados" se pueden analizar usando los ensayos de unién conocidos
en la materia (por ejemplo, ELISA y otros ensayos descritos en la seccion de Ejemplo). Cuando estas cadenas se
mezclan y se combinan, una secuencia VH de un emparejamiento VH/VL particular debe reemplazarse con una
secuencia VH estructuralmente similar. Del mismo modo, una secuencia de cadena pesada de longitud completa
desde un emparejamiento de cadena ligera de longitud completa/longitud completa particular deberia reemplazarse
por una secuencia de cadena pesada de longitud completa estructuralmente similar. Del mismo modo, una
secuencia VL de un emparejamiento VH/VL particular deberia reemplazarse con una secuencia VL estructuralmente
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similar. Del mismo modo, una secuencia de cadena ligera de longitud completa de un apareamiento de cadena
ligera de longitud completa/longitud completa particular deberia reemplazarse con una secuencia de cadena ligera
de longitud completa estructuralmente similar. Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un
anticuerpo monoclonal aislado o fragmento del mismo que tiene: una regién variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 y una regién variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

La presente divulgacion proporciona anticuerpos contra LRP6 que se unen al dominio 8 de propulsor 1 de LRP6 que
comprende las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y cadena ligera como se describe en la Tabla 1, o
combinaciones de los mismos. Las secuencias de aminoacidos de las VH CDR1 de los anticuerpos se muestran en
las SEQ ID NO: 1, 21 y 47. Las secuencias de aminoacidos de las VH CDR2 de los anticuerpos se muestran en las
SEQ ID NO: 2,22 y 48. Las secuencias de aminoacidos de las VH CDR3 de los anticuerpos se muestran en las SEQ
ID NO: 3, 23 y 49. Las secuencias de aminoacidos de las VL CDR1 de los anticuerpos se muestran en SEQ ID NO:
4, 24 y 50. Las secuencias de aminoacidos de las VL CDR2 de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO: 5, 25
y 51. Las secuencias de aminoacidos de las VL CDR3 de los anticuerpos se muestran en SEQ ID NO: 6,26 y 52. Las
regiones CDR se delinean utilizando el sistema Kabat (Kabat y col., (1991) Secuencias de proteinas de interés
inmunoldgico, quinta edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU., Publicacion NIH No. 91-
3242; Chothia y col., (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917; Chothia y col., (1989) Nature 342: 877-883; y Al-Lazikani y
col., (1997) J. Mol. Biol. 273, 927-948).

La presente descripcion también proporciona anticuerpos contra LRP6 que se unen al dominio B de propulsor 3 de
LRP6 que comprende las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y cadena ligera como se describe en la Tabla 1,
o combinaciones de los mismos. Las secuencias de aminoacidos de las VH CDR1 de los anticuerpos se muestran
en las SEQ ID NO: 69, 93 y 115. Las secuencias de aminoacidos de las VH CDR2 de los anticuerpos se muestran
en SEQ ID NO: 70, 94 y 116. Las secuencias de aminoacidos de las VH CDR3 de los anticuerpos se muestran en
las SEQ ID NO: 71, 95 y 117. Las secuencias de aminoacidos de las VL CDR1 de los anticuerpos se muestran en
SEQ ID NO: 72, 96 y 118. Las secuencias de aminoacidos de las VL CDR2 de los anticuerpos se muestran en las
SEQ ID NO: 73, 97 y 119. Las secuencias de aminoacidos de las VL CDR3 de los anticuerpos se muestran en SEQ
ID NO: 74, 98 y 120. Las regiones CDR se delinean utilizando el sistema Kabat (Kabat y col., (1991) Secuencias de
proteinas de interés inmunoldgico, quinta edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU.,
Publicacion NIH No. 91-3242; Chothia y col., (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917; Chothia y col., (1989) Nature 342:
877-883; y Al-Lazikani y col., (1997) J. Mol. Biol. 273, 927-948).

Dado que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a LRP6 y que la especificidad de union a antigeno es
proporcionada principalmente por las regiones CDR1, 2 y 3, las secuencias VH CDR1, 2 y 3 y las secuencias VL
CDR1, 2 y 3 se pueden "mezclar y combinar" "(es decir, Las CDR de diferentes anticuerpos se pueden mezclar y
combinar, aunque cada anticuerpo debe contener un VH CDR1, 2 y 3 y un VL CDR1, 2 y 3 para crear otras
moléculas de union a LRP6 de la invencion. Dichos anticuerpos "mezclados y apareados" de LRP6 pueden
analizarse usando los ensayos de union conocidos en la materia y los descritos en los Ejemplos (por ejemplo,
ELISA). Cuando las secuencias VH CDR se mezclan y se combinan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una
secuencia VH particular debe reemplazarse por una secuencia (s) de CDR estructuralmente similar. Del mismo
modo, cuando las secuencias VL CDR se mezclan y se combinan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una
secuencia VL particular debe reemplazarse con una secuencia (s) de CDR estructuralmente similar. Sera evidente
para el experto en la materia que pueden crearse nuevas secuencias VH y VL sustituyendo una o mas secuencias
de la region CDR de VH y/o VL con secuencias estructuralmente similares de las secuencias de CDR mostradas en
el presente documento para anticuerpos monoclonales de la presente invencion.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal 1 de LRP6 propulsor Baislado o
fragmento del mismo que comprende una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 21 y 47; una CDR2 de la region
variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NO: 2, 22 y 48; una CDR3 de la region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3, 23 y 49; una CDR1 de la regién variable
de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NO: 4, 24 y 50; una CDR2 de la region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 5, 25y 51; y una CDR3 de la region variable
de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 6, 26 y 52; en donde el anticuerpo se une a LRP6.

Por consiguiente, la presente descripcion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado de LRP6 B-propulsor 30
fragmento del mismo que comprende una CDR1 de region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 69, 93 y 115; una CDR2 de la region
variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NO: 70, 94 y 116; una CDR3 de la regiéon variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 71, 95 y 117; una CDR1 de la
region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
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consiste en las SEQ ID NO: 72, 96 y 118; una CDR2 de la region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 73, 97 y 119; y una CDRS3 de la
region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 74, 98 y 120; en donde el anticuerpo se une a LRP6.

El anticuerpo de la invencidon que se une a LRP6 comprende una region variable de la cadena pesada CDR1 de
SEQ ID NO: 1; una region variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 2; una CDR3 de la regién variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 3; una region variable de cadena ligera CDR1 de SEQ ID NO: 4; una region variable
de la cadena ligera CDR2 de SEQ ID NO: 5; y una CDR3 de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 6.

En una realizacion especifica, un anticuerpo que se une a LRP6 comprende un VH de SEQ ID NO: 14 y VL de SEQ
ID NO: 13.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano comprende regiones variables de cadena pesada o
ligera o cadenas pesadas o ligeras de longitud completa que son "el producto de" o "derivan" de una secuencia de
linea germinal particular si se obtienen las regiones variables o cadenas de longitud completa del anticuerpo de un
sistema que usa genes de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Dichos sistemas incluyen la inmunizacion
de un ratoén transgénico que lleva genes de inmunoglobulina humana con el antigeno de interés o el cribado de una
biblioteca de genes de inmunoglobulina humana mostrada en el fago con el antigeno de interés. Un anticuerpo
humano que es "el producto de" o "derivado de" una secuencia de inmunoglobulina de la linea germinal humana
puede identificarse como tal comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con las secuencias
de aminoacidos de las inmunoglobulinas humanas de la linea germinal y seleccionando la inmunoglobulina humana
de la linea germinal secuencia que esta mas cerca en secuencia (es decir, mayor % de identidad) a la secuencia del
anticuerpo humano. Un anticuerpo humano que es "el producto de" o "derivado de" una secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal humana particular puede contener diferencias de aminoacidos en comparacion
con la secuencia de la linea germinal, debido, por ejemplo, a mutaciones somaticas naturales o introduccion
intencional de sitio dirigido mutaciones. Sin embargo, en las regiones marco VH o VL, un anticuerpo humano
seleccionado tipicamente es al menos 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos a una secuencia de aminoacidos
codificada por un gen de inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que
identifican al anticuerpo humano como ser humano cuando se compara con las secuencias de aminoacidos de la
inmunoglobulina de linea germinal de otras especies (por ejemplo, secuencias murinas de la linea germinal). En
ciertos casos, un anticuerpo humano puede ser al menos 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o al menos 95 %, o incluso al
menos 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticos en la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Tipicamente, un anticuerpo humano recombinante
mostrara no mas de 10 diferencias de aminoacidos a partir de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de la linea germinal humana en las regiones marco VH o VL. En ciertos casos, el anticuerpo
humano puede mostrar no mas de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal.

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden ser derivados de anticuerpos monocatenarios,
diacuerpos, anticuerpos de dominio, nanocuerpos y unicuerpos. Un "anticuerpo monocatenario” (scFv) consiste en
una unica cadena polipeptidica que comprende un dominio VL unido a un dominio V en el que el dominio VL y el
dominio VH estan emparejados para formar una molécula monovalente. El anticuerpo monocatenario se puede
preparar segun el procedimiento conocido en la materia (véase, por ejemplo, Bird y col., (1988) Science 242: 423-
426 y Huston y col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883) Un "disbud" consiste en dos cadenas,
comprendiendo cada cadena una region variable de cadena pesada conectada a una region variable de cadena
ligera en la misma cadena polipeptidica conectada por un conector peptidico corto, donde las dos regiones en la
misma cadena no se emparejan entre si. pero con dominios complementarios en la otra cadena para formar una
molécula biespecifica. Los procedimientos para preparar diacuerpos son conocidos en la materia (Véase, por
ejemplo, Holliger y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448y Poljak y col., (1994) Structure 2: 1121-
1123) Los anticuerpos de dominio (dAb) son pequefas unidades de unidon funcional de anticuerpos, que
corresponden a las regiones variables de las cadenas pesada o ligera de los anticuerpos. Los anticuerpos de
dominio se expresan bien en sistemas de células bacterianas, de levadura y de mamifero. Se conocen en la técnica
mas detalles de anticuerpos de dominio y procedimientos de produccion de los mismos (véase, por ejemplo, Las
patentes de Estados Unidos n.° 6,291,158; 6,582,915; 6,593,081; 6,172,197, 6,696,245; Patentes europeas 0368684
& 0616640; WO05/035572, WO04/101790, WO04/081026, WO04/058821, WO04/003019 y WO03/002609. Los
nanocuerpos se derivan de las cadenas pesadas de un anticuerpo. Un nanocuerpo comprende tipicamente un solo
dominio variable y dos dominios constantes (CH2 y CH3) y retiene la capacidad de unién al antigeno del anticuerpo
original. Los nanocuerpos se pueden preparar mediante procedimientos conocidos en la materia (Véase, por
ejemplo, Patente de Estados Unidos n.° 6,765,087, Patente de Estados Unidos n.° 6,838,254, WO 06/079372) Los
anticuerpos constan de una cadena ligera y una cadena pesada de un anticuerpo IgG4. Los anticuerpos pueden
prepararse mediante la eliminacion de la region bisagra de los anticuerpos IgG4. Se pueden encontrar mas detalles
de unicuerpos y procedimientos para prepararlos en WO2007/059782.

Ademas de los ligandos de Wnt, se espera que los anticuerpos de Propulsor 1 de LRP6 inhiban la interaccion con
otros ligandos de union de Propulsor 1 (por ejemplo, Esclerostina, Dkkl). De forma similar, se espera que los
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anticuerpos Propulsor 3 inhiban la interaccion con otros ligandos que se unen a el propulsor 3 (por ejemplo, Dkkl).
Ademas, se puede esperar que los anticuerpos de unién a el propulsor 1 y 3 afecten a la actividad de otros
moduladores de sefializacion de Wnt, p. R-espondinas

Anticuerpos homoélogos

En aun ofra realizacion, la presente descripcion proporciona un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
secuencias de aminoacidos que son homologas a las secuencias descritas en la Tabla 1, y el anticuerpo se une a
una proteina LRP6 (por ejemplo, humano y/o cinomolgo LRP6), y conserva las propiedades funcionales deseadas
de los anticuerpos descritos en la Tabla 1.

por ejemplo, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado (o un fragmento funcional del mismo) que
comprende una region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, donde la region variable
de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, al menos 90 %, o al menos 95
% idéntico a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; la region variable de cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO: 13; el anticuerpo se une a el propulsor 8 1 de LRP6 (por ejemplo, humano y/o cinomolgo LRP6), e
inhibe la actividad de sefializacion de las proteinas Wnt dependientes del propulsor 1, que pueden medirse en el
ensayo del gen indicador Wnt u otra medida de sefializaciéon dirigida Wnt (por ejemplo, fosforilacion de LRPS,
estabilizacion de B-catenina y translocacién nuclear, proliferacion celular/supervivencia) como se describe en el
presente documento. En un ejemplo especifico, tales anticuerpos tienen una CEsp valor en un ensayo Wnt1 de
menos de 10 nM cuando se usa medio acondicionado o usando células transfectadas.

Ademas para los anticuerpos de Propulsor 1, las secuencias de nucleétidos parentales de cadena pesada variables
se muestran en SEQ ID NO: 16, 38 y 64. Las secuencias de nuclettidos parentales de cadena ligera variable se
muestran en SEQ ID NO: 15, 37 y 63. Cadena pesada de longitud completa las secuencias optimizadas para la
expresion en una célula de mamifero se muestran en SEQ ID NO: 20, 42 y 68. Las secuencias de cadena ligera de
longitud completa optimizadas para la expresion en una célula de mamifero se muestran en SEQ ID NO: 19, 41 y 67.
Otros anticuerpos de la invencion incluyen aminoacidos o acidos nucleicos que han sido mutados, pero tienen al
menos 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 98 % de identidad con las secuencias descritas anteriormente. En algunas
realizaciones, incluye secuencias de aminoacidos mutantes en las que no se han mutado mas de 1, 2, 3,405
aminoacidos por delecidn, inserciéon o sustitucion de aminoacidos en las regiones variables en comparacion con las
regiones variables representadas en la secuencia descrito arriba.

Las secuencias de aminoacidos VH y/o VL pueden ser 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99
% idénticas a las secuencias expuestas en la Tabla 1. En otras realizaciones, las secuencias de aminoacidos VH y/o
VL pueden ser idénticas, excepto una sustituciéon de aminoacidos en no mas de 1, 2, 3, 4 o 5 posiciones de
aminodacidos. Un anticuerpo que tiene regiones VH y VL que tienen alto (yo. mi., 80 % o mas) la identidad de las
regiones VH y VL de aquellos anticuerpos Propulsor 1 descritos en la Tabla 1 puede obtenerse mediante
mutagénesis (por ejemplo, mutagénesis dirigida o dirigida por PCR) de moléculas de acido nucleico que codifican
SEQ ID NO: 14, 34, 60, 13, 33 y 59, respectivamente, seguido del ensayo del anticuerpo alterado codificado para la
funcion retenida usando los ensayos funcionales descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "identidad porcentual" entre las dos secuencias es una funcién del nimero
de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir., % identidad es igual al nimero de posiciones
idénticas/nimero total de posiciones x 100), teniendo en cuenta el nimero de espacios, y la longitud de cada
espacio, que debe introducirse para una alineacién éptima de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y
la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr usando un algoritmo matematico,
como se describe en los ejemplos no limitantes a continuacion.

Adicionalmente o alternativamente, las secuencias de proteinas descritas en el presente documento se pueden usar
ademas como una "secuencia de consulta" para realizar una busqueda en bases de datos publicas para, por
ejemplo, identificar secuencias relacionadas. Por ejemplo, tales busquedas se pueden realizar utilizando el programa
BLAST (version 2.0) de Altschul y col., (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10.

Anticuerpos con modificaciones conservadoras

Un anticuerpo puede tener una region variable de cadena pesada que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
y una region variable de cadena ligera que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, en donde una o mas de
estas secuencias CDR tienen secuencias de aminoacidos especificas basadas en los anticuerpos descritos en el
presente documento, o modificaciones conservadoras de los mismos, y en donde los anticuerpos retienen las
propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos contra LRP6 de la invencion.

Anticuerpos que se unen al mismo epitopo
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La presente descripcidon proporciona anticuerpos que se unen al mismo epitopo que los anticuerpos contra LRP6
descritos en la Tabla 1. Por lo tanto, se pueden identificar anticuerpos adicionales en funcién de su capacidad de
competicion cruzada (por ejemplo, para inhibir competitivamente la union de, de una manera estadisticamente
significativa) con anticuerpos de la invencion en ensayos de union de LRP6. La capacidad de un anticuerpo de
prueba para inhibir la unién de anticuerpos de la presente invencion a una proteina LRP6 (por ejemplo, humano y/o
cinomolgo LRP6) demuestra que el anticuerpo de prueba puede competir con ese anticuerpo por la uniéon a LRP6;
dicho anticuerpo puede, de acuerdo con la teoria no limitante, unirse al mismo o relacionado (por ejemplo, un
epitopo estructuralmente similar o espacialmente proximal) en la proteina LRP6 como el anticuerpo con el que
compite. El anticuerpo que se une al mismo epitopo en LRP6 que los anticuerpos de la presente invencién puede
ser un anticuerpo monoclonal humano. Dichos anticuerpos monoclonales humanos se pueden preparar y aislar
como se describe en el presente documento.

Anticuerpos modificados y modificados genéticamente

Un anticuerpo de la invencién ademas puede prepararse usando un anticuerpo que tiene una o mas de las
secuencias de VH y/o VL mostradas aqui como material de partida para modificar un anticuerpo modificado, cuyo
anticuerpo modificado puede tener propiedades alteradas del anticuerpo de partida. Un anticuerpo se puede disefiar
modificando uno o mas residuos dentro de una o ambas regiones variables (yo. mi., VH y/o VL), por ejemplo dentro
de una o mas regiones CDR y/o dentro de una o mas regiones marco. Adicional o alternativamente, un anticuerpo
puede modificarse genéticamente modificando residuos dentro de la (s) region (regiones) constante (s), por ejemplo
para alterar la (s) funcién (es) efectora (s) del anticuerpo.

Un tipo de ingenieria de region variable que se puede realizar es el injerto de CDR. Los anticuerpos interaccionan
con antigenos diana predominantemente a través de residuos de aminoacidos que estan localizados en las seis
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y ligera (CDR). Por esta razén, las secuencias de
aminoacidos dentro de las CDR son mas diversas entre los anticuerpos individuales que las secuencias fuera de las
CDR. Debido a que las secuencias CDR son responsables de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno,
es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de anticuerpos naturales especificos
construyendo vectores de expresion que incluyen secuencias CDR del anticuerpo natural especifico injertado en
secuencias marco de un anticuerpo diferente con diferentes propiedades (véase, por ejemplo, Riechmann y col.,
(1998) Nature 332: 323-327; Jones y col., (1986) Nature 321: 522-525; Queen y col., (1989) Proc. Natl. Acad., U.S.A.
86: 10029-10033; la patente de Estados Unidos n.° 5,225,539 de Wintery las patentes de Estados Unidos n.°
5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 de Queen et al.)

Por consiguiente, otra realizacion de la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal de Propulsor 1 aislado, o
fragmento del mismo, que comprende una regioén variable de cadena pesada que comprende la secuencia de CDR1
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, la secuencia de CDR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2; la secuencia de CDR3 que tiene el aminoacido de SEQ ID NO: 3, respectivamente; y
una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de CDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4, la secuencia de CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5; y la secuencia de
CDR3 que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, respectivamente. Por lo tanto, tales
anticuerpos contienen las secuencias VH y VL CDR de anticuerpos monoclonales, aunque pueden contener
diferentes secuencias marco de estos anticuerpos.

Dichas secuencias marco se pueden obtener de bases de datos de ADN publicas o referencias publicadas que
incluyen secuencias de genes de anticuerpos de linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN de la linea
germinal para genes de la region variable de la cadena pesada y ligera humana se pueden encontrar en la base de
datos de secuencias germinales humanas "V BASE" (disponible en Internet en www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase),
como bien como en Kabat y col.,, (1991) Secuencias de proteinas de interés inmunolégico, quinta edicion,
Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU., Publicacién NIH No. 91-3242; Chothia y col., (1987) J.
Mol. Biol. 196: 901-917; Chothia y col., (1989) Nature 342: 877-883; y Al-Lazikani y col., (1997) J. Mol. Biol. 273:
927-948; Tomlinson y col., (1992) J. fol. Biol. 227: 776-798; y Cox y col., (1994) Eur. J Immunol. 24: 827-836.

Un ejemplo de secuencias marco para su uso en los anticuerpos de la invencion son aquellas que son
estructuralmente similares a las secuencias estructurales utilizadas por los anticuerpos seleccionados de la
invencion, por ejemplo, secuencias consenso y/o secuencias marco usadas por los anticuerpos monoclonales de la
invencion. Las secuencias VH CDR1, 2 y 3, y las secuencias VL CDR1, 2 y 3, pueden injertarse en regiones
estructurales que tienen la secuencia idéntica a la encontrada en el gen de inmunoglobulina de la linea germinal del
que deriva la secuencia estructural, o las secuencias CDR pueden se injertara en regiones marco que contienen una
0 mas mutaciones en comparacion con las secuencias de la linea germinal. Por ejemplo, se ha encontrado que en
ciertos casos es beneficioso mutar los residuos dentro de las regiones marco para mantener o mejorar la capacidad
de unidn del antigeno del anticuerpo (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.530.101; 5.585.089;
5.693.762 y 6.180.370 de Queen et al).

Injerto de fragmentos de anticuerpos en marcos o armazones alternativos
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Se puede emplear una amplia variedad de armazones/armazones de anticuerpos/inmunoglobulinas siempre que el
polipéptido resultante incluya al menos una region de uniéon que se una especificamente a LRP6. Dichos armazones
o armazones incluyen los 5 idiotipos principales de inmunoglobulinas humanas, o fragmentos de los mismos, €
incluyen inmunoglobulinas de otras especies animales, que preferentemente tienen aspectos humanizados. Los
expertos en la materia contintian descubriendo y desarrollando Nuevos marcos, armazones y fragmentos.

En algunas realizaciones, los Fab se convierten a formato silencioso IgG1 cambiando la regién Fc. Por ejemplo, los
anticuerpos MOR08168, MOR08545, MOR06706, MOR06475, MOR08193 y MORO08473 en la Tabla 1 se pueden
convertir al formato de IgG1 afiadiendo la secuencia de aminoacidos:

CDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLYVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 209).

y sustituyendo la cadena ligera por: CS si la cadena ligera es lambda, o C si la cadena ligera es kappa. Como se usa
en el presente documento, una "IgG1 silenciosa" es una secuencia de Fc de IgG1 en la que la secuencia de
aminoacidos se ha alterado para disminuir las funciones efectoras mediadas por Fc (por ejemplo, ADCC y/o CDC).
Tal anticuerpo tipicamente tendra una union disminuida a los receptores de Fc. En algunas otras realizaciones, los
Fab se convierten a formato 1IgG2. Por ejemplo, los anticuerpos MOR08168, MOR08545, MOR06706, MOR06475,
MORO08193 y MOR08473 en la Tabla 1 se pueden convertir a formato IgG2 sustituyendo la secuencia constante con
la secuencia constante para la cadena pesada de IgG2:

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCP
APPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVIQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKT
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 210).

Anticuerpos humanos o humanizados

La presente invencion proporciona anticuerpos completamente humanos que se unen especificamente a una
proteina LRP6 (por ejemplo, LRP6 de ser humano y/o de mono cinomolgo). En comparaciéon con los anticuerpos
quiméricos o humanizados, los anticuerpos contra LRP6 humana de la invencion tienen una antigenicidad
disminuida adicional cuando se administran a sujetos humanos.

Los anticuerpos humanos de LRP6 pueden generarse usando procedimientos que son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la tecnologia humanitaria utilizada para convertir anticuerpos no humanos en anticuerpos humanos
modificados genéticamente. La publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20050008625 describe un
procedimiento in vivo para reemplazar una region variable de anticuerpo no humano con una region variable humana
en un anticuerpo mientras se mantiene la misma o se proporcionan mejores caracteristicas de unién en relacion con
la del anticuerpo no humano. El procedimiento se basa en el reemplazo guiado por epitopo de regiones variables de
un anticuerpo de referencia no humano con un anticuerpo completamente humano. El anticuerpo humano resultante
generalmente no esta relacionado estructuralmente con el anticuerpo de referencia no humano, pero se une al
mismo epitopo en el mismo antigeno que el anticuerpo de referencia. Brevemente, el enfoque de reemplazo de
complementariedad guiado por epitopo en serie se habilita estableciendo una competencia en células entre un
"competidor" y una biblioteca de hibridos diversos del anticuerpo de referencia ("anticuerpos de prueba") para la
union a cantidades limitantes de antigeno en presencia de un sistema indicador que responde a la unién del
anticuerpo de prueba al antigeno. El competidor puede ser el anticuerpo de referencia o derivado del mismo tal
como un fragmento Fv monocatenario. El competidor también puede ser un ligando natural o artificial del antigeno
que se une al mismo epitopo que el anticuerpo de referencia. Los Unicos requisitos del competidor son que se une al
mismo epitopo que el anticuerpo de referencia, y que compite con el anticuerpo de referencia para la unién al
antigeno. Los anticuerpos de prueba tienen una regioén V de union a antigeno en comun a partir del anticuerpo de
referencia no humano, y la otra region V seleccionada al azar de una fuente diversa tal como una biblioteca de
repertorio de anticuerpos humanos. La regién V comun del anticuerpo de referencia sirve como guia, colocando los
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anticuerpos de prueba en el mismo epitopo sobre el antigeno, y en la misma orientacion, de modo que la seleccion
esta sesgada hacia la mayor fidelidad de unién al antigeno al anticuerpo de referencia.

Se pueden usar muchos tipos de sistema indicador para detectar las interacciones deseadas entre los anticuerpos
de prueba y el antigeno. Por ejemplo, los fragmentos informadores complementarios se pueden unir al antigeno y al
anticuerpo de prueba, respectivamente, de modo que la activaciéon del indicador por complementacion de
fragmentos solo se produce cuando el anticuerpo de prueba se une al antigeno. Cuando las fusiones del anticuerpo
testigo y del fragmento indicador del antigeno se expresan juntamente con un competidor, la activacion del indicador
se vuelve dependiente de la capacidad del anticuerpo de prueba para competir con el competidor, que es
proporcional a la afinidad del anticuerpo de prueba por el antigeno. Otros sistemas informadores que se pueden usar
incluyen el reactivador de un sistema de reactivacion de reportero inhibido automaticamente (RAIR) como se
describe en La publicacion de patente de Estados Unidos n.° de serie 10/208,730 (N.° de publicacion 20030198971),
o el sistema de activacion de la competencia divulgado en La publicacion de patente de Estados Unidos n.° de serie
10/076,845 (N.° de publicacion 20030157579).

Con el sistema de reemplazo de complementariedad guiado por epitopo en serie, la seleccion se hace para
identificar células que expresan un Unico anticuerpo de prueba junto con los componentes del competidor, antigeno
e indicador. En estas células, cada anticuerpo de prueba compite uno contra uno con el competidor por la unién a
una cantidad limitante de antigeno. La actividad del indicador es proporcional a la cantidad de antigeno unido al
anticuerpo de prueba, que a su vez es proporcional a la afinidad del anticuerpo de prueba por el antigeno y la
estabilidad del anticuerpo de prueba. Los anticuerpos de prueba se seleccionan inicialmente sobre la base de su
actividad en relacion con la del anticuerpo de referencia cuando se expresa como el anticuerpo de prueba. El
resultado de la primera ronda de seleccion es un conjunto de anticuerpos "hibridos", cada uno de los cuales esta
compuesto por la misma region V no humana del anticuerpo de referencia y una region V humana de la biblioteca, y
cada uno de los cuales se une al mismo epitopo en el antigeno que el anticuerpo de referencia. Uno o mas de los
anticuerpos hibridos seleccionados en la primera ronda tendran una afinidad por el antigeno comparable o mayor
que la del anticuerpo de referencia.

En la segunda etapa de reemplazo de la region V, las regiones V humanas seleccionadas en el primer paso se usan
como guia para la seleccién de reemplazos humanos para la regién V del anticuerpo de referencia no humano
restante con una biblioteca diversa de regiones V humanas afines. Los anticuerpos hibridos seleccionados en la
primera ronda también se pueden usar como competidores para la segunda ronda de seleccion. El resultado de la
segunda ronda de seleccion es un conjunto de anticuerpos completamente humanos que difieren estructuralmente
del anticuerpo de referencia, pero que compiten con el anticuerpo de referencia por la union al mismo antigeno.
Algunos de los anticuerpos humanos seleccionados se unen al mismo epitopo en el mismo antigeno que el
anticuerpo de referencia. Entre estos anticuerpos humanos seleccionados, uno o mas se une al mismo epitopo con
una afinidad que es comparable o mayor que la del anticuerpo de referencia. Usando uno de los anticuerpos contra
LRP6 de ratén o quiméricos descritos anteriormente como el anticuerpo de referencia, este procedimiento puede
emplearse facilmente para generar anticuerpos humanos que se unen a LRP6 humana con la misma especificidad
de unién y la misma o mejor afinidad de unidon. Ademas, tales anticuerpos humanos LRP6 también pueden
obtenerse comercialmente de compafiias que habitualmente producen anticuerpos humanos, por ejemplo, KaloBios,
Inc. (Mountain View, CA).

Anticuerpos de camélido

Las proteinas de anticuerpos obtenidas de miembros de la familia del camello y el dromedario (Camelus bactrianus y
Calelus dromaderius), incluyendo miembros del nuevo mundo como especies de llamas (Lama paccos, Lama glama
y Lama vicugna) se han caracterizado con respecto al tamario, complejidad estructural y antigenicidad para sujetos
humanos. Ciertos anticuerpos IgG de esta familia de mamiferos que se encuentran en la naturaleza carecen de
cadenas ligeras, y por lo tanto son estructuralmente distintos de la estructura cuaternaria de cuatro cadenas tipica
que tiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, para anticuerpos de otros animales. Ver PCT/EP93/02214
(documento WO 94/04678 publicado el 3 de marzo de 1994).

Una region del anticuerpo de camélido que es el pequefio dominio variable identificado como VHH puede obtenerse
mediante ingenieria genética para producir una proteina pequefia que tiene alta afinidad por un objetivo, dando
como resultado una proteina derivada de anticuerpo de bajo peso molecular conocida como "nanocuerpo de
camélido”. ". Véase la patente de Estados Unidos nimero 5,759,808 expedida el 2 de junio de 1998; véase también
Stijlemans y col., (2004) J Biol Chem 279: 1256-1261; Dumoulin y col., (2003) Nature 424: 783-788; Pleschberger y
col., (2003) Bioconjugate Chem 14: 440-448; Cortez-Retamozo y col., (2002) Int J Cancer 89: 456-62; y Lauwereys y
col., (1998) EMBO J 17: 3512-3520. Las librerias modificadas de anticuerpos camélidos y fragmentos de anticuerpos
estan disponibles en el mercado, por ejemplo, de Ablynx, Ghent, Bélgica. Al igual que con otros anticuerpos de
origen no humano, una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo de camélido puede alterarse de forma
recombinante para obtener una secuencia que se asemeja mas a una secuencia humana, es decir, el nanocuerpo
puede ser "humanizado". Por lo tanto, la baja antigenicidad natural de los anticuerpos camélidos para los seres
humanos puede reducirse ain mas.
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El nanocuerpo de camélido tiene un peso molecular de aproximadamente una décima parte del de una molécula de
IgG humana, y la proteina tiene un diametro fisico de solo unos pocos nanémetros. Una consecuencia del pequefio
tamafio es la capacidad de los nanocuerpos de camélidos para unirse a sitios antigénicos que son funcionalmente
invisibles para las proteinas de anticuerpos mas grandes, es decir, los nanocuerpos de camélidos son utiles como
reactivos para detectar antigenos que de otra manera son cripticos usando técnicas inmunoldgicas clasicas y como
posibles agentes terapéuticos. Por lo tanto, otra consecuencia de tamafio pequefio es que un nanocuerpo de
camélido puede inhibirse como resultado de unirse a un sitio especifico en un surco o hendidura angosta de una
proteina diana, y por lo tanto puede servir en una capacidad que se asemeja mas a la funcién de un farmaco de bajo
peso molecular que el de un anticuerpo clasico.

El bajo peso molecular y el tamafio compacto dan como resultado adicionalmente que los nanocuerpos de los
camélidos son extremadamente termoestables, estables a pH extremo y a la digestion proteolitica, y poco
antigénicos. Otra consecuencia es que los nanocuerpos de camélidos se mueven facilmente del sistema circulatorio
a los tejidos, e incluso cruzan la barrera hematoencefalica y pueden tratar trastornos que afectan el tejido nervioso.
Los nanocuerpos pueden facilitar ain mas el transporte de farmacos a través de la barrera hematoencefalica. Véase
la solicitud de patente de Estados Unidos 20040161738 publicada en 19 de agosto de 2004. Estas caracteristicas
combinadas con la baja antigenicidad para los humanos indican un gran potencial terapéutico. Ademas, estas
moléculas pueden expresarse completamente en células procariotas tales como E. coli y se expresan como
proteinas de fusion con bacteriéfago y son funcionales.

Por consiguiente, el presente enunciado también se refiere a un anticuerpo de camélido o nanocuerpo que tiene una
alta afinidad por LRP6. En ciertas realizaciones en el presente documento, el anticuerpo de camélido o nanocuerpo
se produce naturalmente en el animal camélido, es decir, es producido por el camélido después de la inmunizacién
con LRP6 o un fragmento peptidico del mismo, usando las técnicas descritas en el presente documento para otros
anticuerpos. Alternativamente, el nanocuerpo de camélido LRP6 esta disefiado, es decir, producido por seleccién,
por ejemplo, de una biblioteca de fagos que presenta proteinas de nanocuerpo de camélido mutagenizadas
apropiadamente usando procedimientos de cribado con LRP6 como diana como se describe en los ejemplos de esta
memoria. Los nanocuerpos disefiados pueden personalizarse ain mas mediante ingenieria genética para tener una
semivida en un sujeto receptor de 45 minutos a dos semanas. En una realizacion especifica, el anticuerpo de
camélido o nanocuerpo se obtiene injertando las secuencias de CDR de la cadena pesada o ligera de los
anticuerpos humanos de la invencién en secuencias de marco de anticuerpo de nanocuerpo o dominio Unico, como
se describe, por ejemplo, en el documento WO 94/04678.

Anticuerpos multivalentes

La presente divulgacion también se refiere a anticuerpos multivalentes (por ejemplo, anticuerpos biespecificos
biparatdpicos) que comprenden al menos dos dominios de unién a receptores para dos sitios de unién diferentes en
uno o mas receptores de diana o receptores. Los beneficios clinicos pueden ser proporcionados por la unién de dos
o mas especificidades de unién dentro de un anticuerpo (Morrison y col., (1997) Nature Biotech. 15: 159-163; Alt y
col., (1999) FEBS Letters 454: 90-94; Zuo y col., (2000) Protein Engineering 13: 361-367; Lu y col., (2004) JBC 279:
2856-2865; Lu y col., (2005) JBC 280: 19665-19672; Marvin y col., (2005) Acta Pharmacologica Sinica 26: 649-658;
Marvin y col., (2006) Curr Opin Drug Disco Develop 9: 184-193; Shen y col., (2007) J Immun Methods 218: 65-74;
Wu y col., (2007) Nat Biotechnol. 11: 1290-1297; Dimasi y col., (2009) J. Mol Biol. 393: 672-692; y Michaelson y col.,
(2009) mAbs 1: 128-141.

Los anticuerpos multivalentes (por ejemplo, un Unico anticuerpo contra LRP6 biparatdpico o biespecifico) tienen la
capacidad de inhibir tanto el propulsor 1 (por ejemplo Wnt1 y el propulsor 3 (por ejemplo, Wnt3) mediacion ligada
Ademas, e inesperadamente, los anticuerpos multivalentes (por ejemplo, un Unico anticuerpo contra LRP6
biparatépico o biespecifico) no muestran una potenciacion significativa de una sefial de Wnt. Los anticuerpos
multivalentes se unen a distintas regiones de propulsor 3 de LRP6. Los anticuerpos de propulsor 1 se unen al
dominio del propulsor B y bloquean las Wnts dependientes del propulsor 1, tales como Wnt1, Wnt2, Wnt6, Wnt7A,
Wnt7B, Wnt9, Wnt10A, Wnt10B e inhiben una via de transduccion de sefiales Wnt 1. Los anticuerpos del propulsor 3
se unen al dominio del propulsor B y bloquean las Wnts dependientes del propulsor como Wnt3a y Wnt3 e inhiben
una via de transduccion de sefiales de Wnt3. Os anticuerpos contra LRP6 diferencian los ligandos del propulsor 1y
el propulsor 3 en dos clases separadas y se unen a distintos epitopos del receptor LRP6 diana. La conversion de
fragmentos de los anticuerpos contra LRP6 (por ejemplo, Fab) a anticuerpos IgG de longitud completa da como
resultado un anticuerpo que potencia (aumenta) una sefial Wnt en presencia de otra proteina, tal como un ligando
Wnt1 o Wnt3.

Los anticuerpos multivalentes proporcionan ventajas sobre los anticuerpos tradicionales, por ejemplo, expandiendo
el repertorio de dianas, teniendo nuevas especificidades de union, potencia incrementada y sin potenciacion de la
sefial. Un solo anticuerpo multivalente LRP6 se puede unir a multiples regiones de propulsor en un solo receptor
objetivo LRP6 en la misma célula e inhibir la sefializacion de Wnt. En una realizacion, el anticuerpo multivalente se
une a cualquier combinacion de regiones de propulsores 3 seleccionadas del grupo que consiste en el propulsor 1,
el propulsor 2, el propulsor 3 y el propulsor 4. En una realizacion, el anticuerpo multivalente se une a el propulsor 1y
el propulsor 3 dominios de LRP6. Por lo tanto, un solo anticuerpo multivalente LRP6 tiene una potencia de accién
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incrementada uniéndose a multiples regiones de propulsor 8 e inhibiendo la sefializacion de Wnt mediada por cada
dominio. Por ejemplo, un solo anticuerpo multivalente LRP6 inhibe tanto la sefalizacion de Wnt mediada por el
propulsor 1 como el propulsor 3 uniéndose a los dominios del propulsor 1 y del propulsor 3, respectivamente. La
mayor potencia de accion puede deberse a una mayor avidez o mejor unién del anticuerpo multivalente LRP6.

Los anticuerpos multivalentes pueden producirse uniendo un scFv a un anticuerpo IgG. Los dominios VH y VL
utilizados para hacer un scFv pueden derivarse del mismo anticuerpo o de diferentes anticuerpos. El scFv
comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR.

La region Fc del anticuerpo IgG y el fragmento scFv se pueden unir entre si en muchas orientaciones diferentes. En
una realizacién, el scFv esta unido al extremo C de la regién Fc. En ofras realizaciones, el scFv esta unido al
extremo N de la regién Fc. En otras realizaciones, scFv estan unidos tanto al extremo N como al extremo C de la
region Fc. En otra realizacion, el scFv se puede unir a una cadena ligera de un anticuerpo. Los anticuerpos
multivalentes pueden unir multiples sitios de unién de un receptor diana al mismo tiempo. Los dominios de unién al
receptor de anticuerpos multivalentes pueden unirse al menos a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o mas sitios de unién. Cada
dominio de unién al receptor puede ser especifico para el mismo sitio de unién. Los anticuerpos multivalentes
pueden comprender uno o mas dominios de unién al receptor que son especificos para epitopos distintos en el
mismo receptor diana, por ejemplo, el dominio 1 de propulsor B o el dominio 3 de propulsor B de LRPS6.
Alternativamente, los anticuerpos multivalentes pueden comprender uno o mas dominios de unién que son
especificos para epitopos en diferentes receptores diana, por ejemplo, LRP6 y un receptor que no es LRP6 tal como
los receptores Erb, cmet, IGFR1, Smoothened y Notch.

Cada dominio de unién al receptor dentro de los anticuerpos multivalentes también puede tener una afinidad
diferente (es decir, una mayor o menor) por el antigeno en comparacioén con los anticuerpos tradicionales.

Los anticuerpos multivalentes pueden ser anticuerpos biparatépicos que comprenden al menos un dominio de unién
al receptor para un primer epitopo en el receptor diana LRP6 y un segundo dominio de unién al receptor para un
segundo epitopo en el mismo receptor diana LRP6.

En el presente documento también se describen anticuerpos multivalentes, tales como anticuerpos biparatépicos.
Estos anticuerpos biparatdpicos se unen a uno o mas epitopos de LRP6. ScFv estan vinculados a una regién Fc, por
ejemplo en la region de bisagra, usando enlazadores tales como enlazadores GlySer. Un anticuerpo o fragmento de
union a antigeno que se une al dominio B-propulsor 1de LRP6 se puede unir a un scFv que se une al dominio -
propulsor 3de LRP6 usando un (GlyGlySer), enlazador alineado a la region CH3 del Fc. En una realizacién, se usa
un anticuerpo IgG de longitud completa que se une al dominio LPR6 B- propulsor 1 para unir un fragmento scFv de
un anticuerpo que se une al dominio j3- propulsor 3 de LRP6.

Los anticuerpos multivalentes, tales como los anticuerpos biparatépicos se pueden construir usando cualquier
combinacion de secuencias de cadena pesada y ligera que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Construcciones biparatépicas

Construccion SEQ ID NO: de la cadena [SEQ ID NO: de la cadena
pesada ligera
BiPa 166, 171, 173, 175, 195, 201, | 170, 193, 199, y 205

IgG del propulsor 1/scFv del propulsor 3 unido a Fc |y 207

BiPa alternativo 177 181

IgG del propulsor 1/scFv del propulsor 3 unido a la
cadena ligera

BiPa inversa 187,y 189 185

IgG del propulsor 3/ scFv del propulsor 1 unido a Fc

Los anticuerpos multivalentes se pueden preparar conjugando los dominios de unién al receptor constituyentes,
usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada dominio de unién al receptor del anticuerpo
multivalente puede generarse por separado y luego conjugarse entre si. Cuando los dominios de unién al receptor
son proteinas o péptidos, se puede usar una variedad de agentes de acoplamiento o reticulacion para la conjugacion
covalente. Los ejemplos de agentes de reticulacion incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-
tioacetato (SATA), 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o-fenilendimaleimida (oPDM), N- succinimidil-3- (2-

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 659 406 T3

piridilditio) propionato (SPDP) y sulfosuccinimidil-4- (N-maleimidometil) ciclohaxano-1-carboxilato (sulfo-SMCC)
(véase, por ejemplo, Karpovsky y col., (1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu y col., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
Unidos 82:8648) Otros procedimientos incluyen los descritos en Paulus (1985) Behring Ins. Guante. No. 78: 118-
132; Brennan y col., (1985) Science 229: 81-83), y Glennie y col., (1987) J. Immunol. 139: 2367-2375) Los agentes
de conjugacion son SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Cuando los dominios de unién al receptor son anticuerpos, pueden conjugarse mediante unién por sulfhidrilo de las
regiones de bisagra del extremo C de las dos cadenas pesadas. En una realizacion particular, la region de bisagra
se madifica para que contenga un numero impar de residuos de sulfhidrilo, por ejemplo, uno, antes de la
conjugacion.

Alternativamente, los dominios de unién al receptor pueden codificarse en el mismo vector y expresarse y
ensamblarse en la misma célula huésped. Este procedimiento es particularmente util cuando el anticuerpo
multivalente es un mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab’); o ligando x proteina de fusidon Fab. Los procedimientos
para preparar moléculas biespecificas se describen, por ejemplo, en La patente de Estados Unidos numero
5,260,203; la patente de Estados Unidos numero 5,455,030; la patente de Estados Unidos numero 4,881,175; la
patente de Estados Unidos numero 5,132,405; la patente de Estados Unidos nimero 5,091,513; la patente de
Estados Unidos numero 5,476,786; la patente de Estados Unidos numero 5,013,653; la patente de Estados Unidos
numero 5,258,498; y la patente de Estados Unidos numero 5,482,858.

La unién de los anticuerpos multivalentes a sus dianas puede confirmarse mediante, por ejemplo, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (REA), analisis FACS, bioensayo (por ejemplo,
inhibicion del crecimiento), o ensayo de transferencia Western. Cada uno de estos ensayos generalmente detecta la
presencia de complejos proteina-anticuerpo de particular interés mediante el empleo de un reactivo marcado (por
ejemplo, un anticuerpo) especifico para el complejo de interés.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona anticuerpos multivalentes que comprenden al menos dos
dominios de unién a receptor diferentes de los anticuerpos de la invenciéon que se unen a LRP6. Los dominios de
unién al receptor pueden unirse entre si mediante fusién de proteinas o unién covalente o no covalente. Los
anticuerpos tetravalentes se pueden obtener, por ejemplo, entrecruzando los anticuerpos de la invencién con un
anticuerpo que se une a las regiones constantes de los anticuerpos de la invenciéon, por ejemplo, la region Fc o
bisagra.

Orientacion de anticuerpos multivalentes

La invencion se refiere a anticuerpos multivalentes que tienen multiples dominios de union a receptor ("RBD"), que
incluyen, por ejemplo, regiones variables de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab), scFv,
diacuerpos de cadena sencilla o anticuerpos IgG. Los ejemplos de RBD son componentes de un fragmento Fab, un
fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; a F(ab), fragmento, un fragmento bivalente
que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; un fragmento Fd que
consiste en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un unico brazo de un
anticuerpo; un fragmento dAb (Ward y col., (1989) Nature 341: 544-546), que consiste en un dominio VH; y una
region determinante de complementariedad aislada (CDR). Los RBD también son componentes de anticuerpos de
dominio Unico, maxicuerpos, unicuerpos, minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv
(véase, por ejemplo, Hollinger y Hudson, (2005) Nature Biotechnology 23: 1126-1136.

Los anticuerpos multivalentes de la invencion se generan en cualquier orientacion usando al menos un dominio de
union al receptor (por ejemplo, un scFv, un diacuerpo monocatenario, una region variable de anticuerpo) siempre
que los anticuerpos multivalentes resultantes retengan actividad funcional (por ejemplo, Inhibicién de la sefializacion
Whnt) Debe entenderse que puede afadirse cualquier nimero de dominios de union al receptor al extremo C y/o al
extremo N del Fc siempre que los anticuerpos multivalentes resultantes retengan actividad funcional (por ejemplo,
inhibicién de la sefalizacion de Wnt). En una realizacién, uno, dos, tres 0 mas dominios de unién a receptor estan
unidos al extremo C de la region Fc. En otras realizaciones, uno, dos, tres o0 mas dominios de unioén a receptor estan
unidos al extremo N de la region Fc. En otras realizaciones, uno, dos, tres 0 mas dominios de unioén a receptor estan
unidos tanto al extremo N como al extremo C de la region Fc. Por ejemplo, los anticuerpos multivalentes de la
invencion pueden comprender mas de un dominio de union al receptor del mismo tipo unido al extremo C y/o al
extremo N de una region Fc, por ejemplo, scFv-scFv-Fc-IgGG. Alternativamente, los anticuerpos multivalentes de la
invencion pueden comprender mas de un dominio de unién al receptor de un tipo diferente unido al extremo C y/o al
extremo N de la regiéon Fc, por ejemplo, scFv-diacuerpo-Fc-IgG. En otra realizacién, uno, dos, tres o0 mas dominios
de unioén a receptor (por ejemplo, scFv) estan unidos al extremo C de una IgG. En otra realizacién, uno, dos, tres o
mas dominios de union a receptor (por ejemplo, scFv) estan unidos al extremo N de una IgG. En otra realizacion,
uno, dos, tres 0 mas dominios de unién a receptor (por ejemplo, scFv) estan unidos al extremo N y al extremo C de
una IgG.

En otras realizaciones, los anticuerpos multivalentes de la invencion se generan usando mas de un dominio de union
al receptor de un tipo diferente unido al extremo C, por ejemplo, scFv-diacuerpo-Fc-IgG; diacuerpo-scFv-Fc-IgG;
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scFv-scFv-diacuerpo-Fc-IgG; scFv-diacuerpo-scFv-Fc-IgG; diacuerpo - scFv - scFv - Fc - IgG; region variable de
anticuerpo-scFv-diacuerpo-Fc-IgG; y similares. Se pueden generar anticuerpos multivalentes con cualquier nimero
de permutaciones de dominios de unién a receptor. Estos anticuerpos multivalentes se pueden analizar en busca de
funcionalidad utilizando los procedimientos y ensayos descritos en el presente documento.

En otras realizaciones, los anticuerpos multivalentes de la invenciéon se generan usando mas de un dominio de union
al receptor de un tipo diferente unido al extremo N, por ejemplo, IgG-Fc-scFv-diacuerpo; IgG-Fc-diacuerpo-scFy;
IgG-Fc-scFv-scFv-diacuerpo; IgG-Fc-scFv-diacuerpo-scFv; IgG-Fc-diacuerpo-scFv-scFv; Region variable del
anticuerpo 1gG-Fc-scFv-diacuerpo; y similares.

En oftras realizaciones mas, los anticuerpos multivalentes de la invencidon se generan usando un solo dominio de
union al receptor (por ejemplo, un scFv, un diacuerpo monocatenario, una region variable del anticuerpo) unido al C-
terminal y N-terminal de la region Fc. En ofra realizacién, los dominios de unién a multiples receptores estan unidos
al extremo N-terminal de la regién Fc, por ejemplo, al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o mas dominios de union al receptor
unidos a la C- término y N-terminal de la regién Fc. Por ejemplo, los anticuerpos multivalentes de la invencion
pueden comprender uno o mas scFv unidos al extremo C y al extremo N de la regién Fc, por ejemplo, scFv-Fc-scFv-
scFv; -scFv-scFv-Fc-scFv-scFv, y similares. En otras realizaciones, los anticuerpos multivalentes de la invencién se
generan usando mas de un dominio de unién a receptor de un tipo diferente unido al extremo N, por ejemplo, scFv-
Fc-scFv-diacuerpo; scFv-Fc-diacuerpo-scFv; scFv-Fc-scFv-scFv-diacuerpo; scFv-Fc- scFv-diacuerpo-scFv; scFv-Fc-
diacuerpo-scFv-scFv; scFv-anticuerpo-region variable-scFv-diacuerpo; y similares Se pueden generar anticuerpos
multivalentes con cualquier nimero de permutaciones de dominios de unién a receptor. Estos anticuerpos
multivalentes se pueden analizar en busca de funcionalidad utilizando los procedimientos y ensayos descritos en el
presente documento.

Longitud del enlazador

Se sabe que la longitud del enlazador puede afectar en gran medida a la forma en que las regiones variables de un
scFv se pliegan e interaccionan. De hecho, si se emplea un engarce corto (por ejemplo, entre 5-10 aminoacidos,
entre 5-20 aminoacidos) se evita el plegamiento intracatenario y se requiere el plegamiento intercatenario para juntar
las dos regiones variables para formar un sitio de unioén al epitopo funcional. Para ver ejemplos de orientacion y
tamafio del enlazador, véase, por ejemplo, Hollinger y col., 1993 Proc Natl Acad. Sci. U.S.A. 90: 6444-6448, las
solicitudes de publicacion de patente de Estados Unidos n.° 2005/0100543, 2005/0175606, 2007/0014794 y PCT
W02006/020258 y WO2007/024715.

También se entiende que los dominios de union al receptor pueden estar separados por regiones enlazadoras de
diversas longitudes. Los dominios de unién al receptor se pueden separar uno del otro, un C kappa/lambda, CH1,
Bisagra, CH2, CH3, o la regién Fc completa mediante una secuencia enlazadora. Dicha secuencia de unién puede
comprender una variedad aleatoria de aminoacidos, o un conjunto restringido de aminoacidos. Tal secuencia
enlazadora puede ser flexible o rigida.

Los anticuerpos multivalentes de la invencién comprenden una secuencia enlazadora de al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19., 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 o mas residuos de
aminoacidos entre uno o mas de sus dominios de unién a receptor, dominios C kappa/lambda, dominios CH1, region
de bisagra, dominios CH2, dominios CH3 o regiones Fc. La secuencia enlazadora puede estar compuesta por
cualquier aminoacido de origen natural. En algunas realizaciones, los aminoacidos glicina y serina comprenden los
aminoacidos dentro de la secuencia del engarce. En otra realizacion, la orientacion de la region del enlazador
comprende conjuntos de repeticiones de glicina (Gly).4Ser),, donde n es un entero positivo igual o mayor que 1.

En una realizacion, los enlazadores incluyen, pero sin limitaciones, (Glys Ser)s o (Glys Ser)s. En otra realizacion, los
ligandos Glu y Lys residuos se pueden intercalar dentro de los enlazadores Gly-Ser para una mejor solubilidad. En
otra realizacion, los enlazadores incluyen multiples repeticiones de (Gly;Ser), (GlySer) o (GlysSer). En otra
realizacion, los enlazadores incluyen combinaciones y mdltiplos de (GlysSer) + (GlysSer) + (GlySer). En otra
realizacion, Ser puede reemplazarse con Ala, por ejemplo, (GlysAla) o (GlysAla). En otra realizaciéon mas, el
enlazador comprende el motivo (GluAlaAlaAlaLys),, donde n es un entero positivo igual o mayor que 1.

Reqioén bisagra

Los anticuerpos multivalentes de la invencion pueden comprender la totalidad o al menos una parte de una region de
bisagra de anticuerpo. La region de bisagra o parte de la misma se puede conectar directamente a un dominio de
union al receptor, un CH1, un Ckappa/lambda, un CH2 o un CH3. En una realizacién, la regién de bisagra, o una
parte de la misma, puede estar conectada a través de una regidon enlazadora de longitud variable a un dominio de
union al receptor, un CH1, un Ckappa/lambda, un CH2 o un CH3.

Los anticuerpos multivalentes de la invencion pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas regiones bisagra o partes de

las mismas. Las regiones de bisagra o partes de las mismas pueden ser idénticas o ser diferentes. En una
realizacion, los anticuerpos multivalentes de la invenciéon comprenden una regidon Bisagra o una parte de la misma
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de una molécula de IgG1 humana. En realizaciones adicionales, la region de bisagra o parte de la misma puede
manipularse por ingenieria genética para eliminar un residuo de cisteina de origen natural, introducir un residuo de
cisteina no natural o sustituir un residuo de cisteina no natural por un residuo de origen natural. En algunas
realizaciones, los anticuerpos multivalentes de la invencion contienen al menos una region de bisagra o parte de la
misma que comprende la siguiente secuencia de aminoacidos que comprende: EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO:
211) o EPKSC (SEQ ID NO: 212). En algunas realizaciones, al menos una regién de bisagra o parte de la misma se
modifica por ingenieria genética para sustituir al menos un residuo de cisteina de origen natural con otro resto de
aminoacido. En algunas realizaciones, al menos un residuo de cisteina de origen natural esta sustituido con serina.

Los residuos de cisteina no naturales Utiles para la conjugacion especifica de sitio se pueden disefiar en los
anticuerpos multivalentes de la invencion. Tales enfoques, composiciones y procedimientos se ejemplifican en la
solicitud de patente provisional de Estados Unidos n.° de serie 61/022,073 presentada el 18 de enero de 2008,
titulada "Anticuerpos modificados con cisteina para la conjugacion especifica del sitio" y la publicacién de solicitud de
patente de Estados Unidos n.° 20070092940, presentada el 22 de septiembre de 2005.

Procedimientos de evaluacion de la estabilidad de la proteina

Para evaluar la estabilidad de los anticuerpos multivalentes, se predice la estabilidad del dominio menos estable de
una proteina multidominio utilizando los procedimientos descritos a continuacion.

Dichos procedimientos permiten la determinacion de mudltiples transiciones de desplegamiento térmico donde el
dominio menos estable se despliega primero o limita el umbral de estabilidad global de una unidad multidominio que
se desarrolla cooperativamente (es decir, una proteina multidominio que exhibe una unica transicion de despliegue).
El dominio menos estable se puede identificar de varias maneras adicionales. La mutagénesis se puede realizar
para determinar qué dominio limita la estabilidad general. Ademas, la resistencia a proteasas de una proteina
multidominio puede realizarse en condiciones en las que se sabe que el dominio menos estable se despliega
intrinsecamente mediante DSC u otros procedimientos espectroscopicos (Fontana, y col., (1997) Fold. Des., 2: R17-
26; Dimasi y col., (2009) J. Mol. Biol. 393: 672-692) Una vez que se identifica el dominio menos estable, la secuencia
que codifica este dominio (o una parte de la misma) se puede emplear como una secuencia de prueba

a) Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de las composiciones de la invencion se puede analizar usando varias técnicas biofisicas o
bioquimicas no limitativas conocidas en la técnica. En ciertas realizaciones, la estabilidad térmica se evalua
mediante espectroscopia analitica.

Un ejemplo de procedimiento de espectroscopia analitica es Calorimetria de barrido diferencial (DSC). DSC emplea
un calorimetro que es sensible a las absorbancias de calor que acompafan al despliegue de la mayoria de las
proteinas o dominios de proteinas (véase, por ejemplo, Sanchez-Ruiz, y col., Biochemistry, 27: 1648-52, 1988) Para
determinar la estabilidad térmica de una proteina, se inserta una muestra de la proteina en el calorimetro y la
temperatura se eleva hasta que se desarrolla Fab o scFv. La temperatura a la que se desarrolla la proteina es
indicativa de la estabilidad global de la proteina.

Otro ejemplo de procedimiento de espectroscopia analitica es la espectroscopia de dicroismo circular (CD). La
espectrometria de CD mide la actividad optica de una composicién en funcion del aumento de la temperatura. La
espectroscopia de dicroismo circular (CD) mide las diferencias en la absorcién de la luz polarizada de la mano
izquierda frente a la luz polarizada de la mano derecha que surgen debido a la asimetria estructural. Una estructura
desordenada o desdoblada da como resultado un espectro CD muy diferente del de una estructura ordenada o
plegada. El espectro CD refleja la sensibilidad de las proteinas a los efectos desnaturalizantes del aumento de la
temperatura y, por lo tanto, es indicativo de la estabilidad térmica de una proteina (véase van Mierlo y Steemsma, J.
Biotechnol., 79 (3): 281-98, 2000).

Otro ejemplo de procedimiento de espectroscopia analitica para medir la estabilidad térmica es la Espectroscopia de
Emision de Fluorescencia (véase van Mierlo y Steemsma, citado anteriormente). Todavia otro ejemplo de
procedimiento de espectroscopia analitica para medir la estabilidad térmica es la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) (véase, por ejemplo, van Mierlo y Steemsma, citado anteriormente).

La estabilidad térmica de una composiciéon de la invencién se puede medir bioquimicamente. Un procedimiento
bioquimico de ejemplo para evaluar la estabilidad térmica es un ensayo de provocacion térmica. En un "ensayo de
provocacioén térmica", una composicion de la invencion se somete a un intervalo de temperaturas elevadas durante
un periodo de tiempo determinado. Por ejemplo, en una realizacion, las moléculas o moléculas scFv de prueba que
comprenden moléculas scFv estan sometidas a un intervalo de temperaturas crecientes, por ejemplo, durante 1-1,5
horas. La actividad de la proteina se analiza mediante un ensayo bioguimico relevante. Por ejemplo, si la proteina es
una proteina de unién (por ejemplo, un polipéptido que contiene scFv o scFv de la invencion), la actividad de union
de la proteina de union se puede determinar mediante un ELISA funcional o cuantitativo.
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Tal ensayo puede realizarse en un formato de alto rendimiento y los descritos en los Examenes utilizando E. coli y
cribado de alto rendimiento. Se puede crear una biblioteca de variantes scFv usando procedimientos conocidos en la
técnica. La expresion de scFv puede inducirse y scFv puede someterse a exposicion térmica. Las muestras de
prueba desafiadas se pueden ensayar para la unidon y aquellas scFv que son estables se pueden ampliar y
caracterizar adicionalmente.

La estabilidad térmica se evalua midiendo la temperatura de fusiéon (Tm) de una composicion de la invencién usando
cualquiera de las técnicas anteriores (por ejemplo, técnicas de espectroscopia analitica). La temperatura de fusion
es la temperatura en el punto medio de una curva de transicion térmica en la que el 50 % de las moléculas de una
composicion estan en un estado plegado (véase, por ejemplo, Dimasi y col., (2009) J. Mol Biol. 393: 672-692) En
una realizacion, los valores de Tm para un arco de scFv son aproximadamente 40 °C, 41 °C, 42 °C, 43 °C, 44 °C, 45
°C, 46 °C, 47 °C, 48 °C, 49 °C, 50 °C, 51 °C, 52 °C, 53 °C, 54 °C, 55 °C, 56 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C, 60 °C, 61 °C, 62
°C, 63 °C, 64 °C, 65 °C, 66 °C, 67 °C, 68 °C, 69 °C, 70 °C, 71 °C, 72 °C, 73 °C, 74 °C, 75°C, 76°C, 77°C, 78°C, 79°C,
80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87 °C, 88 °C, 89 °C, 90 °C, 91 °C, 92 °C, 93 °C, 94 °C, 95 °C, 96 °C, 97
°C, 98 °C, 99 °C, 100 °C. En una realizacion, los valores de Tm para una IgG son aproximadamente 40 °C, 41 °C, 42
°C,43°C, 44 °C, 45°C, 46 °C, 47 °C, 48 °C, 49 °C., 50 °C, 51 °C, 52 °C, 53 °C, 54 °C, 55 °C, 56 °C, 57 °C, 58 °C, 59
°C, 60 °C, 61 °C, 62 °C, 63 °C, 64 °C, 65 °C, 66 °C, 67 °C, 68 °C, 69 °C, 70 °C, 71 °C, 72 °C, 73 °C, 74 °C, 75°C,
76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87 °C, 88 °C, 89 °C, 90 °C, 91 °C, 92 °C, 93 °C,
94 °C, 95 °C, 96 °C, 97 °C, 98 °C, 99 °C, 100 °C. En una realizacién, los valores de Tm para un anticuerpo
multivalente son aproximadamente 40 °C, 41 °C, 42 °C, 43 °C, 44 °C, 45 °C, 46 °C, 47 °C, 48 °C, 49 °C, 50°C, 51°C,
52°C, 53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58 °C, 59 °C, 60 °C, 61 °C, 62 °C, 63 °C, 64 °C, 65 °C, 66 °C, 67 °C, 68 °C, 69
°C, 70°C, 71 °C, 72 °C, 73 °C, 74 °C, 75°C, 76°C, 77°C, 78°C, 79°C, 80°C, 81°C, 82°C, 83°C, 84°C, 85°C, 86°C, 87
°C, 88 °C, 89 °C, 90 °C, 91 °C, 92 °C, 93 °C, 94 °C, 95 °C, 96 °C, 97 °C, 98 °C, 99 °C, 100 °C.

La estabilidad térmica también se evaltia midiendo la capacidad especifica de calor o calor (Cp) de una composicion
de la invencion usando una técnica calorimétrica analitica (por ejemplo, DSC). El calor especifico de una
composicion es la energia (por ejemplo, en kcal/mol) requerida para elevar en 1 °C, la temperatura de 1 mol de
agua. Como Cp grande es un sello distintivo de una composicion proteica desnaturalizada o inactiva. El cambio en la
capacidad calorifica (ACp) de una composicién se mide determinando el calor especifico de una composicion antes
y después de su transicion térmica. La estabilidad térmica también puede evaluarse midiendo o determinando otros
parametros de estabilidad termodinamica, incluida la energia libre de despliegue de Gibbs (AG), la entalpia de
desplegamiento (AH) o la entropia de despliegue (AS).

Uno o mas de los ensayos bioquimicos anteriores (por ejemplo, un ensayo de exposiciéon térmica) se usan para
determinar la temperatura (es decir, el Tqo valor) a la cual el 50 % de la composicion conserva su actividad (por
ejemplo, actividad de unioén).

Ademas, las mutaciones en el scFv alteran la estabilidad térmica del scFv en comparacién con el scFv no mutado.
Cuando el scFv mutado se incorpora en un anticuerpo multivalente, el scFv mutado confiere estabilidad térmica al
anticuerpo multivalente global. En una realizacién, el scFv comprende una sola mutacion que confiere estabilidad
térmica al scFv. En otra realizacion, el scFv comprende multiples mutaciones que confieren estabilidad térmica al
scFv. En una realizacion, las multiples mutaciones en el scFv tienen un efecto aditivo sobre la estabilidad térmica del
scFv.

b) % de agregacion

La estabilidad de una composicion de la invencion se puede determinar midiendo su propension a agregarse. La
agregacion puede medirse mediante una serie de técnicas bioquimicas o biofisicas no limitantes. Por ejemplo, la
agregacion de una composicion de la invencién puede evaluarse usando cromatografia, p. Cromatografia de
exclusion de tamafo (SEC). SEC separa las moléculas en funcion del tamafio. Una columna se llena con perlas
semisolidas de un gel polimérico que admitira iones y pequefias moléculas en su interior, pero no grandes. Cuando
se aplica una composicion de proteina a la parte superior de la columna, las proteinas plegadas compactas (es
decir, las proteinas no agregadas) se distribuyen a través de un mayor volumen de disolvente que el disponible para
los grandes agregados de proteinas. En consecuencia, los grandes agregados se mueven mas rapidamente a través
de la columna, y de esta manera la mezcla se puede separar o fraccionar en sus componentes. Cada fraccion se
puede cuantificar por separado (por ejemplo, mediante dispersion de luz) a medida que eluye del gel. Por
consiguiente, el % de agregacion de una composicién de la invencién se puede determinar comparando la
concentracion de una fraccion con la concentracion total de proteina aplicada al gel. Las composiciones estables
eluyen de la columna como esencialmente una Unica fraccion y aparecen esencialmente como un unico pico en el
perfil de eluciéon o cromatograma.

c) Afinidad de unién
La estabilidad de una composicién de la invencion puede evaluarse determinando su afinidad de unién a la diana.

En la técnica se conocen una amplia variedad de procedimientos para determinar la afinidad de unién. Un
procedimiento de ejemplo para determinar la afinidad de unién emplea resonancia de plasmon superficial. La
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resonancia de plasmén superficial es un fenédmeno 6ptico que permite el analisis de interacciones biespecificas en
tiempo real mediante la detecciéon de alteraciones en las concentraciones de proteinas dentro de una matriz
biosensora, por ejemplo utilizando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway,
N.J.). Para mas descripciones, véase Jonsson, U., y col., (1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19-26; Jonsson, U., i (1991)
Biotechniques 11: 620-627; Johnsson, B., y col. (1995) J. Mol. Rec. 8: 125-131; y Johnnson, B., y col., (1991) Anal.
Biochem. 198: 268-277.

Anticuerpos con semivida extendida

La presente invencion proporciona anticuerpos que se unen especificamente a la proteina LRP6 que tienen una
semivida extendida in vivo. Muchos factores pueden afectar a la semivida de una proteina in vivo. Por ejemplo,
filtracion de rifidn, metabolismo en el higado, degradacion por enzimas proteoliticas (proteasas) y respuestas
inmunogénicas (por ejemplo, neutralizacion de proteinas por anticuerpos y captacion por macréfagos y células
dendriticas). Se puede usar una variedad de estrategias para extender la semivida de los anticuerpos de la presente
invencion. Por ejemplo, mediante un enlace quimico con polietilenglicol (PEG), reCODE PEG, armazdn de
anticuerpo, acido polisialico (PSA), hidroxietil almidon (HES), ligandos de unién a albdimina y escudos de hidratos de
carbono; por fusidon genética a proteinas que se unen a proteinas séricas, tales como albumina, IgG, FcRn y
transferencia; mediante el acoplamiento (genética o quimicamente) a otros restos de unién que se unen a proteinas
séricas, tales como nanocuerpos, Fab, DARPins, avimers, affibodies y anticalinsa; por fusidon genética a rPEG,
albumina, dominio de albumina, proteinas de unién a albdmina y Fc; o por incorporaciéon en nanoportadores,
formulaciones de liberacién lenta o dispositivos médicos.

Para prolongar la circulacion sérica de anticuerpos in vivo, moléculas de polimero inertes tales como PEG de alto
peso molecular pueden unirse a los anticuerpos o a un fragmento de los mismos con o sin un enlazador
multifuncional, ya sea a través de la conjugacion especifica del sitio del PEG al extremo N o C de los anticuerpos o a
través de épsilon-amino grupos presentes en residuos de lisina. Para pegilar un anticuerpo, el anticuerpo, o
fragmento del mismo, tipicamente se hace reaccionar con polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o
derivado de aldehido de PEG, en condiciones en las que uno o mas grupos PEG se unen al anticuerpo o fragmento
de anticuerpo.. La pegilacion puede llevarse a cabo mediante una reaccién de acilacion o una reaccion de
alquilacion con una molécula de PEG reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo analogo). Como se usa en el
presente documento, el término "polietilenglicol" pretende abarcar cualquiera de las formas de PEG que se han
usado para derivatizar otras proteinas, tales como mono (C1-C10) alcoxi o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-
maleimida. En ciertas realizaciones, el anticuerpo a pegilar es un anticuerpo aglicosilado. Se usara una derivacion
de polimero lineal o ramificado que da como resultado una pérdida minima de actividad bioldgica. El grado de
conjugacion se puede controlar estrechamente mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas para asegurar la
conjugacion adecuada de las moléculas de PEG con los anticuerpos. El PEG sin reaccionar puede separarse de los
conjugados anticuerpo-PEG por exclusion de tamafio o por cromatografia de intercambio idnico. Los anticuerpos
derivatizados con PEG se pueden analizar para determinar la actividad de unién asi como para in vivo eficacia
utilizando procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, mediante inmunoensayos
descritos en el presente documento. Los procedimientos para pegilar proteinas son conocidos en la materia y se
pueden aplicar a los anticuerpos de la invencion. Véase, por ejemplo, EP 0 154 316 de Nishimura y col., y EP 0 401
384 de Ishikawa et al.

Otras tecnologias de pegilacion modificadas incluyen la reconstitucion de tecnologia de ingenieria dirigida
quimicamente ortogonal (ReCODE PEG), que incorpora cadenas laterales quimicamente especificadas en proteinas
biosintéticas a través de un sistema reconstituido que incluye ARNt sintetasa y ARNt. Esta tecnologia permite la
incorporacion de mas de 30 nuevos aminodacidos en proteinas biosintéticas en E. coli, levadura y células de
mamiferos. EI ARNt incorpora un aminoacido no nativo en cualquier lugar en el que se encuentre el codon ambar,
convirtiendo el ambar de un codén de parada en uno que indique la incorporacién del aminoacido quimicamente
especificado.

La tecnologia de pegilacion recombinante (rPEG) también se puede usar para la extension de la semivida en suero.
Esta tecnologia implica fusionar genéticamente una cola de proteina no estructurada de 300-600 aminoacidos con
una proteina farmacéutica existente. Debido a que el peso molecular aparente de dicha cadena de proteina no
estructurada es aproximadamente 15 veces mayor que su peso molecular real, la semivida en suero de la proteina
aumenta mucho. A diferencia de la PEGilacion tradicional, que requiere conjugacion quimica y repurificacion, el
proceso de fabricacion se simplifica enormemente y el producto es homogéneo.

La polisializacion es otra tecnologia que utiliza el acido polisialico polimérico natural (PSA) para prolongar la vida
activa y mejorar la estabilidad de péptidos y proteinas terapéuticas. EI PSA es un polimero de acido sialico (un
azucar). Cuando se usa para la administracion de farmacos y péptidos terapéuticos, el acido polisialico proporciona
un microambiente protector en la conjugacion. Esto aumenta la vida activa de la proteina terapéutica en la
circulacion y evita que sea reconocida por el sistema inmune. El polimero PSA se encuentra naturalmente en el
cuerpo humano. Fue adoptado por ciertas bacterias que evolucionaron durante millones de afos para cubrir sus
paredes con él. Estas bacterias polisialiladas naturalmente fueron capaces, en virtud del mimetismo molecular, de
frustrar el sistema de defensa del cuerpo. El PSA, la tecnologia invisible mas avanzada de la naturaleza se puede
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producir facilmente a partir de tales bacterias en grandes cantidades y con caracteristicas fisicas predeterminadas.
El PSA bacteriano es completamente no inmunogénico, incluso cuando esta acoplado a proteinas, ya que es
quimicamente idéntico al PSA en el cuerpo humano. Otra tecnologia incluye el uso de derivados de hidroxietil
almidon ("HES") ligados a anticuerpos. HES es un polimero natural modificado derivado del almidén de maiz ceroso
y puede ser metabolizado por las enzimas del cuerpo. Las soluciones HES generalmente se administran para
sustituir el volumen de sangre deficiente y para mejorar las propiedades reoldgicas de la sangre. La hesilacion de un
anticuerpo permite la prolongacion de la semivida de la circulaciéon al aumentar la estabilidad de la molécula, asi
como al reducir el aclaramiento renal, lo que da como resultado un aumento de la actividad biolégica. Variando
diferentes parametros, como el peso molecular de HES, se puede personalizar una amplia gama de conjugados de
anticuerpos HES.

Anticuerpos que tienen una semivida aumentada in vivo también se puede generar introduciendo una o mas
modificaciones de aminoacidos (es decir, sustituciones, inserciones o deleciones) en un dominio constante de IgG, o
fragmento de unidon a FcRn del mismo (preferentemente un fragmento de dominio Fc de Fc o bisagra). Véase, por
ejemplo, publicacién internacional n.° WO 98/23289; publicacién internacional n.° WO 97/34631; y la patente de
Estados Unidos n.° 6,277,375.

Ademas, los anticuerpos se pueden conjugar a la albumina para hacer que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
sea mas estable in vivo o tener una semivida mas larga in vivo. Las técnicas son bien conocidas en la técnica,
véase, por ejemplo, las publicaciones internacionales n.° WO 93/15199, WO 93/15200y WO 01/77137; y la patente
europea No. EP 413,622.

El anticuerpo contra LRP6 o un fragmento del mismo también se puede fusionar a uno o mas polipéptidos de
albumina sérica humana (HSA), o una parte de los mismos. HSA, una proteina de 585 aminoacidos en su forma
madura es responsable de una proporcion significativa de la presion osmética del suero y también funciona como un
transportador de ligandos enddgenos y exdgenos. El papel de la albumina como molécula transportadora y su
naturaleza inerte son propiedades deseables para su uso como transportador y transportador de polipéptidos in vivo.
El uso de albumina como componente de una proteina de fusién de albumina como portador de diversas proteinas
ha sido sugerido en los documentos WO 93/15199, WO 93/15200 y EP 413 622. También se ha propuesto el uso de
fragmentos N-terminales de HSA para fusiones a polipéptidos (documento EP399666) Por consiguiente, fusionando
genéticamente o quimicamente o conjugando los anticuerpos o fragmentos de los mismos a la albumina, puede
estabilizar o extender la vida util, y/o retener la actividad de la molécula durante periodos de tiempo prolongados en
solucién, in vitro y/o in vivo.

La fusién de la albumina a otra proteina se puede lograr mediante manipulacion genética, de modo que el ADN que
codifica HSA, o un fragmento del mismo, se une al ADN que codifica la proteina. A continuaciéon, un huésped
adecuado se transforma o transfecta con las secuencias de nucleétidos fusionadas, dispuestas de este modo en un
plasmido adecuado para expresar un polipéptido de fusidon. La expresion puede efectuarse in vitro a partir de, por
ejemplo, células procariotas o eucariotas, o in vivo, p. de un organismo transgénico. Se pueden encontrar
procedimientos adicionales relacionados con las fusiones de HSA, por ejemplo, en los documentos WO 2001077137
y WO 200306007

En una realizacion especifica, la expresion de la proteina de fusion se realiza en lineas celulares de mamiferos, por
ejemplo, lineas celulares CHO.

Conjugados de anticuerpos

La presente invencion proporciona anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen especificamente a una
proteina LRP6 fusionada de manera recombinante o conjugada quimicamente (incluyendo conjugaciones covalentes
y no covalentes) a una proteina o polipéptido heterélogo (o fragmento del mismo, preferentemente a un polipéptido
de al menos 10; al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al
menos 90 o al menos 100 aminoacidos) para generar proteinas de fusion. En particular, la invencién proporciona
proteinas de fusién que comprenden un fragmento de anticuerpo descrito en el presente documento, (por ejemplo,
un fragmento Fab, fragmento Fd, fragmento Fv, fragmento F (ab) 2, un dominio VH, un VH CDR, un dominio VL o un
VL CDR) y una proteina, polipéptido o péptido heterdlogo. Los procedimientos para fusionar o conjugar proteinas,
polipéptidos o péptidos con un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo son conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5,336,603, 5,622,929, 5,359,046, 5,349,053, 5,447,851y 5,112,946; las
patentes europeas n.° EP 307,434 y EP 367,166; las publicaciones internacionales n.° WO 96/04388 y WO
91/06570; Ashkenazi y col., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10535-10539; Zheng y col., (1995) J. Immunol.
154: 5590-5600; y Vil y col., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 11337-11341.

Se pueden generar proteinas de fusion adicionales a través de las técnicas de transposicion de genes, barajado de
motivos, mezcla de exones y/o barajado de codones (denominados colectivamente "barajado de ADN"). La
transposicion de ADN puede emplearse para alterar las actividades de los anticuerpos de la invencion o fragmentos
de los mismos (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de los mismos con afinidades mas altas y velocidades de
disociacién mas bajas). Véase, en general, las patentes de Estados Unidos n.° 5,605,793, 5,811,238, 5,830,721,
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5,834,252y 5,837,458; Patten y col., (1997) Curr. Opinion Biotechnol. 8: 724-33; Harayama, (1998) Trends
Biotechnol. 16 (2): 76-82; Hansson y col., (1999) J. Mol. Biol. 287: 265-76; y Lorenzo y Blasco, (1998) Biotechniques
24 (2): 308- 313.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos, o los anticuerpos codificados o fragmentos de los mismos, se pueden
alterar sometiéndolos a mutagénesis aleatoria mediante PCR propensa a error, insercion aleatoria de nucleétidos u
otros procedimientos antes de la recombinacion. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento del mismo
que se une especificamente a una proteina LRP6 puede recombinarse con uno o mas componentes, motivos,
secciones, partes, dominios, fragmentos, etc., de una o mas moléculas heterdlogas.

Ademas, los anticuerpos o fragmentos de los mismos se pueden fusionar a secuencias marcadoras, tales como un
péptido para facilitar la purificacién. En realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos marcadores es un
péptido de hexahistidina, tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue,
Chatsworth, CA, 91311), entre otros, muchos de los cuales son comercialmente disponible. Como se describe en
Gentz y col., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 86: 821-824, por ejemplo, la hexahistidina proporciona una
purificacion conveniente de la proteina de fusion. Otras etiquetas peptidicas utiles para la purificacion incluyen, pero
sin limitaciones, la etiqueta de hemaglutinina ("HA"), que corresponde a un epitopo derivado de la proteina
hemaglutinina de la influenza (Wilson y col., (1984) Cell 37:767) y la etiqueta "bandera".

En otras realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion o fragmentos de los mismos conjugados con un
agente de diagnostico o detectable. Dichos anticuerpos pueden ser Utiles para controlar o pronosticar el inicio,
desarrollo, progresion y/o gravedad de una enfermedad o trastorno como parte de un procedimiento de prueba
clinica, tal como determinar la eficacia de una terapia particular. Tal diagnostico y deteccidon pueden realizarse
acoplando el anticuerpo a sustancias detectables que incluyen, pero sin limitaciones, diversas enzimas, tales como,
pero sin limitacion, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos
prostéticos, tales como, entre otros, estreptavidinilbiotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como,
pero sin limitacién, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes, tales como, pero no limitados a, luminol;
materiales bioluminiscentes, tales como, pero sin limitacion, luciferasa, luciferina y aequorina; materiales radiactivos,
tales como, pero sin limitarse a, yodo ('3'YO, 125YQ, 2Yo y '?11,), carbono ('“C), azufre (3°3), tritio (3H), indio ("'°En,
3En, 2Y en '"En,), tecnecio (*°Tc), talio (*°'Ti), galio (8Georgia, %7Ga), paladio ('°Pd), molibdeno (**Mo), xendn
(133)(6), fltior (18F), 1533m’ 177LU, 159Di-3, 149Pm, 14°La, 175Yb, 166HO, QOY’ 47SC, 186Re, 188Re, 142Pr, 105Rh, 97RU, 68Ge,
57Co, 95Zn, 83Sr, 32PAG, '*3Di-s, '%%Yb, 5'Cr, **Minnesota, 7°Se, ''3Sn, y """Estafio; y metales que emiten positrones
usando varias tomografias de emision de positrones e iones metalicos paramagnéticos no radioactivos.

La presente invencion abarca ademas usos de anticuerpos o fragmentos de los mismos conjugados con un resto
terapéutico. Un anticuerpo o fragmento del mismo puede conjugarse con un resto terapéutico tal como una
citotoxina, por ejemplo, un agente citostatico o citocida, un agente terapéutico o un ion metalico radiactivo, por
ejemplo, emisores alfa. Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para las
células.

Ademas, un anticuerpo o fragmento del mismo se puede conjugar con un resto terapéutico o resto de farmaco que
modifica una respuesta biologica dada. Los restos terapéuticos o fracciones de farmaco no deben interpretarse
como limitados a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto de farmaco puede ser una proteina,
péptido o polipéptido que posee una actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una
toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas, toxina del célera o toxina de la difteria; una proteina tal
como factor de necrosis tumoral, alfa- interferén, B-interferon, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento
derivado de plaquetas, activador del plasmindgeno tisular, un agente apoptoético, un agente anti - angiogénico; o, un
modificador de respuesta bioldgica tal como, por ejemplo, una linfoquina. En una realizacion, el anticuerpo anti-
LRP6, o un fragmento del mismo, se conjuga con un resto terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por
ejemplo, un inmunosupresor) o una radiotoxina. Tales conjugados se denominan aqui "inmunoconjugados". Los
inmunoconjugados que incluyen una o mas citotoxinas se denominan "inmunotoxinas". Una citotoxina o agente
citotoxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para (por ejemplo, mata) células. Los ejemplos incluyen taxén,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina,
t. colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantranodiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y analogos u
homologos de los mismos. Los agentes terapéuticos también incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo descarbazina), agentes de ablacién (por
ejemplo, mecloretamina, tioepa cloraxnbucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU)), ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino (Il) (DDP) cisplatino,
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antracicina (AMC)) y agentes antimitéticos (por
ejemplo, vincristina y vinblastina). (Véase, por ejemplo, Seattle Genetics US2009030472 1).

Otros ejemplos de citotoxinas terapéuticas que se pueden conjugar con un anticuerpo de la invencion incluyen
duocarmicinas, caliqueamicinas, maitansinas y auristatinas, y sus derivados. Un ejemplo de un conjugado de
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anticuerpo de caliqueamicina esta disponible comercialmente (MylotargTM; Wyeth-Ayerst).

Las citoxinas se pueden conjugar a los anticuerpos de la invencion usando la tecnologia de enlazador disponible en
la técnica. Los ejemplos de tipos de enlazadores que se han usado para conjugar una citotoxina a un anticuerpo
incluyen, pero sin limitacién, hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros y enlazadores que contienen péptidos. Puede
elegirse un enlazador que es, por ejemplo, susceptible de escision por pH bajo dentro del compartimento lisosémico
o susceptible de escision por proteasas, tales como proteasas expresadas preferentemente en tejido tumoral tal
como catepsinas (por ejemplo, catepsinas B, C, D).

Para una discusion mas detallada sobre los tipos de citotoxinas, los enlazadores y los procedimientos para conjugar
agentes terapéuticos con anticuerpos, véase también Saito y col., (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55: 199-215; Trail y
col., (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52: 328-337; Payne, (2003) Cancer Cell 3: 207-212; Allen, (2002) Nat.
Rev. Cancer 2: 750-763; Pastan y Kpitman, (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3: 1089-1091; Senter y Springer,
(2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53: 247-264.

Los anticuerpos de la presente invencion también pueden conjugarse con un isétopo radiactivo para generar
productos radiofarmacéuticos citotoxicos, también denominados radioinmunoconjugados. Los ejemplos de is6topos
radiactivos que pueden conjugarse con anticuerpos para uso diagnostico o terapéutico incluyen, pero sin
limitaciones, yodo'3', indio'"", itrio®y lutecio'””. El procedimiento para preparar radioinmunoconjugados se establece
en la técnica. Los ejemplos de radioinmunoconjugados estan disponibles en el mercado, incluidos Zevalin ™ (DEC
Pharmaceuticals) y Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals), y se pueden usar procedimientos similares para preparar
radioinmunoconjugados usando los anticuerpos de la invencion. En ciertas realizaciones, el quelante macrociclico es
acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N ', N'', N' "- tetraacético (DOTA) que se puede unir al anticuerpo a través
de una molécula enlazadora. Dichas moléculas enlazadoras se conocen cominmente en la técnica y se describen
en Denardo y col., (1998) Clin Cancer Res. 4 (10): 2483-90; Peterson y col., (1999) Bioconjug. Chem. 10 (4): 553-7;
y Zimmerman y col., (1999) Nucl. Med. Biol. 26 (8): 943-50. Las técnicas para conjugar restos terapéuticos con
anticuerpos son bien conocidas, véase, por ejemplo, Arnon y col., " Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of
Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld y col., (eds.), pp. 243-56 (Alan
R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom y col., "Antibodies for Drug Delivery", en Controlled Drug Delivery (22 edicion),
Robinson y col., (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, " Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In
Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies 84: Biological And Clinical Applications, Pinchera y col.,
(eds.), pp. 475-506 (1985)); " Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled
Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin y col., (eds.),
pags. 303-16 (Academic Press 1985).), y Thorpe y col., (1982) Immunol. Rev. 62: 119-58.

Los anticuerpos también pueden unirse a soportes solidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o
purificacion del antigeno diana. Dichos soportes sélidos incluyen, pero sin limitacion, vidrio, celulosa, poliacrilamida,
nailon, poliestireno, poli (cloruro de vinilo) o polipropileno.

Procedimientos de produccién de anticuerpos de la invencion
(i) Acidos nucleicos que codifican los anticuerpos

La invencién proporciona moléculas de acido nucleico sustancialmente purificadas que codifican polipéptidos que
comprenden segmentos o dominios de las cadenas del anticuerpo contra LRP6 descritas anteriormente. Algunos de
los acidos nucleicos de la invencion comprenden la secuencia de nucledtidos que codifica la regién variable de la
cadena pesada del anticuerpo frente al propulsor 1 mostrada en la SEQ ID NO: 14, y/o la secuencia de nucledtidos
que codifica la regién variable de la cadena ligera mostrada en SEQ ID NO: 13. En una realizacion especifica, las
moléculas de acido nucleico son las relacionadas con MOR08168 identificadas en la Tabla 1.

Algunas otras moléculas de acido nucleico de la invencion comprenden secuencias de nucleétidos que son
sustancialmente idénticas (por ejemplo, al menos 65, 80 %, 95 % o 99 %) a las secuencias de nucledtidos para
MORO08168 identificadas en la Tabla 1. Cuando se expresan a partir de vectores de expresion apropiados, los
polipéptidos codificados por estos polinucleétidos son capaces de exhibir capacidad de unién al antigeno LRP6.

También se proporcionan en la invencion polinucledtidos que codifican al menos una region CDR y habitualmente
las tres regiones CDR de la cadena pesada o ligera del anticuerpo contra LRP6 expuestas anteriormente. Algunos
otros polinucleétidos codifican la totalidad o sustancialmente toda la secuencia de la region variable de la cadena
pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo contra LRP6 expuesto anteriormente. Debido a la degeneracion del
cédigo, una variedad de secuencias de acidos nucleicos codificara cada una de las secuencias de aminoacidos de
inmunoglobulinas.

Las moléculas de acido nucleico pueden codificar tanto una regidon variable como una region constante del
anticuerpo. Algunas de las secuencias de acidos nucleicos comprenden nucleétidos que codifican una secuencia de
la regién variable de la cadena pesada madura que es sustancialmente idéntica (por ejemplo, al menos 80 %, 90 %
0 99 %) a la secuencia de la region variable de la cadena pesada madura de un anticuerpo Propulsor 1 expuesto en
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la SEQ ID NO: 14

Algunas otras secuencias de acidos nucleicos que comprenden nucleétidos que codifican una secuencia de la region
variable de la cadena ligera madura que son sustancialmente idénticas (por ejemplo, al menos 80 %, 90 % o 99 %) a
la secuencia de la region variable de la cadena ligera madura de un anticuerpo Propulsor 1 expuesto en SEQ ID NO:
13

Las secuencias de polinucleétidos pueden producirse mediante sintesis de ADN en fase sélida de novo o mediante
mutagénesis por PCR de una secuencia existente (por ejemplo, secuencias como se describe en los Ejemplos a
continuacién) que codifican un anticuerpo contra LRP6 o su fragmento de unidn. La sintesis quimica directa de
acidos nucleicos se puede llevar a cabo mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como el
procedimiento de fosfotriéster de Narang y col., (1979) Meth. Enzymol. 68:90; el procedimiento fosfodiéster de
Brown y col., (1979) Meth. Enzymol. 68:109; el procedimiento de dietilfosforamidita de Beaucage y col., (1981) Tetra.
Lett., 22:1859; y el procedimiento de soporte solido de La patente de Estados Unidos n.° 4,458,066. La introduccion
de mutaciones en una secuencia de polinucledtidos por PCR se puede realizar como se describe en, por ejemplo,
Tecnologia de PCR: principios y aplicaciones para la amplificacién de ADN, H.A. Erlich (Ed.), Freeman Press, NY,
NY, 1992; Protocolos de PCR: una guia de procedimientos y aplicaciones, Innis y col., (Ed.), Academic Press, San
Diego, CA, 1990; Mattila y col., (1991) Nucleic Acids Res. 19:967; y Eckert y col., (1991) PCR Methods and
Applications 1:17.

También se proporcionan vectores de expresion y células huésped para producir los anticuerpos contra LRP6
descritos anteriormente. Se pueden emplear diversos vectores de expresion para expresar los polinucleétidos que
codifican las cadenas del anticuerpo contra LRP6 o fragmentos de union. Se pueden usar vectores de expresion
tanto virales como no virales para producir los anticuerpos en una célula huésped de mamifero. Los vectores y
sistemas no virales incluyen plasmidos, vectores episomales, tipicamente con un casete de expresion para expresar
una proteina o ARN, y cromosomas artificiales humanos (véase, por ejemplo, Harrington y col., (1997) Nat Genet
15:345) por ejemplo, vectores no virales utiles para la expresion de los polinucledtidos y polipéptidos LRP6 en
mamiferos (por ejemplo, células humanas) incluyen pThioHis A, B y C, pc ADN 3.1/His, pEBVHis A, B y C,
(Invitrogen, San Diego, CA), vectores MPSV, y numerosos otros vectores conocidos en la materia para expresar
otras proteinas. Los vectores virales Utiles incluyen vectores basados en retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes, vectores basados en SV40, virus del papiloma, virus HBP Epstein Barr, vectores
del virus vaccinia y virus Semliki Forest (SFV). Véase, Brent y col., (1995) citado anteriormente; Smith, Annu. Rev.
Microbiol. 49:807; y Rosenfeld y col., (1992) Cell 68:143.

La eleccion del vector de expresion depende de las células huésped deseadas en las que se expresara el vector.
Tipicamente, los vectores de expresion contienen un promotor y ofras secuencias reguladoras (por ejemplo,
potenciadores) que estan unidos operativamente a los polinucleétidos que codifican una cadena o fragmento de
anticuerpo de LRP6. En algunas realizaciones, se emplea un promotor inducible para evitar la expresion de
secuencias insertadas excepto en condiciones de induccion. Los promotores inducibles incluyen, por ejemplo,
arabinosa, lacZ, promotor de metalotioneina o un promotor de choque térmico. Los cultivos de organismos
transformados pueden expandirse en condiciones no inductoras sin desviar a la poblacién para codificar secuencias
cuyos productos de expresion sean mejor tolerados por las células huésped. Ademas de los promotores, también
pueden requerirse o desearse otros elementos reguladores para la expresion eficiente de una cadena o fragmento
de anticuerpo de LRP6. Estos elementos incluyen tipicamente un codoén de iniciacion ATG y un sitio de unién a
ribosoma adyacente u otras secuencias. Ademas, la eficacia de la expresion puede mejorarse mediante la inclusion
de potenciadores apropiados para el sistema celular en uso (véase, por ejemplo, Scharf y col., (1994) Results Probl.
Cell Differ. 20:125; y Bittner y col., (1987) Meth. Enzymol., 153:516) por ejemplo, el potenciador de SV40 o el
potenciador de CMV pueden usarse para aumentar la expresion en células huésped de mamifero.

Los vectores de expresion también pueden proporcionar una posicion de secuencia de sefial de secrecién para
formar una proteina de fusién con polipéptidos codificados por secuencias de anticuerpo de LRP6 insertadas. Mas a
menudo, las secuencias de anticuerpo de LRP6 insertadas se unen a una secuencia de senal antes de la inclusion
en el vector. Los vectores a utilizar para recibir secuencias que codifican dominios variables de cadena ligera y
pesada de anticuerpo contra LRP6 a veces también codifican regiones constantes o partes de las mismas. Dichos
vectores permiten la expresion de las regiones variables como proteinas de fusion con las regiones constantes, lo
que conduce a la produccion de anticuerpos intactos o fragmentos de los mismos. Tipicamente, tales regiones
constantes son humanas.

Las células huésped para albergar y expresar las cadenas del anticuerpo contra LRP6 pueden ser procariotas o
eucariotas. E. coli es un hospedador procariota Util para clonar y expresar los polinucledtidos de la presente
invencion. Otros huéspedes microbianos adecuados para su uso incluyen bacilos, tales como Bacillus subtilis, y
otras enterobacteriaceas, tales como Salmonella, Serratia y varias especies de Pseudomonas. En estos
hospedadores procariotas, también se pueden generar vectores de expresion, que tipicamente contienen
secuencias de control de expresion compatibles con la célula huésped (por ejemplo, un origen de replicacion).
Ademas, estara presente cualquier niumero de una variedad de promotores bien conocidos, tales como el sistema
promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano (irp), un sistema promotor de beta-lactamasa, o un sistema
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promotor del fago lambda. Los promotores tipicamente controlan la expresion, opcionalmente con una secuencia
operadora, y tienen secuencias de sitios de unién a ribosomas y similares, para iniciar y completar la transcripcion y
la traduccion. Otros microbios, tales como levaduras, también se pueden emplear para expresar los polipéptidos
LRP6 de la invencion. También se pueden usar células de insectos en combinacién con vectores de baculovirus.

En algunas realizaciones preferidas, las células huésped de mamifero se usan para expresar y producir los
anticuerpos contra LRP6 de la presente invencion. Por ejemplo, pueden ser una linea celular de hibridoma que
expresa genes de inmunoglobulina endégenos (por ejemplo, el clon de hibridoma de mieloma 1D6.C9 como se
describe en los Ejemplos) o una linea celular de mamifero que alberga un vector de expresion exdgeno (por
ejemplo, las células de mieloma SP2/0 ejemplificadas a continuacion). Estos incluyen cualquier célula animal o
humana inmortal normal o anormal normal o mortal. Por ejemplo, se han desarrollado varias lineas celulares
huésped adecuadas capaces de secretar inmunoglobulinas intactas que incluyen las lineas celulares CHO, diversas
lineas celulares Cos, células Hela, lineas celulares de mieloma, células B transformadas e hibridomas. El uso del
cultivo de células de tejido de mamifero para expresar polipéptidos se discute generalmente en, por ejemplo,
Winnacker, DE GENES A CLONES, VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987. Los vectores de expresion para células
huésped de mamifero pueden incluir secuencias de control de la expresion, tales como un origen de replicacion, un
promotor y un potenciador (véase, por ejemplo, Queen y col., (1986) Immunol. Rev. 89: 49-68), y sitios de
informacion de procesamiento necesarios, tales como sitios de union de ribosomas, sitios de corte y empalme de
ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias de terminacion transcripcional. Estos vectores de expresion
habitualmente contienen promotores derivados de genes de mamiferos o de virus de mamiferos. Los promotores
adecuados pueden ser constitutivos, especificos del tipo de célula, especificos de la etapa, y/o modulables o
regulables. Los promotores utiles incluyen, pero sin limitaciones, el promotor metalotioneina, el promotor tardio
principal adenovirus constitutivo, el promotor MMTV inducible con dexametasona, el promotor SV40, el promotor
MRP pollll, el promotor constitutivo MPSV, el promotor CMV inducible con tetraciclina (tal como el promotor de CMV
humano inmediato temprano), el promotor de CMV constitutivo y las combinaciones promotor-potenciador conocidas
en la técnica.

Los procedimientos para introducir vectores de expresion que contienen las secuencias de polinucleétidos de interés
varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por ejemplo, la transfeccién con cloruro de calcio se utiliza
comunmente para células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o electroporacién se puede
usar para oftros huéspedes celulares. (véase generalmente Sambrook, y col., citado anteriormente). Otros
procedimientos incluyen, por ejemplo, electroporacion, tratamiento con fosfato de calcio, transformacion mediada por
liposomas, inyeccidon y microinyeccion, procedimientos balisticos, virosomas, inmunoliposomas, polication:
conjugados de acidos nucleicos, ADN desnudo, viriones artificiales, fusion a la proteina estructural del virus del
herpes VP22 (Elliot y O'Hare, (1997) Cell 88:223), captacion de ADN potenciada por el agente y transduccion ex
vivo. Para la produccién a largo plazo, de alto rendimiento de proteinas recombinantes, a menudo se desea una
expresion estable. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma estable cadenas de anticuerpos contra
LRP6 o fragmentos de union se pueden preparar usando vectores de expresion de la invencion que contienen
origenes de replicacion virales o elementos de expresion endégenos y un gen marcador seleccionable. Después de
la introduccién del vector, se puede permitir que las células crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes
de que se cambien a medios selectivos. El propdsito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la
seleccion, y su presencia permite el crecimiento de células que expresan con éxito las secuencias introducidas en
medios selectivos. Las células transfectadas establemente resistentes pueden proliferarse usando técnicas de
cultivo de tejidos apropiadas para el tipo de célula.

(ii) Generacion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (mAb) pueden producirse mediante diversas técnicas, incluida la metodologia
convencional de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica estandar de hibridacion de células somaticas de
Kohler y Milstein, (1975) Nature 256: 495. Se pueden emplear muchas técnicas para producir anticuerpos
monoclonales, por ejemplo, transformacion viral u oncogénica de los linfocitos B.

Un sistema animal para preparar hibridomas es el sistema murino. La producciéon de hibridoma en el ratén es un
procedimiento bien establecido. Los protocolos y técnicas de inmunizacion para el aislamiento de esplenocitos
inmunizados para la fusion son conocidos en la técnica. También se conocen parejas de fusion (por ejemplo, células
de mieloma murino) y los procedimientos de fusion.

Los anticuerpos quiméricos o humanizados de la presente invenciéon se pueden preparar en base a la secuencia de
un anticuerpo monoclonal murino preparado como se ha descrito anteriormente. EI ADN que codifica las
inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera se puede obtener a partir del hibridoma murino de interés y se puede
modificar para que no contenga murido (p.ej.,. humano) secuencias de inmunoglobulina usando técnicas de biologia
molecular estandar. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables murinas se pueden unir
a regiones constantes humanas usando procedimientos conocidos en la materia (véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos n.° 4,816,567 de Cabilly et al.). Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones de CDR murinas
pueden insertarse en un marco humano usando procedimientos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, La
patente de Estados Unidos n.° 5225539 de Wintery las patentes de Estados Unidos n.° 5530101; 5585089; 5693762
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y 6180370 de Queen et al.

En una determinada realizacion, los anticuerpos de la invencién son anticuerpos monoclonales humanos. Dichos
anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra LRP6 pueden generarse usando ratones transgénicos o
transcromosoémicos que portan partes del sistema inmune humano en lugar del sistema del raton. Estos ratones
transgénicos y transcromosomicos incluyen ratones a los que se hace referencia en esta memoria como ratones
HuMADb y ratones KM, respectivamente, y se denominan colectivamente en el presente documento "ratones Ig
humanos".

El HUMAb mouse® (Medarex, Inc.) contiene inmunoglobulina humana miniloci que codifica secuencias de
inmunoglobulina pesada humana (u y y) y de cadena ligera k no reordenadas, junto con mutaciones dirigidas que
inactivan los loci endégenos de la cadena y y k (véase, por ejemplo, Lonberg, y col., (1994) Nature 368 (6474): 856-
859) Por consiguiente, los ratones exhiben expresion reducida de IgM o k de ratéon, y en respuesta a la
inmunizacion, los transgenes de cadena pesada y ligera humanos introducidos experimentan conmutacion de clase
y mutacion somatica para generar monoclonal de IgGk humano de alta afinidad (Lonberg y col., (1994) citado
anteriormente; revisado en Lonberg, (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113: 49-101; Lonberg y
Huszar, (1995) Pasante. Rev. Immunol. 13: 65-93y Harding y Lonberg, (1995) Ann. N. Y. Acad. Sci. 764: 536-546)
La preparacion y el uso de ratones HuMAD, y las modificaciones gendmicas llevadas a cabo por tales ratones, se
describen con mas detalle en Taylor y col., (1992) Nucleic Acids Research 20: 6287-6295; Chen y col., (1993)
International Immunology 5: 647-656; Tuaillon y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 3720-3724; Choi y col.,
(1993) Nature Genetics 4: 117-123; Chen y col., (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon y col., (1994) J. Immunol.
152: 2912-2920; Taylor y col.,, (1994) International Immunology 579-591; y Fishwild y col., (1996) Nature
Biotechnology 14: 845-851.

Véanse ademas, las patentes de Estados Unidos n.° 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650;
5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; todas de Lonberg y Kay; la patente de Estados Unidos n.°
5,545,807 de Surani et al.; publicaciéon PCT n.° WO 92103918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97113852, WO
98/24884 y WO 99/45962, todo para Lonberg y Kay; y publicacion PCT n.° WO 01/14424 de Korman et al.

En otra realizacion, los anticuerpos humanos de la invencidon se pueden generar utilizando un ratén que porta
secuencias de inmunoglobulina humana en transgenes y transcromosomas tales como un ratén que porta un
transgén de cadena pesada humana y un transcromosoma de cadena ligera humana. Dichos ratones, denominados
en el presente documento, "ratones KM", se describen en detalle en publicaciéon PCT n.° WO 02/43478 de Ishida et
al.

Todavia mas, los sistemas de animales transgénicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana
estan disponibles en la técnica y se pueden usar para aumentar los anticuerpos contra LRP6 de la invencion. Por
ejemplo, se puede usar un sistema transgénico alternativo denominado Xenomouse (Abgenix, Inc.). Tales ratones se
describen en, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6, 150,584 y
6,162,963 de Kucherlapati et al.

Ademas, los sistemas animales transcromosémicos alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana
estan disponibles en la técnica y pueden usarse para aumentar los anticuerpos contra LRP6 de la invencion. Por
ejemplo, pueden usarse ratones que portan tanto un transcromosoma de cadena pesada humana como un
trancromosoma de cadena ligera humana, denominados "ratones TC"; tales ratones se describen en Tomizuka y
col., (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-727. Ademas, las vacas que llevan transcromosomas de cadena
pesada y ligera humana se han descrito en la técnica (Kuroiwa y col., (2002) Nature Biotechnology 20: 889-894) y
puede usarse para aumentar los anticuerpos contra LRP6 de la invencion.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invenciéon también se pueden preparar usando procedimientos de
presentacion en fagos para explorar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humana. Dichos procedimientos de
presentacion en fagos para aislar anticuerpos humanos se establecen en la técnica o se describen en los ejemplos a
continuacion. Véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5,223,409; 5,403,484; y 5,571,698 de Ladner
et al.; las patentes de Estados Unidos n.° 5,427,908 y 5,580,717 to Dower et al.; las patentes de Estados Unidos n.°
5,969,108 y 6,172,197 de McCafferty et al.; y las patentes de Estados Unidos n.° 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731;
6,555,313; 6,582,915 y 6,593,081 de Giriffiths et al.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién también se pueden preparar usando ratones SCID en los
que las células inmunes humanas se han reconstituido de manera que se puede generar una respuesta de
anticuerpos humanos tras la inmunizacién. Tales ratones se describen en, por ejemplo, las patentes de Estados
Unidos n.° 5,476,996 y 5,698,767 de Wilson et al.

(iii) Ingenieria de marco o Fc

Los anticuerpos modificados genéticamente de la invencion incluyen aquellos en los que se han realizado
modificaciones a restos de marco dentro de VH y/o VL, por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo.
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Tipicamente, tales modificaciones de estructura se realizan para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por
ejemplo, un enfoque es "revertir" uno o mas residuos del marco a la secuencia correspondiente de la linea germinal.
Mas especificamente, un anticuerpo que ha sufrido una mutacion somatica puede contener residuos de estructura
que difieren de la secuencia de la linea germinal a partir de la cual se deriva el anticuerpo. Dichos residuos pueden
identificarse comparando las secuencias de marco de anticuerpo con las secuencias de la linea germinal a partir de
las cuales se deriva el anticuerpo. Para devolver las secuencias de la regién marco a su configuracion de la linea
germinal, las mutaciones somaticas se pueden "retromutar" a la secuencia de la linea germinal, por ejemplo,
mediante mutagénesis dirigida al sitio. Tales anticuerpos "retromutados” también pretenden estar abarcados por la
invencion.

Otro tipo de modificacion de marco implica la mutacién de uno o mas residuos dentro de la regién estructural, o
incluso dentro de una o mas regiones CDR, para eliminar epitopos de células T para reducir asi la inmunogenicidad
potencial del anticuerpo. Este enfoque también se conoce como "desinmunizacion" y se describe con mas detalle en
la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20030153043 de Carr et al.

Ademas o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro de las regiones estructurales, los anticuerpos de
la invencion pueden modificarse genéticamente para incluir modificaciones dentro de la region Fc, tipicamente para
alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida en suero, fijacion del complemento,
Fc union al receptor, y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo de la invencion puede
estar quimicamente modificado (por ejemplo, uno o mas restos quimicos se pueden unir al anticuerpo) o se pueden
modificar para alterar su glicosilacién, nuevamente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo.
Cada una de estas realizaciones se describe con mas detalle a continuaciéon. La numeracion de residuos en la
region Fc es la de Kabat (citado anteriormente).

En una realizacion, la region de bisagra de CH1 se modifica de modo que se altera el numero de residuos de
cisteina en la region de bisagra, por ejemplo, aumentado o disminuido Este enfoque se describe mas adelante en La
patente de Estados Unidos n.° 5,677,425 de Bodmer y col., El nimero de restos de cisteina en la regién bisagra de
CH1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las cadenas ligera y pesada o aumentar o disminuir la
estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacion, la region de bisagra de Fc de un anticuerpo esta mutada para disminuir la semivida bioldgica del
anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas mutaciones de aminoacidos en la region de la interfaz
del dominio CH2-CH3 del fragmento de bisagra de Fc de manera que el anticuerpo tiene un enlace de
Staphylococcyl protein A (SpA) deteriorado con respecto a la unién de SpA del dominio de bisagra nativo. Este
enfoque se describe con mas detalle en La patente de Estados Unidos n.° 6,165,745 de Ward et al.

En otras realizaciones mas, la region Fc se altera reemplazando al menos un residuo de aminoacido con un residuo
de aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos
pueden reemplazarse con un resto de aminoacido diferente de manera que el anticuerpo tenga una afinidad alterada
por un ligando efector pero conserve la capacidad de union al antigeno del anticuerpo parental. El ligando efector al
que se modifica la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor de Fc o el componente C1 de complemento. Este
enfoque se describe con mas detalle en las patentes de Estados Unidos n.° 5,624,821 y 5,648,260, both by Winter et
al.

En ofra realizacion, uno o mas aminoacidos seleccionados de residuos de aminoacidos pueden reemplazarse con
un resto de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo ha alterado la unién a C1q y/o reducido o suprimido la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Este enfoque se describe con mas detalle en las patentes de
Estados Unidos n.° 6,194,551 de Idusogie et al.

En otra realizacién, uno o mas residuos de aminoacidos se alteran para alterar asi la capacidad del anticuerpo para
fijar el complemento. Este enfoque se describe mas adelante en la publicacion PCT n.° WO 94/29351 de Bodmer et
al.

En ofra realizacion mas, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o para aumentar la afinidad del anticuerpo por un
receptor Fcy modificando uno o mas aminoacidos. Este enfoque se describe mas adelante en publicacién PCT n.°
WO 00/42072 de Presta. Ademas, los sitios de unidon en IgG1 humana para FcyR1, FcyRIl, FcyRIIl y FcRn se han
mapeado y se han descrito variantes con unién mejorada (véase Shields y col., (2001) J. Biol. Chen. 276: 6591-
6604).

En otra realizacién mas, se modifica la glicosilacion de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede hacer un anticuerpo
aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de glicosilacion). La glicosilacion puede alterarse para, por ejemplo,
aumentar la afinidad del anticuerpo por "antigeno". Tales modificaciones de hidratos de carbono pueden lograrse,
por ejemplo, alterando uno o mas sitios de glucosilacion dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, se
pueden hacer una o mas sustituciones de aminoacidos que dan como resultado la eliminacién de uno o mas sitios
de glucosilacion de la region de la region variable para eliminar de ese modo la glicosilacion en ese sitio. Tal
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aglicosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal enfoque se describe con mas detalle en
las patentes de Estados Unidos n.° 5,714,350 y 6,350,861 by Co et al.

Adicionalmente o alternativamente, se puede preparar un anticuerpo que tiene un tipo alterado de glicosilacion, tal
como un anticuerpo hipofosilado que tiene cantidades reducidas de residuos de fucosilo o un anticuerpo que tiene
estructuras de GlcNac bisectantes aumentadas. Se ha demostrado que tales patrones de glicosilacion alterados
aumentan la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones de hidratos de carbono pueden
realizarse, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula huésped con magquinaria de glicosilacion alterada.
Las células con maquinaria de glucosilacién alterada se han descrito en la técnica y se pueden usar como células
huésped en las que expresar anticuerpos recombinantes de la invencién para producir de ese modo un anticuerpo
con glucosilacion alterada. Por ejemplo, EP 1,176,195 by Hang y col., describe una linea celular con un gen FUT8
funcionalmente alterado, que codifica una fucosil transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en dicha
linea celular exhiben hipofosilaciéon. La publicacién PCT n.° WO 03/035835 de Presta describe una variante de linea
celular CHO, células Lecl3, con capacidad reducida para unir fucosa a carbohidratos enlazados a Asn (297), que
también da como resultado la hipofosilacion de anticuerpos expresados en esa célula huésped (véase también
Shields y col., (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740). La publicacion PCT n.° WO 99/54342 de Umana y col.,
describe lineas celulares disefiadas para expresar glicosiliransferasas que modifican glicoproteinas (por ejemplo,
beta (1,4) -N acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl)) de forma tal que los anticuerpos expresados en las lineas
celulares maodificadas exhiben un aumento de las estructuras de bicis GlcNac que da como resultado una mayor
actividad ADCC de los anticuerpos (véase también Umana y col., (1999) Nat. Biotech. 17: 176-180).

En otra realizacién, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida bioldgica. Varios enfoques son posibles.
Por ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se describe
en La patente de Estados Unidos n.° 6,277,375 hacia. Alternativamente, para aumentar la semivida bioldgica, el
anticuerpo puede alterarse dentro de la region CH1 o CL para contener un epitopo de unién al receptor de rescate
tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una region Fc de una IgG, como se describe en las patentes de
Estados Unidos n.° 5,869,046 y 6,121,022 by Presta et al.

(iv) Procedimientos de Ingenieria de anticuerpos alterados

Como se discutié anteriormente, los anticuerpos contra LRP6 que tienen secuencias VH y VL o secuencias de
cadena pesada y ligera de longitud completa mostradas aqui pueden usarse para crear nuevos anticuerpos contra
LRP6 modificando secuencias de cadena pesada y/o ligera de longitud completa, secuencias VH y/o VL, o la (s)
region (regiones) constante (s) unida (s) a ellas. Por lo tanto, las caracteristicas estructurales de los anticuerpos
contra LRP6 descritos en el presente documento pueden usarse para crear anticuerpos contra LRP6
estructuralmente relacionados que retienen al menos una propiedad funcional del anticuerpo de partida, tal como la
union a LRP6 humana y también la inhibicion de una o mas propiedades funcionales de LRP6. Por ejemplo, las
regiones CDR se pueden combinar de forma recombinante con las regiones marco conocidas para crear anticuerpos
contra LRP6 adicionales, disefiados por ingenieria recombinante, de la invencion, como se discutié anteriormente.
Otros tipos de modificaciones incluyen las descritas en la seccion anterior. El material de partida para el
procedimiento de ingenieria son las secuencias VH y/o VL proporcionadas aqui, o las regiones CDR de las mismas.
Para crear el anticuerpo modificado, no es necesario prepararlo (es decir, expresar como una proteina) un
anticuerpo que tiene una o mas de las secuencias VH y/o VL proporcionadas aqui, o una o mas regiones CDR de
las mismas. Por el contrario, la informacién contenida en la (s) secuencia (s) se utiliza como material de partida para
crear una (s) secuencia (s) de "segunda generacion" derivada (s) de la (s) secuencia (s) original (es) y luego se
prepara (n) la (s) secuencia (s) de "segunda generacion". expresado como una proteina.

Por consiguiente, en otra realizacion, la divulgacion proporciona un procedimiento para preparar un anticuerpo 1
LRP6 de propulsor que consiste en: una secuencia de anticuerpo de region variable de cadena pesada que tiene
una secuencia CDR1 de SEQ ID NO: 1, una secuencia CDR2 de SEQ ID NO: 2 y a Secuencia de CDR3 de SEQ ID
NO: 3; y una secuencia de anticuerpo de la region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de CDR1 de
SEQ ID NO: 4, una secuencia de CDR2 de SEQ ID NO: 5, una secuencia de CDR3 de SEQ ID NO: 6; alterar al
menos un resto de aminoacido dentro de la secuencia de anticuerpo de la region variable de la cadena pesada y/o la
secuencia de anticuerpo de la regién variable de la cadena ligera para crear al menos una secuencia de anticuerpo
alterada; y expresando la secuencia de anticuerpo alterada como una proteina.

La secuencia de anticuerpo alterada también puede prepararse seleccionando bibliotecas de anticuerpos que tienen
secuencias de CDR3 fijas o determinantes de unidon esenciales minimos como se describe en US20050255552 y
diversidad en las secuencias de CDR1 y CDR2. El cribado puede realizarse de acuerdo con cualquier tecnologia de
cribado apropiada para cribar anticuerpos de bibliotecas de anticuerpos, tal como tecnologia de presentacion en
fagos.

Las técnicas estandar de biologia molecular pueden usarse para preparar y expresar la secuencia de anticuerpo
alterada. El anticuerpo codificado por la (s) secuencia (s) de anticuerpo alterada es uno que retiene una, algunas o
todas las propiedades funcionales de los anticuerpos contra LRP6 descritos en el presente documento, cuyas
propiedades funcionales incluyen, pero no estan limitadas a, unirse especificamente a humanos y/o cinomdlogos
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LRPS; el anticuerpo se une a LRP6 e inhibe la actividad biolégica de LRP6 mediante la inhibicién de la actividad de
sefializacion de Wnt candénica en un ensayo de gen indicador Wnt.

Las propiedades funcionales de los anticuerpos alterados pueden evaluarse usando ensayos estandar disponibles
en la técnica y/o descritos en el presente documento, tales como los expuestos en los Ejemplos (por ejemplo,
ELISAs).

En ciertas realizaciones de los procedimientos de ingenieria de anticuerpos de la invencién, las mutaciones se
pueden introducir de forma aleatoria o selectiva a lo largo de la secuencia codificante del anticuerpo contra LRP6 y
los anticuerpos contra LRP6 modificados resultantes se pueden cribar para la actividad de unién y/o oftras
propiedades funcionales como se describe Aqui en. Los procedimientos mutacionales se han descrito en la técnica.
Por ejemplo, la publicacion PCT n.° WO 02/092780 by Short describe procedimientos para crear y seleccionar
mutaciones de anticuerpos usando mutagénesis de saturacion, ensamblaje de ligacién sintética, o una combinacion
de los mismos. Alternativamente, publicacion PCT n.° WO 03/074679 by Lazar y col., describe procedimientos para
usar procedimientos de cribado computacional para optimizar las propiedades fisicoquimicas de los anticuerpos.

Caracterizacion de los anticuerpos de la invencion

Los anticuerpos de la invenciéon pueden caracterizarse por diversos ensayos funcionales. Por ejemplo, pueden
caracterizarse por su capacidad para inhibir la actividad biolégica mediante la inhibicién de la sefializacién de Wnt
canonica en un ensayo del gen Wnt como se describe en el presente documento, su afinidad por una proteina LRP6
(por ejemplo, LRP6 de ser humano y/o cinomoglifico), el agrupamiento de epitopos, su resistencia a la proteolisis y
su capacidad para bloquear la ruta de Wnt. Ademas, los anticuerpos se caracterizan por la capacidad de potenciar
una sefial de Wnt en presencia de un ligando de Wnt. Se pueden usar varios procedimientos para medir la
sefializacion Wnt mediada por LRP6. Por ejemplo, la ruta de sefializacion Wnt puede controlarse mediante (i)
medicion de la abundancia y localizacion de B-catenina; y (ii) medicion de la fosforilacion de LRP6 u otras proteinas
de sefializacion de Wnt corriente abajo (por ejemplo, DVL), y iii) medicion de firmas de genes especificos o dianas
génicas (por ejemplo, c-myc, Cyclin-D, Axin2).

La capacidad de un anticuerpo para unirse a LRP6 puede detectarse marcando directamente el anticuerpo de
interés, o el anticuerpo puede no marcarse y la union puede detectarse indirectamente usando diversos formatos de
ensayo en sandwich conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, los anticuerpos contra LRP6 de la invencién bloquean o compiten con la uniéon de un
anticuerpo contra LRP6 de referencia a un polipéptido LRP6. Estos pueden ser anticuerpos contra LRP6
completamente humanos descritos anteriormente. También pueden ser otros anticuerpos contra LRP6 de ratén,
quiméricos o humanizados que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo de referencia. La capacidad de bloquear
o competir con la unién de anticuerpo de referencia indica que un anticuerpo contra LRP6 en prueba se une al
epitopo igual o similar al definido por el anticuerpo de referencia, o a un epitopo que esta suficientemente préximo al
epitopo unido por el anticuerpo de referencia LRP6. Tales anticuerpos son especialmente propensos a compartir las
propiedades ventajosas identificadas para el anticuerpo de referencia. La capacidad de bloquear o competir con el
anticuerpo de referencia puede determinarse mediante, por ejemplo, un ensayo de union competitiva. Con un
ensayo de unién competitiva, el anticuerpo sometido a prueba se examina para determinar la capacidad de inhibir la
union especifica del anticuerpo de referencia a un antigeno comun, tal como un polipéptido LRP6. Un anticuerpo de
prueba compite con el anticuerpo de referencia por la union especifica al antigeno si un exceso del anticuerpo de
prueba inhibe sustancialmente la unién del anticuerpo de referencia. La inhibicion sustancial significa que el
anticuerpo de prueba reduce la unién especifica del anticuerpo de referencia habitualmente en al menos un 10 %, 25
%, 50 %, 75 % 0 90 %.

Hay una serie de ensayos de union competitiva conocidos que se pueden usar para evaluar la competencia de un
anticuerpo contra LRP6 con el anticuerpo de referencia LRP6 para unirse a una proteina LRP6. Estas incluyen, por
ejemplo, radioinmunoensayo directo o indirecto en fase sdlida (RIA), inmunoensayo enzimatico directo o indirecto en
fase solida (EIA), ensayo de competencia sandwich (véase Stahli y col., (1983) Methods in Enzymology 9: 242-253);
EIA de biotina-avidina directa en fase solida (véase Kirkland y col., (1986) J. Immunol. 137: 3614-3619); ensayo
etiquetado directo en fase sdlida, ensayo en sandwich marcado en fase sélida en fase solida (véase Harlow & Lane,
citado anteriormente); RIA de etiqueta directa en fase sélida usando la etiqueta 1-125 (véase Morel y col., (1988)
Molec. Immunol. 25: 7-15); EIA de biotina-avidina directa en fase sélida (Cheung y col., (1990) Virology 176: 546-
552); y RIA etiquetado directo (Moldenhauer y col., (1990) Scand. J. Immunol. 32: 77-82) Tipicamente, tal ensayo
implica el uso de antigeno purificado unido a una superficie sdlida o células que portan cualquiera de estos, un
anticuerpo contra LRP6 de prueba no marcado y un anticuerpo de referencia marcado. La inhibicion competitiva se
mide determinando la cantidad de marcador unido a la superficie o células sélidas en presencia del anticuerpo de
prueba. Por lo general, el anticuerpo de prueba esta presente en exceso. Los anticuerpos identificados por ensayo
de competicion (anticuerpos de competicion) incluyen anticuerpos que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo
de referencia y anticuerpos que se unen a un epitopo adyacente suficientemente proximo al epitopo unido por el
anticuerpo de referencia para que se produzca el impedimento estérico.
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Para determinar si los anticuerpos monoclonales LRP6 seleccionados se unen a epitopos Unicos, cada anticuerpo
puede biotinilarse usando reactivos disponibles comercialmente (por ejemplo, reactivos de Pierce, Rockford, IL). Los
estudios de competicién que usan anticuerpos monoclonales no marcados y anticuerpos monoclonales biotinilados
pueden realizarse usando placas de ELISA recubiertas con polipéptido LRP6. La unién de MAb biotinilado puede
detectarse con una sonda de estreptavidina-fosfatasa alcalina. Para determinar el isotipo de un anticuerpo contra
LRP6 purificado, se pueden realizar isotipos de ELISA. Por ejemplo, los pocillos de placas de microtitulacion se
pueden recubrir con 1 ug/ml de IgG antihumana durante la noche a 4 °C. Después de bloquear con BSA al 1 %, las
placas se hacen reaccionar con 1 ug/ml o menos del anticuerpo monoclonal LRP6 o controles de isotipo purificado, a
temperatura ambiente durante una o dos horas. Los pocillos pueden hacerse reaccionar con IgG1 humana o sondas
conjugadas con fosfatasa alcalina especificas de IgM humana. Las placas luego se desarrollan y se analizan para
poder determinar el isotipo del anticuerpo purificado.

Para demostrar la unién de anticuerpos monoclonales contra LRP6 a células vivas que expresan un polipéptido
LRP6, se puede usar citometria de flujo. Brevemente, las lineas celulares que expresan LRP6 (cultivadas en
condiciones de crecimiento estandar) se pueden mezclar con diversas concentraciones de un anticuerpo contra
LRP6 en PBS que contiene 0,1 % de BSA y 10 % de suero de ternera fetal, y se incuban a 37 °C durante 1 hora.
Después del lavado, las células se hacen reaccionar con anticuerpo IgG antihumano marcado con fluoresceina en
las mismas condiciones que la tincion del anticuerpo primario. Las muestras se pueden analizar con un instrumento
FACScan utilizando propiedades de luz y dispersion lateral para abrir en células individuales. Se puede usar un
ensayo alternativo usando microscopia de fluorescencia (ademas de o en lugar de) el ensayo de citometria de flujo.
Las células pueden tefiirse exactamente como se ha descrito anteriormente y examinarse mediante microscopia de
fluorescencia. Este procedimiento permite la visualizacién de células individuales, pero puede tener una sensibilidad
disminuida dependiendo de la densidad del antigeno.

Los anticuerpos contra LRP6 de la invencion se pueden analizar adicionalmente para determinar su reactividad con
un polipéptido LRP6 o un fragmento antigénico mediante transferencia Western. Brevemente, se pueden preparar
polipéptidos LRP6 purificados o proteinas de fusion, o extractos celulares de células que expresan LRP6 y
someterlos a electroforesis en gel de dodecilsulfato de poliacrilamida sédica. Después de la electroforesis, los
antigenos separados se transfieren a membranas de nitrocelulosa, se bloquean con suero de ternera fetal al 10 % y
se sondean con los anticuerpos monoclonales que se analizaran. La unién de IgG humana se puede detectar
usando fosfatasa alcalina IgG antihumana y se puede desarrollar con tabletas de sustrato BCIP/NBT (Sigma Chem.
Co., St. Louis, MO). Los ejemplos de ensayos funcionales también se describen en la seccion de Ejemplo a
continuacion.

Usos profilacticos y terapéuticos

La presente invencién proporciona procedimientos para tratar una enfermedad o trastorno asociado con la ruta de
sefializacion Wnt de LRP6 administrando a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de los anticuerpos de la
invencion. En una realizacion especifica, la presente invencion proporciona un procedimiento para tratar o prevenir
canceres (por ejemplo, cancer de mama, cancer de pulmén, mieloma multiple, cancer de ovario, cancer de higado,
cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer de prostata, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica,
osteosarcoma, carcinoma de células escamosas y melanoma administrando a un sujeto que lo necesite una
cantidad eficaz de los anticuerpos de la invencién. En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona
procedimientos para tratar o prevenir canceres asociados con una via de sefializacion de Wnt administrando a un
sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de los anticuerpos de la invencion.

En una realizacion, la presente invencion proporciona procedimientos para tratar canceres asociados con una via de
sefializacion Wnt que incluyen, entre otros, cancer de mama, cancer de pulmén, mieloma multiple, cancer de ovario,
cancer de vejiga, cancer gastrico cancer de estdmago, cancer de prostata, enfermedad aguda leucemia mieloide,
leucemia mieloide crénica, osteosarcoma, carcinoma de células escamosas y melanoma.

Los agentes adecuados para el tratamiento de combinacién con anticuerpos contra LRP6 incluyen agentes de
cuidado estandar conocidos en la materia que son capaces de modular las actividades de la ruta de sefializacion de
Whnt canoénica (por ejemplo, agentes de PI3 quinasa).

Usos diagndsticos

En un aspecto, la invencién abarca ensayos de diagndstico para determinar la expresion de la proteina LRP6 y/o del
acido nucleico asi como la funcion de la proteina LRP6, en el contexto de una muestra biolégica (por ejemplo,
sangre, suero, células, tejido) o de un individuo afectado por cancer, o esta en riesgo de desarrollar cancer.

Los ensayos de diagnéstico, como los ensayos competitivos, se basan en la capacidad de un analogo marcado (el
"trazador") para competir con el analito de la muestra de ensayo por un nimero limitado de sitios de unién en un
compafiero de unién comun. El compafiero de union generalmente esta insolubilizado antes o después de la
competencia y luego el trazador y el analito unidos al compafiero de unién se separan del trazador y analito no
unido. Esta separacion se lleva a cabo mediante decantacion (donde el compafiero de union se preinsolubilizé) o
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mediante centrifugacion (donde el compafiero de unién se precipitd después de la reacciéon competitiva). La cantidad
de analito de muestra de prueba es inversamente proporcional a la cantidad de trazador unido medido por la
cantidad de sustancia marcadora. Se preparan curvas de dosis-respuesta con cantidades conocidas de analito y se
comparan con los resultados de la prueba para determinar cuantitativamente la cantidad de analito presente en la
muestra de prueba. Estos ensayos se denominan sistemas ELISA cuando las enzimas se usan como marcadores
detectables. En un ensayo de esta forma, la unién competitiva entre anticuerpos y anticuerpos contra LRP6 da como
resultado que la proteina LRP6 unida, preferentemente los epitopos LRP6, sea una medida de anticuerpos en la
muestra de suero, mas particularmente, inhibiendo anticuerpos en la muestra de suero.

Una ventaja significativa del ensayo es que la medicion esta hecha de anticuerpos inhibidores directamente (es
decir, aquellos que interfieren con la unién de la proteina LRP6, especificamente, epitopos). Tal ensayo,
particularmente en forma de una prueba de ELISA, tiene aplicaciones considerables en el entorno clinico y en el
cribado sanguineo de rutina.

La descripcion también proporciona ensayos de prondstico (o predictivos) para determinar si un individuo esta en
riesgo de desarrollar un trastorno asociado con la regulacion alterada de la actividad de la ruta del complemento. Por
ejemplo, las mutaciones en un gen LRP6 pueden analizarse en una muestra biolégica. Dichos ensayos pueden
usarse con fines de pronéstico o predictivos para tratar de ese modo profilacticamente a un individuo antes del inicio
de un trastorno caracterizado por o asociado con la expresién o actividad de acido nucleico de la proteina LRP6.

La descripcion también proporciona procedimientos para determinar la expresion de acido nucleico de LRP6 o la
actividad de la proteina LRP6 en un individuo para seleccionar de ese modo agentes terapéuticos o profilacticos
apropiados para ese individuo (denominado en el presente documento "farmacogenémica"). La farmacogendmica
permite la seleccion de agentes (por ejemplo, farmacos) para el tratamiento terapéutico o profilactico de un individuo
en funcién del genotipo del individuo (por ejemplo, el genotipo del individuo examinado para determinar la capacidad
del individuo para responder a un agente en particular).

La divulgacion se refiere ademas a la monitorizacion de la influencia de agentes (por ejemplo, farmacos) sobre la
expresion o actividad de la proteina LRP6 en ensayos clinicos.

Composiciones farmacéuticas

Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen anticuerpos contra LRP6 (fragmentos intactos o
de unidn), los anticuerpos contra LRP6 (fragmentos intactos o de unién) se mezclan con un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden contener adicionalmente uno o mas agentes terapéuticos
adecuados para tratar o prevenir el cancer (cancer de mama, cancer de pulmoén, mieloma multiple, cancer de ovario,
cancer de higado, cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer de prostata, leucemia mieloide aguda, mieloide crénica
leucemia, osteosarcoma, carcinoma de células escamosas y melanoma).

Las formulaciones de agentes terapéuticos y de diagndstico se pueden preparar mezclando con vehiculos,
excipientes o estabilizantes fisioldgicamente aceptables en forma de, por ejemplo, polvos liofilizados, suspensiones,
soluciones acuosas, lociones o suspensiones (véase, por ejemplo, Hardman, y col., (2001) Goodman and Gilman's
The Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, Nueva York, N.Y.; Gennaro (2000) Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams y Wilkins, Nueva York, N.Y.; Avis, y col., (eds.) (1993)
Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Lieberman, y col., (eds.) (1990)
Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Lieberman, y col., (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage
Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner y Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.).

La seleccion de un régimen de administracién para un tratamiento terapéutico depende de varios factores, que
incluyen la velocidad de renovacion del suero o del tejido de la entidad, el nivel de sintomas, la inmunogenicidad de
la entidad y el acceso a las células diana en la matriz biolégica. En ciertas realizaciones, un régimen de
administracién maximiza la cantidad de agente terapéutico entregado al paciente consistente con un nivel aceptable
de efectos secundarios. En consecuencia, la cantidad de biolégico administrado depende en parte de la entidad
particular y de la gravedad de la afeccion que se trata. Se encuentran disponibles orientaciones para seleccionar las
dosis apropiadas de anticuerpos, citoquinas y moléculas pequefias (véase, por ejemplo, Wawrzynczak (1996)
Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, Reino Unido; Kpsina (ed.) (1991) Anticuerpos monoclonales,
citoquinas vy artritis, Marcel Dekker, Nueva York, N.Y.; Bach (ed.) (1993) Anticuerpos monoclonales y terapia de
péptidos en enfermedades autoinmunes, Marcel Dekker, Nueva York, N.Y.; Baert, y col., (2003) New Engl. J. Med.
348: 601-608; Milgrom, y col., (1999) New Engl. J. Med. 341: 1966-1973; Slamon, y col. (2001) New Engl. J. Med.
344: 783-792; Beniaminovitz, y col. (2000) New Engl. J. Med. 342: 613-619; Ghosh, y col. (2003) New Engl. J. Med.
348: 24-32; Lipsky, y col. (2000) New Engl. J. Med. 343: 1594-1602).

La determinacion de la dosis apropiada es realizada por el médico, por ejemplo, usando parametros o factores

conocidos o sospechosos en la técnica para afectar el tratamiento o prever que afectaran el tratamiento.
Generalmente, la dosis comienza con una cantidad algo menor que la dosis 6ptima y se incrementa en pequefios
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incrementos a partir de entonces hasta que se alcanza el efecto deseado u éptimo con respecto a cualquier efecto
secundario negativo. Las medidas de diagnostico importantes incluyen aquellas de los sintomas de, por ejemplo, la
inflamacién o el nivel de citoquinas inflamatorias producidas.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea efectiva para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un paciente particular, composicion y modo de administracion, sin ser toxico
para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que
incluyen la actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o el éster, sal o amida
de los mismos, la ruta de administracién, el tiempo de administracién, la tasa de excrecion del compuesto particular
que se emplea, la duracion del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacion con
las composiciones particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, el estado, la salud general y el historial médico
previo del paciente tratado, y como factores conocidos en las artes médicas.

Las composiciones que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencidon se pueden
proporcionar mediante infusion continua, o mediante dosis a intervalos de, por ejemplo, un dia, una semana o 1-7
veces por semana. Las dosis se pueden proporcionar por via intravenosa, subcutanea, tépica, oral, nasal, rectal,
intramuscular, intracerebral o por inhalacién. Un protocolo de dosis especifico es uno que implica la dosis maxima o
frecuencia de dosis que evita los efectos secundarios indeseables significativos. Una dosis semanal total puede ser
de al menos 0,05 pg/kg de peso corporal, al menos 0,2 ug/kg, al menos 0,5 pg/kg, al menos 1 pg/kg, al menos 10
pg/kg, al menos 100 pg/kg, al menos 0,2 mg/kg, al menos 1,0 mg/kg, al menos 2,0 mg/kg, al menos 10 mg/kg, al
menos 25 mg/kg o al menos 50 mg/kg (véase, por ejemplo, Yang, y col., (2003) New Engl. J. Med. 349: 427-434;
Herold, y col., (2002) New Engl. J. Med. 346: 1692-1698; Liu, y col., (1999) J. Neurol. Neurosurg. Psicoanalizar. 67:
451-456; Portielji, y col., (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52: 133-144) La dosis deseada de anticuerpos o
fragmentos de los mismos es aproximadamente la misma que para un anticuerpo o polipéptido, en moles/kg de peso
corporal. La concentracion de plasma deseada de los anticuerpos o fragmentos de los mismos es aproximadamente,
sobre la base de moles/kg de peso corporal. La dosis puede ser de al menos 15 ug al menos 20 ug, al menos 25 g,
al menos 30 pg, al menos 35 pg, al menos 40 pg, al menos 45 ug, al menos 50 g, al menos 55 ug, al menos 60 ug,
al menos 65 ug, al menos 70 pg, al menos 75 ug, al menos 80 ug, al menos 85 pg, al menos 90 ug, al menos 95 ug
o al menos 100 ug. Las dosis administradas a un sujeto pueden ser de al menos 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11 0 12,
0 mas.

Para anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion, la dosificacion administrada a un paciente puede ser
de 0,0001 mg/kg a 100 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosis puede estar entre 0.0001 mg/kg y 20 mg/kg,
0.0001 mg/kg y 10 mg/kg, 0.0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0.0001 y 2 mg/kg, 0.0001 y 1 mg/kg, 0.0001 mg/kg y 0.75 mg/kg,
0.0001 mg/kg y 0.5 mg/kg, 0.0001 mg/kg a 0.25 mg/kg, 0.0001 a 0.15 mg/kg, 0.0001 a 0.10 mg/kg, 0.001 a 0.5
mg/kg, 0.01 a 0.25 mg/kg 0 0.01 a 0.10 mg/kg del peso corporal del paciente.

La dosificacion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion se puede calcular usando el peso del
paciente en kilogramos (kg) multiplicado por la dosis a administrar en mg/kg. La dosificacion de los anticuerpos o
fragmentos de los mismos de la invencién puede ser de 150 ug/kg o menos, 125 ug/kg o menos, 100 ug/kg o
menos, 95 ug/kg o menos, 90 pg/kg o menos, 85 ug/kg o menos, 80 ug/kg o menos, 75 pg/kg o menos, 70 ug/kg o
menos, 65 ug/kg o menos, 60 ug/kg o menos, 55 ug/kg o menos, 50 ug/kg o menos, 45 ug/kg o menos, 40 ug/kg o
menos, 35 ug/kg o menos, 30 ug/kg o menos, 25 ug/kg o menos, 20 pug/kg o menos, 15 pg/kg o menos menos, 10
pg/kg o menos, 5 ug/kg o menos, 2.5 pg/kg o menos, 2 ug/kg o menos, 1.5 ug/kg o menos, 1 ug/’kg o menos, 0.5
pg/kg o menos, o 0.5 pug/kg o menos del peso corporal de un paciente.

La dosis unitaria de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion puede ser de 0,1 mg a 20 mg, de
0,1 mg a 15 mg, de 0,1 mg a 12 mg, de 0,1 mg a 10 mg, de 0,1 mg a 8 mg, de 0,1 mg a 7 mg, de 0,1 mg a 5 mg, 0.1
a 2.5mg, 0.25 mg a 20 mg, 0.25 a 15 mg, 0.25a12mg, 0.25a 10 mg, 0.25a 8 mg, 0.25mga 7mg, 0.25mg a 5
mg,0.5mga25mg,1mga20mg,1Tmgai15mg,1mga12mg,1mgai10mg, 1mga8mg,1mga7mg,1mga
5mgo1mga25mg.

La dosificacion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion puede alcanzar un titulo sérico de al
menos 0,1 yg/ml, al menos 0,5 pg/ml, al menos 1 pg/ml, al menos 2 pg/ml, al menos 5 ug/ml, al menos 6 pg/ml, al
menos 10 yg/ml, al menos 15 pg/ml, al menos 20 yg/ml, al menos 25 pg/ml, al menos 50 pg/ml, al menos 100 pg/ml,
al menos 125 ug/ml, al menos 150 pg/ml, al menos 175 pg/ml, al menos 200 pg/ml, al menos 225 pg/ml, al menos
250 pg/ml, al menos 275 ug/ml, a al menos 300 pg/ml, al menos 325 pg/ml, al menos 350 pg/ml, al menos 375 pg/ml
o al menos 400 pg/ml en un sujeto. Alternativamente, la dosificacion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos
de la invencion puede alcanzar un titulo sérico de al menos 0,1 yg/ml, al menos 0,5 ug/ml, al menos 1 ug/ml, al
menos, 2 yg/ml, al menos 5 pg/ml, al menos 6 pg/ml, al menos 10 pg/ml, al menos 15 pg/ml, al menos 20 pg/ml, al
menos 25 yg/ml, al menos 50 pg/ml, en al menos 100 ug/ml, al menos 125 pg/ml, al menos 150 ug/ml, al menos 175
pg/ml, al menos 200 pg/ml, al menos 225 pg/ml, al menos 250 pg/ml, al menos 275 pg/ml, al menos 300 pg/ml, al
menos 325 pg/ml, al menos 350 pg/ml, al menos 375 pg/ml o al menos 400 pg/ml en el sujeto.

Las dosis de anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencién pueden repetirse y las administraciones
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pueden separarse al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3
meses, o al menos 6 meses.

Una cantidad eficaz para un paciente particular puede variar dependiendo de factores tales como la afeccién que se
esta tratando, la salud general del paciente, la ruta del procedimiento y la dosis de administracion y la gravedad de
los efectos secundarios (véase, por ejemplo, Maynard, y col., (1996) A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice,
Interpharm Press, Boca Raton, Fla.; Dent (2001) Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ., Londres,
Reino Unido).

La via de administracion puede ser, por ejemplo, aplicacion cutanea, inyeccion o infusion mediante sistemas
intravenoso, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intracerebroespinal, intralesional o
de liberacioén sostenida o un implante (véase, por ejemplo, Sidman y col., (1983) Biopolymers 22: 547-556; Langer, y
col., (1981) J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277; Langer (1982) Chem. Tech. 12: 98-105; Epstein, y col. (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688-3692; Hwang, y col. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4030-4034; Las patentes
de Estados Unidos n.° 6,350,466 y 6,316,024) Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un
agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Ademas,
la administracion pulmonar también se puede emplear, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador,
y la formulacién con un agente aerosolizante. Véase, por ejemplo, Las patentes de Estados Unidos n.° 6,019,968,
5,985,320, 5,985,309, 5,934,272, 5,874,064, 5,855,913, 5,290,540y 4,880,078; y la publicacion PCT n.° WO
92/19244, WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346y WO 99/66903.

Una composicién de la presente invencién también se puede administrar a través de una o mas vias de
administracion usando uno o mas de una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Como apreciara el
experto en la materia, la ruta y/o el modo de administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las
rutas de administracion seleccionadas para anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion incluyen vias de
administraciéon intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras vias
parenterales, por ejemplo mediante inyeccion o infusion. La administracion parenteral puede representar modos de
administracion distintos a la administracion enteral y topica, generalmente mediante inyeccion, e incluye, sin
limitacién, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, inyeccién e infusion subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal. Alternativamente, una composiciéon de la invenciéon puede
administrarse a través de una ruta no parenteral, tal como una via de administracion tépica, epidérmica o mucosal,
por ejemplo, intranasalmente, oralmente, vaginalmente, rectalmente, sublingualmente o tépicamente. En una
realizacion, los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencién se administran por infusion. En otra
realizacion, la proteina de union a epitopo multiespecifica de la invenciéon se administra por via subcutanea.

Si los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion se administran en un sistema de liberacion sostenida
o de liberacion controlada, se puede usar una bomba para lograr una liberacién controlada o sostenida (véase
Langer, citado anteriormente; Sefton, 1987, CRC Crit Ref Biomed. Ing. 14:20; Buchwald y col., 1980, Surgery
88:507; Saudek y col., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574) Los materiales poliméricos se pueden usar para lograr la
liberacion controlada o sostenida de las terapias descritas en el presente documento (véase, por ejemplo,
Aplicaciones médicas de liberacion controlada, Langer y Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974));
Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, Nueva York
(1984)); Ranger y Peppas, 1983, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61; véase también Levy y col., 1985,
Science 228:190; Durante y col., 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard y col., 1989, J. Neurosurg. 7 1:105); patente de
Estados Unidos n.° 5,679,377; patente de Estados Unidos n.° 5,916,597; patente de Estados Unidos n.° 5,912,015;
patente de Estados Unidos n.° 5,989,463; patente de Estados Unidos n.° 5,128,326; publicacion PCT n.° WO
99/15154; y la publicacion PCT n.° WO 99/20253. Los ejemplos de polimeros usados en formulaciones de liberacion
sostenida incluyen, entre otros, poli (metacrilato de 2-hidroxietilo), poli (metacrilato de metilo), poli (acido acrilico),
poli (etileno-co-acetato de vinilo), poli (metacrilico) acido), poliglicélidos (PLG), polianhidridos, poli (N-
vinilpirrolidona), poli (alcohol vinilico), poliacrilamida, poli (etilenglicol), polilactidas (PLA), poli (lactida-co-glicolidos)
(PLGA), y poliortoésteres. En una realizacion, el polimero utilizado en una formulacion de liberacion sostenida es
inerte, libre de impurezas lixiviables, estable durante el almacenamiento, estéril y biodegradable. Se puede colocar
un sistema de liberacion controlada o sostenida cerca del objetivo profilactico o terapéutico, requiriendo asi solo una
fraccion de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, citado
anteriormente, vol. 2, pp. 115-138 (1984))).

Los sistemas de liberacion controlada se discuten en la revision de Langer (1990, Science 249: 1527-1533))
Cualquier técnica conocida por los expertos en la técnica puede usarse para producir formulaciones de liberacion
sostenida que comprenden uno o mas anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion. Véase, por ejemplo,
Patente de Estados Unidos n.° 4,526,938, la publicaciéon PCT n.° WO 91/05548, la publicacion PCT n.° WO
96/20698, Ning y col., 1996, " Intratumoral Radioimmunotheraphy of a Human Colon Cancer Xenograft Using a
Sustained-Release Gel,"Radiotherapy & Oncology 39: 179-189., Song y col.,, 1995, " Antibody Mediated Lung
Targeting of Long-Circulating Emulsions”, PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50: 372-397, Cleek
y col., 1997, " Biodegradable Polymeric Carriers for a bFGF Antibody for Cardiovascular Application", Pro. Int'l.
Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24: 853-854 y Lam y col., 1997, " Microencapsulation of Recombinant Humanized
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Monoclonal Antibody for Local Delivery", Proc. Intl. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24: 759-760.

Si los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion se administran por via tdpica, se pueden formular en
forma de una pomada, crema, parche transdérmico, locién, gel, champu, aerosol, aerosol, solucioén, emulsion u otra
forma conocida para un experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences and
Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 192 ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995)) Para formas de
dosificacion tépicas no pulverizables, tipicamente se emplean formas viscosas a semisdlidas o solidas que
comprenden un vehiculo o uno o mas excipientes compatibles con la aplicacién tépica y que tienen una viscosidad
dinamica, en algunos casos, mayor que el agua. Las formulaciones adecuadas incluyen, sin limitacion, soluciones,
suspensiones, emulsiones, cremas, ungientos, polvos, linimentos, pomadas y similares, que se esterilizan o
mezclan, si se desea, con agentes auxiliares (por ejemplo, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes,
tampones)., o sales) para influir sobre diversas propiedades, tales como, por ejemplo, la presién osmética. Otras
formas de dosificacion tépicas adecuadas incluyen preparaciones de aerosol pulverizables en las que el ingrediente
activo, en algunos casos, en combinacion con un vehiculo inerte sdélido o liquido, se envasa en una mezcla con un
volatil presurizado (por ejemplo, un propulsor gaseoso, como fredn) o en una botella apretada También se pueden
afiadir humectantes o humectantes a composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion si se desea. Ejemplos
de tales ingredientes adicionales son bien conocidos en la técnica.

Si las composiciones que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos se administran por via intranasal, se
pueden formular en forma de aerosol, pulverizacion, nebulizacién o en forma de gotas. Los procedimientos para la
administracion conjunta o el tratamiento con un segundo agente terapéutico, por ejemplo, una citoquina, esteroide,
agente quimioterapéutico, antibidtico o radiacién, son conocidos en la materia (véase, por ejemplo, Hardman, y col.,
(eds.) (2001) Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102 ed., McGraw-Hill, Nueva York,
N.Y.; Poole y Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A Practical Approach, Lippincott,
Williams & Wilkins, Phila., Pa.; Chabner y Longo (eds.) (2001) Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott,
Williams & Wilkins, Phila., Pa.). Una cantidad efectiva de terapia puede disminuir los sintomas en al menos 10 %;
por al menos 20 %; al menos aproximadamente 30 %; al menos 40 %, o al menos 50 %.

Las terapias adicionales (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos), que pueden administrarse en
combinacioén con los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion se pueden administrar con menos de 5
minutos de diferencia, con menos de 30 minutos de diferencia, con una hora de diferencia, con una separacion de
aproximadamente 1 hora, a aproximadamente 1 a aproximadamente 2 horas de diferencia, a aproximadamente 2
horas a aproximadamente 3 horas de separacién, a aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de
separacion, a aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas de separacién, a aproximadamente 5 horas a
aproximadamente 6 horas de diferencia, a de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas de separacién,
de aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de separacién, de aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 9 horas de separacion, de aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas de separacion,
de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de separacion, a de aproximadamente 11 horas a
aproximadamente 12 horas de diferencia, de aproximadamente 12 horas a 18 horas de separacion, de 18 horas a 24
horas de separacioén, de 24 horas a 36 horas de separacion, de 36 horas a 48 horas de separacion, de 48 horas a 52
horas de separacioén, de 52 horas a 60 horas de diferencia, 60 horas a 72 horas de diferencia, 72 horas a 84 horas
de diferencia, 84 horas a 96 horas de diferencia, o 96 horas a 120 horas aparte de los anticuerpos o fragmentos de
los mismos de la invencién. Las dos o mas terapias se pueden administrar en una misma visita al paciente.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion y las otras terapias pueden administrarse ciclicamente.
La terapia de ciclismo implica la administracion de una primera terapia (por ejemplo, un primer agente profilactico o
terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguido de la administracién de una segunda terapia (por ejemplo, un
segundo agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, opcionalmente, seguido de la
administracion de una tercera terapia (por ejemplo, agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo y
demas, y repetir esta administracion secuencial, es decir, el ciclo para reducir el desarrollo de resistencia a una de
las terapias, para evitar o reducir los efectos secundarios de una de las terapias, y/o para mejorar la eficacia de las
terapias.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencidon se pueden formular para
asegurar la distribucion apropiada in vivo. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos
compuestos altamente hidréfilos. Para asegurar que los compuestos terapéuticos de la invencion cruzan la BBB (si
se desea), se pueden formular, por ejemplo, en liposomas. Para los procedimientos de fabricacion de liposomas,
véase, por ejemplo, Las patentes de Estados Unidos n.° 4,522,811; 5,374,548; y 5,399,331. Los liposomas pueden
comprender uno o mas restos que se transportan selectivamente a células u érganos especificos, mejorando asi la
administracion dirigida del farmaco (véase, por ejemplo, V. V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685) Los restos
de direccion de ejemplo incluyen folato o biotina (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5,416,016 de
Low et al); mandsidos (Umezawa y col., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (por
ejemplo, G. Bloeman y col., (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais y col., (1995) Antimicrob. Agentes Chemother.
39:180); receptor de proteina A surfactante (Briscoe y col., (1995) Am. J. Physiol. 1233: 134); p 120 (Schreier y otros
(1994) J. Biol. Chem. 269:9090); ver también K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J. J. Killion;
I. J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.
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La descripcion proporciona protocolos para la administracion de una composicion farmacéutica que comprende
anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencién solos o en combinacion con otras terapias para un sujeto
que lo necesita. Las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se pueden administrar
concomitantemente o secuencialmente a un sujeto. La terapia (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos)
también se puede administrar ciclicamente. La terapia de ciclismo implica la administraciéon de un primer tratamiento
(por ejemplo, un primer agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguido de la administracion
de un segundo tratamiento (por ejemplo, un segundo agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo
y repeticion esta administracion secuencial, es decir, €l ciclo, para reducir el desarrollo de resistencia a una de las
terapias (por ejemplo, agentes) para evitar o reducir los efectos secundarios de una de las terapias (por ejemplo,
agentes) y/o mejorar, la eficacia de las terapias.

Las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se pueden administrar a un sujeto al mismo tiempo.
El término "concurrentemente” no se limita a la administracién de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o
terapéuticos) exactamente al mismo tiempo, sino que se entiende que una composicion farmacéutica que
comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencién se administran a un sujeto en una secuencia y
dentro de un intervalo de tiempo tal que los anticuerpos de la invenciéon pueden actuar junto con la otra terapia o
terapias para proporcionar un beneficio incrementado que si se administraran de otro modo. Por ejemplo, cada
terapia puede administrarse a un sujeto al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden en diferentes
momentos; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben administrarse suficientemente cerca en el
tiempo para proporcionar el efecto terapéutico o profilactico deseado. Cada terapia se puede administrar a un sujeto
por separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier ruta adecuada. En diversas realizaciones, las terapias
(por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se administran a un sujeto a menos de 15 minutos, menos de 30
minutos, con menos de 1 hora de diferencia, con una separacion de aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1
hora a aproximadamente 2 horas de diferencia., a aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de
separacion, a aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de separacién, a aproximadamente 4 horas a
aproximadamente 5 horas de separacion, a aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de separacion, a
aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas de separaciéon, de aproximadamente 7 horas a
aproximadamente 8 horas de separacion, de aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de separacion,
de aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas de separacién, de aproximadamente 10 horas a
aproximadamente 11 horas de separacion, de aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de
diferencia, Con 24 horas de diferencia, 48 horas de diferencia, 72 horas de diferencia o 1 semana de diferencia. En
otras realizaciones, se administran dos o mas terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) dentro de
la misma visita al paciente.

Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias de combinacion pueden administrarse a un sujeto en la
misma composicion farmacéutica. Alternativamente, los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias de
combinacién pueden administrarse simultaneamente a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los
agentes profilacticos o terapéuticos se pueden administrar a un sujeto por la misma o diferentes vias de
administracion.

Habiéndose descrito completamente la invencion, se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que
son ilustrativos y no pretenden ser mas limitantes.

Ejemplos

Procedimientos y materiales

1: Pannings, identificacion y caracterizacion de anticuerpos

(a) Panning

(i) Panning HUuCAL GOLD®

Para la seleccion de anticuerpos que reconocen LRP6 humana se aplicaron varias estrategias de cribado. Los
anticuerpos terapéuticos contra la proteina LRP6 humana se generaron mediante la seleccion de clones que tenian
altas afinidades de union, utilizando como fuente de proteinas variantes de anticuerpos una biblioteca de

presentacion en fago disponible comercialmente, la biblioteca MorphoSys HUCAL GOLD®.

La biblioteca de fagemidos se basa en el concepto HUCAL® (Knappik y col., (2000) J Mol Biol 296: 57-86) y emplea
la tecnologia CysDisplay ™ para mostrar el Fab en la superficie del fago (documento WO01/05950 de Lohning).

En detalle, la biblioteca HUCAL GOLD® utilizada en el proyecto actual se describe en (Rothe y col., (2007) J Mol

Biol) O fagemidos producidos con el fago auxiliar VCSM13 o producidos con Hyperphage (Rondot y col., (2001) Nat
Biotechnol 19: 75-78) se usaron para la seleccion de anticuerpos anti-LRP6.
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(ii) Panning de célula entera contra LRP6

Para panning de células completas, se uso la linea celular HEK293-hLRP6AC-eGFP que expresaba el fragmento
amino terminal (aminoacido 1-1482) de LRP6 fusionado a eGFP. Los fagemidos de anticuerpos HUCAL GOLD®
especificos se eluyeron después de la incubacion en la linea celular que expresa LRP6, seguido de la adsorcion
posterior a las células HEK293-LRP5/6-shRNA. El sobrenadante que contiene el fago HUCAL resultante se tituld en
E. coli Células TG1 y rescatadas después de la infeccion de E. coli Células TG1 usando fago auxiliar. La produccion
del fago amplificado policlonal se titul6 de nuevo y se us6 en etapas de seleccion consecutivas.

(iii) Panning de captura de Fc contra LRP6

Para panning de captura de Fc, se incubaron fagos bloqueados con LRP6-Fc capturado con Fc y se lavaron los
fagos inespecificos usando diferentes concentraciones de PBST y PBS en diferentes momentos.

El fago restante se eluyd y se usd inmediatamente para la infeccion de E. coli Bacteria TG1. La amplificacion, la
produccion del fago y la determinacion del titulo de salida se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente en
la seleccion de células completas frente a LRP6.

(iv) Panning diferencial de células enteras contra LRP6

Se realizaron panning de células completas diferenciales con seleccién de anticuerpos en células HEK293-
hLRPBAC-eGFP y seleccion en LRP6-Fc humano recombinante como se ha descrito anteriormente para panoramas
de células completas y barridos de captura de Fc.

Durante el proceso de seleccion, los fagos inespecificos se eliminaron usando diferentes concentraciones de PBS y
PBST para diferentes periodos de tiempo.

Infeccion por fagos de TG1 de E. coli, la amplificacion, la produccion de fagos y la determinacion del titulo de salida
se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente en la seleccién de células completas frente a LRP6.

(v) Panning de semi-solucion contra LRP6

Para panning de semi-solucion, LRP6-Fc humana recombinante y BSA se unieron covalentemente a M-280-
Dynabeads activadas por tosilo.

Los fagos previamente depurados se incubaron con perlas recubiertas con LRP6 en un rotador. A continuacion se
recogieron las perlas usando un separador magnético y se lavaron con PBST y PBS. Los fagos unidos a las perlas
se eluyeron y se usaron inmediatamente para la infeccion por bacterias TG1 E. coli. La infeccion por fagos,
amplificacion, produccion de fagos y determinacion del titulo de salida se llevaron a cabo tal como se ha descrito
anteriormente en el panning de células enteras frente a LRP6.

(b) Subclonacién y microexpresion de fragmentos Fab seleccionados

Para facilitar la expresion rapida de Fab soluble, los insertos de codificacion Fab del fago HUCAL GOLD®
seleccionado se subclonaron en un vector de expresion pMORPH®X9 FH o pMORPH®X9 FS. Después de la
transformacion de TG1-F, la expresion de clones individuales y la preparacion de extractos periplasmicos que
contenian fragmentos de HUCAL®-Fab se realizaron tal como se ha descrito anteriormente (Rauchenberger). y col.,
(2003)).

2: Cribado

(i) Cribado FACS en células HEK293-hLRP6AC-eGFP

Los clones seleccionados por las estrategias de panning de células enteras, panning diferencial de células enteras y
panning de semilisolucion se cribaron mediante citometria de flujo en células HEK293-hLRP6AC-eGFP y células
HEK293-LRP5/6-shRNA para contracribado. Las coincidencias primarias de la estrategia de panning captura de Fc
como se ha descrito anteriormente también se analizaron mediante citometria de flujo.

Las células se recogieron a una confluencia del 70 al 80 %, se resuspendieron en tampén de FACS y se tifieron con
lisados de células bacterianas en placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo en U. La unién del anticuerpo se
revel6 con anticuerpos de deteccion conjugados con flurocromo. Las células tefidas se lavaron dos veces y se midio
y analizo la intensidad media de fluorescencia usando un instrumento FACSArray (BectonDickinson).

(ii) Cribado de captura de Fc en LRP6-Fc humano recombinante

Los clones seleccionados en el panning de captura de Fc se cribaron en una configuracion de captura de Fc-ELISA.
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Se recubrieron placas de 384 pocillos Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, EE. UU.) con IgG antihumana de cabra,
anticuerpo especifico de fragmento Fc. Después de lavar con PBST y bloquear los pocillos, se afadié LRP6-Fc
humano recombinante. Después de lavar las placas revestidas, se anadieron lisados celulares y se detectaron
fragmentos Fab unidos usando IgG anti-IgG de cabra conjugada con AP (ab'), con el sustrato AttoPhos. La
fluorescencia se leydé a 535 nm usando un lector de placas Tecan Plate Reader.

3: Expresion y purificacion de anticuerpos HuCAL®-Fab en E. coli

La expresion de fragmentos Fab codificados por pMORPH®X9_Fab_FH o pMORPH®X11_Fab_FH en células TG-1
se indujo mediante la adicion de IPTG. Las células se rompieron usando lisozima y fragmentos Fab aislados
mediante cromatografia de Ni-NTA (Bio-Rad, Alemania). Las concentraciones de proteina se determinaron mediante
espectrofotometria UV. La pureza de los fragmentos Fab se analizdé en estado desnaturalizado reducido usando
SDS-PAGE y en estado nativo por HP-SEC.

4: Determinacion de afinidad
(i) Mediciciones de Resonancia de Plasmon Superficial

Para la determinacion de los valores de Kp se aplico tecnologia de resonancia de plasmon superficial. Se usé un
chip CM5 anti-captura humana de Fc (Biacore, Suecia) para capturar LRP6-Fc-Fusion seguido de inyeccion de
ligando (Fab) a diferentes concentraciones.

(ii) Procedimiento de valoracion de equilibrio de solucién (SET) para la determinacion de la Kp usando Sector Imager
6000 (MSD)

Para la determinacion de la Kp por valoracion de equilibrio de solucion (SET), se usaron fracciones monomeéricas de
proteina de anticuerpo (al menos 90 % de contenido de mondmero, analizado por SEC analitica; Superdex75
(Amersham Pharmacia) para Fab, o Tosoh G3000SWXL (Tosoh Bioscience) para IgG, respectivamente).

La determinacién de la afinidad en solucién se realizé basicamente como se describe en la literatura (Friguet y col.,
(1985) J Immunol Methods 77: 305-319) Para mejorar la sensibilidad y la precision del procedimiento SET, se
transfirio del ELISA clasico a la tecnologia basada en ECL (Haenel y col., (2005) Anal Biochem. 339: 182-184).

Los datos se evaluaron con el software XLfit (IDBS) aplicando modelos de adaptacion personalizados. Tenedore
determinacion de moléculas Fab, se utilizé el modelo de ajuste (segun Haenel y col., citado anteriormente),
modificado segun Abraham y col., (1996) Journal of Molecular Recognition 9: 456-461.

B 2
y=B,, - [iﬁzu—bl ([Fab], +x+K,, —/(Fab), + x+ K ,)* — 4x[Fab) ))

[Fab]:: concentracion de Fab total aplicada

x: concentracion de antigeno soluble total aplicada (sitios de unién)

Bmaxmo: sefial maxima de Fab sin antigeno

Kp: afinidad

5: Cribado después de la maduracion de afinidad

Determinacion de CEso en délulas HEK293T/17

Los valores de CEsp se determinaron en células parentales HEK293T/17 en mediciones de FACS. Una curva de
titulacion de anticuerpos tipica contenia de diez a doce diluciones de anticuerpos diferentes, y las valoraciones
comenzaron a concentraciones de aprox. 150 a 200 ug/ml (concentracion final). Las células se recogieron usando
Accutase, se resuspendieron en tampon FACS, se distribuyeron a los pocillos de una placa de 96 pocillos y se
tifieron con diluciones de anticuerpos. CEsg los valores se determinaron con el programa GraphPad Prism usando un
analisis de regresion no lineal.

6: Conversion a IgG

Para expresar IgG de longitud completa, se subclonaron fragmentos de dominio variable de cadenas pesadas (VH) y

ligeras (VL) de vectores de expresion Fab en vectores pMORPH® hlg apropiados para 1gG2 humana, IgG4
humana, IgG4_Pro humana y IgAL1 de IgG1 humana.
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7: Expresion transitoria y purificacion de IgG humana

Se transfectaron células eucariotas HKB11 con cantidades iguales de vector de expresion de cadena pesada y ligera
IgG (PMORPH2) o ADN de vector de expresion que codificaba cadenas pesadas y ligeras de I1gG (pMORPH4).
Después de la filtracion estéril, la solucidon se sometié a cromatografia de afinidad de proteina A estandar
(MabSelect SURE, GE Healthcare). Las concentraciones de proteina se determinaron mediante espectrofotometria
UV. La pureza de IgG se analizé en condiciones desnaturalizantes, reductoras y no reductoras en SDS-PAGE o
mediante el uso de Agilent BioAnalyzer y en estado nativo por HP-SEC.

8: Ensayo de gen indicador de Wnt

La capacidad de los anticuerpos anti-LRP6 para inhibir la sefializacion de Wnt se ensayd en un ensayo del gen
indicador de luciferasa sensible a Wnt1 y Wnt3a. Las células se estimularon con medio condicionado Wnt3a o por
cotransfeccion de Wnt 1, Wnt3a u otros plasmidos de expresion de Wnt.

(i) Ensayo del gen indicador de Wnt3a con medio acondicionado

Se sembraron 10* células HEK293-STF/pocillo en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos y las células se
incubaron durante la noche a 37 °C/5 % de CO, en 100 pl de medio.

Al dia siguiente, se prepararon diversas diluciones de anticuerpo anti-LRP6 y diluciones DKK1 (control positivo) en
medio puro o diluido en Wnt3a. Se eliminaron 60 pl/pocillo del sobrenadante de la placa de cultivo tisular de 96
pocillos y se sustituyeron por 60 pl/pocillo de las diluciones acondicionadas de medio/anticuerpo.

Después de la incubacion durante 16 a 24 horas a 37 °C/5 % de CO;, Se afiadieron 100 pl de reactivo BrightGlo
luciferasa (Promega) y las placas se incubaron durante 10 min. Para la lectura de luminiscencia (Tecan Plate
Reader), los lisados celulares se transfirieron a una placa de microtitulacion de 96 pocillos (Costar, n.° de cat. 3917).

También se puede realizar un ensayo similar usando cocultivo de células que sobreexpresan Wnt3 o Wnt3a (por
ejemplo, células CHO-K1, TM3, L o HEK293).

(i) Ensayo de gen indicador Wntl/Wnt3a con células transfectadas transitoriamente

Se sembraron 3x10* células HEK293T/17/pocillo en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos (Costar), y las células
se incubaron a 37°C/5 % de CO; en 100 yl de medio como se describe en Tabla 3. Después de 12 a 16 h, las
células se transfectaron con el vector de expresion Wnt de plasmido vacio 1 ng/pocillo; pTA-Luc-10xSTF
(construccion de luciferasa de Firefly) 50 ng/pocillo; o phRL-SV40 (constructo de luciferasa de Renilla) 0,5 ng/pocillo.

Se prepar6 una premezcla de transfeccion (10 pl/pocillo) que contenia los plasmidos enumerados anteriormente y
0,2 pl de FuGene6/pocillo (Roche). La premezcla de transfeccion se incubd 15 min a TA y luego se distribuy6 en los
pocillos. La placa se balanceé a 400 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente y luego se incubd durante 4
horas a 37 °C/5 % de CO,. Mientras tanto, los anticuerpos se diluyeron en medio y se afadieron a las células
transfectadas (75 pl/pocillo).

Después de 18 a 24 horas, se afiadieron 75 pl/pocillo del reactivo DualGlo Luciferasa (Promega) y la placa se
sacudi6 durante 10 minutos para la lisis celular antes de la lectura de la actividad luciferasa de Firefly. Después de la
lectura de luminiscencia, se afadieron 75 pl/pocillo del reactivo DualGlo Stop & Glow (Promega) y se midio
nuevamente la luminiscencia para determinar la actividad de luciferasa de Renilla.

Para el analisis, se calcul6 la relacién entre la actividad luciferasa de Firefly y la actividad luciferasa de Renilla. Para
Clso-determinacion de los anticuerpos anti-LRP6, los valores relativos de luciferasa se analizaron usando GraphPad
Prism.

También se puede realizar un ensayo similar usando cocultivo de Wnt1 u otras células que sobreexpresan ligando
Whnt1 (por ejemplo, células CHO-K1, TM3, L o HEK293).

9: Estudios de reactividad cruzada FACS
La reactividad entre especies para LRP6 murino y cinomdlogo se determind en células mediante analisis FACS. La
tincion de FACS se realiz6 esencialmente como se ha descrito anteriormente. Se usaron células U266 humanas (sin
expresion de LRP6) como control negativo.
Se analiz6 la reactividad cruzada con LRP6 murino en células NIH-3T3 murinas. La reactividad cruzada con

cinomolgo LRP6 se probé en la linea celular de monos cinomolgos Cynom-K1 y en células HEK293T/17
transfectadas transitoriamente:
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Para analizar la reactividad cruzada de monos cinomolgos en la linea celular humana HEK293T/17, las células se
transfectaron transitoriamente usando Lipofectamina (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las células se transfectaron con una mezcla del plasmido de expresién de LRP6 de ser humano pCMV6_XL4 LRP6
y el plasmido pc ADN 3.1-flag_MESD que codifica chaperona o con una mezcla de pc ADN 3.1-nV5-DEST
cynoLRP6 y pc ADN 3.1-flag_ MESD (sobreexpresion de cinomolgo LRP6). Se usaron 50 ug de plasmido de
expresion de LRP6 y 20 ug de plasmido de expresion de MESD por matraz T175. Después de 24 h, las células se
separaron y se tifieron con el anticuerpo de control de LRP6 de cabra antihumano (R & D Systems) y con
anticuerpos HUCAL anti-LRP6. Las células HEK293T/17 transfectadas de manera simulada se usaron para tinciones
de control negativo (expresion de LRP6 enddgena baja).

10: Optimizacion de aglutinante
Generacion de bibliotecas de maduraciéon de afinidad

Para aumentar la afinidad y la actividad bioldgica de los fragmentos de anticuerpos seleccionados, las regiones L-
CDR3 y HCDR2 se optimizaron en paralelo mediante mutagénesis en casete usando mutagénesis dirigida por
trinucledtidos, mientras que las regiones estructurales se mantuvieron constantes.

Las diferentes bibliotecas de maduracion de afinidad se generaron mediante procedimientos de clonacion estandar y
la transformacion de los clones diversificados en dispositivos electrocompetentes. E. coli Células TOP10F
(Invitrogen). La secuenciacion de clones elegidos al azar mostré una diversidad del 100 %. No se encontraron
ligantes parentales entre los clones recogidos. Finalmente, el fago de todas las bibliotecas se preparé por separado.

11: Xenoinjertos de Wnt1 de MMTV

Los tumores de ratones transgénicos MMTV-Wnt1 se pasaron como fragmentos tumorales en la almohadilla de
grasa mamaria de ratones FVB durante 5 pases antes de la implantacién en la almohadilla de grasa mamaria de
ratones desnudos. Once dias después del implante, cuando los tumores alcanzaron un volumen medio de
aproximadamente 110 mm?, los ratones se aleatorizaron en 3 grupos con 8 ratones por grupo y se dosificaron cada
tres dias (DeAlmeida y col. (2007); Cancer Res. 67: 5371-9).

12: Inhibicién en ensayos bioquimicos

Las células HEK293 se cultivaron en D-MEM suplementado con 10 % de suero bovino fetal a 37 °C con 5 % de COx.
Las células se sembraron en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos (Costar) a 3x10%/ pocillo y transfectado con
0,1 ng/pocillo de plasmido de expresion Wnt, 50 ng/pocillo de STF reportero, y 0,5 ng/ml de phRL-SV40 (Promega)
mezclado con 0,2 pl/pocillo de FuGene6 (Roche). Cuatro horas después de la transfeccion, los anticuerpos se
diluyeron en PBS y se afiadieron a las células transfectadas. Después de 18 horas de incubacion, se midieron las
actividades luciferasa de luciérnaga y Renilla luciferasa usando reactivo DualGlo Luciferasa (Promega). La luciferasa
de Renilla se us6 para normalizar la eficacia de la transfeccion

Todos los formatos de IgG probados tienen una inhibicion potente y completa de la sefial canénica generada por
Wnt1 (2,6, 7A, 7B, 9, 10A, 10B). Todos dan lugar a una curva de potenciacion en forma de campana en presencia
de una sefial generada por Wnt3/3A.

13: Ensayo de competencia basado en FACS

Para el ensayo de competencia basado en FACS, los Fab anti-LRP6 y el Fab MOR03207 de control negativo se
biotinilaron usando el mddulo de biotinilacion de proteina ECL (GE Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los Fab biotinilados se usaron para tefiir FACS en células HEK293-hLRP6AC-eGFP a una concentracion
de Fab constante (concentracion final 20 nM) y se compitieron con un exceso molar de 100 veces de Fab no
marcado. Las células se incubaron con las diluciones Fab durante 1 hora a 4 °C en un agitador de placas. Después
de lavar las células 1x con tampén FACS, se incubaron con estreptavidina conjugada con PE (Dianova) durante 1
hora a 4°C en un agitador de placas en la oscuridad. Las células se lavaron dos veces con tampén FACS y se midio
la fluorescencia usando FACS Array (BD). De forma similar, los Fab anti-LRP6 no biotinilados se compitieron con un
exceso molar de 100 veces de la proteina SOST de LRP6 y se controlé la unién de los Fab a las células mediante
anticuerpo 1gG antihumano conjugado con PE (Dianova).

14: Ensayo de inmunotransferencia

Se prepararon lisados celulares totales en tampoén RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, NP-40 al 1 %,
desoxicolato de sodio al 0,5 %, SDS al 0,1 %, EDTA 1 mM). Los lisados se normalizaron para la concentracion de
proteina, se resolvieron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se sondearon con los
anticuerpos indicados. El anticuerpo pT1479 LRP6 requiere la generacion de extractos de membrana para lograr
resultados satisfactorios. Para generar extractos de membrana, las células se lisaron en tampon hipotdnico (Tris-HCI
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10 mM, pH 7,5, KCI 10 mM) realizando cuatro ciclos de congelacion-descongelacion, y la fraccion de membrana
insoluble se solubilizé usando tampoén RIPA. Céctel de inhibidor de proteasa (Sigma) y 1x coctel de inhibidor de
fosfatasa (Upstate) se afiadieron a los tampones de lisis. Los anticuerpos comerciales utilizados en el ensayo de
transferencia western incluyen anti-LRP6 de conejo, anti-pT1479 LRP6 de conejo y anticuerpos anti-pS 1490 LRP6
de conejo (Cell Signaling Technology).

Ejemplo 1: Unién especifica de anticuerpos anti-LRP6 frente aa LRP6 endégena por FA CS

La deteccion de la expresion de la superficie celular endégena de LRP6 se examiné en un ndmero de células
tumorales usando los anticuerpos anti-LRP6 y el analisis FACS. Como se muestra en la Fig. 1A, las células PA1
expresan tanto ARNm de LRP5 como de LRP6, mientras que las células U266 y Daudi no expresan ARNm de
LRP6. Las células PA1, pero no las células U266 y Daudi, muestran una tincion significativa con una IgG Propulsor 1
anti-LRP6. Mas importante aun, las células U266 no son tefiidas por el anticuerpo anti-LRP6, aunque expresan
LRP6, demostrando la especificidad del anticuerpo anti-LRP6. Ademas, la tincion con anticuerpo anti-LRP6 de las
células PA1 se reduce significativamente después de la deplecion de LRP6 enddgena usando ARNhc de LRP6,
demostrando adicionalmente la especificidad del anticuerpo contra LRP6.

En estudios adicionales, la desactivacion de LRP6 por ARNhc en células PA1 confirma adicionalmente la
especificidad de los anticuerpos Propl y Prop3 para LRP6 (véase la Fig. 1B). El derribo se logré infectando células
con lentivirus que codificaba un ARN de horquilla corta dirigido a LRP6 y seleccionando un grupo estable de células
infectadas. El procedimiento de infeccion por ARNhc utilizado para el estudio se describe en Wiederschain y col., en
2009 Cell Cycle 8: 498-504. Epub 2009 Feb 25.

Ejemplo 2: Inhibicién diferencial de los ensayos de gen indicador Wnt1 y Wnt3a para Fab anti-LRP6 de
propulsor 1y propulsor 2

Se probaron diferentes Fab anti-LRP6 en ensayos indicadores de Wnt in vitro. Los ligandos de Wnt1 o Wnt3A se
expresaron transitoriamente en células HEK293T/17 STF (ensayo indicador de genes) y se trataron con
concentraciones variables de fragmentos Fab anti-LRP6. Los ensayos STF se realizaron utilizando los protocolos
descritos por Huang y col., (2009), Naturaleza; 461: 614-20. Epub 2009 Sep 16. Como se ve en la figura 2A, los Fab
anti-LRP6 Propulsor 1 (MOR08168, MOR08545, MORO06706) redujeron especificamente la sefializacién dependiente
de Wnt1 sin mucho efecto sobre la sefalizaciéon dependiente de Wnt3A. Por el contrario, como se muestra en la
figura 2B, los Fab anti-LRP6 Propulsor 3 (MOR06475, MOR08193, MORO08473) redujeron especificamente la
sefializacion dependiente de Wnt3A sin efectos significativos sobre la sefializacion Wnt1 dependiente de Wnt1. Los
resultados demuestran que Wnt1 y las actividades de Wnt3A se bloquean por separado por diferentes fragmentos
Fab de LRP6 (epitopes).

Ejemplo 3: Unién de anticuerpos anti-LRP6 frente a LRP6 de diferentes especies.

Para mostrar reactividad cruzada, se trataron células que expresan LRP6 enddgena de origen humano
(HEK293T/17) y de ratdén (NIH3T3), o células HEK293/T17 transfectadas transitoriamente que expresan LRP6 de
cinomolgo, y se sometieron a citometria de flujo como se ha descrito anteriormente. La Figura 3 resume los
resultados de los hallazgos de los resultados y muestra que todos los anticuerpos anti-LRP6 se unen a LRP6 de ser
humano, de ratén y de mono cinomolgo.

Ejemplo 4: Clasificacion de Wnt en funcion de su sensibilidad a los anticuerpos anti-LRP6 Propulsor 1 y
Propulsor 3.

Para evaluar los Wnt basandose en su sensibilidad de los anticuerpos anti-LRP6 Propulsor 1 y Propulsor 3, se
expresaron transitoriamente diversos ligandos de Wnt en células HEK293T/17 STF (ensayo de gen indicador) y se
trataron con anticuerpos Propulsor 1 o Propulsor 3 anti-LRP6. Los ensayos STF se realizaron utilizando los
protocolos descritos por Huang y col., (2009), Nature; 461: 614-20. Epub 2009 Sep 16. Los resultados se muestran
en la Fig. 4 que representa la inhibicion de la actividad de Wnts particular basado en la unién/bloqueo de anticuerpos
a regiones de propulsores especificas de LRP6. La figura 4 muestra que la sefializacién inducida por Wnt1, Wnt2,
wnt6, Wnt7A, Wnt7B, Wnt9, WntlOA, Wnt10B puede inhibirse especificamente por Fab anti-LRP6 Propulsor 1,
mientras que la sefial inducida por Wnt3 y Wnt3A puede inhibirse especificamente por Propulsor 3 anti -LRP6 Fab.

Ejemplo 5: La conversion de anticuerpos contra LRP6 de fragmentos Fab a IgG potencia la senalizacion de
Whnt inducida por la otra clase de Wnt.

En una observacion bastante inesperada, la conversion de anticuerpos contra LRP6 de fragmentos Fab a IgG
potencia la sefalizacion WNT. Propulsor 1 anti-LRP6 IgG inhibe Wnt1-dependiente y potencia la sefializacion
Whnt3A-dependiente en un 293T/17 STF reporter assay. De manera similar, Propulsor 3 anti-LRP6 IgG inhibe Wnt3A-
dependiente y potencia la sefalizacion Wnt1-dependiente como se muestra en la Fig. 5. Este hallazgo sugiere que la
via de sefalizacion Wnt puede modificarse o "afinarse" usando los anticuerpos Propulsor 1 y Propulsor 3. Se
observaron efectos similares en ensayos de indicador STF en otros fondos celulares (por ejemplo, células MDA-
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MB231, MDA-MB435, PA-1, TM3 y 3t3 - datos no mostrados)

Ejemplo 6: Fab anti-LRP6 de propulsor 1 o propulsor 3 inhiben especificamente la fosforilacion de LRP6
inducida por Wnt1 o Wnt3A.

Las células HEK293T/17 se transfectaron transitoriamente con plasmidos de expresién Wnt1 o Wnt3A y se trataron
con Fab anti-LRP6 Propulsor 1 o Propulsor 3. Como se ve en la Fig. 6, los Fab anti-LRP6 de Propulsor 1 inhiben
especificamente la fosforilacion de LRP6 inducida por Wnt1, por ejemplo, los sitios T1479 y S1490 y los anticuerpos
Propulsor 3 no lo hacen. Por el contrario, Propulsor 3 anti-LRP6 inhibe especificamente la fosforilacion inducida por
Wnt3A de LRP6 y los anticuerpos de Propulsor 1 no lo hacen. Estos resultados respaldan que los anticuerpos se
unen a distintos dominios de propulsores de LRP6 y bloquean ligandos de Wnt especificos.

Ejemplo 7: Inhibicién de la expresion del gen diana de Wnt en un modelo de xenoinjerto de tumor MMTV-
Wnt1 usando una IgG anti-LRP6 Propulsor 1.

Los anticuerpos contra LRP6 se caracterizaron adicionalmente in vivo en un modelo de ratén reconocido
genéticamente disefiado genéticamente conocido como MMTV-Wnt1. Se llevaron a cabo experimentos para
determinar si los anticuerpos anti-LRP6 en el formato IgG podrian inhibir la sefializacion Wnt y el crecimiento tumoral
in vivo. Los tumores mamarios derivados de ratones transgénicos MMTV-Wnt1 son dependientes de Wntf1;
apagando la expresion de Wnt1 usando un sistema regulado por tetraciclina (Gunther) y col., (2003), citado
anteriormente) o bloquear la actividad Wnt usando FzZ8CRDFc (DeAlmeida y col., (2007) Cancer Research 67: 5371-
5379) inhibe el crecimiento tumoral in vivo. Para medir el efecto de los anticuerpos anti-LRP6 en la sefializacion de
Wnt en tumores MMTV-Wnt1, a los ratones implantados con tumores MMTV-Wnt1 se les administré i.v. con una
dosis uUnica de 5 mg/kg de anticuerpo anti-LRP6 antagonista especifico de clase Wnt1. Se analizaron las
concentraciones séricas del anticuerpo asi como la expresion de ARNm del gen objetivo de la B- catenina Axin2
durante un periodo de dos semanas. La semivida de fase B terminal del anticuerpo contra LRP6 fue de
aproximadamente 108 horas. En correspondencia con la inyeccion de anticuerpo, se observé una disminucion
significativa de la expresion de ARNm de Axin2 en tumores, y la expresion de Axin2 se recuperé gradualmente una
semana después de la inyeccion del anticuerpo cuando disminuy6 el nivel de anticuerpo en suero. Estos resultados
sugieren que el anticuerpo anti-LRP6 especifico de Wntllass suprime la sefalizacion de Wnt en xenoinjertos MMTV-
Whnt1 y esta supresion se correlaciona con la concentracion de anticuerpo contra LRP6 en suero. Para evaluar el
efecto de los anticuerpos anti-LRP6 sobre el crecimiento tumoral, a los ratones se les dosificaron anticuerpos anti-
LRP6 Propulsor 1-, Propulsor 3-specific o anticuerpos de control de isotipo coincidente. Los ratones fueron
dosificados i.v. con una dosis inicial de 20 mg/kg, seguida cada tercer dia con 10 mg/kg. En este experimento,
Propulsor 1, pero no el anticuerpo anti-LRP6 especifico de Propulsor 3, causé la regresion del tumor. En conjunto,
estos resultados demuestran que el anticuerpo anti-LRP6 especifico de Propulsor 1 induce la regresion de los
xenoinjertos MMTV-Wnt1,

Los xenoinjertos de tumor MMTV-Wnt1 en ratones atimicos se trataron con MOR08168, una IgG anti-LRP6
Propulsor 1 en diferentes puntos de tiempo que varian de 1 hora a 14 dias. La Fig. 7 muestra una correlacion
inversa con la concentracion en suero de PK del anticuerpo y la expresion de ARNm del gen objetivo Wnt Axin2. Los
niveles de expresion del gen Axin2 en tumores se inhiben con el tratamiento con MORO08168 y regresan a medida
que el anticuerpo se elimina del suero.

Ademas de Axin2, se evaluo el efecto de MOR08168 en la expresion de genes adicionales. Affymetrix Mouse430 2.0
Se usaron arrays para perfilar un experimento de curso de tiempo de tumores de aloinjerto MMTV-Wnt1 mas o
menos una dosis Unica de MOR08168 (5 mg/kg). Hubo seis puntos de tiempo en total (0, 1, 3, 8, 24, 336 horas) y
hubo tres repeticiones por punto de tiempo. En base a los datos que demuestran la inhibicion maxima de Axin tras el
tratamiento con anticuerpo, se eligid6 8 h como el mejor punto de tiempo representativo para determinar los genes
expresados diferencialmente que respondian putativamente a la inhibicion de la via Wnt. Se utilizé el marco
R/Bioconductor y se empled el paquete Limma para determinar genes expresados diferencialmente entre el punto de
tiempo de 0 horas y el punto de tiempo de 8 horas. Se utilizé un valor de P ajustado de.05 como umbral para
determinar el conjunto de genes expresados diferencialmente. En funcion de este limite, existen 1270 conjuntos de
sondas llamados mapeo diferencial expresado en 972 genes. La Fig. 8A es una tabla que muestra genes que se
regularon por aumento> 2 veces con un valor de P ajustado de <0,01 y la Fig. 8B es una tabla que muestra genes
que se regularon por disminucion > 2 veces con un P-valor ajustado de < 0,01.

Ejemplo 8: Actividades antitumorales de los anticuerpos Propulsor 1 y Propulsor 3 anti-LRP6 en el modelo
de aloinjerto MMTV-Wnt1.

La actividad antitumoral de los anticuerpos LRP6 Propulsor 1 y 3 se evalu6 en el modelo de aloinjerto MMTV-Wnt1.
Se implantaron fragmentos tumorales MMTV-Wnt1 por via subcutanea (s.c.) en ratones atimicos hembra. 11 dias
después de la implantacion, los ratones portadores de tumores MMTV-Wnt1 (n = 8, promedio de 121 mm)3; rango:
100-147 mm?) fueron tratados con vehiculo IgG (10 mg/kg, por via intravenosa (iv), cada tres dias (q3d), LRP6-
Propulsor 1 Ab MOR08168 (10 mg/kg, iv, g3d), o LRP6-Propulsor 3 Ab MOR06475 (10 mg/kg, iv, g3d), y los tumores
calipiados cada tres dias. LRP6-Propulsor 1 MOR08168 Ab regresiones tumorales inducidas dependientes de la
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dosis (-55 %, p <0,05) (Véase la Fig. 9).

Ejemplo 9: Actividades antitumorales de los anticuerpos Propulsor 1 y Propulsor 3 anti-LRP6 en el modelo
de aloinjerto MMTV-Wnt3.

La actividad antitumoral de los anticuerpos contra la Propela 1 y 3 de LRP6 se evalud en el modelo de aloinjerto
MMTV-Wnt3. Se implantaron fragmentos tumorales MMTV-Wnt3 por via subcutanea (s.c.) en ratones atimicos
hembra. 15 dias después de la implantacion, ratones portadores de tumores MMTV-Wnt3 (n = 6, promedio 209 mm53;
rango: 113-337 mm?) fueron tratados con vehiculo IgG (10 mg/kg, por via intravenosa (iv), dos veces por semana
(2gw), MOR08168 LRP6-Propulsor 1 Ab (3 mg/kg, iv, qw) o MOR06475 LRP6-Propulsor 3 Ab (10 mg/kg, iv, 2qw) y
tumores calipiados dos veces por semana. MOR06475 LRP6-Propulsor 3 Ab demostré actividad antitumoral (T/C =
34 %, p <0,05) (Véase la Fig. 10).

Ejemplo 10: Evaluaciéon de la capacidad de los anticuerpos anti-LRP6 Propulsor 1y 3 para inhibir Wnt3A in
vivo

La capacidad de los anticuerpos LRP6-Propulsor 1 y 3 para inhibir la sefalizacion Wnt de la clase Wnt3 in vivo se
probé en un sistema de co-implante que consiste en células informadoras PA1-STF co-implantadas con células L
secretoras de Wnt3A. Se implantaron ratones hembra desnudos por via subcutanea con 10x10e6 células PA1-STF y
0,5x10e6 células L-Wnt3A y se aleatorizaron en grupos de 5,24 horas mas tarde, los ratones recibieron una Unica
dosis intravenosa de vehiculo, MOR08168 LRP6-Propulsor 1 Ab (10 mg/kg), o MOR06475 LRP6-Propulsor 3 Ab (10
mg/kg) y se obtuvieron imagenes por Xenogen 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas y 168 horas mas tarde.
MORO06475 fue capaz de inhibir la sefalizaciéon inducida por Wnt3a durante al menos 72 horas, mientras que
Mor08168 aumento la sefializacion inducida por Wnt3A (figura 11).

Ejemplo 11: Mapeo de epitopes de LRP6 PD3/4 y su complejo de anticuerpos por HDx MS

Para identificar los sitios de uniéon de anticuerpos dentro de la region YWTD-EGF de Propulsor 3, se empled
espectrometria de masas de intercambio de hidrégeno-deuterio (HDx). Los dominios de propulsor LRP6 3-4 (PD3/4)
tienen 12 cisteinas y 4 sitios de glucosilacién unidos a N. Los 4 sitios de glicosilacion unidos a N se colocan en el
dominio Propulsor 3 (631-932). Por HDx MS, se asign6 una cobertura cercana al 100 % (cantidad de proteina para
la que se pudo obtener informacioén estructural) en el dominio Propulsor 4 y una cobertura de aproximadamente 70
% en el dominio Propulsor 3. Las regiones que rodean inmediatamente a los 4 sitios glicosilados permanecen sin
detectar (Fig. 12A). En presencia de Fab 06745, se encontraron 2 péptidos protegidos con disolvente débil en
Propulsor 3 (Phe?%-Leuf4’, Tyr®44-GIu8% Fig. 11A). Esto sugiere que los residuos o una fraccion de los residuos
responsables del epitopo estan en los péptidos protegidos o espacialmente cerca. En base a la estructura cristalina
de LRP6 PD34, las regiones protegidas con solvente corresponden a la superficie concava entre las palas 1y 6 de
la Proposicion 3.

Mutaciones que interrumpen la interaccion de ScFv06475 con LRP6 PD34

Para confirmar que el borde de la cuchilla 1 y 6 es responsable de la inhibicion mediada por anticuerpos de la
sefializacion Wnt3a, se construyeron una serie de mutaciones de superficie LRP6 (R638A, W767A, Y706A/E708A,
W850A/S851A, R852/R853A y D874A/Y875A) que también cubrié aproximadamente la region implicada por HDx en
union. Para garantizar que las proteinas mutantes se plegaran adecuadamente, se realizd6 un ensayo de fusion
térmica con dispersion de luz estatica diferencial (DSLS). El experimento de desnaturalizacion de temperatura
mostré que la temperatura de agregacion, Tagg, (la temperatura a la que se desnaturaliza el 50 % de la proteina) de
proteinas de tipo silvestre y mutantes fue similar. Por lo tanto, las mutaciones no tuvieron ningun efecto sobre el
plegamiento o la estabilidad de la proteina.

La capacidad de unién de LRP6 mutante a scFv MOR06475 se determind mediante ELISA. La mutacion de los
residuos (R638, W850/S851 y R852/R853) que estan localizados en los péptidos que mostraron proteccion del
disolvente en experimentos HDx MS también mostraron una disminucién espectacular en la unién del anticuerpo
(véase la Fig. 12B). La mutacion de los residuos (Y706/E708) que estan localizados en los péptidos que no
muestran proteccion del disolvente en HDx tampoco mostré cambios en la capacidad de unién del anticuerpo (Fig.
11B). Por lo tanto, los datos del ensayo de unidon estan en buen acuerdo con la interfaz de uniéon mapeada por HDx
MS, lo que sugiere que los residuos R638, W850, S851, R852 y R853 participan directamente en el epitopo.

En conjunto, estos resultados muestran que las diferentes proteinas Wnt requieren diferentes regiones Propulsor de
LRP6 para la sefializacion. La clase Wnt 1 de proteinas Wnt (Wnt1, 1, 2, 6, 7A, 7B, 9,10A, 10B) requiere el propulsor
1 de LRP6 para la sefializacion de Wnt1, y pueden inhibirse por los anticuerpos anti-LRP6 especificos de Propulsor
1. La clase Wnt 3A de proteinas Wnt (Wnt3 y Wnt3a) requiere el Propulsor 3 de LRP6 para la sefalizacion de Wnt3,
y pueden inhibirse por los anticuerpos anti-LRP6 especificos de Propulsor 3 (Fig. 13). Otro hallazgo inesperado fue
la actividad potenciadora de Wnt de los anticuerpos en el formato de IgG bivalente en presencia de ligandos de Wnt.
Todos los anticuerpos analizados en formato IgG potenciaron la sefializacion Wnt1 o Wnt3A en el ensayo del gen
indicador STF Luc. Curiosamente, la mayoria de los Fab que inhibieron Wnt1 y estaban inactivos en el ensayo
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Wnt3A, todavia inhibieron Wnt1 como una IgG, pero potenciaron la sefializacion de Wnt3A y viceversa. La mayoria
de los Fab que inhiben Wnt3A potenciaron la actividad de Wnt1 como una IgG. El efecto fue independiente del
formato IgG, ya que se probaron varios formatos (IgG 1LALA, 1gG2, 1gG4, 1IgG4_Pro). Estos datos muestran que
diferentes proteinas Wnt se unen a diferentes hélices de LRP6 para la sefalizacion. La dimerizacion de LRP6
usando anticuerpos bivalentes LRP6 no es suficiente para estimular la sefializacion Wnt por si misma, pero puede
potenciar la sefializacion Wnt iniciada por la otra clase de proteinas Wnt. Estos hallazgos demuestran que diferentes
ligandos Wnt candnicos usan sitios de union distintos en LRP6 y que todos los anticuerpos bivalentes potencian la
actividad Wnt en formato IgG en presencia del Fab Wnt no bloqueado (anticuerpos monocatenarios, unicuerpos).
Las estructuras monovalentes de cualquier tipo como formato final eluden la potenciacién de Wnt. Alternativamente,
la construccion de una molécula bi-especifica IgG o similar a IgG que porta la actividad inhibidora de Wnt1 y Wnt3A
evita la potenciacion. Por lo tanto, las construcciones de anticuerpos contra LRP6 se pueden disefiar para controlar y
"ajustar” la ruta de Wnt

Ejemplo 12: Generacion de un anticuerpo biparatépico LRP6

Este ejemplo describe la produccion y caracterizacion de anticuerpos biparatdpico anti-LRP6 IgG-scFv. Diversos
scFv anti-LRP6 que contienen diferentes orientaciones de dominio (por ejemplo, VH-VL o VL-VH) y diferentes
longitudes de enlazador (por ejemplo, (Gly)sSer)s o (GlysSer)s) fueron inicialmente expresados, purificados y
caracterizados. En base a los resultados del estudio scFv, se prepararon diferentes scPv anti-LRP6 biparatdpico y
se evaluaron adicionalmente. El scFv se puede colocar en varias posiciones dentro de la IgG que incluye el extremo
C de CH3 o CL y el extremo N de VH o VL. Ademas, se pueden usar diversos enlazadores para conectar el scFv al
IgG, incluido Gly.4Ser y (GlyGlySer)..

(a) Materiales y procedimientos
(i) Generacion de scFv anti-LRP6

Los genes que codifican todas las variantes de scFv fueron sintetizados por Geneart. Fragmentos de ADN que
codifican scFv en ambas orientaciones (VH-VL y VL-VH, separados por dos enlazadores diferentes: (Gly)sSer)s y
(GlysSer)s, con secuencia sefial N-terminal y C-terminal 6xHis-tag) se clonaron directamente de vectores Geneart a
través de Ndel/Xbal en el vector pFAB15-FkpA, las construcciones resultantes se denominaron pFab15-MOR06475-
VH- (GlysSer)s-VL, pFab15-MOR06475-VH- (GlysSer)s-VL, pFab15-MOR06475-VL- (GlysSer)s-VH, pFab15-
MORO06475-VL- (GlysSer)s-VH, pFab15-MOR08168-VH- (GlysSer)s-VL, pFab15-MORO08168-VH- (GlysSer)s-VL,
pFab15-MORO08168-VL- (GlysSer)s-VH, pFab15-MOR08168-VL- (GlysSer)s-VH, pFab15-MOR08545-VH- (GlysSer)s-
VL, pFab15-MORO08545-VH- (GlysSer)s-VL, pFab15-MORO08545-VL- (GlysSer)-VH y pFab15-MOR08545-VL-
(GlysSer)s-VH.

(ii) Generacion de IgG-scFv anti-LRP6 biparatépico

anti-LRP6 MOR08168 higG1LALA 6475scFv

El vector pRS5a MOR08168 higG1LALA que contiene la secuencia VH optimizada en codones (sintetizada por
Geneart) se us6 como fuente para la generacion de construcciones biparatdpicas. Inicialmente, se introdujo el sitio
Afel mediante mutagénesis dirigida al sitio QuickChange (Stratagene) en el extremo 3 'de la secuencia que codifica
higG1LALA (cebador n° 1: 5'-agcgtgatgcacgaagcgctgcacaaccactac-3' (SEQ ID NO: 213) y el cebador no. 2: 5'-
gtagtggttgtgcagcgcttcgtgcatcacgetg-3 (SEQ ID NO; 214)). Gene codificacion para MOR06475scFv (VL-VH-
orientation, separado por (GlysSer)s-linker) fue sintetizado por Geneart. 5'-cebador que contiene el sitio Afel y la
secuencia que codifica para (GlyGlySer), - el enlazador asi como el cebador 3 'que contiene el sitio Ascl se usaron
para la amplificacion del gen MORO06475 - scFv  completo (cebador n. ° 3: 5%
tgatgcacgaagcgctgcacaaccactacacccagaagagcctgagcctgtcccccggcaag ggcggcetccggeggaagcegatate - 3' (SEQ ID NO:
215) y el cebador n. ° 4 : 5'-gagcggccgcccggegegcc tcatcagetggacactgtcaccaggg-3 '(SEQ ID NO: 216)). El producto
de PCR se clon6 a continuacion mediante Afel/Ascl en el vector pRS5a MOR08168 higG1LALA dando como
resultado la construccion final pRS5a MORO08168 hilgG1LALA-6475sc-fv. La codificacion genética para VL
optimizada con codén de MORO08168 fue sintetizada por Geneart. El cebador 5 'que contenia el sitio Agel y el
cebador 3' que contenia el sitio Hindlll se usaron para la amplificacion de genes MOR08168-VL completos (cebador
n® 5: (5'-gcttccggacaccaccggt gacatcgagctgacccagec-3 'SEQ ID NO: 217) y primer n. ° 6: 5'-cagcacggtaagctt
ggtgcctcegecgaacaccag-3 '(SEQ ID NO: 218)). El producto de la PCR se cloné luego mediante Agel/Hindlll en el
vector pRS5a-hlambda dando como resultado la construccion final pPRS5a MOR08168 hlambda.

anti-LRP6 MOR08168 higG1LALA 6475scFv sin Lys (K)

El vector pRS5a MOR08168 higG1LALA-6475scFv (SEQ ID NO: 165) se us6 como ADN molde para la eliminacién
de Lysina C-terminal en CH3. Se usoé el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change XL (Stratagene) en
combinacién con los siguientes cebadores:

5'-ctgtcccccggeggeggeteecgge-3 '(SEQ ID NO: 219)
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5'-gccggagecgecgecgggggacag-3 (SEQ ID NO: 220)

La mutagéness dirigida al sitio se realizd de acuerdo con el protocolo de Stratagene; la nueva construccion
resultante se denominé pRS5a higG1LALA MOR08168opt 6475 scFv K.

El vector pRS5a MOR08168 hlambda (generacion descrita para anti-LRP6_MORO08168 higG1LALA_6475scFv) que
contenia la secuencia VL optimizada por codones (sintetizada por Geneart) se us6 sin modificaciones para la
expresion de LC.

anti-LRP6 MOR08168 higG1LALA 6475scFv AspPro a AspA1a (DP a DA)

El vector pRS5a MOR08168 higG1LALA-6475scFv (SEQ ID NO: 165) se us6 como ADN molde para la sustitucién
de DP por DA en VH de scFv. Se uso el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change XL (Stratagene) en
combinacién con los siguientes cebadores:

5'-ccatgaccaacatggacgccgtggacaccgccacc-3 '(SEQ ID NO: 221)

5 '-ggtggcggtgtccacggegtecatgttggtcatgg-3' (SEQ ID NO: 222)

Mutagensis dirigida al sitio se realizé de acuerdo con el protocolo de Stratagene; la nueva construccion resultante se
denomind pRS5a higG1LALA MORO08168opt 6475 scFv DP a DA. El vector pRS5a MOR08168 hlambda (generacion
descrita para anti-LRP6_MORO08168 hlgG1LALA_6475scFv) que contenia la secuencia VL optimizada por codones

(sintetizada por Geneart) se usé sin modificaciones para la expresion de LC.

anti-LRP6 MOR08168 hlgG1LALA 6475scFv AspPro a ThrAla (DP a TA)

El vector pRS5a MORO8168 hiIgG1LALA-6475scFv (SEQ ID NO: 165) se us6 como ADN molde para la sustitucion
de DP por TA en VH de scFv. Se uso el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change XL (Stratagene) en
combinacién con los siguientes cebadores: 5'-caccatgaccaacatgaccgccgtggacaccgccacc-3 '(SEQ ID NO: 223) 5'-
ggtggcggtgtccacggceggtcatgtiggtcatggtg-3' (SEQ ID NO: 224)

Mutagensis dirigida al sitio se realizd de acuerdo con el protocolo de Stratagene; la nueva construccion resultante se
denomind pRS5a higG1LALA MORO08168opt 6475 scFv DP a TA.

El vector pRS5a MOR08168 hlambda (generacion descrita para anti-LRP6_MORO08168 higG1LALA_6475scFv) que
contenia la secuencia VL optimizada por codones (sintetizada por Geneart) se us6 sin modificaciones para la
expresion de LC.

anti-LRP6 MOR08168hlgG1 LALA 6475scFv en VallLeu (VL)

El vector pRS5a MOR08168 higG1LALA que contiene la secuencia VH optimizada en codones (sintetizada por
Geneart) se uso6 sin modificaciones para la expresion de HC.

La codificacion genética para MOR06475scFv y MOR08168-VL optimizados por codones se sintetizd6 mediante ADN
2.0 y se cloné mediante Agel/Hindlll en el vector pRS5a hlambda MORO08168. El vector resultante se denomind
pRS5a hlambda MOR08168 6475scFv en VL.

anti-LRP6 MOR06475higG1 LALA 8168scfv (VH-3-VL), donde 3 representa un (GlysSer); Enlazador de aminodacidos
entre las cadenas VH y VL.

MORO06475-VH se amplifico a partir del vector pM2 higG1LALA MORO06475 con los siguientes cebadores:
5'-gttcctggtcgcgatcctggaaggggtgcactgccaggtgcaattgaaagaaageg-3 '(SEQ ID NO: 225)
5'-cttggtggaggctgagctaac-3 '(SEQ ID NO: 226)

PCR-roduct se cloné a través de Nrul/B1pl en el vector pRS5a higG1LALA MOR08168

6475scFyv, el vector resultante se denominé pRS5a higG1LALA MOR06475 6475scFv.

MORO08168scFv se amplifico a partir del vector pRS5a ScFv MOR08168 (VH-3-VL) con los siguientes cebadores:

5’-gcacgaagegetgeacaaccactacacccagaagagectgagectgteccecggeaagggeggeteegge ggaage
caggttcaattggttgaaage-3’ (SEQ ID NO: 227)
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5'-gggccctctagagecggecgeccggcegegectcatcacagaacggtaagcettggtgee-3 (SEQ ID NO: 228) El producto PCR se clono
mediante Afel/Xbal en el vector pRS5a higG1LALA MORO06475 6475scFv, dando como resultado el vector final
pRS5a hiIgG1LALA MOR06475 8168scFv (VH-3- VL).

MORO06475-VL se amplificé a partir del vector pM2 hkappa MORO06475 con los siguientes cebadores:
5'-gacaccaccggtgatatcgtgctgacccagage-3 '(SEQ ID NO: 229)

5'-gcagccaccgtacgtttaatttcaac-3 '(SEQ ID NO: 210)

El producto de PCR se clono en el vector pRS5a hkappa MOR06654 a través de Agel/BsiWI, el vector resultante se
denominé pRS5a hkappa MOR06475.

anti-LRP6 MOR0647ShigG1 LALA 8168scfv (VH-4-VL), donde 4 representa un (GlysSer)4 Enlazador de aminodacidos
entre las cadenas VH y VL.

MORO06475-VH se amplifico a partir del vector pM2 higG1LALA MORO06475 con los siguientes cebadores:
5'-gttcctggtcgegatcctggaaggggtgcactgccaggtgcaatigaaagaaageg-3 '(SEQ ID NO: 211)
5'-cttggtggaggctgagctaac-3 '(SEQ ID NO: 212)

El producto de la PCR se cloné mediante Nrul/B1pl en el vector pRS5a higG1LALA MOR08168 6475scFv, el vector
resultante se denominé pRS5a higG1LALA MOR06475 6475scFv.

MORO08168scFv se amplifico a partir del vector pRS5a ScFv MOR08168 (VH-4-VL) con los siguientes cebadores:

§’-gcacgaagegetgeacaaceactacacccagaagagecetgageetgiceeecggeaagggeggeteeggeggaage
caggttcaattggttgaaage-3° (SEQ ID NO: 213)

5'-gggccctctagagecggecgeccggegegectcatcacagaacggtaagettggtgee-3 (SEQ ID NO: 214) EI MORO06475-VL se
amplifico a partir del vector pM2 hkappa MORO06475 con los siguientes cebadores:

5'-gacaccaccggtgatatcgtgctgacccagage-3 '(SEQ ID NO: 215)
5' -gcagccaccgtacgtttaatttcaac-3 '(SEQ ID NO: 216)

El producto de PCR se clono en el vector pRS5a hkappa MOR06654 a través de Agel/BsiWI, el vector resultante se
denominé pRS5a hkappa MOR06475.

(iii) Expresion de anti-LRP6-scFv

La cepa W3110 de E. coli electrocompetente se transformé con ADN plasmidico. Los precultivos (150 ml de medio
LB que contienen 12,5 pg de tetraciclina/ml y 0,4 % de glucosa, en un matraz de 500 ml) se inocularon con una
Unica colonia y se incubaron durante la noche a 37 °C/230 rpm. Los cultivos de expresion (6x 500 ml de medio SB
que contiene 12,5 pg de tetraciclina/ml, en un matraz de 2 ) se inocularon con precultivos a DO600 de 0,1 y se
incubaron a 25 °C/230 rpm hasta una DO600 de aprox. 0.6. Luego se afiadié IPTG (Roche) a una concentracion final
de 0,4 mM y los cultivos se incubaron durante la noche a 25 °C/230 rpm. Las células se recogieron por
centrifugacion (20 min a 4600 rpm, 4 °C) y los sedimentos celulares se congelaron a -20 °C.

(iv) Purificacion de anti-LRP6-scFv

Los sedimentos de 31 expresiones se suspendieron en 50 ml de tampdn de lisis (NaH2PO4 20 mM, imidazol 20 mM,
NaCl 500 mM, pH 7,4; 1 tableta completa sin EDTA por 50 ml de tampdn, Roche n.° 11836170001, MgSO4 10 mM).4
y Benzonase). Las suspensiones celulares se trataron con French Press (2x a 1000 bar) y se centrifugaron durante
30 min a 16000xg, 4 °C. Se equilibré 1 ml de columna HisTrap HP (GE Helthcare) con 10 ml de Lysis-Buffer. Los
sobrenadantes se filtraron a través de Stericup Filter (Millipore) y se cargaron en una columna equilibrada (1 ml/min).
La columna se lavo con Lysis-Buffer (20 ml) y la proteina unida se eluy6é con 3 ml de Elution-Buffer (como Lysis-
Buffer pero 250 mM Imidazol). Eluato se cargd directamente en la columna Superdex75 (HiLoad 16/60, GE-
Healthcare), equilibrada con 130 ml de PBS (1 ml/min). La ejecucion se realizé con PBS a 1 ml/min, el eluato se
recogi6 en fracciones de 1,5 ml y se analizé en Bis-Tris-Gel al 10 % (NuPage, Invitrogen). Las fracciones adecuadas
se agruparon, se filtraron a través de un filtro de 0,2 ym y se almacenaron a 4 °C. Todas las proteinas purificadas se
analizaron por LC-MS (con muestras oxidadas y reducidas) y por SEC-MALS (analisis de agregacion).
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(v) Expresion transitoria de anti-LRP6 IgG-scFv biparatépico

3.2 Se cultivaron células HEK293-6E en medios M1V3: Lote # D07668B en un BioWave20 en Rocks 10 rpm, angulo
7 °, aireacion 25 L/h, Oz 25 %, CO2 6 % a una densidad de 2E6 células viables/mL. Las células se transfectaron
transitoriamente con 1,8 | de ADN: PEI-MIX (plasmido: pRS5a MOR08168 higG1 LALA-6475sc-Fv 5 mg + pRS5a
MORO08168 hlambda 5 mg + 20 mg PEIl). 6 horas después de la transfeccion, se afiadieron 5 | de medio de
alimentacion (Novartis) con Yeastolate: lote # 09-021 al cultivo. Las células fueron posteriormente cultivadas en
Rocks 24 rpm, angulo: 7 °, aireacion 25 I/h, Oz 25 %, CO, 0-6 %. Siete dias después de la transfeccion, las células
se eliminaron por filtracion de flujo cruzado usando filtros Fresenius de 0,2 um. Posteriormente, el material libre de
células se concentré a 1,75 | con filtracion de flujo cruzado usando un filtro de corte de 10 kDa de Fresenius.
Después de la concentracion, el concentrado se filtré en condiciones estériles a través de un filtro de esterificacion
(0,22 um). El sobrenadante estéril se almacend a 4 °C. Todas las variantes biaparatépicas anti-LRP6-scFv descritas
se expresaron de manera similar.

(vi) Purificacion de IgG-scFv anti-LRP6 biparatdpica

La purificacién de la IgG biparatdpica se realizé en un sistema de cromatografia de aire AKTA 100 explorer a 6 °C en
un armario de enfriamiento, utilizando una columna XK16/20 recién saneada (NaOH 0,2 M/30 % de isopropanol) con
25 ml de MabSelect autoenvasado Resina SuRe (todos GE Healthcare). Todos los caudales fueron de 3,5 ml/min, a
excepcion de la carga, a un limite de presion de 5 bar. La columna se equilibré con 3 CV de PBS (fabricado a partir
de 10x, Gibco), luego el sobrenadante de fermentacion filtrado concentrado y estéril (1,35 1) se cargé a 2,0 ml/min
o/n. La columna se lavé con 8 CV de PBS. A continuacion, la IgG se eluyo con un gradiente de pH, comenzando con
citrato 50 mM, NaCl 70 mM, pH 4,5, yendo linealmente hacia abajo en 12 CV a citrato 50 mM, NaCl 70 mM, pH 2,5,
seguido de un paso constante de 2 CV del mismo buffer pH 2.5. La IgG biparapodpica se eluyd durante el gradiente
en un Unico pico simétrico alrededor de pH 3,8 y se recogio en fracciones de 4 ml. Las fracciones se agruparon en
tres grupos, pendiente izquierda, pico principal y pendiente derecha. Los grupos se valoraron inmediatamente a pH
7,0, lentamente y bajo agitacion, usando Tris 2 M, pH 9,0. Los grupos se filtraron de forma estéril (Millipore Steriflip,
0,22 \ mu m), se midié OD 280 nm en un espectrometro Lambda 35 (Perkin Elmer), y la concentraciéon de proteina
se calculd en base a los datos de secuencia. Las agrupaciones se analizaron por separado para la agregacion
(SEC-MALS) y la pureza (SDS-PAGE y MS) y, basandose en los resultados, solo se utilizd adicionalmente la
combinacién central (35 ml a 2,55 mg/ml de proteina). Todas las variantes biaparatopicas anti-LRP6-scFv descritas
se purificaron de manera similar.

(vii) Analisis de reactividad cruzada por microarrays de proteinas

Las micromatrices eran chips de proteina de alta densidad hechos a medida fabricados por Protagen AG (UNIchip®
AV-VAR-EP) y contenian 384 proteinas humanas predefinidas y purificadas impresas por cuadruplicado en un
portaobjetos de vidrio recubierto de nitrocelulosa. Las proteinas se clasifican como proteinas extracelulares o
secretoras basadas en la ontologia genética y se expresan como una proteina de fusiéon His-tag N-terminal usando
Escherichia coli, y se purificé usando cromatografia de afinidad de iones metalicos inmovilizados (IMAC). La
hibridacion del anticuerpo se realiz6 utilizando la estacion de hibridacion TECAN HS400Pro, programada con un
protocolo desarrollado por Protagen AG. Los anticuerpos primarios se analizaron a una concentracion final de 5
pg/ml. El anticuerpo secundario marcado, un AffiniPure Cabra anti-hslgG F conjugado con Cy5 (ab '), fragmento
especifico (Jackson Immunoresearch, cédigo n. ° 109-175-097), se us6 a una concentracion final de 7,5 pg/ml. La
adquisicion de imagenes de microarrays se realizd usando un escaner de microarrays de fluorescencia GenePix
Professional 4200A (Axon Instruments, CA) equipado con un laser rojo (635 nm). El analisis de la imagen se realizé
utilizando el software GenePix Pro v6.0. El analisis de datos se realizé utilizando Protagen UNIchip® Data Analysis
Tool v1.8. Para determinar la reactividad cruzada inespecifica derivada de la union del anticuerpo secundario
directamente a los antigenos impresos, el anticuerpo secundario también se incubé en el UNIchip® sin el uso del
anticuerpo primario. Para la determinacion del nivel de reactividad cruzada normalizado para el antigeno
correspondiente, el valor de la intensidad de la sefal fluorescente a la concentracién saturada (20 fmol/punto) se
estableciéo como 100 %. Todas las intensidades de sefial para una proteina dada, que eran mas del 4 % de la sefial
de antigeno, se consideraron como aciertos positivos, siempre que no se encontraran también en el control
respectivo con solo el anticuerpo secundario marcado.

(viii) Estabilidad conformacional medida mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La DSC se midio utilizando un microcalorimetro de células capilares VP-DSC de Microcal, equipado con una placa
automatica de muestras profundas. Los datos fueron analizados con el software Origin 7.5. Las muestras (400 pl) se
afiadieron a placas de pocillos profundos de 2 ml de Nunc™. Las muestras en PBS pH 7,0 se analizaron a 1 mg/ml.
La muestra de referencia contenia 400 ul del mismo tampdn que el analito, habitualmente PBS. El cambio de calor
asociado con la desnaturalizacion térmica se midié entre 20 °C y 100 °C, con una velocidad de calentamiento de 3.3
°C min™'. La temperatura aparente de fusion (Tm), correspondioé al punto medio de transicion térmica, donde se
desplegé el 50 % del analito.

(ix) Estudios de estabilidad sérica
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Las proteinas purificadas se resolvieron en 35 pl de suero de rata o suero de raton (Gene Tex) dando como
resultado una concentracion final de 0,3 mg/ml. Las muestras se incubaron a 37 °C en una incubadora de placas. Se
tomaron 4 ul de cada muestra en diferentes puntos temporales, se afadieron 10 yl de tampdn de muestra (4x,
NuPage, Invitrogen) y 26 ul de agua y las muestras se congelaron a -20°C. 12 yl de cada muestra se cargaron en 12
% de Bis-Tris-Gel (NuPage, Invitrogen), la electroforesis se realizé a 200 V durante 35 min. La transferencia de la
proteina se realizé a la membrana de PVDF (Invitrogen) en tampoén Borato (Borato 50 mM, Tris 50 mM) a 30 V
durante 1 h. Las membranas se lavaron brevemente en TBST (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 0,1 mM, Tween80 al
0,1 %) y luego se incubaron durante 2 horas a RT/agitador en TBST que contenia 5 % de leche en polvo. Las
membranas se lavaron brevemente en TBST y luego se incubaron durante 1 hora a RT/agitador en TBST que
contenia IgG de cabra antihumana conjugada con POD, fragmento de Fab especifico (Dianova), diluido 1: 10.000 o
anti-His POD (Roche) diluido 1 : 500. Las membranas se lavaron tres veces durante 5 minutos a RT/agitador en
TBST. La deteccion de sefial se realizé con BM Blue POD Substrate (Roche) o ECL/ECL Plus (GE-Healthcare).

(b) Resultados
(i) Expresion, purificacion y caracterizacion de anti-LRP6-scFv

Todos los scFv se expresaron con éxito en E. coli W3110 y se purificé por cromatografia de afinidad seguida de
cromatografia de exclusion por tamafio. Tamafio esperado (MOR06475 (Gly)sSer)s/(GlysSer)s: 26,74 y 27,06 kDa
respectivamente, MORO08168 (GlysSer)s/(GlysSer)s: 265 y 26.85 kDa respectivamente, MOR08545
(GlysSer)s/(GlysSer)s: Se confirmaron 25,99 y 26,31 kDa respectivamente para todas las muestras purificadas
mediante analisis de LC-MS con muestras reducidas y oxidadas y mediante SDS PAGE. Se obtuvieron purezas> 95
%. La Fig. 14 muestra los resultados del analisis de SDS-PAGE en el que se cargaron 1,5 pg de cada proteina
purificada en gel Bis-Tris al 10 % (NuPage, Invitrogen) M: Marker See Blue Plus2 (Invitrogen); (1): MOR06475-VH-
(Gly)aSer)s-VL; (2) MORO06475-VL- (Gly)sSer)s-VH; (3) MORO08168-VH- (Gly)sSer)s-VL; (4) MORO08168-VL-
(Gly)aSer)s-VH; (5) MORO08545-VH- (Gly)sSer)s-VL; (6) MOR08545-VL- (Gly)sSer)s-VH (7) MORO06475-VH-
(GlysSer)s-VL; (8) MORO06475-VL- (Gly)sSer)s-VH (9) MORO08168-VH- (GlysSer)s-VL; (10) MORO08168-VL-
(Gly)aSer)s-VH; (11) MOR08545-VH- (Gly)sSer)s-VL; (12) MOR0854 5-VL- (Gly)sSer)s-VH.

La estabilidad térmica se comparé para todos los ScFv por DSC. La temperatura de fusion (Tm) fue
significativamente mayor para las variantes MOR06475. La Tm mas alta (64.7 °C) se observé para MOR06475-VL-
(GlysSer)s-VH por lo tanto, se cree que esta molécula es potencialmente mas estable que las otras construcciones
producidas.

La actividad de los constructos MOR06475, MOR08168 y MOR08545 scFv y Fab, asi como varios formatos
biparatépicos se evaluaron en el ensayo HEK293 STF (Fig. 17 y 18). Colectivamente, los datos muestran que
Propulsor 1 IgG (MORO08168) inhibe ligandos de Propulsor 1 como Wnt1, mientras que potencia ligandos de
Propulsor 3 como Wnt3 en el ensayo de STF. El propulsor 3 scFv6475 inhibe los ligandos de Propulsor 3 tales como
Whnt3, mientras que no tiene actividad sobre los ligandos de Propulsor 1 tales como Wnt1. Ademas, los anticuerpos
biparatépicos MOR08168/6475 tienen actividad contra los ligandos Propulsor 1y Propulsor 3, y no ejercen actividad
potenciadora a ninguna concentracion aplicada en el ensayo HEK W32 STN de HEK293.

(ii) Expresion, purificacion y caracterizacion de biparatopico anti-LRP6 IgG-scFv

En la Fig. 15 se presenta una representacion esquematica del formato biparatépico anti-LRP6 Ig-scFv producido en
este estudio. La Fig. 15A representa un scFv scFv unido al C-terminal de una IgG; 15B scFv scFv unido al extremo
N de un Fc; 15C representa un scFv scFv unido al C-terminal de un Fc; y 15D representa un scFv scFv unido al
extremo Ny C de un Fc.

El anticuerpo biparatdpico en el experimento actual es el biparatépico full-IgG con scFv fusionado al C-terminal de
hlgG1 LALA CH3. En este estudio particular, el scFv fue separado por un (GlyGlySer).-linker de la IgG completa. El
scFv consiste en la orientacion VL-VH con un (GlysSer)senlazador

Los scFv anti-LRP6 anti-Lipaptop6 se expresaron transitoriamente en células HEK293-6E y se purificaron por
cromatografia de afinidad con elucién en gradiente de pH 4,5 a 2,5. El tamafio esperado de 197,4 kDa se determind
por analisis de LC-MS y SDS-PAGE con una pureza superior al 97 %. La agregacion, determinada por SEC MALS,
fue menor al 5 %. La Fig. 16 es un analisis de SDS-Page de anti-LRP IgG-scfV biparatdpico purificado. Las muestras
se cargaron en gel de Bis-Tris al 12 % (NuPage, Invitrogen). Marcador: Invitrogen Mark12; (1): no reducido; (2):
reducido

El scFv de IgG anti-LRP6 y la IgG anti-LRP6 parental unida a FcRn humano a pH 6.0 con una Kd de 0.021 y 0.023
MM respectivamente, segun lo determinado por Biacore. Ambos formatos demostraron un bajo nivel de unién al
FcRn humano a pH 7.4, por lo que se espera que este BpAb se comporte como un IgG estandar in vivo
(Caracteristicas PK similares a IgG1) (véase Fig. 19).
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El scFv de IgG anti-LRP6 biparatdpico fue estable tanto en suero de rata como de raton a 37 °C, probado hasta 336
horas (datos no mostrados) y no mostrd union> 4 % cuando se evalué en un Protancy Unichip personalizado que
contenia 384 proteinas extracelulares purificadas o secretadas (datos no mostrados).

(c) Discusion

Diversos scFv anti-LRP6 se caracterizaron inicialmente para permitir la optimizacién del anticuerpo biparatépico
final. ScFv en ambas orientaciones y con dos longitudes de enlazador diferentes se expresaron en mi. coli. Anti-
LRP6 MORO06475, 8168 y 8545 se expresaron como VH-VL y VL-VH scFv con un (GlysSer)s y (GlysSer)s4 enlazador
Todas las variantes MOR06475 y MOR08168 se expresaron y purificaron con éxito con un bajo nivel (<5 %) de
agregados. Se obtuvieron proteinas procesadas correctamente con los tamarios esperados. Los datos de estabilidad
térmica mostraron que el formato de scFv mas estable era MOR06475-VL- (Gly)sSer)s - VH con una Tm de 64.7 °C.
Todos los formatos examinados ScFv MORO08168 mostraron estabilidad térmica significativamente reducida con una
Tm de 50-52 °C.

Las IgG anti-LRP6 biparatopicas con scFv en CH3 y VL, asi como variantes modificadas (sin C-terminal Lys (K) en
CH3, con sustituciones AspPro (DP) a AspAla (DA) y AspPro (DP) a ThrAla (TA) en VH de scFv) se expresaron con
éxito y se purificaron con un bajo nivel (<5 %) de agregados del cultivo celular. Se determinaron los tamafos
esperados de aproximadamente 197-198 kDa. Construcciones anti-LRP6 MOR08168 hiIgG1LALA 6475scFv y anti-
LRP6 MOR08168higG1 LALA 6475scFv en VL, asi como construcciones mutadas (eliminacion de C-terminal Lys (K)
en CH3 y sustituciones AspPro (DP) a AspAla (DA) y AspAla (DP) a ThrAla (TA)) consisti6 en un scFv con
orientacion VL-VH y se separaron por un (GlysSer)s enlazador A (GlyGlySer), el enlazador se usé para unir el scFv
al dominio CH3 de higG1 LALA y a VL de hlambda, respectivamente. Como se discutié previamente, sin embargo, el
scFv también puede consistir en VH-VL separados por enlazadores alternativos, ademas el scFv también se puede
unir usando enlazadores alternativos a otras posiciones dentro de la IgG incluyendo el C-terminal de CL y el N-
terminal de VH.. Las construcciones con MOR08168scFv consistian en un scFv con orientacion VH-VL y estaban
separadas por un (GlysSer)s y (GlysSer)s enlazador A (GlyGlySer), el enlazador se us6 para unir el scFv al dominio
CH3 de higG1 LALA.

El anti-LRP6 biparatopico MOR08168 hilgG1 LALA 6475scFv fue estable en suero (probado hasta 336 horas). El
biparatépico se unié6 como se esperaba al FcRn humano a pH 6,0, se observé un nivel bajo de unién a pH 7,4. El
anticuerpo parental se une con una cinética similar.

Ejemplo 13: Evaluacion in vivo del anticuerpo anti-LRP6 biparatopico
Scfv MORO8168higG1LALA 6475

La capacidad del anticuerpo biparatopico anti-LRP6 MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv para inhibir la sefalizacion
Wnt3 de la clase Wnt3 in vivo se probd en un sistema de co-implante que consiste en células informadoras PA1-STF
co-implantadas con células L secretoras de Wnt3A. Se implantaron ratones hembra desnudos por via subcutanea
con 10x10e6 células PA1-STF y 0,5x10e6 células L-Wnt3A y se aleatorizaron en grupos de 5. 24 horas después, los
ratones recibieron una sola dosis intravenosa de vehiculo, MOR08168 LRP6-Propulsor 1 Ab (10 mg/kg), MOR06475
LRP6-Propulsor 3 Ab (10 mg/kg), o el anticuerpo biparatépico anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv (1 mg/kg,
3 mg/kg, o 10 mg/kg) y se obtuvieron imagenes por Xenogen 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas y 168 horas
después. El anticuerpo biparatépico anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv mostré una inhibicion relacionada
con la dosis de sefalizacion inducida por Wnt3A, con 1 mg/kg que muestra inhibicion maxima a las 24 horas,
regresando a la linea base a las 48 horas y mostrando 3 mg/kg y 10 mg/kg inhibicion sostenida durante al menos 72
horas. El MOR06475 LRP6-Propulsor 3 Ab dosificado a 10 mg/kg pudo inhibir la sefializacion inducida por Wnt3a
durante al menos 72 horas, mientras que MOR08168 LRP6-Propulsor 1 Ab dosificado a 10 mg/kg aumenté la
sefializacion inducida por Wnt3a (Fig. 20).

Para medir el efecto del anticuerpo biparatdpico anti-LRP6 MORO08168higG1LALA 6475 scfv, con respecto al
MORO08168 LRP6-Propulsor 1 Ab, en la senalizacion de Wnt en tumores MMTV-Wnt1, se dosificaron ratones i.v.
implantados con tumores MMTV-Wnt1. con una dosis Unica de 5 mg/kg del anticuerpo biparatdpico anti-LRP6
MORO8168hIgG1LALA 6475 scfv o una dosis Unica de 5 mg/kg del anticuerpo MOR08168 LRP6-Propulsor 1. Las
concentraciones séricas del anticuerpo biparatépico y el anticuerpo del propulsor 1, asi como la expresion de ARNm
del gen diana de la - catenina Axin2, se analizaron durante un periodo de dos semanas. La semivida de fase (3
terminal del anticuerpo biparatépico fue de aproximadamente 48 horas, mientras que la del anticuerpo contra LRP6
fue de aproximadamente 72 horas. Se observé una disminucion significativa de la expresion de ARNm de Axin2 en
tumores obtenidos de ratones dosificados con el anticuerpo biparatépico o el anticuerpo de propulsor 1 y la
expresion de Axin2 se recuperé gradualmente sin diferencias significativas observadas entre el anticuerpo
biparatépico anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv y el MOR08168 Anticuerpo contra LRP6-Propulsor 1 (Fig.
21).

Se evalud la actividad antitumoral del anticuerpo biparatopico anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv en el
modelo de aloinjerto MMTV-Wnt1. Se implantaron fragmentos tumorales MMTV-Wnt1 por via subcutanea (s.c.) en

85



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 659 406 T3

ratones atimicos hembra. 7 dias después de la implantacion, ratones portadores de tumores MMTV-Wnt1 (n = 8,
promedio 137 mm?3; rango: 81-272 mm?3) fueron tratados con vehiculo IgG, MOR08168 LRP6-Propulsor 1 Ab (3
mg/kg, iv, qw), o anticuerpo biparatopico anti-LRP6 MORO08168hlgG1LALA 6475 scfv (3 mg/kg, iv, 2qw), y los
tumores calipiados dos veces por semana. Tanto el anticuerpo MOR08168 LRP6-Propulsor 1 Ab como el anticuerpo
biparatopico anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv indujeron regresiones tumorales (-93 %, p <0.05y -91 %, p
<0.05 respectivamente) (Véase la Fig. 22). La dependencia de la dosis del anticuerpo biparatépico anti-LRP6
MORO8168hIgG1LALA 6475 scfv se evalud y se representa en la Fig. 23.

La inhibicién de la sefalizacion de Wnt en células de cancer colorrectal por ARNip de B-catenina o TCF-4 dominante
negativo provoca un arresto rapido del ciclo celular e induce un programa de diferenciacion intestinal (van der
Wetering y col., (2002), Cell, 111, 241-250; van der Wetering y col., (2003), EMBO Reports, 4, 609-615) Para
determinar si la inhibicion de la sefalizacion de Wnt por los anticuerpos antagonistas de LRP6 tiene consecuencias
similares en los tumores mamarios MMTV-Wnt1 murinos, se examiné la diferenciacion secretora mediante tincion
con Oil Red O para lipidos, un componente principal de la leche. Ratones con tumor MMTV-Wnt1 se trataron con
una sola dosis de PBS (control) o 5 mg/kg anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv 24 h, 72 ho 5 dias después
del tratamiento, se cortaron secciones de aloinjertos de tumor murino congelado a 5 ym de espesor Los portaobjetos
se secaron al aire durante 30-60 minutos a temperatura ambiente y luego se fijaron en formalina al 10 % enfriada
con hielo durante 5-10 minutos. Los portaobjetos se enjuagaron inmediatamente tres veces en dHz0. La tincion con
Oil Red O se realizé usando un kit de tincion Oil Red O (Poly Scientific R & D, Cat # k043). Las diapositivas se
escanearon con escaner ScanScope CS/GL (Aperio Technologies) y las secciones de tejido se analizaron con el
software ImageScope v10.2.1.2315 (Aperio Technologies), utilizando el algoritmo de deconvolucion de color IHC con
un recuento de pixeles positivos. Las imagenes representativas de la tincion con Oil Red O se muestran en la Fig.
24A y la cuantificacion en la Fig. 24B. El grafico representa la media + valores SEM. n = 4 en el grupo de 72 horas, n
= 3 en el grupo de 24 horas, n = 2 en el grupo de 5 dias y n = 1 para PBS (control) y demuestran un aumento en la
tincion de Oil Red O durante el transcurso del tiempo experimentar. En conjunto, estos resultados sugieren que la
inhibicion de la sefalizacion de Wnt en las células tumorales mamarias puede conducir a la detenciéon del ciclo
celular y la induccion de un programa de diferenciacion secretora.

La actividad antitumoral del anticuerpo biparatopico anti-LRP6 MORO08168higG1LALA 6475 scfv se evalud
adicionalmente en el modelo de xenoinjerto mamario MDA-MB-231. Se implantaron 5x10e6 células MDA-MB-231 en
matrigel al 50 % por via subcutanea (s.c.) en ratones atimicos hembra. 31 dias después de la implantacion, los
ratones portadores de tumores MDA-MB-231 (n = 7, promedio de 165 mm)3; rango 99-238 mm?) se trataron con
vehiculo, o anticuerpo biparatopico anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv (3 mg/kg, i.v., qw), y los tumores se
calzaron dos veces a la semana. El anticuerpo anti-LRP6 MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv de anticuerpo biparaftico
dosificado a 3 mg/kg semanalmente, retrasoé significativamente el crecimiento tumoral (T/C = 23 %, p <0,05) (Véase
la Fig. 25).

Ejemplo 14: Evaluacién in vivo de anticuerpos biparatopicos adicionales en el modelo MMTV-Wnt1

Como se describe en el Ejemplo 10, se generaron anticuerpos biparotopicos inversos anti-LRP6 adicionales que
consistian en el anticuerpo de propulsor 3 MOR06475 y los dominios de propulsor 1 ScFv MOR08168 del propulsor.
La capacidad de estos anticuerpos biparatépico (MOR06475hIgG1 LALA_8168scfv_ (VH-3-VL) y MOR06475higG1
LALA_8168scfv_ (VH-4-VL) para inhibir la sefalizacién Wnt1 in vivo, con respecto a MOR08168hIgG1LALA 6475
scfv, se determiné en el modelo MMTV-Wnt1. Los ratones implantados con tumores MMTV-Wnt1 se dosificaron i.v.
con una dosis unica de 5 mg/kg de cada uno de los anticuerpos descritos anteriormente. Las concentraciones
séricas de cada anticuerpo (MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv, MOR06475higG1 LALA 8168scfv_ (VH-3-VL) y
MORO06475hlgG1 LALA 8168scfv_ (VH-4-VL), asi como la expresion del ARNm del gen objetivo de la 3-catenina
Axin2, se analizaron durante un periodo de 5 dias (los puntos de tiempo evaluados fueron 0, 2, 7, 24, 72 y 120 h).
Ambos anticuerpos biparatdpicos inversos mostraron una disminucion significativa en la expresion del ARNm de
axin2 en la misma extension maxima que MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv. La disminucion de la expresion del
ARNmM de axin2 fue mas corta que la observada con MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv, y la sefial volvié a la linea de
base en el punto temporal de 24 h para las dos moléculas biparapicas inversas, lo que concuerda con la disminucion
de la exposicion de estas moléculas. Por debajo de 5 pg/ml a las 24 h en comparaciéon con 120 h para
MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv.

Ejemplo 15: Afinidad de union de un anticuerpo biparatépico por LRP6 PD1/2 Y PD 3/4 recombinante

Las afinidades de union de anti-LRP6 MORO08168higG1LALA 6475 scfv, MOR08168 y MOR6475 a Propulsor
Domains 1-2 de LRP6 (PD1/2, residuos de aminoacidos 19 a 629 de numero de acceso NP002327) y dominios
Propulsor 3-4 de LRP6 (PD3/4, aminoacidos 631-1246 del n° de registro NP002327) mediante resonancia de
plasmén superficial (SPR) usando un Biacore T-100 (GE Healthcare). Para las determinaciones de afinidad, se
diluyé anticuerpo anti IgG Fcy humano antihumano (n° 109-005-098, Jackson Immunology) en tampén de acetato de
sodio 10 mM (pH 5,0) y luego se inmovilizé en un chip CM4 (GE Healthcare, BR-1005- 34) para todas las células de
4 flujos a una densidad de -2000 RU usando quimica de acoplamiento de amina estandar. La superficie de
carboximetil dextrano se activd con una inyeccion de 7 minutos de una relacion 1: 1 de EDC 0,4 M (hidrocloruro de
1-etil-3- [3-dimetilaminopropil] carbodiimida) y NHS 0,1 M (n-hidroxisuccinimida). El exceso de ésteres reactivos se
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bloquearon con etanolamina 1M. anti-LRP6 MORO08168hIigG1LALA 6475 scfv se prepardé a 10 pg/ml en tampon
HBS-EP (GE Healthcare), y se capturd en una célula de flujo separada del chip CM4 a una densidad de ~70 RU a un
caudal de 10 pl/min. PD1/2 y PD3/4 se prepararon como series de dos veces de concentracion comenzando a 50
nM, y se inyectaron a 30 pl/min durante 1 minuto. Esto permitié una fase de disociacion de 40 min sobre la superficie
capturada con scfv anti-LRP6 MORO08168hIgG1LALA 6475 y la superficie de control sin ligandos capturados. Las
superficies se regeneraron dos veces con glicina 10 mM (pH 2,2). Para el analisis de union dual de anti-LRP6
MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv a PD1/2 y PD3/4, se capturé anti-LRP6 MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv en el
chip CM4 inmovilizado con anticuerpo anti IgG Fcy humana. Luego se hizo fluir PD3/4 a una concentracion de
saturacion de 100 nM sobre la superficie a una velocidad de flujo de 30 pl/min durante 30 minutos. Se inyectd una
concentracion de saturacion de 100 nM de PD1/2 inmediatamente después del PD3/4. La constante de disociacion
(Kp), asociacion (ken) y disociacion (Kapagado) las tasas se calcularon a partir de las curvas de union corregidas
restadas de la linea de base utilizando el software BlAevaluation (GE Healthcare).

Se comparé anti-LRP6 MORO08168hIgG1LALA la union de 6475 scfv (anticuerpo biparatépico) a PD1/2 y PD3/4 con
la de MORO08168 (anticuerpo de propulsor 1) y MOR6475 (anticuerpo de propulsor 3). La Fig. 26A muestra las
afinidades de las moléculas correspondientes a los dominios del receptor LRP6, PD1/2 y PD3/4. La K determinadare
de anti-LRP6 MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv para PD1/2 y PD3/4 fue similar a la de MOR08168 a PD1/2 y
MOR6475 a PD3/4, respectivamente. La Fig. 26B muestra las fases de asociacion y disociacion de anti-LRP6
MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv que se une a cada una de las proteinas. La velocidad de liberacion para la union
de anti-LRP6 MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv a PD1/2 es mas lenta que la de PD3/4. Otros estudios demostrados
en los que PD1/2 y PD3/4 se inyectaron secuencialmente indicaron que, como se esperaba, anti-LRP6
MORO08168hIgG1LALA 6475 scfv era capaz de unirse a ambas construcciones de dominio de propulsor (Fig. 26C).

Ejemplo 16: Mutaciones de scFv para mejorar la termoestabilidad de scFv08168 y scFv06475

Este ejemplo describe mutaciones hechas en los scFv de los anticuerpos del propulsor 1y del propulsor 3 y el efecto
del individuo y una combinacion de mutaciones para la estabilidad del scFv como se determina por la estabilidad
térmica. Las mejoras en la estabilidad del scFv se pueden traducir a la estabilidad global de una construcciéon de
anticuerpo que comprende el scFv mutado.

Material y procedimientos
Construcciones

Para moléculas biparatopicas basadas en IgG, scFv06475 se fusiono con el terminal C de MOR08168 IgG1 a través
de un enlazador GlyGlySer para hacer que el anticuerpo biparatopico designado "901" en la Fig. 27
(MORO08168IgG1LALA 6475 scfv), o scFv08168 se fusionara con el C-terminal de MOR06475 IgG1 a través de un
engarce GGS para hacer que el anticuerpo biparatépico se denomine "902" en la Fig. 27.. Para informacion
detallada, consulte otras partes de esta solicitud de patente.

Disefio racional de la biblioteca enfocada para scFv06475 y scFv08168

Se usaron dos enfoques para la seleccion de mutaciones puntuales para estabilizar scFv06475 y scFv08168:
analisis de consenso de secuencia y disefio de mutacién basado en estructura usando modelado de homologia en
Molecular Operating Environment (MOE).

Para el analisis de consenso de secuencia, las secuencias de aminoacidos de los dominios VH y VL de scFv06475,
y de los dominios VH y VL de scFv08168 se BLAST contra la base de datos de secuencia de proteina no redundante
de NCBI. Después de cada ejecucion de BLAST, la secuencia de consulta y las 250 secuencias homologas
superiores se alinearon mediante el programa clustalW. Se usé un programa informatico interno para contar el
aminoacido mas comun en cada posicién de residuo entre las secuencias alineadas. En cada posicién donde el
aminoacido en la secuencia de consulta diferia del aminoacido mas comun en el conjunto de secuencias alineadas,
se disefié una mutacién para mutar el residuo de su aminoacido de tipo salvaje al aminoacido mas comun.

Un modelo de homologia de scFv06475 y un modelo de homologia de scFv08168 se construyeron en MOE. Las
secuencias se leyeron primero en el médulo "editor de secuencia" de MOE. Las estructuras de rayos X existentes
con secuencias homologas se buscaron en el médulo "modelador de anticuerpos" de MOE. La estructura de rayos X
3L5X y 1 W72 se identificaron mediante MOE como las plantillas adecuadas para construir los modelos de
homologia para scFv06475 y scFv08168, respectivamente. Los modelos de homologia luego fueron construidos por
MOE, usando el campo de fuerza CHARMMZ27 para minimizar la energia.

Los modelos producidos por MOE estaban sujetos a cinco etapas de minimizacion de energia y simulacion MD en
NAMD. Los modelos completos fueron minimizados en energia para 5000 pasos en la primera a la tercera etapa, y
con restricciones de 30 kcal/mol/A? aplicado en diferentes conjuntos de atomos. En la primera etapa, las
restricciones se aplicaron a todos los atomos, pero los atomos de la cadena lateral en CDR. En la segunda etapa,
las restricciones se aplicaron a todos los atomos, pero los residuos en CDR. En la tercera etapa, las restricciones se
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aplicaron solo a los atomos de la red troncal. Los modelos fueron luego simulados al vacio por 100 ps en 50 K en la
cuarta etapa, con restricciones de 30 kcal/mol/A? aplicado en los atomos de la red troncal. En la ultima y quinta
etapa, los modelos fueron minimizados en energia para 5000 pasos con restricciones de 30 kcal/mol/A? aplicado en
los atomos de la red troncal. Los modelos después de estas cinco etapas de minimizacion y simulacion MD se
tomaron como los modelos de homologia para el disefio de mutacion basada en la estructura.

Los modelos mutantes se construyeron sobre los modelos de homologia de tipo salvaje. El comando "mutar" del
modulo "psfgen” de VMD se us6 para mutar residuos a los aminoacidos disefiados (William Humphrey y col., (1996)
J. Molecular Graphics, 14: 33-38) Los modelos mutados fueron luego minimizados y simulados en seis etapas. Se
realizaron 5000 pasos de minimizacién de energia en la primera a la cuarta etapa. Restricciones de 30 kcal/mol/A?
se aplicaron en todos los atomos, pero la cadena lateral del residuo mutado en la primera etapa. Se aplicaron
restricciones de la misma fuerza sobre todos los atomos pero el residuo mutado en la segunda etapa. Las
restricciones sobre los atomos de la cadena lateral de los residuos a 5 A del residuo mutado se eliminaron en la
tercera etapa. Las restricciones sobre los atomos de la cadena principal de los residuos a 5 A del residuo mutado
también se liberaron en la cuarta etapa. Con las mismas restricciones que las de la cuarta etapa aplicada, los
modelos mutados fueron simulados al vacio por 100 ps a 50K. Las ultimas instantaneas de las trayectorias de
simulacién se redujeron luego a la energia de nuevo para 5000 pasos, con las mismas restricciones que las de la
cuarta etapa. Estos modelos minimizados se tomaron como los modelos de homologia de los mutantes.

Construccion, expresion y purificacion de bibliotecas basadas en placas en el sistema de E. coli

La mutagénesis de alto rendimiento se realizd6 usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange XL
(Stratagene). Los cebadores se disefiaron de acuerdo con el software de disefio de cebadores Mutaprimer y se
ordenaron a IDT en un formato de 96 pocillos con concentraciones normalizadas. El volumen de la reaccién de
sintesis de cadena mutante se redujo de 50 a 25 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en la placa de PCR de 96
pocillos. Después del ciclo, se afiadieron 0,5 ul de enzima Dpnl a cada reaccion de amplificacion y se incubaron a 37
°C durante 2 h para digerir el ADNds parental. La transformacion se realizé6 afiadiendo 2 ul de reaccion de
mutagénesis digerida con Dpnl en 20 pl de células competentes de Acella quimica en una placa PCR de 96 pocillos.

Se recogieron tres colonias individuales de cada placa de transformacion para expresion y purificacion. La expresion
se realiz6 en dos placas de 96 pozos profundos utilizando medios de autoinduccidon. Se guardaron alicuotas de
cultivo bacteriano como reservas de glicerol y se enviaron para analisis de secuenciacion. El pelet bacteriano
combinado de las dos placas para cada colonia individual se lisd y se purificé con el sistema de purificacion de
proteinas MagneHis de Promega. El instrumento KingFisher se configuré para una purificacion de alto rendimiento.
Se afiadiéo NaCl 1 M a la lisis y al tampo6n de lavado para mejorar la pureza de la proteina. La proteina se eluy6 con
100 pl de imidazol 300 mM en PBS. La cantidad de proteina se verifico brevemente con Coomasie plus (Thermo)
con el fin de determinar la cantidad 6ptima de proteina para la Fluorimetria de Barrido Diferencial (DSF).

Cribado de mutaciones termoestables por DSF y Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Dependiendo de la cantidad de proteina purificada para cada muestra, usualmente se usaron de 10 a 20 ul de
elucioén para el analisis de DSF. Especificamente, se mezclaron muestras de 10-20 pl con Sypro Orange (Invitrogen)
de una dilucién final a 1: 1000, en un volumen total de 25 ul en PBS. Las muestras fueron procesadas por BioRad
CFX1000 (25 °C durante 2 minutos, luego incrementé 0.5 °C durante 30 segundos, de 25 a 95 °C). Los éxitos se
definieron como Tm por encima de 2C por encima de scFv de tipo salvaje. La actividad de unién a scFv se
determiné mediante ELISA de un punto.

Produccién de proteinas en células de mamiferos

Se introdujeron mutaciones en la construccion de mamifero pRS5a que tiene scFv06475 o scFv08168 con etiqueta
His. Las construcciones se expresaron transitoriamente en 50 ml de células en suspension 293T. Brevemente, se
mezclé PEI con 50 ug de ADN a 1: 3 para una eficacia de transfeccion éptima. Las células a 1,4 e6 por ml se usaron
para la transfeccion. Las células transfectadas se recolectaron después de seis dias de incubacién en CO, camara
de 80 rpm agitando en un matraz de papel de filtro de 250 ml. El sobrenadante se concentré a alrededor de 1 mi
para una recuperacion proteica optima. La proteina se purifica manualmente mediante el kit MagneHis de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La proteina purificada se dializ6 en PBS durante la noche con cambio de
tampones. Se usaron muestras de proteina antes o después de la didlisis para el analisis DSF.

Medida de afinidad para scFv

La CEsp de union de scFv frente a la proteina LRP6 se midié mediante ELISA. La placa Maxisorp se revistid con
LRP6-Fc (R & D Sysytems, catalogo N°: 1505-LR) a 3 pg/ml a 4 °C durante la noche. La placa se bloque6 con 50 pl
de BSA al 2 % durante una hora y se lavo cinco veces con la solucion de lavado. Las muestras se diluyeron con
BSA al 1 % en consecuencia. La placa se incubd a TA durante 1 hora y se lavd 3 veces. La deteccion se realizo
mediante la adicion de 50 pl de pentaHis-HRP (Qiagen Mat. No. 1014992) a una dilucion 1: 2000 en BSA al 1 %, se
incubd a TA durante 1 hora y se lavd 3 veces. Se afnadieron 50 pl de reactivo sustrato A mas B (sistemas de R & D),
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luego se incubaron durante 5-20 minutos dependiendo del color. La reaccién se detuvo mediante la adicion de 25 pl
de la solucién de detencion, seguido de la lectura de la placa a 450 nm.

Los experimentos de cinética se realizaron utilizando el biosensor Proteon XPR36 de BioRad. Todos los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente usando PBST (solucién salina tamponada con fosfato con 0,05
% de Tween-20) como tampon de ejecucion. Todos los seis canales verticales en un chip GLM se activaron durante
5 minutos a un caudal de 30 pl/min usando una mezcla recién preparada de EDC (400 mM) y sNHS (100 mM). Anti-
His IgG1 de raton (sistemas R & D, catalogo No: MABO050) se diluyé a 20 ug/ml en acetato de sodio 10 mM, pH 5,0 y
se acoplo al chip durante 5 min a lo largo de canales verticales separados a un caudal de 30 ul/min. A continuacion,
se inyectd 1 M de etanolamina durante 5 minutos a 30 pl/min para desactivar los grupos de sNHS no reaccionados.
A continuacion, se inmovilizaron 2 ug/ml de ScFv MOR08168 de tipo salvaje o 2 ug/ml de MOR08168 D1 mutante en
diferentes canales verticales durante 15 segundos a 100 pl/min seguido de dos inyecciones de 1 minuto del tampdn
de ejecucion a 30 pl/min en direccion horizontal. El sexto canal vertical se utilizd como referencia de canal y no se
inmovilizé ligando en este canal. Se prepard una serie de dilucion de un antigeno homodimero de 360 KD LRP6-Fc
(sistemas de | + D, catalogo N°: 1505-LR) a concentraciones finales de 300, 100, 33, 11y 3,7 nM e inyectada a 30
pl/min a lo largo de cada horizontal canal. La asociacion se controlé durante 5 minutos y la disociaciéon se controld
durante 20 minutos. Se inyectd buffer en el sexto canal para que sirva como referencia de fila para la correccion de
deriva de linea base en tiempo real. La superficie del chip se regeneré aplicando acido fosférico al 0,85 % a 100
plI/min durante 18 s en la direccidon horizontal, seguido de la misma condicién de funcionamiento en la direccion
vertical.

El analisis cinético del Proteon se realizé en Proteon Manager v.2.1.1. Cada dato de punto de interaccion fue restado
por una referencia de canal seguida por una referencia de fila para corregir el desplazamiento de referencia en
tiempo real. Los datos procesados se ajustaron globalmente a un modelo de analito bivalente.

Resultados

La mutagénesis, expresion y purificacion en placas en E. coli permiti6 un cribado mas eficiente de las
bibliotecas centradas

Con el fin de lograr un alto rendimiento para facilitar el analisis en sentido descendente, se probd el efecto de la
secuencia lider en la expresion. Se demostrod que el lider con pelB arrojé la mayor cantidad de proteina purificada
entre los siete lideres analizados, como se muestra en la figura 28A. Varias cepas bacterianas, incluyendo BL21
(DE3), XL-1 Blue y W3110 se probaron para la expresion con induccion de IPTG. El nivel de expresion de
scFv06475 en BL21 (DE3) fue mayor que en XL-1 azul y ligeramente mas alto que en W3110, como se muestra en
la figura 28B. Con el fin de facilitar la clonacion, transformacion y expresion de mutagénesis, se utilizé Acella (un
derivado de BL21) para todos los experimentos posteriores, ya que la clonacién y la expresion se pueden realizar en
la misma cepa con alta eficacia. La proteina se purifico del lisado celular mediante KingFisher usando el kit
MagneHis. El rendimiento estimado para scFv08168 fue de alrededor de 10 pg por muestra de pozos combinados
de placas de cultivo de pozos profundos, de los cuales 2 ug se usaron para el analisis de termoestabilidad de DSF.
El cribado de HTP basado en placa ha acortado el tiempo significativamente a alrededor de una semana desde
imprimadores hasta golpes con termoestabilidad mejorada.

Mejora de la termoestabilidad de scFv por mutacion de punto unico de bibliotecas enfocadas

Se defini6 como una mejora para la termoestabilidad mejorada la mejora de la Tm al menos 1 °C por encima del tipo
salvaje de manera consistente. Hubo 9 aciertos de un total de 51 variantes confirmadas por secuencia para
scFv06475 y 15 aciertos de un total de 83 variantes confirmadas por secuencia para scFv08168. Los éxitos
seleccionados se muestran en la Fig. 28 para scFv06475 y la Fig. 29 para scFv08168.

Se usaron dos enfoques para la seleccion de mutaciones puntuales para estabilizar scFv06475 y scFv08168:
analisis de consenso de secuencia y disefio de mutacion basado en estructura. Entre las 250 secuencias superiores
homdlogas al dominio VH de scFv06475, la posicion VH: 34 estaba ocupada comunmente por Met (45 %) o Val (48
%) (todo el sistema de numeracion en el texto es del sistema de Kabat). Sin embargo, esta posiciéon era un residuo
de Gly en la secuencia de tipo salvaje de scFv06475. Dos mutantes, VH: G34M y VH: G34V, se disefiaron para
mutar el aminoacido natural a los aminoacidos mas populares en esta posicion. Como se enumera en la Fig. 28, el
mutante VH: G34V mostré consistentemente una mayor estabilidad que el scFv06475 de tipo salvaje cuando se
expreso y purifico mediante dos protocolos diferentes. EI mutante VH: G34M no se expresd bien en bacterias,
probablemente debido a una secuencia incorrecta causada por errores en el procedimiento de PCR.

Con base en el mismo andlisis de consenso de secuencia, las mutaciones de VH: 134M, VH: G50S, VH: W52aG y
VH: H58Y se disefiaron para mutar los residuos en scFv08168 a los aminoacidos de consenso en sus 250
secuencias homologas superiores. Como se muestra en la Fig. 30, estas mutaciones mejoraron la Tm de scFv08168
en7,5°C, 3,0°C, 7,0°Cy 3,5 °C, respectivamente.

En el enfoque basado en la estructura, un modelo de homologia de scFv06475 y un modelo de homologia de
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scFv08168 se construyeron primero con MOE y luego se minimiz6 la energia con NAMD. Estos modelos fueron
luego inspeccionados visualmente en busca de posibles mutaciones para mejorar la interaccion local. Se disefiaron
mutaciones en varios residuos de scFv06475 y scFv08168, basadas en cinco interpretaciones biofisicas de la
estabilidad de la proteina.

El primer enfoque fue aumentar el tamafio de las cadenas laterales en el nucleo de proteina para mejorar el
empaque. Unos pocos residuos hidréfobos con cadenas laterales enfrentadas al nicleo de proteina se mutaron a
cadenas laterales mas grandes para mejorar el empaquetamiento alrededor de estos residuos. Después del cribado,
se encontraron tres mutaciones disefiadas mediante este enfoque para mejorar la estabilidad de scFv08168. Como
se enumera en la Fig. 30, las mutaciones VH: 134F, VL: V47L y VL: G64V mejoraron la temperatura de fusion del
scFv08168 en 4.0 °C, 2.5 °C y 2.0 °C, respectivamente.

El segundo enfoque fue mutar los residuos hidréfobos en residuos aromaticos para formar la interaccion de
apilamiento pi-pi. En el modelo de homologia scFv06475 de tipo salvaje, como se muestra en la figura 33a, la
cadena lateral del residuo VH: 137 estaba muy cerca de dos residuos aromaticos de VH: W103 y VL: F98. La
distancia mas proxima entre cualquier atomo de cadena lateral que no sea hidrégeno de VH: 137 y cualquier atomo
de cadena lateral no de hidrégeno de VH: W103 fue 3,82A. La distancia de contraparte entre VH: 137 y VL: F98 fue
de 3.77A. Como se muestra en la figura 33b, se formaron dos interacciones de apilamiento pi-pi perpendiculares
cuando se introdujo un residuo de Phe a esta region local a través de la mutacion VH: 137F: una entre VH: F37 y VH:
W103, y la otra entre VH: F37 y VL: F98. La interacciéon de apilamiento de pi-pi recién formada debe ser mas fuerte
que la interaccion hidrofébica original en esta region localizada, ya que la temperatura de fusion de scFv6475 se
mejord por esta mutacion de 61 a 64,5°C (figura 28). La mutacion VH: M95F también mejord la estabilidad de
scFv06475 formando interaccion de apilamiento de pi-pi con VH: W50 y VH: F100 (figura 29). La Tm se mejor6 de
61 a64.5°C.

El tercer enfoque fue mutar residuos no cargados a residuos cargados para formar puentes de sal. El residuo VH:
K43 de scFv6475 no formd un puente de sal con residuos vecinos en el modelo de homologia. Dado que la cadena
lateral VH: V85 encarada directamente a VH: K43 en el modelo de homologia de scFv06475 (figura 33e), se mutd a
carga negativa para formar un puente de sal con VH: K43. Como se muestra en la figura 33f, la distancia entre los
atomos no hidrégeno de la cadena lateral VH: E85 mutada y los atomos no hidrégeno de la cadena lateral VH: K43
podria ser tan corta como 2,61 A, lo que sugiere que podria establecerse un puente salino entre los dos residuos La
estabilidad mejorada de scFv6475 sobre la mutacion VH: V85E enumerada en la figura 29 de hecho respaldaba la
l6gica de disefio en esta posicion.

El cuarto enfoque fue mutar los residuos hidrofébicos en residuos polares para establecer enlaces de hidrogeno.
Como se ilustra en la Fig. 33c, el residuo VH: V33 hidrofobo estaba cerca de un residuo polar VH: N100a en el
modelo de homologia de scFv08168. Cuando se inserta un residuo polar en esta region a través de la mutacion VH:
V33N, se puede formar un enlace de hidrégeno adicional entre VH: N33 y VH: N100a. El modelado de homologia
sugirié que la distancia entre el atomo ND2 de VH: N33 y uno de los atomos OD de VH: N100a podria ser tan corta
como 2.80 A, que estaba dentro del rango de un enlace de hidrégeno, como se muestra en la figura 33d. Como se
muestra en la Fig. 29, esta mutacion VH: V33N mejoro la estabilidad de scFv08168 en 2.0 °C. Del mismo modo, la
mejora de la estabilidad de la mutacion VL: D93N en scFv06475 (véase la Fig. 29) podria atribuirse a la geometria
de enlace de hidrogeno mejorada con VL: Q27 y VL: Q90.

Basandose en la observacion sorprendente en el modelo de homologia de scFv08168 de que dos residuos polares
de VL: T78 y VH S49 estaban rodeados de cadenas laterales puramente hidrofobas, el quinto enfoque se utilizo para
mutar los dos residuos polares en el entorno de otra manera hidrofébico a no residuos polares Dos residuos polares
de VL: T78 y VH: S49 estaban rodeados por cadenas laterales puramente hidrofébicas. Como se enumera en la Fig.
29, las mutaciones VL: T78V y VH: S49A aumentaron la temperatura de fusion de scFv08168 en 2.5 °C y 5.5 °C,
respectivamente.

Se realizé un ELISA de un punto para evaluar la actividad de unién. Ciertos impactos se eliminaron debido a la
reduccion o pérdida de la actividad vinculante hacia LRP6. Por ejemplo, la mutacion VH W052aG de scFv08168
mejoré Tm en 7 °C, pero mostrd una actividad de unién mucho mas reducida en comparacion con scFv08168 de tipo
salvaje. Por lo tanto, no fue seleccionado para un analisis posterior.

La presencia de imidazol 300 mM en el tampdn de elucidn a veces causaba un cambio global de Tm por DSF, como
se observd en scFv06475. Pero el efecto no afectd el ranking de Tm. También hubo diferencia en la proteina
producida en E. coli frente a las células de mamifero para scFv06475, como se muestra en la Fig. 28. Por el
contrario, la presencia de imidazol tiene un efecto minimo sobre la Tm de scFv8168, como se muestra en la Fig. 30 y
Fig. 31. Ademas, el valor de Tm permanecié sin cambios para la proteina producida a partir de E. coli o de
mamiferos para scFv08168, como se muestra en la Fig. 31. Tanto si hubo un cambio en Tm como si no, la
clasificacion de Tm permanecio igual.

Para confirmar el efecto de la termoestabilidad en proteinas producidas en células de mamifero, estas mutaciones
se introdujeron en la construccion para el vector de expresiéon de mamifero y se expresaron en células en
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suspension 293T. Fueron purificados por cuentas de MagneHis. Se verificd la Tm y se confirmaron las coincidencias
para una termoestabilidad mejorada en las proteinas expresadas en células de mamiferos como se muestra en la
Fig. 31 para scFv08168. La mutacién de punto Unico con la mejora mas alta de termoestabilidad para scFv08168 es
VH: I134M con una mejora de 7,5 °C.

Combinacion de mutaciones para mejorar atiin mas la termoestabilidad

Para mejorar aun mas la termoestabilidad, las mutaciones Unicas que mejoraron la termoestabilidad del scFv se
combinaron para producir mutaciones dobles en scFv08168. Como se muestra en la Fig. 31, los efectos aditivos se
observaron para la mayoria de los mutantes dobles, incluido D1, que mostré6 una mejora de 12,5 °C mediante la
combinacion de dos mutaciones de VH: I134M y VH: S49A, mientras que la Unica mutacion se dirigié a 7.5 y aumento
de 5,5 °C en Tm, respectivamente.

Los mutantes termoestables se caracterizan por la union y la actividad funcional

Anadlisis de afinidad ELISA CEsp se llevd a cabo para el tipo salvaje scFv08168 y scFv06475 y variantes. Como se
muestra en la Fig. 32, para scFv08168, los aciertos mostraron CE comparables en su mayoriaso como scFv08168 de
tipo salvaje, con algunos mutantes parece ser un poco mas activo que el tipo salvaje, incluido el doble mutante D1.
Esto se confirmd con la medicion de afinidad de Proteon y la actividad de ensayo basada en células STF (realizada
como se ha descrito anteriormente en esta solicitud (Materiales y Procedimientos, seccion 8), como se muestra en la
Fig. 32. Las clasificaciones de afinidad por Octet de scFv08168 mostraron que eran comparables a tipo salvaje
(datos no mostrados), en el analisis de cinética de Proteon, KD de D1 fue de 2,55 nM, mientras que KD de tipo
salvaje fue de 3,82 nM (Fig. 32).

Para scFv06475, hubo dos mutaciones que afectan a la actividad detectada por ELISA y analisis de cinética de
Proteon. Especificamente, en ELISA, VH: G34V y VH: I137F mostré CEsy para ser 27 nM y 4,3 nM, respectivamente,
en comparacion con el tipo salvaje de 0,76 nM. En el analisis de Proteon, VH: G34V y VH: I39F mostraron una caida
significativa en la velocidad de desconexién (datos no mostrados).

Mejora de la termoestabilidad de las moléculas biparatopicas

Para las moléculas de fusion basadas en IgG 902 y la version mutante 902T, el primer pico de Tm se desplazé de 47
°C a 62 °C. Este pico corresponde al despliegue de scFv08168. El segundo pico cambi6 de 72 °C a 76 °C. Este pico
corresponde a Fab06475, como se muestra en la Fig. 34.

Discusion

El disefo racional basado en el analisis de secuencias y el modelado de homologia ha producido mutaciones
termoestables para scFv. En los ejemplos actuales, la tasa de aciertos fue de alrededor del 18 % tanto para
scFv08168 como para scFv06475. La mejora mas significativa fue un aumento de 7,5 °C en Tm sobre el tipo salvaje
mediante una Unica mutacion puntual VH: 134M en scFv08168. En la perspectiva de la secuencia, esta posicion se
conservo altamente para Met. Estructuralmente, una cadena lateral hidrofdbica mas grande en esta posicion podria
mejorar el empaque alrededor de este residuo. Otra mutacion puntual VH: S49A en la variante scFv08168 aumento
la Tm en 5 °C. Esta mutacion fue seleccionada por modelado de homologia. Aunque esta posicion es mas
conservada para Ser que para Ala, estructuralmente Ala puede caber mejor debido a la falta de cadena lateral polar
alrededor de este residuo.

Para el disefio de mutacion basada en la estructura que usa el modelado de homologia, se utilizé una combinacion
de mecanismos. En scFv06475 y scFv08168, se descubrieron impactos positivos por cada una de las cinco
consideraciones biofisicas: mejora del empaquetamiento, mas apilamiento Pi-Pi, mas enlaces de hidrégeno, mas
puentes salinos y eliminacion de grupos polares enterrados. Fue por esta combinacién de mecanismos que se
identificaron un total de 10 mutaciones estabilizadoras, como se enumera en la Fig. 29 y 30.

La combinacion de mutaciones identificadas para mejorar la estabilidad térmica ("mutaciones beneficiosas") mejora
aun mas la termoestabilidad si estuvieran ubicadas en diferentes areas. Esto se demostré en el caso de scFv08168.
Cuando se combinaron la mutacion beneficiosa VH: 134M y VH: S49A, la Tm se aument6 adicionalmente a 62,5 °C
frente a la de tipo salvaje a 49 °C. Esto fue un aumento de 13.5 °C sobre el tipo salvaje, donde la mutacion individual
VH 134M y VH: S49A elevaron cada una Tm en 7.5 °C y 5 °C respectivamente. Esta fue una indicacion clara para el
efecto aditivo.

I34M estaba muy cerca de CDR1-H de scFv08168, sin embargo, la mutacion no afecto la afinidad de union como se
evidencia por una serie de ensayos. La CDR juega un papel en el scFv global o en la estabilidad total del anticuerpo.
Se puede lograr una mejora significativa mediante la ingenieria de residuos cerca de la region CDR usando los
procedimientos descritos, siempre que la mutacion no afecte a la afinidad y especificidad de union.

La mayoria de las mutaciones estabilizadoras se han localizado en VH. De las 15 mutaciones estabilizadoras
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enumeradas en las Fig. 29 y 30, 11 fueron mutaciones en el dominio VH mientras que solo 4 estaban en el dominio
VL.

Cuando se incorporaron a IgG u otros formatos (por ejemplo, fusiones de albumina sérica), la VH y VL estabilizadas
condujeron a una mejora espectacular en la termoestabilidad de las moléculas. Para la fusion de IgG, la Tm inferior
de 47°C corresponde a la Tm de scFv08168, mientras que el pico mas alto a 72,5°C corresponde a la Tm de CH2 y
Fab06475. La incorporacion de dos mutaciones VH: I34M y VH: S49A ha mejorado la Tm de scFv08168 de 47 °C a
62 °C, mientras que la incorporacion de VH: M95F en 6475 mejor6 la Tm de Fab de 72.5 °C a 76 °C. La mejora no
solo se mostré en scFv en si, sino también en Fab debido a la estabilidad mejorada de VH y VL. Esto puede
proporcionar una estrategia mas general para mejorar la estabilidad general del anticuerpo.

El disefio racional junto con el cribado de HTP en el sistema de E. coli ha ofrecido un tiempo de respuesta muy
rapido y una alta tasa de aciertos. La Tm medida con materiales de E. coli se correlacionaba con la de mamiferos, o
la clasificacion seguia siendo la misma. Este proceso de cribado muy simplificado se implementé como HTP en E.
coli. La mutagénesis, la transformacion, la expresion y la purificacion basadas en placas redujeron el tiempo a
menos de una semana. Usando los procedimientos descritos en el presente documento, se pueden realizar varias
mutaciones en scFv u otros fragmentos de unién a antigeno y seleccionarse para la estabilidad térmica. Estos scFv
mutados o fragmentos de unién a antigeno se pueden usar luego como componentes de constructos de anticuerpos
mas grandes tales como anticuerpos biparatdpicos, para conferir dicha estabilidad a la construcciéon de anticuerpo
mas grande.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Ettenberg, Seth Alexander
Cong, Feng

Hartlepp, Felix

Klagge, Ingo Markus

<120> Composiciones y procedimientos de uso para anticuerpos de proteina 6 relacionados con lipoproteinas de

baja densidad (LRP6) terapéuticos
<130> PAT054171-WO-PCT
<150> 61/331985

<151> 2010-05-06

<160> 208

<170> FastSEQ para Windows version 4.0
<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 1

Asp Tyr Val Ile Asn
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 2

Gly Ile Ser Trp Ser Gly Val Asn Thr His Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210>3
<211>15
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 3

Leu Gly Ala Thr Ala Asn Asn Ile Arg Tyr Lys Phe Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 4
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<211> 10

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 4

Ser Gly Asp Ser Leu Arg Asn Lys Val Tyr
1 5 10

<210>5

<211>6

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 5

Lys Asn Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 6

Gln Ser Tyr Asp Gly Gln Lys Ser Leu Val
1 5 10

<210>7

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 7

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
1 5

<210>8
<211>6
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 8

Ser Trp Ser Gly Val Asn
1 5

<210>9

<211> 15

94



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400>9

ES 2 659 406 T3

Leu Gly Ala Thr Ala Asn Asn Ile Arg Tyr Lys Phe Met Asp Val

1
<210> 10
<211>6
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 10

Asp Ser Leu Arg Asn Lys

1
<210> 11
<211>2
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 11

Lys Asn
1

<210> 12

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 12

Tyr Asp Gly Gln Lys Ser Leu

1
<210> 13
<211> 105
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 13

5

5

5

10
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1
Thr Ala
Trp Tyr

35
Asn
50

Asn

Asn
Gly

65

Ala Asp

Gly Gly

<210> 14
<211> 124

<212> PRT

Glu
Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr

Gly

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Lys
Ser

Pro

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85
Thr Lys

100

<213> Homo Sapien

<400> 14

Gln Val
1
Ser Leu

Val Ile

Ser Gly
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Val Trp

Gln
Arg
Asn
Ile
Arg
Met
Leu

Gly

Leu Val

Leu Ser
Trp Val
Ser Trp

Phe Thr

Gln

Leu

Glu
Cys
Arg
Ser

Ile

Ser Tyr

Thr val

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Val
55

Ser Arg

70

Ser
85
Ala

Asn

Gly
100

Gln Gly

115

<210> 15

<211> 315

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 15

gatatcgaac
tegtgtageg
gcgecagtte
ggatccaaca
gcggattatt
aagttaaccg

<210> 16
<211> 372

<212> ADN

tgacccagcc
gcgattctcet
ttgtgattta
gcggcaacac
attgccagtc
tecta

<213> Homo Sapien

<400> 16

Leu

Thr

Thr

Arg Ala

Ala Asn

val
120

Leu

gccttcagtg
tcgtaataag
taagaataat
cgcgaccctg
ttatgatggt

Ser
Asp
25

Ala
Glu

Ser

Asp

Gly
Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
Asn

105
Thr

ES 2 659 406 T3

Val
10
Ser

Pro
Arg
Gly

75

Gly
90

Leu
105

Gly
10
Gly

Gly
Thr

Asn
75
Asp
90
Ile

Vval

agcgttgcac
gtttattggt
cgtccctcag
accattagcg
cagaagtctc

Ser
Leu
Val
Phe
Thr

Gln

Leu
Phe
Lys
His
Ser
Thr
Arg

Ser

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Tyr Lys

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu

Leu

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

Val
95

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ser

caggtcagac
accagcagaa
gcatcccgga
gcactcaggc
ttgtgtttgg

96

cgcgegtatce
acccgggcag
acgctttage
ggaagacgaa
cggcggcacg

60

120
180
240
300
315



10

15

20

25

caggtgcaat
agctgegegg
cctgggaagg
gctgattctg
ctgcaaatga
gctactgcta

acggttagct
<210> 17
<211> 211

<212> PRT

tggtggaaag
cctecggatt
gtctecgagtg
ttaagggtcg
acagcctgceg
ataatattcg
ca

<213> Homo Sapien

<400> 17

Asp Ile
1

Thr Ala

Trp Tyr

Asn

50
Asn

Asn

Gly
65
Ala Asp

Gly Gly

Ser Val

Glu
Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr
Gly

Thr

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Lys
Pro Ser

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

cggcggcggce
taccttttet
ggtgageggt
ttttaccatt
tgcggaagat
ttataagttt

Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85
Thr Lys
100

Leu Phe

115

Ala Thr
130
Val Ala
145
Thr Thr

Leu Ser

Gln Val

Leu
Trp
Pro
Leu

Thr

Val Cys

Lys Ala

Gln
Leu
Pro
Leu

Asp

Ser Tyr

Thr val
Ser
120
Ser

Pro

Ile
135

Ser Ser

150

Ser Lys
165
Thr Pro
180

His Glu

195

Glu Cys

210

<210> 18

<211> 454

<212> PRT

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 18

Gln
Glu

Gly

Ser Asn

Gln Trp

Thr
200

Ser

ES 2 659 406 T3

ctggtgcaac
gattatgtta
atttcttggt
tcacgtgata
acggccgtgt
atggatgttt

Val
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Thr
75

Gln

Ser Gly

Asp Gly

Leu Gln
105

Ser

Gly

Glu Glu

Asp Phe Tyr

Pro Val Lys

155
Tyr

Asn Lys

170

Lys Ser His

185
Val

Glu Lys

cgggcggcag
ttaattgggt
ctggtgttaa
attcgaaaaa
attattgcge

ggggccaagg

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Pro Lys

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu
Leu

Ala

cctgegtcetg
gcgecaagece
tactcattat
caccctgtat
gcgtettggt
caccctggtg

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

val
95

Ala Pro

110

Gln
125
Gly

Leu

Pro
140
Ala Gly

Ala Ala

Arg Ser

Ala
Ala
Val
Ser

Tyr

Asn Lys

Val Thr

Glu Thr
160
Ser Tyr
175

Ser Cys

190

Thr Val

205

Ala

Pro Thr

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

97

60

120
180
240
300
360
372



10

Ser Leu Arg

Val Ile Asn
35
Ser Gly Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Arg Leu

Val Trp Gly
115
Gly Pro Ser
130
Gly Thr Ala
145
Val Thr Vval

Phe Pro Ala

Val Thr val
195
Val Asn His
210
Lys Ser Cys
225
Ala Ala Gly

Thr Leu Met

Val Ser His
275
Val Glu Vval
290
Ser Thr Tyr
305
Leu Asn Gly

Ala Pro Ile

Pro Gln Val
355
Gln Val Ser
370
Ala Val Glu
385
Thr Pro Pro

Leu Thr Val

Ser Val Met

435

Ser Leu Ser
450
<210> 19
<211> 633

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 19

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gln
Val
Ala
Ser
Val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu

His

Lys
Glu
340
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
420
His

Pro

Ser
Val
Trp
Thr
Ser
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys

Glu

Gly

Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Vval
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser

Ala

Lys

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
val
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser

Arg

Leu

Ala
Ala
40

Val
Arg
Ala
Asn
Val
120
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
val
280
Thr
val
Cys
Ser
Pro
360
vVal
Gly
Asp

Trp

His
440

ES 2 659 406 T3

Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
105
Thr
Pro
Vval
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

425
Asn

10
Gly

Gly
Thr
Asn
Asp
Ile
Val
Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
val
Pro
Phe
250
val
Phe
Pro
Thr
Val
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410

Gln

His

Phe
Lys
His
Ser
75

Thr
Arg
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
315
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
395
Phe

Gly

Tyr

Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe

Asn

Thr

98

Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Lys
Ala
125
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
205
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Met
365
Pro
Asn
Leu

val

Gln
445

Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
Val
Ala
Pro
val
270
val
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

430
Lys

15
Asp

Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Met
Thr
Ser
Glu
His
175
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
255
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415

Ser

Ser

Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Asp
Lys
Gly
Pro
160
Thr
val
Asn
Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys

Cys

Leu



10

15

20

25

30

35

gatatcgaac
tcgtgtageg
gcgccagtte
ggatccaaca
gcggattatt
aagttaaccg
tctgaggage
ggageegtga
accacaccct
cctgagcagt
gtggagaaga

<210> 20
<211> 1362

<212> ADN

tgacccagce
gcgattctcet
ttgtgattta
gcggcaacac
attgccagtce
tcctaggtca
ttcaagccaa
cagtggectg
ccaaacaaag
ggaagtccca
cagtggcccce

<213> Homo Sapien

<400> 20

caggtgcaat
agctgcgegg
cctgggaagg
gctgattctg
ctgcaaatga
gctactgcta
acggttagcet
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
agagttgagce
gcagcggggg
tececeggacce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcecegggagg
cccagcgaca
acgcctceceg
aagagcaggt
aaccactaca

<210> 21
<211>5

<212> PRT

tggtggaaag
ccteeggatt
gtctcgagtg
ttaagggtcg
acagcctgeg
ataatattcg
cagcctcecac
ggggcacagc
cgtggaactce
caggactcta
cctacatctg
ccaaatcttg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agatgaccaa
tcgeegtgga
tgctggactc

ggcagcaggyg
cgcagaagag

<213> Homo Sapien

<400> 21

Val Asn Gly Met His

1
<210> 22
<211> 16

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 22

gccttcagtg
tcgtaataag
taagaataat
cgcgaccctg
ttatgatggt
gcccaaggcet
caaggccaca
gaaggcagat
caacaacaag
cagaagctac
tacagaatgt

cggcggcggce
taccttttet
ggtgagcggt
ttttaccatt
tgcggaagat
ttataagttt
caagggtcca
ggccetggge
aggcgcecectg
ctcectcage
caacgtgaat
tgacaaaact
cttecctette
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgggtggte
gtgcaaggtc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
ccteteectg

ES 2 659 406 T3

agcgttgcac
gtttattggt
cgtcecctcag
accattagcg
cagaagtctc
gcececcetegg
ctggtgtgte
agcagccecyg
tacgcggecca
agctgccagg
tca

ctggtgcaac
gattatgtta
atttcttggt
tcacgtgata
acggccgtgt
atggatgttt
teggtcettcee
tgcctggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacatgcc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectet
tcatgctcceg
tctececgggta

caggtcagac
accagcagaa
gcatccecgga
gcactcaggc
ttgtgtttgg
tcactctgtt
tcataagtga
tcaaggceggyg
gcagctatct
tcacgcatga

cgggcggcag
ttaattgggt
ctggtgttaa
attcgaaaaa
attattgcge
ggggccaagg
ccctggecace
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgececte
gcaacaccaa
caccgtgcecee
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
ccctcccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aa

99

cgcgegtate
acccgggcag
acgctttage
ggaagacgaa
cggcggecacg
ccegecectee
cttctacceg
agtggagacc
gagcctgacg
agggagcacc

cctgegtcetg
gcgccaagcece
tactcattat
caccctgtat
gcgtettggt
caccctggtg
ctcctccaag
ccccgaacceg
cceggetgte
cagcagcttg
ggtggacaag
agcacctgaa
cctcatgatc
ccctgaggtce
gccgcgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgeccceca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
633

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 659 406 T3

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

1 5 10
<210> 23
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 23

Tyr Asp Tyr Ile Lys Tyr Gly Ala Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 24

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr Val His
1 5 10

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 25

Gly Asp Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 26

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 26

Thr Arg Thr Ser Thr Pro Ile Ser Gly Val
1 5 10

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 27

Gly Phe Thr Phe Ser Val Asn
1 5

100

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 659 406 T3

<210> 28

<211>5

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 28

Asp Gly Met Gly His
1 5

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 29

Tyr Asp Tyr Ile Lys Tyr Gly Ala Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 30

Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr
1 5

<210> 31

<211>3

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 31

Gly Asp Ser
1

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 32

Thr Ser Thr Pro Ile Ser Gly
1 5

101



10

15

20

25

30

35

<210> 33

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 33

Asp Ile Glu Leu
1

Thr Ala Arg Ile

20
His Trp Tyr Gln
35
Gly Asp Ser Asn
50

Asn Ser Gly Asn
65

Asp Glu Ala Asp

Val Phe Gly Gly
100

<210> 34

<211>119

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 34

Gln Val Gln Leu

1
Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met His Trp
35

Ser Val Ile Asp
50

Gly Arg Phe Thr

65

Gln Met Asn Ser

Arg Tyr Asp Tyr

100
Thr Leu Val Thr
115

<210> 35

<211>107

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 35

Thr
Ser
Gln
Arg
Thr
Tyr

85
Gly

val
Ser

val

Gly
Ile
Leu
85

Ile

Val

Gln
Cys
Lys
Pro
Ala
70

Tyr

Thr

Glu
Cys

Arg

Met
Ser
70

Arg
Lys

Ser

Pro
Ser
Pro
Ser
55

Thr

Cys

Lys

Ser
Ala

Gln

Gly
Arg
Ala
Tyr

Ser

Pro
Gly
Gly
40

Gly
Leu

Thr

Leu

Gly
Ala
Ala

40
His

Asp
Glu

Gly

ES 2 659 406 T3

Ser
Asp
25

Gln
Ile
Thr

Arg

Thr
105

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp

Ala
105

Val
10

Asn
Ala
Pro

Ile

Thr
90
val

Gly
10
Gly

Gly

Tyr
Ser
Thr

90
Phe

Ser Vval

Ile Gly

Pro Val

Glu
Ser
75

Ser

Leu

Leu
Phe

Lys

Tyr
Lys
75

Ala

Asp

Arg
60
Gly

Thr

val
Thr

Gly

Ala
Asn
Val

Pro

102

Ala
Ser
Leu
45

Phe

Thr

Pro

Gln
Phe
Leu

45
Asp

Thr
Tyr

Trp

Pro
Lys
30

Vval
Ser

Gln

Ile

Pro
Ser

Glu

Ser
Leu
Tyr

Gly
110

Gly
15

Tyr
Ile
Gly

Ala

Ser
95

Gly
15
Val

Trp

Val
Tyr
Cys

95
Gln

Gln
Val
Tyr
Ser
Glu

80
Gly

Gly
Asn

val

Lys
Leu
80

Ala

Gly



ES 2 659 406 T3

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15
Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr Val
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45
Gly Asp Ser Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Thr Arg Thr Ser Thr Pro Ile Ser Gly
85 90 95
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 36
<211>119
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 36
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Val Asn
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Val Ile Asp Gly Met Gly His Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
65 70 75 80
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Tyr Asp Tyr Ile Lys Tyr Gly Ala Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 37
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo Sapien
<400> 37
gatatcgaac tgacccagcc gccttcagtg agecgttgcac caggtcagac cgcgegtatc 60
tcgtgtageg gcgataatat tggttctaag tatgttcatt ggtaccagca gaaacccggg 120
caggcgccag ttcecttgtgat ttatggtgat tctaatcgte cctcaggecat cccggaacge 180
tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa 240

gacgaagcgg attattattg cactcgtact tctactccta tttctggtgt gtttggegge 300
ggcacgaagt taaccgttet t 321

<210> 38

<211> 357

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 38

103



10

15

20

25

caggtgcaat
agctgegegg
cctgggaagg
gattctgtta
caaatgaaca
attaagtatg

<210> 39
<211> 212

<212> PRT

tggtggaaag
ccteceggatt
gtctcgagtg
agggtcgttt
gcctgegtge
gtgettttga

<213> Homo Sapien

<400> 39
Asp Ile
1
Thr Ala
His Trp

35
Gly Asp
50
Asn Ser
65
Asp Glu

Val Phe

Ala Pro

Glu
Arg
Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly

Ser

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Gln
Asn Arg

Asn Thr

Gln
Cys
Lys
Pro

Ala

cggcggcggce
taccttttet
ggtgagcgtt
taccatttca

ggaagatacg
teccttgggge

Pro Pro

Ser Gly

Pro Gly
40
Ser Gly

Thr Leu

70

Asp Tyr
85
Gly Gly
100

vVal Thr

115

Asn Lys
130
Val Thr
145
Glu Thr

Ser Tyr

Ser Cys

Ala

Val

Thr

Leu

Gln

Thr Leu

Ala Trp

Tyr
Thr
Leu
val

Lys

Cys Thr

Lys Leu

Phe Pro
120
Cys Leu
135

Ala Asp

150

Thr Pro
165
Ser Leu
180

Val Thr

195

Thr
210

Pro

<210> 40

<211> 221

<212> PRT

Glu

Ala

<213> Homo Sapien

<400> 40

1

5

Ser

Thr

His

Lys Gln

Pro Glu

Glu Gly

200

ES 2 659 406 T3

ctggtgcaac
gttaatggta
attgatggta
cgtgataatt
gccgtgtatt
caaggcaccce

Val
10
Asn

Ser Ser

Asp Ile
25
Gln

Ala Pro

Ile Pro Glu

Thr Ile Ser
75
Thr Ser
90

val

Arg

Thr
105
Pro

Leu

Ser Ser

Ile Ser Asp
Pro
155

Asn

Ser Ser

Asn
170
Trp

Ser

Gln
185
Ser

Lys

Thr Val

cgggcggcag
tgcattgggt
tgggtcatac
cgaaaaacac
attgcgegeg
tggtgacggt

Val Ala

Gly Ser

Val Leu
45
Arg Phe

Gly Thr

Thr Pro

Gly Gln

Pro
Lys
30

val
Ser
Gln

Ile

Pro

cctgegtcectg
gcgccaagcec
ttattatgcet
cctgtatctg
ttatgattat
tagctca

Gly Gln
15
Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
80
Ser Gly
95

Lys Ala

110

Glu Glu
125
Phe Tyr
140
Val Lys

Lys Tyr

Ser His

Leu
Pro
Ala
Ala

Arg

Gln Ala

Gly Ala
Val
160
Ser

Gly

Ala
175

Ser Tyr

190

Glu Lys

205

Thr

Val Ala

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Val Asn

104

60

120
180
240
300
357



10

15

20

25

Gly Met

35
Val
50

Arg

Ser
Gly
Gln Met
Arg Tyr

Thr Leu

His
Ile
Phe
Asn
Asp

Val

20
Trp Val

Asp Gly

Thr Ile
Leu
85

Ile

Ser

Tyr
100

Thr Vval

115

Leu
130
Cys

Pro

Gly
145
Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ala
Leu
Gly
Ser

Leu

Pro Ser

Val Lys

Arg
Met
Ser
Arg
Lys
Ser
Ser

Asp

Gln Ala
40
Gly His
55
Arg Asp

Ala Glu

Tyr Gly
Ala
120
Ser

Ser

Lys
135

Tyr Phe

150

Ala Leu
165
Gly Leu
180

Gly Thr

195

Asn
210

Ser

<210> 41

<211> 636

<212> ADN

Thr

Lys Val

<213> Homo Sapien

<400> 41

gatatcgaac
tcgtgtageg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcacgaagt
ccgagcagceg
tatccgggag
gagaccacca
ctgacgcctg
agcaccgtgg

<210> 42
<211> 663

<212> ADN

tgacccagce
gcgataatat
ttcttgtgat
ccaacagcgg
attattattg
taaccgttcet
aagaattgca
ccgtgacagt
caccctccaa
agcagtggaa
aaaaaaccgt

<213> Homo Sapien

<400> 42

caggtgcaat
agctgcgegg
cctgggaagg
gattctgtta
caaatgaaca
attaagtatg
tcgaccaaag
acggctgccee
aacagcgggg
ctgtatagce
atttgcaacg
agc

tggtggaaag
ccteeggatt
gtctecgagtg
agggtcgttt
gcectgegtge
gtgcttttga
gtccaagcgt
tgggctgect
cgctgaccag
tgagcagcgt
tgaaccataa

Thr
Tyr
Gln

Asp

Ser Gly

Ser Leu

Thr Tyr
200
Lys Lys
215

gccttcagtg
tggttctaag
ttatggtgat
caacaccgcg
cactcgtact
tggccagecg
ggcgaacaaa
ggcctggaag
acaaagcaac
gtcccacaga
tgcgecgact

cggcggegge
taccttttcet
ggtgagegtt
taccatttca
ggaagatacg
tcecttgggge
gtttcecgetg
ggttaaagat
cggcgtgcecat
tgtgaccgtg
accgagcaac

ES 2 659 406 T3

25

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Asn Ser Lys
75
Thr Ala
90

Phe

Asp

Ala
105
Ser

Asp

Thr Lys

Thr Ser Gly

Glu Pro
155
Thr

Pro
Val His
170
Ser Ser Val
185
Ile

Cys Asn

Val Glu Pro

agcgttgcac
tatgttcatt
tctaatcgtce
accctgacca
tctactecta
aaagccgcac
gcgaccctgg
gcagatagca
aacaagtacg
agctacagct
gaggcce

ctggtgcaac
gttaatggta
attgatggta
cgtgataatt
gccgtgtatt
caaggcaccce
gcteccgagea
tatttcecegg
acctttccgg
ccgagcagca
accaaagtgg

30
Leu
45
Asp

Gly

Ala
60
Asn Thr

Val Tyr

Pro Trp

Glu
Ser
Leu
Tyr

Gly

Trp Val

Val Lys

Tyr Leu

Cys Ala
95

Gln Gly

110

Pro
125
Thr

Gly

Gly
140
vVal Thr

Phe Pro

Val Thr

Ser

Ala

Val

Ala

Val

Val Phe

Ala Leu

Ser Trp
160
Val Leu
175

Pro Ser

190

Val Asn
205
Lys Ser

220

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac
tttctggtgt
cgagtgtgac
tgtgcctgat
gccccgtcaa
cggccagcag
gccaggtcac

cgggcggcag
tgcattgggt
tgggtcatac
cgaaaaacac
attgcgegeg
tggtgacggt
gcaaaagcac
aaccagtcac
cggtgctgceca
gcttaggcac
ataaaaaagt

105

His

Lys Pro

cgcgegtate
gaaacccggg
cccggaacgce
tcaggcggaa
gtttggegge
gctgttteceg
tagcgacttt
ggcgggagtg
ctatctgage
gcatgagggg

cctgegtcetg
gcgccaagece
ttattatgcet
cctgtatctg
ttatgattat
tagctcageg
cagcggcegge
cgtgagctgg
aagcagcggce
tcagacctat
ggaaccgaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
636

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
663
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<210> 43

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 43

Ser Tyr
1
Thr Ala

His Trp

Gly Asp
50
Asn Ser
65
Asp Glu

Val Phe

<210> 44
<211> 119

<212> PRT

Glu
Arg
Tyr
35

Ser
Gly

Ala

Gly

Leu Thr
Ile
20

Gln

Thr
Gln
Asn

Arg

Asn Thr

Gln
Cys
Lys
Pro

Ala

Pro Leu

Gly Gly

Pro Gly
Ser
55

Thr

Gly

Leu

70

Asp Tyr
85
Gly Gly

100

<213> Homo Sapien

<400> 44

Glu Vval
1
Ser Leu
Gly Met

35
Val
50

Arg

Ser

Gly
65
Gln Met

Arg Tyr

Thr Leu

Gln
Arg
His
Ile
Phe
Asn
Asp

Val

Leu Leu

Leu Ser
Trp Val
Asp Gly

Thr Ile

Tyr

Thr

Glu
Cys
Arg
Met

Ser

Cys Thr

Lys Leu

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly His
55

Arg Asp

70

Leu
85
Ile

Ser

Tyr
100

Thr Val

115

<210> 45

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 45

agctatgaac
acctgeggtg
caggcgccgg
tttageggea
gatgaagcgg
ggtacgaagt

tgacccagcc
gcgataacat
tgctggtgat
gcaacagcegg
attattattg
taacegttet

Arg
Lys

Ser

Ala Glu

Tyr Gly

Ser

gctgtctgtg
tggcagcaaa
ttatggcgat
caacaccgceg
cacccgtacc
t

ES 2 659 406 T3

Val
10
Asn

Ser Ser

Asp Ile

25
Gln

Ala Pro

Ile Pro Glu

Thr Ile Ser
75

Arg Thr Ser
Thr

105

Val Leu

Gly Gly Leu

10
Gly

Ser Phe

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Asn Ser Lys
75
Thr Ala
90

Phe

Asp

Ala
105

Asp

agcgtggcge
tatgtgcecatt
agcaaccgtc
accctgacca
agcaccccga

Val Ala

Gly Ser

Val Leu

Arg Phe

Arg Ala

Thr Pro

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Asp

Gly

Ala
60
Asn Thr

Val Tyr

Pro Trp

Leu
Lys
30

Val
Ser

Gln

Ile

Pro
Ser
Glu
Ser
Leu
Tyr

Gly

Gly Gln
15
Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Gly
80
Ser Gly
95

Gly
15
Val

Gly
Asn

Trp Val

Val Lys

Tyr Leu

Cys Ala
95

Gln Gly

110

tgggccagac
ggtatcagca
cgagcggcat
tttetegege
ttagcggegt

106

cgcgegtatt
gaaaccgggce
tccggaacgt
gcaggegggt
gtttggcgge

60

120
180
240
300
321
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50

55

<210> 46

<211> 357

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 46
gaggtgcaat
agctgcgcegg
cctgggaagg
gattctgtta
caaatgaaca
attaagtatg
<210> 47
<211>5

<212> PRT

tgctggaaag

cctceggatt
gtctcgagtg
agggtecgttt
gcectgegtge
gtgettttga

<213> Homo Sapien

<400> 47

Asp Tyr Ala Ile His

1
<210> 48
<211> 17

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 48

cggcggcgge

taccttttct
ggtgagcgtt
taccatttca

ggaagatacg
teccttgggge

ES 2 659 406 T3

ctggtgcaac

gttaatggta
attgatggta
cgtgataatt
gccgtgtatt
caaggcaccce

cgggcggcag

tgcattgggt
tgggtcatac
cgaaaaacac
attgegegeg
tggtgacggt

cctgegtetg 60

gcgccaagee 120
ttattatgcet 180
cctgtatctg 240
ttatgattat 300
tagctca 357

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

1
Gly

<210> 49
<211> 14

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 49

Gly Ser His Gly Asn Ile Met Ala Lys Arg Tyr Phe Asp Phe

1
<210> 50
<211>11

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

10

10

107

15
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50

55

60

ES 2 659 406 T3

<400> 50

Ser Gly Asp Asn Ile Arg Lys Lys Tyr Val Tyr
1 5 10

<210> 51

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 51

Glu Asp Ser Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 52

Ser Thr Ala Asp Ser Gly Ile Asn Asn Gly Val
1 5 10
<210> 53

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 53

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
1 5

<210> 54

<211>6

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 54

Ser Tyr Ser Gly Ser Ser
1 5

<210> 55
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo Sapien

108
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50

<400> 55

Gly Ser His Gly Asn Ile Met Ala Lys Arg Tyr Phe Asp Phe

1
<210> 56
<<211>7
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 56

Asp Asn Ile Arg Lys Lys Tyr

1
<210> 57
<211>3
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 57

Glu Asp Ser
1

<210> 58

<211>8

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 58

Ala Asp Ser Gly Ile Asn Asn Gly

1
<210> 59
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 59

5

5

5

ES 2 659 406 T3

10

109
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25
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Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val
1 5 10
Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Ile Arg
20 25
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val
35 40
Glu Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg
50 55 60
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly
65 70 75
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Thr Ala Asp Ser
85 90
Gly Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 60

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 60

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr

Ala TIle His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

Ser Gly Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Ser Thr His Tyr
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala

85 90
Ala Arg Gly Ser His Gly Asn Ile Met Ala Lys Arg
100 105
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 61

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 61

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val
1 5 10
Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile Arg
20 25
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val
35 40
Glu Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg
50 55 60
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly
65 70 75
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Thr Ala Asp Ser
85 90
Gly Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 62

<211>123

110

Ala
Lys
Leu
45

Phe

Thr

Gly

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr

Ser
Lys
Leu
45

Phe

Thr

Gly

Pro
Lys
30

Vval
Ser

Gln

Ile

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe
110

Pro
Lys
30

Vval
Ser

Gln

Ile

Gly
15

Tyr
Ile
Gly

Ala

Asn
95

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Asp

Gly
15

Tyr
Ile
Gly

Ala

Asn
95

Gln
Val
Tyr
Ser
Glu

80
Asn

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Phe

Gln
Val
Tyr
Ser
Met

80
Asn



10

15

20

25

30

35

40

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 62
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Ile His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ser Gly Ile Ser Tyr Ser Gly Ser

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85
Ala Arg Gly Ser His Gly Asn Ile
100

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120

<210> 63

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 63

gatatcgaac tgacccagcc gccttcagtg

tcgtgtageg gecgataatat tcgtaagaag

caggcgccag ttcttgtgat ttatgaggat

tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg

gacgaagcgg attattattg ctctactget

ggcggcacga agttaaccgt tett

<210> 64

<211> 369

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 64

caggtgcaat tggtggaaag cggcggcggce

agctgegegg cctcececggatt taccttttet

cctgggaagg gtctcgagtg ggtgageggt

gcggatageg tgaaaggeccg ttttaccatt

ctgcaaatga acagcctgcg tgcggaagat

catggtaata ttatggctaa gcgttatttt

gttagctca

<210> 65

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 65

ES 2 659 406 T3

Gly Gly Leu
10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Ser Thr His
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Met Ala
105

Val

Lys

Ser Ser

agcgttgcac
tatgtttatt
tctaagegte
accctgacca
gattctggta

ctggtgcaac
gattatgcta

atctettatt
tcacgtgata
acggccgtgt
gatttttggg

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Arg Tyr

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Asp Phe

110

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggecat
ttagcggcac
ttaataatgg

cgggcggcag
ttcattgggt
ctggtagcete
attcgaaaaa
attattgcge
gccaaggcac

111

cgcgegtatce
gaaacccggg
ccecggaacge
tcaggcggaa
tgtgtttgge

cctgegtcectg
gcgccaagec
tacccattat
caccctgtat
gcgtggttcet
cctggtgacg

60

120
180
240
300
324

60

120
180
240
300
360
369
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Asp Ile Glu Leu

Thr Ala Arg Ile
20
Tyr Trp Tyr Gln
35
Glu Asp Ser Lys

50
Asn Ser Gly Asn
65
Asp Glu Ala Asp

Gly Val Phe Gly
100

Ala Ala Pro Ser

115
Ala Asn Lys Ala
130

Ala Val Thr Vval

145

Val Glu Thr Thr

Ser Ser Tyr Leu
180
Tyr Ser Cys Gln
195
Ala Pro Thr Glu
210
<210> 66
<211> 453
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 66

Thr
Ser
Gln

Arg

Thr
Tyr
85

Gly
val
Thr
Ala
Thr
165
Ser

Val

Cys

Gln
Cys
Lys
Pro
Ala
70

Tyr
Gly
Thr
Leu
Trp
150
Pro
Leu

Thr

Ser

Pro
Ser
Pro
Ser

55
Thr

Cys
Thr
Leu
val
135
Lys
Ser

Thr

His

Pro
Gly
Gly
40

Gly
Leu
Ser
Lys
Phe
120
Cys
Ala
Lys
Pro

Glu
200

ES 2 659 406 T3

Ser
Asp
25

Gln

Ile

Thr
Thr
Leu
105
Pro
Leu
Asp
Gln
Glu

185
Gly

val
10

Asn
Ala

Pro

Ile
Ala
90

Thr
Pro
Ile
Ser
Ser
170
Gln

Ser

Ser
Ile
Pro
Glu
Ser
75

Asp
vVal
Ser
Ser
Ser
155
Asn
Trp

Thr

Val
Arg
Val
Arg

60
Gly

Ser
Leu
Ser
Asp
140
Pro
Asn
Lys

Val

112

Ala
Lys
Leu
45

Phe
Thr
Gly
Gly
Glu
125
Phe
Val
Lys
Ser

Glu
205

Pro
Lys
30

Val

Ser

Gln
Ile
Gln
110
Glu
Tyr
Lys
Tyr
His

190
Lys

Gly
15

Tyr
Ile

Gly

Ala
Asn
95

Pro
Leu
Pro
Ala
Ala
175
Arg

Thr

Gln
val
Tyr
Ser
Glu
80

Asn
Lys
Gln
Gly
Gly
160
Ala

Ser

Val



10

15

Gln
Ser
Ala
Ser
Lys
65

Leu
Ala
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
225
Ala

Leu

Ser

Glu
Thr
305
Asn
Pro
Gln
Val
Val
385
Pro
Thr
val

Leu

Val
Leu
Ile
Gly
50

Gly
Gln
Arg
Gly
Ser
130
Ala
Val
Ala
val
His
210
Cys
Gly
Met
His
Val
290
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
370
Glu
Pro
Val

Met

Ser
450

<210> 67

<211> 642

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Gly
Gln
115
Val
Ala
Ser
val
Pro
195
Lys
Asp
Gly

Ile

Glu
275

His
Arg
Lys
Glu
Tyr
355
Leu
Trp
Val
Asp
His

435
Pro

<212> ADN

<213> Homo Sapien

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Ser
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser
260
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
340
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

val
Ser
Val
Tyr
Thr
Ser
His
Thr
Pro
Gly
Asn
165
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
245
Arg

Pro

Ala
Val
Tyr
325
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Gly
Leu
Leu
Cys
150
Ser
Ser
Ser
Asn
His
230
Val

Thr

Glu

Lys
Ser
310
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
390
Ser

Arg

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Asn
vVal
Ala
135
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr
215
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
295
Vval
Cys
Ser
Pro
vVal
375
Gly
Asp

Trp

His

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Ile
Thr
120
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
200
Lys
Cys
Leu

Glu

Lys
280

Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
360
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
440

ES 2 659 406 T3

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Met
105
Val
Ser
Lys
Leu
Leu
185
Thr
Val
Pro
Phe
Val
265
Phe
Pro
Thr
Vval
Ala
345
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

425
His

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
Ala
Ser
Ser
Asp
Thr
170
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
250

Thr

Asn

Arg
Val
Ser
330
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
410
Gly

Tyr

Leu
Phe
Lys
His
Ser
75

Thr
Lys
Ser
Lys
Tyr
155
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
235
Pro
Cys

Trp

Glu
Leu
315
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
395
Phe

Asn

Thr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Arg
Ala
Ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Arg
220
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
300
His
Lys
Gln
Met
Pro
380
Asn
Leu

Val

Gln

113

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr
Ser
125
Thr
Pro
val
Ser
Ile
205
Val
Ala
Pro

Val

Val
285

Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
365
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
445

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Thr
Ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu
Pro
Lys
val
270
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
350
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

430
Ser

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
175
val
Asn
Pro
Glu
Asp
255
Asp

Gly

Asn
Trp
Pro
335
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
415
Cys

Leu

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys
Phe
Gly
Gly
val
160
Phe
Val
val
Lys
Ala
240
Thr

vVal

Val

Ser
Leu
320
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
400
Leu

Ser

Ser
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<400> 67

gatatcgaac
tcgtgtageg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcggcacga
ccgecctect
ttctaceegyg
gtggagacca
agcctgacge
gggagcaccg

<210> 68
<211> 1359

<212> ADN

tgacccagce
gcgataatat
ttcttgtgat
ccaacagcgg
attattattg
agttaaccgt
ctgaggagct
gagccegtgac
ccacaccctce
ctgagcagtg
tggagaagac

<213> Homo Sapien

<400> 68

caggtgcaat
agctgcgcegg
cctgggaagg
gcggatageg
ctgcaaatga
catggtaata
gttagctcag
acctctgggg
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagccca
gcggggggac
cggacccectg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg

accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcecgtge
agcaggtggce
cactacacge

<210> 69
<211>7

<212> PRT

tggtggaaag
ccteeggatt
gtctegagtg
tgaaaggccg
acagcctgceg
ttatggccaa
cctccaccaa
gcacagcggce
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg

aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga

agcaggggaa
agaagagcct

<213> Homo Sapien

<400> 69

gccttcagtg
tcgtaagaag
ttatgaggat
caacaccgcg
ctctactget
cctaggtcag
tcaagccaac
agtggectgg
caaacaaagc
gaagtcccac
agtggccccet

cggcggcggce
taccttttet
ggtgagcggt
ttttaccatt
tgcggaagat
gcgttatttt
gggtccatcg
cctgggetge
cgcectgace
cctcagcage
cgtgaatcac
caaaactcac
cctettecee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
ggtggtcage
caaggtctce

gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctcctte
cgtcttctca
ctecectgtet

Asn Arg Gly Gly Gly Val Gly

1
<210> 70
<211> 16

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

ES 2 659 406 T3

agcgttgcac
tatgtttatt
tctaagegtce
accctgacca
gattctggta
cccaaggctg
aaggccacac
aaggcagata
aacaacaagt
agaagctaca
acagaatgtt

ctggtgcaac
gattatgcta
atctcttatt
tcacgtgata
acggccgtgt
gatttttggg
gtcttcecccee
ctggtcaagg
agcggcgtge
gtggtgaccg
aagcccagca
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcce
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc

gaaccacagg
ctgacctgcee
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctcegtga
ccgggtaaa

caggtcagac
ggtaccagca
cctcaggceat
ttagcggcac
ttaataatgg
cceeceteggt
tggtgtgtct
gcagcececegt
acgcggccag
gctgeccaggt
ca

cgggcggcag
ttcattgggt
ctggtagcte
attcgaaaaa
attattgcge
gccaaggcac
tggcaccctce
actacttccce
acaccttccc
tgccctcecag
acaccaaggt
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagaccce
agacaaagcc
tcctgecacca
teccecagecece

tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

114

cgcgegtatce
gaaacccggg
cccggaacge
tcaggcggaa
tgtgtttgge
cactctgttc
cataagtgac
caaggcggga
cagctatctg
cacgcatgaa

cctgegtcetg
gcgccaagcece
tacccattat
caccctgtat
gcgtggttcet
cctggtgacg
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagcttggge
ggacaagaga
acctgaagca
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa

gcccccatce
cttctatcecce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1359
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<400> 70

Trp Ile Asp Trp Asp Asp Asp Lys Ser Tyr Ser Thr Ser Leu Lys Thr

1
<210> 71
<211>9
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 71

5

ES 2 659 406 T3

10

Met His Leu Pro Leu Val Phe Asp Ser

1
<210> 72
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 72

Arg Ala Ser Gln Phe Ile Gly Ser Arg Tyr Leu Ala

1
<210> 73
<211>7
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 73

Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1
<210> 74
<211>9
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 74

5

5

5

10

Gln Gln Tyr Tyr Asp Tyr Pro Gln Thr

1
<210>75
<211>9
<212> PRT

<213> Homo Sapien

5

115

15
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55

60

ES 2 659 406 T3

<400> 75

Gly Phe Ser Leu Ser Asn Arg Gly Gly
1 5

<210> 76

<211>5

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 76

Asp Trp Asp Asp Asp
1 5

<210> 77

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 77

Met His Leu Pro Leu Val Phe Asp Ser
1 5

<210> 78

<211>8

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 78

Ser Gln Phe Ile Gly Ser Arg Tyr
1 5

<210> 79

<211>3

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 79

Gly Ala Ser
1

<210> 80

<211>6

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 80

116



10

15

20

25

30

35

Tyr Tyr Asp Tyr Pro Gln

1
<210> 81
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 81

Asp Ile Val Leu
1

Glu Arg Ala Thr

20
Tyr Leu Ala Trp
35
Ile Tyr Gly Ala
50

Gly Ser Gly Ser
65

Pro Glu Asp Phe

Gln Thr Phe Gly
100

<210> 82

<211>119

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 82

Gln Val Gln Leu

1

Thr Leu Thr Leu

Gly Gly Gly Val

Trp Leu Ala Trp
50

Leu Lys Thr Arg

65

Val Leu Thr Met

Cys Ala Arg Met

100
Thr Leu Val Thr
115

<210> 83

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 83

5

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gln

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

His

Val

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
70

Thr

Gly

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr
70

Asn

Leu

Ser

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp
Tyr

Thr

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met

Pro

Ser

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Lys

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser

Asp

Leu

ES 2 659 406 T3

Ala
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

val
105

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys

Pro

Val
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp
Val

90
Phe

Leu
Gln
Gln
Val
Thr
75

Gln

Ile

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Asp

Ser
Phe
Ala
Pro
Ile
Tyr

Lys

Val
Ser
Gly
Ser
60

Ser

Thr

Ser

117

Leu
Ile
Pro
45

Ala

Ser

Tyr

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Trp

Ser
Gly
30

Arg
Arg

Ser

Asp

Pro
Ser
Ala
Ser
Asn
Thr

Gly
110

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Tyr
95

Thr
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Tyr

95
Gln

Gly
Arg
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gln
Arg
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Gly



10

15

20

25

30

gatatcgtgc tgacccagag cccggcgacce
ctgagctgca gagcgagcca gtttattggt
ccaggtcaag caccgcgtcet attaatttat
gcgegtttta geggctcectgg atccggecacg
cctgaagact ttgcgactta ttattgceccag
cagggtacga aagttgaaat taaa
<210> 84
<211> 357
<212> ADN
<213> Homo Sapien
<400> 84
caggtgcaat tgaaagaaag cggcccggcece
acctgtacct tttccggatt tagecctgtcet
cagccgectg ggaaagceccct cgagtggcetg
tatagcacca gcctgaaaac gcgtctgacc
gtgctgacta tgaccaacat ggacccggtg
catcttecte ttgtttttga ttettgggge
<210> 85
<211> 215
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 85
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85
Gln Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100
Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
115 120
Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
145 150
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
165
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
180
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
195 200
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 86
<211> 449

<212> PRT

ES 2 659 406 T3

ctgagcctgt
tctegttate
ggtgcttcta
gattttaccce
cagtattatg

ctggtgaaac
aatcgtggtg
gcttggatcg

attagcaaag
gatacggcca
caaggcaccce

Thr
10
Ser

Ala Leu

Ala
25
Pro

Gln

Gly Gln

Thr Gly Val

Thr Thr
75
Gln

Leu

Gln
90
Glu

Cys

val
105
Pro

Ile

Ser Asp

Leu Asn Asn

Ala Leu
155

Asp

Asn
Ser Lys
170
Ala Asp
185

Gly

Tyr

Leu Ser

ctccgggcga
tggcttggta
atcgtgcaac
tgaccattag
attatcctca

cgacccaaac

gtggtgtggg
attgggatga

atacttcgaa
cctattattg
tggtgacggt

Ser Leu

Phe Ile

Ala Pro
45
Pro Ala
60
Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Arg

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser
Asp

Thr

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcceg
cagcctggaa
gacctttgge

cctgacecetg
ttggattcge
tgataagtct

aaatcaggtg
cgcgegtatg
tagctca

Pro
15
Ser

Gly
Arg
Leu Leu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Tyr
95

Val Ala

110

Glu Gln
125
Phe Tyr
140
Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

Leu
Pro
Gly
Tyr

His

Lys Ser

Arg Glu
Ser
160
Leu

Asn

Ser
175

Lys Val

130

Pro
205

Ser

118

Val

Thr Lys

60

120
180
240
300
324

60
120
180

240
300
357



10

15

<213> Homo Sapien

<400> 86

Gln Val Gln
1
Thr Leu Thr

Gly Gly Gly
35
Trp Leu Ala
50
Leu Lys Thr
65
Val Leu Thr

Cys Ala Arg

Thr Leu Val

115

Pro Leu Ala
130

Gly Cys Leu

145
Asn Ser Gly

Gln Ser Ser

Ser Ser Leu
195
Ser Asn Thr
210
Thr His Thr
225
Ser Val Phe

Arg Thr Pro

Pro Glu Val
275
Ala Lys Thr
290
Val Ser Val
305
Tyr Lys Cys

Thr Ile Ser

Leu Pro Pro
355
Cys Leu Val
370
Ser Asn Gly
385
Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

Ala Leu His
435

Lys

<210> 87

<211> 645

<212> ADN

Leu
Leu
20

Val
Trp
Arg
Met
Met
100
Thr

Pro

val

Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

His
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln

His

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr
70

Asn
Leu
Ser
Ser

Asp

150
Thr

Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met
Pro
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp
Leu
Ala
120

Ser

Phe

Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

ES 2 659 406 T3

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Val
105
Ser

Thr

Pro

vVal
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp
Val
90

Phe
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp
Asp
Lys
Gly

Pro

155
Thr

Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Val
Ser
Gly
Ser
60

Ser
Thr
Ser
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Ala
Thr
Val
Vval
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

119

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Trp
Pro
125

Thr

Thr

Pro
Thr
Asn
205
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
val
365
Val
Pro
Thr

Val

Leu
445

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn
Thr
Gly
110
Ser

Ala

Val

Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Thr
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Tyr
95

Gln
vVal
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
vVal
Asp
415
His

Pro

Gln
Arg
Glu
Ser
Val
Tyr
Gly
Phe
Leu
Trp

160
Leu

Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly



10

15

20

25

<213> Homo Sapien

<400> 87

gatatcgtgce
ctgagctgeca
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact
cagggtacga
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgaget

<210> 88
<211> 1347

<212> ADN

tgacccagag
gagcgagcca
caccgegtcet
gcggetctgg
ttgcgactta
aagttgaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgccegtcac

<213> Homo Sapien

<400> 88

caggtgcaat
acctgtacct
cagccgectg
tatagcacca
gtgctgacta
catcttcctce
tccaccaagg
acagcggccce
aactcaggcg
ctctactccce
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccggg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacg
aagagcctct

<210> 89
<211> 119

<212> PRT

tgaaagaaag
tttcecggatt
ggaaagccct
gcctgaaaac
tgaccaacat
ttgtttttga
gtccateggt
tgggctgect
ccectgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttececccee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctcecttett
tcttctcatg
ccctgtetec

<213> Homo Sapien

<400> 89

cccggegace
gtttattggt
attaatttat
atccggcacg
ttattgeccag
taaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

cggcccggec
tagcctgtcet
cgagtggctg
gcgtctgacce
ggacccggtg
ttcttggggce
cttececcectg
ggtcaaggac
cggcgtgecac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccegte
caaagccctc
accacaggtg
gacctgecctg
gcagccggag
cctctacage
ctcecgtgatg
gggtaaa

ES 2 659 406 T3

ctgagcctgt
tctegttate
ggtgcttcta
gattttaccc
cagtattatg
gtggctgcac
gcctcectgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag

ctggtgaaac
aatcgtggtg
gcttggatcg
attagcaaag
gatacggcca
caaggcaccc
gcaccctect
tacttcececeg
acctteceecgg
ccctecagea
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccageccecca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc

ctcegggega
tggcttggta
atcgtgcaac
tgaccattag
attatcctca
catctgtcett
tgtgcetget
ccctecaate
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgt

cgacccaaac
gtggtgtggg
attgggatga
atacttcgaa
cctattattg
tggtgacggt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagagagt
ctgaagcagce
tgatctceeg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccateceeg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca

120

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcceg
cagcctggaa
gacctttgge
catcttccceg
gaataacttc
gggtaactce
cagcaccctg
cacccatcag

cctgaccctg
ttggattcge
tgataagtct
aaatcaggtg
cgcgegtatg
tagctcagce
ctectggggge
ggtgtcgtgg
gtcectcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tcecegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
645

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347
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15

20

25

30

35

Gln Val

Thr Leu

Gly Gly
35
Leu
50
Lys

Trp
Leu

65

Val Leu

Cys Ala

Thr Leu

<210> 90
<211> 108

<212> PRT

Thr
Thr
Gly
Ala
Thr
Thr
Arg

val
115

Leu Lys Gl

Leu Thr
20
Val Gly

Trp Ile As

Arg Leu

70
Thr As
85

His

Met

Met
100

Thr Val

<213> Homo Sapien

<400> 90

Glu Ile
1
Glu Arg
Tyr Leu

35
Ile Tyr
50
Gly Ser
65

Pro Glu

Gln Thr

<210> 91
<211> 357

<212> ADN

val
Ala
Ala
Gly
Gly

Asp

Phe

Leu Thr Gl

Thr
20
Trp

Leu Se

Tyr Gl

Ala Ser As

Ser Gly

70
Phe Ala
85
Gly Gln
100

Gl

<213> Homo Sapien

<400> 91

caggtcacac
acatgcacct
cagcctceeg
tacagcacca
gtgctgacca
catctgeecee

<210> 92
<211> 324

<212> ADN

tgaaagagtc
tcagcggcett
gcaaggccct
gcctgaaaac
tgaccaacat
tggtgttcga

<213> Homo Sapien

<400> 92

Cys

Trp

Thr

Leu

Ser

Thr

val

u Ser Gly

Thr Phe

Ile Arg
40
Trp Asp
55
Ile

P
Ser

n Met Asp

Pro Leu

Ser

n Ser Pro

r Cys Arg

n Gln Lys
40
n Arg Ala
55
Asp Phe

Tyr Tyr

y Thr Lys

cggccctgece
cagcctgage
ggaatggctg
ccggctgace
ggaccccegtg
tagetgggge

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys

Pro

Val
105

Ala
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Val
105

ES 2 659 406 T3

Ala
10
Gly Phe

Pro Pro

Asp Lys
Asp

75
val
90
Phe

Thr
10
Ser

Leu
Gln

Gly Gln

Gly Ile
Leu

75
Gln

90

Glu Ile

ctggtcaaac
aacagaggcg
gcectggatceg
atcagcaagg
gacaccgcca
cagggcaccece

Leu

Thr
Asp

Asp

Thr

Gln

Val Lys

Ser Leu
30
Gly Lys
45
Ser Tyr
60
Ser Lys

Thr Ala

Ser Trp
110

Ser Leu

Phe Ile

Ala Pro
45
Pro Ala
60
Ile Ser

Tyr Tyr

Lys

ccacccagac
gcggagtggg
actgggacga
acaccagcaa
cctactactg
tggtcaccegt

121

Pro
Ser
Ala
Ser
Asn
Thr

Gly

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser

Asp

Thr
15
Asn

Gln
Arg

Leu Glu

Thr Ser

Gln Val
80
Tyr Tyr
95

Gln Gly

Pro
15
Ser

Gly
Arg

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

Tyr Pro

95

cctgaccctg
ctggatcaga
cgacaagagc
gaaccaggtg
cgcceggatg
cagctceca

60

120
180
240
300
357
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

gaaatcgtgce
ctgagctgcece
cccggecagg
gccagatttt
cccgaggact
cagggcacca

<210>93
<211>7

<212> PRT

tgacccagag
gggccageca
cccccagact
ctggcagcgg
tcgeegtgta
aggtggaaat

<213> Homo Sapien

<400> 93

ccecgecace
gttcatcgge
gctgatctac
cagcggcacc
ctactgceccag
caag

Asn Arg Gly Gly Gly Val Gly

1
<210> 94
<211> 16

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 94

ES 2 659 406 T3

ctgtctctga
agcagatacc
ggcgccagca
gacttcacce
cagtactacg

gccctggega gagagccace
tggcttggta tcagcagaag
accgggccac cggcatccct
tgaccatcag cagcctggaa
actaccccca gaccttegge

Trp Ile Asp Trp Asp Asp Asp Lys Ser Tyr Ser Thr Ser Leu Lys Thr

1

<210> 95

<211>9

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 95

10

Met His Leu Pro Leu Val Phe Asp Ser

1
<210> 96
<211>12

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 96

15

Arg Ala Ser Gln Phe Ile Gly Ser Arg Tyr Leu Ala

1
<210> 97
<211>7

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

10

122

60

120
180
240
300
324
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50

55

60

ES 2 659 406 T3

<400> 97

Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 98

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 98

Gln Gln Tyr Trp Ser Ile Pro Ile Thr
1 5

<210> 99

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 99

Gly Phe Ser Leu Ser Asn Arg Gly Gly
1 5

<210> 100

<211>5

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 100

Asp Trp Asp Asp Asp
1 5

<210> 101

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 101

Met His Leu Pro Leu Val Phe Asp Ser
1 5

<210> 102
<211>8
<212> PRT

<213> Homo Sapien

123



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 102

Ser Gln Phe Ile Gly Ser Arg Tyr

1
<210> 103
<211>3
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 103

Gly Ala Ser
1

<210> 104

<211>6

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 104

Tyr Trp Ser Ile
1

<210> 105
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 105

Asp Ile Val Leu
1

Glu Arg Ala Thr

20
Tyr Leu Ala Trp
35
Ile Tyr Gly Ala
50

Gly Ser Gly Ser
65

Pro Glu Asp Phe

Ile Thr Phe Gly
100

<210> 106

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 106

5

Pro Ile

5

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gln

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
70

val

Gly

Ser
Cys
Gln
Arg
Asp
Tyr

Thr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Lys

ES 2 659 406 T3

Ala
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

val
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

Leu
Gln
Gln
Val
Thr
75

Gln

Ile

Ser
Phe
Ala
Pro
Ile
Tyr

Lys

124

Leu
Ile
Pro
45

Ala

Ser

Trp

Ser
Gly
30

Arg
Arg

Ser

Ser

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ile
95

Gly
Arg
Leu
Ser
Glu

80
Pro



10

15

20

25

Gln Val
Thr Leu
Gly Gly
Trp Leu
50

Leu Lys
65

Val Leu
Cys Ala

Thr Leu

<210> 107

<211> 108

Gln
Thr
Gly
35

Ala
Thr
Thr

Arg

Val
115

<212> PRT

Leu
Leu
20

Val

Trp

Met

Met
100
Thr

<213> Homo Sapien

<400> 107

Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu
Ile Tyr

50

Gly Ser
65

Pro Glu

Ile Thr

<210> 108

<211> 119

val
Ala
Ala
35

Gly
Gly

Asp

Phe

<212> PRT

Leu

Thr
20

Trp
Ala
Ser
Phe

Gly
100

<213> Homo Sapien

<400> 108

Gln Val
1

Thr Leu

Gly Gly

Trp Leu

50

Leu Lys
65

Val Leu

Cys Ala

Thr Leu

<210> 109

Thr
Thr
Gly
35

Ala
Thr
Thr

Arg

val
115

Leu
Leu
20

Val
Trp
Arg
Met
Met

100
Thr

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

His

Val

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gln

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

His

Val

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr
70

Asn

Leu

Ser

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
70

val

Gly

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr
70

Asn

Leu

Ser

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met

Pro

Ser

Ser
Cys
Gln
Arg
Asp
Tyr

Thr

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met

Pro

Ser

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser

Asp

Leu

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Lys

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser

Asp

Leu

ES 2 659 406 T3

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys

Pro

Val
105

Ala
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

val
105

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys

Pro

Val
105

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp
Val

90
Phe

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp
Val

90
Phe

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Asp

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Ile

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Asp

Val
Ser
Gly
Ser
60

Ser

Thr

Ser

Ser
Phe
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Val
Ser
Gly
Ser
60

Ser

Thr

Ser

125

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Trp

Leu
Ile
Pro
45

Ala

Ser

Trp

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Trp

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn

Thr

Gly
110

Ser
Gly
30

Arg
Arg

Ser

Ser

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn

Thr

Gly
110

Thr
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Tyr

95
Gln

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ile
95

Thr
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Tyr

95
Gln

Gln
Arg
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Gly

Gly
Arg
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gln
Arg
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Gly



10

15

20

25

30

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 109

gatatcgtgce
ctgagctgca
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact
cagggtacga

<210> 110
<211> 357

<212> ADN

tgacccagag
gagcgagcca
caccgcegtet
gcggctetgg
ttgcggtgta
aagttgaaat

<213> Homo Sapien

<400> 110

caggtgcaat
acctgtacct

cagccgectg
tatagcacca
gtgctgacta
catcttecte

<210> 111
<211> 215

<212> PRT

tgaaagaaag
tttceggatt
ggaaagccct
gcctgaaaac
tgaccaacat
ttgtttttga

<213> Homo Sapien

<400> 111

cccggegace
gtttattggt
attaatttat
atccggcacg
ttattgccag
taaa

cggceccggec
tagcctgtet
cgagtggetg
gcgtctgace
ggacccggtg
ttettgggge

ES 2 659 406 T3

ctgagcctgt
tctegttate
ggtgcttcta
gattttaccce
cagtattggt

ctggtgaaac
aatcgtggtg
gcttggatceg
attagcaaag
gatacggcca
caaggcaccce

ctccgggcga
tggcttggta
atcgtgcaac
tgaccattag
ctattcctat

cgacccaaac

gtggtgtggg
attgggatga

atacttcgaa
cctattattg

tggtgacggt

126

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtceceg
cagcctggaa
tacctttgge

cctgaccctg
ttggattcege
tgataagtct
aaatcaggtg
cgcgegtatg
tagctca

60

120
180
240
300
324

60

120
180
240
300
357



10

15

Asp Ile Val Leu

Glu Arg Ala Thr
20
Tyr Leu Ala Trp
35
Ile Tyr Gly Ala
50

Gly Ser Gly Ser
65

Pro Glu Asp Phe

Ile Thr Phe Gly
100

Ala Pro Ser Val

115
Gly Thr Ala Ser
130

Ala Lys Val Gln

145

Gln Glu Ser Val

Ser Ser Thr Leu
180
Tyr Ala Cys Glu
195
Ser Phe Asn Arg
210

<210> 112

<211> 221

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 112

Gln Val Gln Leu
1

Thr Leu Thr Leu

20
Gly Gly Gly Val
35
Trp Leu Ala Trp
50

Leu Lys Thr Arg
65

Val Leu Thr Met

Cys Ala Arg Met
100

Thr Leu Val Thr
115
Pro Leu Ala Pro
130
Gly Cys Leu Val
145
Asn Ser Gly Ala

Gln Ser Ser Gly
180
Ser Ser Leu Gly
195
Ser Asn Thr Lys
210

<210> 113

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
85

Gln
Phe
Val
Trp
Thr
165
Thr

Val

Gly

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

His
Vval
Ser
Lys
Leu
165
Leu

Thr

val

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
70

VvVal
Gly
Ile
val
Lys
150
Glu
Leu

Thr

Glu

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr
70

Asn

Leu

Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr

Gln

Asp

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
135
val
Gln
Ser
His

Ala
215

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile

Met

Pro

Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser

Thr

Lys
215

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro
120
Leu
Asp
Asp
Lys

Gln
200

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser

Asp

Leu

Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr

200
Lys

ES 2 659 406 T3

Ala
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys
val
105
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

185
Gly

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys

Pro

val
105

Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185

Ile

Val

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
90

Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
170
Asp

Leu

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp

val

Phe

Thr
Ser
Glu
His
170
Ser

Cys

Glu

Leu
Gln
Gln
Val
Thr
75

Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
155
Asp
Tyr

Ser

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp

Asp

Lys
Gly
Pro
155
Thr
val

Asn

Pro

Ser
Phe
Ala
Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu
Phe
140
Gln
Ser
Glu

Ser

Vval
Ser
Gly
Ser
60

Ser

Thr

Ser

Gly
Gly
140
Val
Phe
val

Val

Lys
220

127

Leu
Ile
Pro
45

Ala
Ser
Trp
Arg
Gln
125
Tyr
Ser
Thr
Lys

Pro
205

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn

205
Ser

Ser
Gly
30

Arg
Arg
Ser
Ser
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

190
Val

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn

Thr

Gly
110

Ser
Ala
Val
Ala
Val

190
His

Pro
15

Ser
Leu
Phe
Leu
Ile
95

val
Lys
Arg
Asn
Ser
175
Lys

Thr

Thr
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Tyr
95

Gln
val
Ala
Ser
Vval
175

Pro

Lys

Gly
Arg
Leu
Ser
Glu
80

Pro
Ala
Ser
Glu
Ser
160
Leu

Val

Lys

Gln
Arg
Glu
Ser
Val
80

Tyr

Gly

Phe
Leu
Trp
160
Leu

Ser

Pro



10

15

20

25

30

35

40

<211> 645

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 113

gatatcgtgce
ctgagctgca
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact
cagggtacga
ccgagcgatg
tatccgegtg
caggaaagcg
accctgagca
ggtctgagca

<210> 114
<211> 663

<212> ADN

tgacccagag
gagcgagcca
caccgcgtct
gcggctcetgg
ttgcggtgta
aagttgaaat
aacaactgaa
aagcgaaagt
tgaccgaaca
aagcggatta
gceeggtgac

<213> Homo Sapien

<400> 114

caggtgcaat
acctgtacct
cagccgectg
tatagcacca
gtgctgacta
catcttcctc
tcgaccaaag
acggctgceccece
aacagcgggg
ctgtatagce
atttgcaacg
agc

<210> 115
<211>5

<212> PRT

tgaaagaaag
tttccggatt
ggaaagccct
gcctgaaaac
tgaccaacat
ttgtttttga
gtccaagegt
tgggctgect
cgctgaccag
tgagcagcgt
tgaaccataa

<213> Homo Sapien

<400> 115

Ser Tyr Gly Met Ser

1

<210> 116

<211> 17

<212> PRT

5

<213> Homo Sapien

<400> 116

cccggegace
gtttattggt
attaatttat
atccggcacg
ttattgccag
taaacgtacg
aagcggcacg
tcagtggaaa
ggatagcaaa
tgaaaaacat
taaatctttt

cggccceggcece
tagcctgtcet
cgagtggctg
gcgtctgace
ggacccggtg
ttecttgggge
gtttecegetg
ggttaaagat
cggcgtgecat
tgtgaccgtg
accgagcaac

ES 2 659 406 T3

ctgagcctgt
tctegttate
ggtgcttcta
gattttaccce
cagtattggt
gtggctgctce
gcgagegtgg
gtagacaacg
gatagcacct
aaagtgtatg
aatcgtggeg

ctggtgaaac
aatcgtggtg
gcttggatcg
attagcaaag
gatacggcca
caaggcaccce
gctccgagea
tatttcecegg
acctttcecgg
ccgagcagca
accaaagtgg

ctcegggega
tggcttggta
atcgtgcaac
tgaccattag
ctattecctat
cgagcgtgtt
tgtgcctget
cgctgcaaag
attctctgag
cgtgcgaagt
aggcce

cgacccaaac
gtggtgtggg
attgggatga
atacttcgaa
cctattattg
tggtgacggt
gcaaaagcac
aaccagtcac
cggtgctgeca
gcttaggcac
ataaaaaagt

128

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcceg
cagcctggaa
tacctttgge
tatttttcceg
gaacaacttt
cggcaacagce
cagcaccctg
gacccatcaa

cctgaccctg
ttggattcge
tgataagtct
aaatcaggtg
cgcgegtatg
tagctcageg
cagcggcegge
cgtgagctgg
aagcagcggc
tcagacctat
ggaaccgaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
645

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
663
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55

60

ES 2 659 406 T3

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

Gly

<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 117

Phe Gln Ala Ser Tyr Leu Asp Ile Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 118

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 118

Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr Val His
1 5 10

<210> 119

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 119

Asn Asp Ser Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 120

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 120

Gln Ala Trp Gly Asp Asn Gly Thr Arg Val
1 5 10

<210> 121

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 121

129



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 659 406 T3

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
1 5

<210> 122
<211>6
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 122

Ser Asn Asp Gly His Tyr
1 5

<210> 123

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 123

Phe Gln Ala Ser Tyr Leu Asp Ile Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 124

<<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 124

Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr
1 5

<210> 125

<211>3

<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 125

Asn Asp Ser
1

<210> 126

<211>7

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 126

Trp Gly Asp Asn Gly Thr Arg

1 5

130



10

15

20

25

30

35

<210> 127
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 127

Asp Ile Glu Leu
1

Ser Ile Thr Ile

20

His Trp Tyr Gln

35
Asn Asp Ser Asn
50

Asn Ser Gly Asn
65

Asp Glu Ala Asp

Val Phe Gly Gly
100

<210> 128

<211>120

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 128

Gln Val Gln Leu

1
Ser Leu Arg Leu
Gly Met Ser Trp
35
Ser Asn Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Phe Gln
100

Gly Thr Leu Val

115

<210> 129

<211>107

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 129

Thr
Ser
Gln
Arg
Thr
Tyr

85
Gly

Val
Ser
Val
Asn
Thr
Ser
85

Ala

Thr

Gln
Cys
Lys
Pro
Ala
70

Tyr

Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Ser

Val

Pro
Ser
Pro
Ser
55

Thr

Cys

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Tyr

Ser

Pro
Gly
Gly
Gly
Leu
Gln

Leu

Gly
Ala
Ala
40

His
Arg
Ala

Leu

Ser
120

ES 2 659 406 T3

Ser
Asp
25

Gln
Ile
Thr

Ala

Thr
105

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Asp
105

Val
10

Asn
Ala
Pro
Ile

Trp

val

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Ile

Ser
Ile
Pro
Glu
Ser
75

Gly

Leu

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Met

val
Gly
Val
Arg
60

Gly

Asp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Asp

131

Ala
Ser
Leu
45

Phe

Thr

Asn

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Tyr

Pro
Lys
30

Val
Ser

Gln

Gly

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Trp
110

Gly
15

Tyr
Ile
Gly
Ala

Thr
95

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gln
Val
Tyr
Ser
Glu

80
Arg

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gln



ES 2 659 406 T3

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln
1 5 10 15
Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Ile Gly Ser Lys Tyr Val
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45
Asn Asp Ser Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp Gly Asp Asn Gly Thr Arg
85 90 95
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 130
<211> 120
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 130

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Asn Ile Ser Asn Asp Gly His Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Phe Gln Ala Ser Tyr Leu Asp Ile Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 131
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo Sapien
<400> 131
gatatcgaac tgacccagcc gccttcagtg agecgttgcac caggtcagag cattaccatc 60
tcgtgtageg gecgataatat tggttctaag tatgttcatt ggtaccagca gaaacccggg 120
caggcgccag ttcecttgtgat ttataatgat tctaatcgte cctcaggecat cccggaacge 180
tttagcggat ccaacagcgg caacaccgcg accctgacca ttagcggcac tcaggcggaa 240
gacgaagcgg attattattg ccaggecttgg ggtgataatg gtactcgtgt gtttggegge 300
ggcacgaagt taaccgttet t 321
<210> 132
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 132

132



10

15

20

25

caggtgcaat
agctgcgegg
cctgggaagg
gctgattctg
ctgcaaatga
gcttettate

<210> 133
<211> 212

<212> PRT

tggtggaaag
ccteceggatt
gtctcgagtg
ttaagggtcg
acagcctgeg
ttgatattat

<213> Homo Sapien

<400> 133

Asp Ile Glu

1
Ser Ile
His Trp

35
Asn Asp
50
Asn Ser

65
Asp Glu

Val Phe

Ala Pro

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly

Ser

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Gln
Asn Arg

Asn Thr

Gln
Cys
Lys
Pro

Ala

cggcggcggce
taccttttet
ggtgagcaat
ttttaccatt
tgcggaagat
ggattattgg

Pro Pro

Ser Gly

Pro Gly
40
Ser Gly
55

Thr Leu

70

Asp Tyr
85
Gly Gly
100

Val Thr

115

Asn Lys
130
Val Thr
145
Glu Thr

Ser Tyr

Ser Cys

195
Glu

Thr
210

Pro

<210> 134

<211> 222

<212> PRT

Ala

Val

Thr

Leu

Gln

Thr Leu

Ala Trp

Tyr
Thr
Leu
Val

Lys

Cys Gln

Lys Leu

Phe Pro
120
Cys Leu
135

Ala Asp

150

Thr Pro
165
Ser Leu
180

vVal Thr

Ala

<213> Homo Sapien

<400> 134

Ser

Thr

His

Lys Gln

Pro Glu
Glu Gly

200
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ctggtgcaac
tcttatggta
atttctaatg
tcacgtgata
acggccgtgt
ggccaaggca

Vval
10
Asn

Ser Ser

Asp Ile
25
Gln

Ala Pro

Ile Pro Glu

Thr Ile Ser
75

Ala Trp Gly
Thr
105

Pro

Val Leu

Ser Ser

Ile Ser Asp
Pro
155

Asn

Ser Ser

Asn
170
Trp

Ser

Gln
185
Ser

Lys

Thr Vval

cgggcggcag
tgtcttgggt
atggtcatta
attcgaaaaa
attattgcge
ccctggtgac

Val Ala

Gly Ser
30
Val Leu
45
Arg Phe
60
Gly Thr

Asp Asn

Gly Gln

Pro
Lys
Val
Ser
Gln
Gly

Pro

cctgegtcectg
gcgccaagcec
tacttattat
caccctgtat
gcgttttcag
ggttagctca

Gly Gln
15
Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
80
Thr Arg
95

Lys Ala

110

Glu Glu
125
Phe Tyr
140
Val Lys

Lys Tyr

Ser His

Leu
Pro
Ala
Ala

Arg

Gln Ala

Gly Ala

Val
160
Ser

Gly

Ala
175

Ser Tyr

190

Glu Lys

205

133

Thr

Val Ala

60

120
180
240
300
360



10

15

20

Gln Val

Ser Leu

Gly Met
35
Asn
50
Gly

Ser

Lys
65
Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

Gln
Arg
Ser
Ile
Arg
Met
Phe

Leu

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Asn

Phe Thr

Glu
Cys
Arg
Asp

Ile

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly His
55

Ser Arg

70

Ser
85
Ala

Asn

Gln
100

Val Thr

115

Phe Pro
130
Leu Gly
145
Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser

Leu
Cys
Ser
Ser

Ser

Ala Pro

Leu Val

Leu
Ser
val
Ser

Lys

Arg Ala

Tyr Leu
Ser
120
Lys

Ser

Ser
135

Asp Tyr

150

Ala
165
Gly

Gly

Ser
180

Leu Gly

195

Ser
210

Pro

<210> 135

<211> 636

<212> ADN

Asn

Thr Lys

<213> Homo Sapien

<400> 135

gatatcgaac
tcgtgtageg
caggcgccag
tttagcggat
gacgaagcgg
ggcacgaagt
ccgagcagceg
tatcegggag
gagaccacca
ctgacgecctg
agcaccgtgg

<210> 136
<211> 666

<212> ADN

tgacccagce
gcgataatat
ttcttgtgat
ccaacagcgg
attattattg
taaccgttct
aagaattgca
ccgtgacagt
caccctccaa
agcagtggaa
aaaaaaccgt

<213> Homo Sapien

<400> 136

Leu

Leu

Thr

Val

Thr Ser

Tyr Ser

Gln Thr
200
Asp Lys
215

gccttcagtg
tggttctaag
ttataatgat
caacaccgcg
ccaggcttgg
tggccagecg
ggcgaacaaa
ggcctggaag
acaaagcaac
gtcccacaga
tgcgecgact

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
Glu
Asp
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr

Lys

ES 2 659 406 T3

Gly
10
Gly

Gly
Thr

Asn
75
Asp
90
Ile

Ser
Thr
Pro

Vval
170
Ser

Ile

Val

agcgttgcac
tatgttcatt
tctaatcegtce
accctgacca
ggtgataatg
aaagccgcac
gcgaccctgg
gcagatagcea
aacaagtacg
agctacagct
gaggcce

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr
Met
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys

Glu

vVal Gln

Thr Phe
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Asp Tyr

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Trp

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Gln

110

Lys Gly
125
Gly Gly
140
Pro Val

Thr Phe

Val val

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser Val

Ala Ala

Val Ser
160
Ala Vval
175

Val Pro

190

Val
205
Lys

Asn

Pro
220

caggtcagag
ggtaccagca
cctcaggcat
ttagcggcac
gtactecgtgt
cgagtgtgac
tgtgcctgat
gceccecegteaa
cggccagcag
gccaggtcac

134

Asn

His Lys

Ser

cattaccatc
gaaacccggg
cccggaacge
tcaggcggaa
gtttggcgge
gctgtttecg
tagcgacttt
ggcgggagtyg
ctatctgagce
gcatgagggg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
636



10

15

20

25

30

caggtgcaat tggtggaaag cggcggcggce
agctgcgegg cctceccggatt taccttttcet
cctgggaagg gtctcgagtg ggtgagcaat
gctgattctg ttaagggtcg ttttaccatt
ctgcaaatga acagcctgcg tgcggaagat
gcttcttatc ttgatattat ggattattgg
gcgtcgacca aaggtccaag cgtgtttccg
ggcacggctg ccctgggetg cctggttaaa
tggaacagcg gggcgctgac cagcggegtg
ggcctgtata gcctgagcag cgttgtgacce
tatatttgca acgtgaacca taaaccgagc
aaaagc
<210> 137
<211>107
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 137
Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Leu
1 5
Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly
20
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Asn Asp Ser Asn Arg Pro Ser Gly
50 55
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu
65 70
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln
85
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100
<210> 138
<211>120
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 138
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Asn Ile Ser Asn Asp Gly His
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Phe Gln Ala Ser Tyr Leu
100
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 139
<211> 321

Ser
Asp
25

Gln
Ile
Thr

Ala

Thr
105

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp

Glu

Asp
105

ES 2 659 406 T3

ctggtgcaac
tcttatggta
atttctaatg
tcacgtgata
acggccgtgt
ggccaaggca
ctggctccga
gattatttcc
cataccttte
gtgccgageca
aacaccaaag

val
10
Asn

Ala
Pro
Ile

75
Trp

val

Gly
10
Gly

Gly
Thr

Asn
75
Asp
90
Ile

Ser
Ile
Pro
Glu
Ser
Gly

Leu

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr

Met

cgggcggcag
tgtcttgggt
atggtcatta
attcgaaaaa
attattgcge
ccctggtgac
gcagcaaaag
cggaaccagt
cggcggtgcet
gcagcttagg
tggataaaaa

Val Ala

Gly Ser
30
Val Leu
45
Arg Phe

Arg Ala

Asp Asn

Val Gln

Thr Phe

30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Asp Tyr

Leu
Lys
Val
Ser
Gln

Gly

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Trp

cctgegtcetg
gcgccaagece
tacttattat
caccctgtat
gcgttttcag
ggttagctca
caccagcggce
caccgtgagce
gcaaagcagc
cactcagacc
agtggaaccg

Gly Gln
15
Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Gly
80
Thr Arg
95

Gly
15
Ser

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Gln

110

135

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
666
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15

20

25

30

35

40

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 139

agctatgaac
acctgceggceg
caggcgccgg
tttagcggca
gatgaagcgg
ggtacgaagt

<210> 140
<211> 360

<212> ADN

tgacccagcc
gtgataacat
tgctggtgat
gcaacagcgg
attattattg

gctgagtgtt
tggcagcaaa
ttataacgat
caataccgcg
ccaggcgtgg

taaccgttet t

<213> Homo Sapien

<400> 140

gaggtgcaat
agctgegegg
cctgggaagg
gctgattctg
ctgcaaatga
gcttettate

<210> 141
<211> 726

<212> ADN

tgctggaaag
ccteceggatt
gtctcgagtg
ttaagggtcg
acagcctgeg
ttgatattat

<213> Homo Sapien

<400> 141

gatatcgttc
ctgagctgtce
ccgggtcagg
gcacgtttta
ccggaagatt
cagggcacca
ggcggtagte
ctgaccctga
tggattcgtc
gataaaagct
aatcaggtgg
gcacgtatge
agcagc

<210> 142
<211> 242

<212> PRT

tgacccagag
gtgcaagcca
caccgcegtcet
gcggtagegg
ttgcaaccta
aggtggaaat
aggttcaatt
catgtacctt
agcctcecggg
atagcaccag
ttctgaccat
atctgecceget

<213> Homo Sapien

<400> 142

cggcggcggce
taccttttet
ggtgagcaat
ttttaccatt
tgcggaagat
ggattattgg

tceggecaace
gtttattggt
gctgatttat
tagtggcacc
ttattgccag
taaaggtggt
gaaagaaagc
tagecggtttt
taaagcactg
cctgaaaacc
gaccaatatg
ggtttttgat

ES 2 659 406 T3

agcgttgcge
tatgtgcatt
agcaaccgtc
accctgacca
ggcgataatg

ctggtgcaac
tcttatggta
atttctaatg
tcacgtgata
acggccgtgt
ggccaaggca

ctgagcctga
agccgttatce
ggtgcaagca
gattttaccce
cagtattatg
ggtggtagceg
ggtccggcac
agcctgagca
gaatggctgg
cgtctgacca
gatccggttg

agctggggte

tgggtcagac
ggtatcagca
cgagcggcecat
ttagccgtge
gtacgcgtgt

cgggcggcag
tgtcttgggt
atggtcatta
attcgaaaaa
attattgcge
ccctggtgac

gtccgggtga
tggcatggta
atcgtgcaac
tgaccattag
attatccgca
gtggtggtgg
tggttaaacc
atcgtggtgg
catggattga
ttagtaaaga
ataccgccac
agggtacact

136

cgcgegtatt
gaaaccgggce
tccggaacgt
gcaggcgggt
gtttggecggt

cctgegtcectg
gcgccaagcec
tacttattat
caccctgtat
gcgttttcag
ggttagctca

acgtgccacc
tcagcagaaa
cggtgttceg
cagcctggaa
gacctttggt
ctcaggtggt
gacccagacc
tggtgttggt
ttgggatgat
taccagcaaa
ctattattgt
agttaccgtt

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
360

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
726
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15

20

25

Asp Ile

Glu Arg

Tyr Leu
35
Ile Tyr
50
Gly Ser

Pro Glu

Gln Thr

Ser Gly

Glu Ser
130
Cys Thr
145

Trp Ile

Asp Trp

Thr Ile

Vval
Ala
Ala
Gly
Gly
Asp
Phe
Gly
115
Gly
Phe
Arg
Asp

Ser

Leu Thr Gl
Thr
20

Trp

Leu Se

Tyr Gl

Ala Ser As

Ser Gly
70
Phe Ala
85
Gly Gln Gl
100
Gly Gly

Pro Ala

Ser Gly

Thr

Thr

Ser

Leu

Phe

n Ser Pro

r Cys Arg

n Gln Lys

40
n Arg Ala
55
Asp Phe

Tyr Tyr

y Thr Lys

Gly Gly
120
Val Lys
135

Ser Leu

150

Gln Pro
165
Asp Asp
180

Lys Asp

195

Met
210
Pro

Asn
Leu

225

Ser Ser

<210> 143

<211> 741

<212> ADN

Asp

Leu

Pro Val

Val Phe

Pro
Lys
Thr
Asp

Asp

Gly Lys

Ser Tyr

Ser Lys
200
Thr Ala
215

Ser Trp

230

<213> Homo Sapien

<400> 143

gatatcgtgce
ctgagctgee
cccggacagg
gccagatttt
cccgaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagcctaccc
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacca
gccacctatt
accctggtga

<210> 144
<211> 247

<212> PRT

tgacacagag
gggccagcca
ctcccagact
ctggcagegg
tcgeccaccta
aggtggagat
gagggggcgg
agaccctgac
tgggctggat
acgacgacaa
gcaagaacca
attgcgeeceg
cagtgtccag

<213> Homo Sapien

<400> 144

ccctgecace
gttcatcgge
gctgatctac
cagcggcacce
ctactgccag
caagggcgga
aagccaggtg
cctgacatge
cagacagcct
gagctacagc
ggtggtgctce
gatgcatctg
c

Ala

Ala

val

ES 2 659 406 T3

Thr
10
Ser

Leu

Gln
25
Pro

Gly Gln

Thr Gly Val

Thr Thr
75
Gln

Leu

Gln
90
Glu

Cys

Ile
105
Gly

Gly Ser

Pro Thr Gln

Ser Asn Arg

155

Ala Leu Glu
170

Ser Thr Ser

185

Asn

Gln Val

Thr Tyr Tyr

Gly Gln Gly

235

ctgtctctga
tccegetace
ggcgccagca
gacttcaccc
cagtactacg
ggcggatccg
caattgaaag
accttcagcecg
cccggcaagg
accagcctga
accatgacca
ccectggtat

Ser Leu

Phe Ile
30
Ala Pro
45
Pro Ala

Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Gly

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser
Asp

Gly

Pro
15
Ser

Gly
Arg

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

Tyr Pro
95

Gly Gly

110

Gln Val
125
Thr Leu
140

Gly Gly

Trp Leu

Leu Lys

Gln

Thr

Gly
Ala

Thr

Leu Lys

Leu Thr

Val Gly
160
Trp Ile
175

Arg Leu

190

Val Leu
205
Cys Ala
220

Thr Leu

gccectggega
tggcctggta
acagagctac
tgaccatcag
actaccccca
ggggtggcgg
agtccggcececce
gcttcagect
ccctggaatg
aaacccggcet
acatggaccce
tcgatagetg

137

Thr
Arg

val

Met Thr

Met His

Thr Val
240

gagagccacc
tcagcagaag
cggcgtgece
cagcctggaa
gaccttcgge
aagtggaggc
tgceetggtg
gagcaacaga
gctggcetgg
gaccatctcce
cgtggacacc
gggccaggga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
741
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15

20

25

Asp Ile

Glu Arg

Tyr Leu
35
Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro Glu

Gln Thr

Ser Gly

Gln Val
130
Thr Leu
145
Gly Gly

Trp Leu

Leu Lys

Vval
Ala
Ala
Gly
Gly
Asp
Phe
Gly
115
Gln
Thr
Gly

Ala

Thr

Leu Thr

Thr
20
Trp

Leu
Tyr

Ala Ser

Ser Gly
70
Phe Ala
85
Gly Gln
100
Gly Gly

Leu Lys

Leu Thr

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
Thr
Gly
Ser
Glu

Cys

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys
40
Arg Ala
55
Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

Gly Gly
120
Ser Gly
135

Thr Phe

150

vVal Gly
165
Trp Ile
180

Arg Leu

195

Val Leu
210
Cys Ala
225

Thr Leu

<210> 145
<211> 726

<212> ADN

Thr
Arg

Val

Met Thr

Met His

Trp

Asp

Thr
Asn

Leu

Ile Arg

Trp Asp

Ile Ser
200
Met Asp
215

Pro Leu

230

Thr Val

245

<213> Homo Sapien

<400> 145

caggttcaat
acatgtacct
cagccteecgg
tatagcacca
gttctgacca
catctgecege
ggtggtggta
agtccggcaa
cagtttattg
ctgctgattt
ggtagtggca
tattattgcce
attaaa

<210> 146
<211> 242

<212> PRT

tgaaagaaag
ttagcggttt
gtaaagcact
gcctgaaaac
tgaccaatat
tggtttttga
gcggtggtag
ccctgagect
gtagccgtta
atggtgcaag
ccgattttac
agcagtatta

<213> Homo Sapien

<400> 146

Ser

Ser

cggtcecggea
tagcctgage
ggaatggctg
ccgtcetgace
ggatccggtt
tagctggggt
cggttcaggt
gagtccgggt
tctggcatgg
caatcgtgca
cctgaccatt
tgattatccg

ES 2 659 406 T3

Thr
10
Ser

Ala Leu

Ala
25
Pro

Gln

Gly Gln

Thr Gly Val

Thr Thr
75
Gln

Leu

Cys Gln
Val
105
Gly

Glu Ile

Gly Ser

Pro Ala Leu
Phe
155

Pro

Ser Gly

Gln Pro
170
Asp Asp Lys
185

Lys Asp Thr

Pro Val Asp

Val Phe Asp

235

ctggttaaac
aatcgtggtg
gcatggattg
attagcaaag
gataccgcaa
cagggtacac
ggtggtggea
gaacgtgcca
tatcagcaga
accggtgttce
agtagcctgg
cagacctttg

Ser Leu

Phe Ile
30
Ala Pro
45
Pro Ala

Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Gly

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser
Asp

Gly

Pro
15
Ser

Gly
Arg
Leu Leu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Tyr
95

Gly Gly

110

Gly Gly
125
Val Lys
140
Ser Leu

Gly Lys

Ser Tyr

Gly
Pro
Ser
Ala

Ser

Gly Ser

Thr Gln

Asn Arg
160
Leu Glu
175

Thr Ser

190

Ser Lys
205
Thr Ala
220

Ser Trp

cgacccagac
gtggtgttgg
attgggatga
ataccagcaa
cctattattg
tagttaccgt
gtgatatcgt
ccctgagetg
aaccgggtca
cggcacgttt
aaccggaaga
gtcagggcac

138

Asn
Thr

Gly

Gln Val

Tyr Tyr

Gln Gly
240

cctgaccctg
ttggattcgt
tgataaaagc
aaatcaggtt
tgcacgtatg
tagcagcggt
tctgacccag
tcgtgcaage
ggcaccgcegt
tagcggtage
ttttgccace
caaggtggaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
726
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25

Gln Val

Thr Leu

Gly Gly
35
Leu
50
Lys

Trp

Leu
65
Val Leu

Cys Ala

Thr Leu

Ser Gly
130
Leu Ser
145
Gln Phe

Gln Ala

Val Pro

Thr Ile

210

Gln
225
Ile

Tyr
Lys
<210> 147
<211> 741

<212> ADN

Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
Thr
Arg
Val
115
Gly
Leu
Ile
Pro
Ala

195
Ser

Tyr

Leu Lys

Leu Thr
20
Val Gly

Trp Ile

Leu

Glu
Cys
Trp
Asp

Thr

Ser Gly

Thr Phe

Ile Arg
40
Trp Asp
55

Ile Ser

70

Thr
85
His

Met

Met
100
Thr Val

Gly Gly

Ser Pro

Asn
Leu
Ser
Ser

Gly

Met Asp

Pro Leu

Ser Gly
120
Asp Ile
135

Glu Arg

150

Gly Ser
165
Arg Leu
180
Arg Phe

Ser Leu

Asp Tyr

Arg
Leu
Ser

Glu

Pro

Tyr Leu

Ile Tyr
Ser
200
Glu

Gly

Pro
215

Gln Thr

230

<213> Homo Sapien

<400> 147

caggttcaat
acatgtacct
cagcctccegg
tatagcacca
gttctgacca
catctgcege
ggtggtggta
atcgttctga
agctgtegtg
ggtcaggcac
cgttttageg
gaagattttg
ggcaccaagg

<210> 148
<211> 247

<212> PRT

tgaaagaaag
ttagecggttt
gtaaagcact
gcctgaaaac
tgaccaatat
tggtttttga
gcggtggtgg
cccagagtcce
caagccagtt
cgcgtetget
gtageggtag
ccacctatta
tggaaattaa

<213> Homo Sapien

<400> 148

cggtececggea
tagcctgage
ggaatggctg
ccgtctgace
ggatccggtt
tagctggggt
cggttcaggt
ggcaaccctg
tattggtagce
gatttatggt
tggcaccgat
ttgccagcag
a

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
val
105
Gly
val
Ala
Ala
Gly
185
Gly

Asp

Phe

ES 2 659 406 T3

Ala
10
Gly

Leu
Phe
Pro Pro
Asp Lys

Thr
75
Asp

Asp

Val
90
Phe Asp

Gly Gly

Leu Thr

Thr Leu
155
Trp Tyr
170
Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gln
235

Gly

ctggttaaac
aatcgtggtg
gcatggattg
attagcaaag
gataccgcaa
cagggtacac
ggtggtggca
agcctgagtc
cgttatctgg
gcaagcaatc
tttaccctga
tattatgatt

Val Lys

Ser Leu

Gly Lys
45
Ser Tyr

Ser Lys

Thr Ala

Ser Trp

Pro
Ser
Ala
Ser
Asn
Thr

Gly

Thr
15
Asn

Gln
Arg

Leu Glu

Thr Ser

Gln Val
80
Tyr Tyr
95

Gln Gly

110

Ser Gly
125
Gln Ser
140
Ser Cys

Gln Gln

Asn Arg

Gly
Pro
Arg
Lys

Ala

Gly Gly

Ala Thr

Ala Ser
160
Pro Gly
175

Thr Gly

190

Thr Asp
205
Thr Tyr

220

Gly Thr

cgacccagac
gtggtgttagg
attgggatga
ataccagcaa
cctattattg
tagttaccgt
gtggcggtgg
cgggtgaacg
catggtatca
gtgcaaccgg
ccattagtag
atccgcagac

139

Phe

Tyr

Lys

Thr Leu

Cys Gln

Val Glu

240

cctgaccectg
ttggattcgt
tgataaaagc
aaatcaggtt
tgcacgtatg
tagcagcggt
tggtagtgat
tgccaccctg
gcagaaaccg
tgttccggea
cctggaaceg
ctttggtcag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
741
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15

20

Gln Val

Thr Leu

Gly Gly
35
Leu
50
Lys

Trp

Leu
65
Val Leu

Cys Ala

Thr Leu

Ser Gly
130
Gln Ser
145
Ser Cys

Gln Gln

Asn Arg

Thr Asp
210
Thr Tyr
225

Gly Thr

<210> 149
<211>732

<212> ADN

Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
Thr
Arg
Val
115
Gly
Pro
Arg
Lys
Ala
195
Phe
Tyr

Lys

Leu Lys Gl

Leu Thr
20
vVal Gly

Trp Ile As

Leu
70

Met Thr As
85

Met His

100

Thr val

Gly Gly

Ala Thr

15
Ala Ser
165
Pro Gly
180
Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

Cys

Trp

Thr

Leu
Ser
Ser
Leu
Gln
Gln
Val
Thr

Gln

u Ser Gly

Thr Phe

Ile Arg
40
Trp Asp
55
Ile

P

Ser

n Met Asp

Pro Leu

Ser Gly
120
Gly Gly
135
Ser Leu
0

Phe Ile

Ala Pro

Ala
200
Ser

Pro

Ile
215

Tyr Tyr

230

vVal Glu

245

<213> Homo Sapien

<400> 149

gatatcgaac
agctgtagcg
gcaccggtte
ggtagcaata
gcagattatt
aagcttaccg
caggttcaat
agctgtgcag
ccgggtaaag
gcagatagcg
ctgcagatga
gcaaccgcaa
accgttagca

<210> 150
<211> 244

<212> PRT

tgacccagce
gtgatagcct
tggttattta
gcggtaatac
attgccagag
ttetgggtagg
tggttgaaag
caagcggttt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
atagccectgeg
ataatattcg
gc

<213> Homo Sapien

<400> 150

Ile

Lys

tcecgagegtt
gcgtaataaa
taaaaataat
cgcaaccctg
ctatgatggt
tggtggtage
tggtggtggt
tacctttage
ggttagcggt
ttttaccatt
tgcagaagat
ctataaattt

ES 2 659 406 T3

Ala
10
Gly

Pro Leu

Ser Phe
25
Gln

Pro Pro

Asp Asp Lys
Thr
75

Asp

Lys Asp
val
90

Phe

Pro

val
105
Gly

Asp

Gly Gly

Gly Gly Ser

Ser Pro Gly
155
Ser Arg
170

Leu

Gly
Arg Leu
185
Arg

Phe Ser

Ser Leu Glu

Pro
235

Asp Tyr

agcgttgcac
gtttattggt
cgtecgageg
accattagcg
cagaaaagcc
ggtggtggtg
ctggttcage
gattatgtga
attagctggt
agccgtgata
accgcagttt
atggatgtgt

Val Lys

Ser Leu
30
Gly Lys
45
Ser Tyr
60
Ser Lys

Thr Ala

Ser Trp

Pro
Ser
Ala
Ser
Asn
Thr

Gly

Thr
15
Asn

Gln
Arg

Leu Glu

Thr Ser

Gln Val
80
Tyr Tyr
95

Gln Gly

110

Ser Gly
125
Asp Ile
140
Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly
Val
Ala
Ala

Gly

Gly Gly

Leu Thr

Thr Leu
160
Trp Tyr
175

Ala Ser

190

Ser
205
Glu

Gly

Pro
220

Gln Thr

cgggtcagac
atcagcagaa
gtattccgga
gcacccaggc
tggtttttgg
gctcaggtgg
ctggtggtag
ttaattgggt
caggtgttaa
atagcaaaaa
attattgtge

ggggtcaggg

140

Gly
Asp

Phe

Ser Gly

Phe Ala

Gln
240

Gly

cgcacgtatt
accgggtcag
acgttttage
agaagatgaa
tggtggcacc
tggcggttcet
cctgegtcetg
tcgeccaggea
tacccattat
taccctgtat
acgtctgggt
tacactagtt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
732



10

15

20

Asp Ile
1
Thr Ala
Trp Tyr

35
Asn
50

Asn

Asn

Gly
65
Ala Asp

Gly Gly

Gly Gly

Gly Gly
130
Ser Gly
145
Pro Gly

Asn Thr

Asp Asn

Glu Asp
210
Asn Ile
225
Thr Vval
<210> 151
<211> 747

<212> ADN

Glu
Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr
Gly
Ser
115
Leu
Phe
Lys
His
Ser
195
Thr

Arg

Ser

Leu Thr Gl
Ile
20

Gln

Ser
Lys

Pro Ser

Ala Thr

70
Tyr Cys
85
Thr Lys
100
Gly Gly

Val Gln

Thr Phe

Cys
Pro
Gly
Leu
Gln
Leu
Gly
Pro

Ser

n Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55
Thr TIle

Ser Tyr

Thr Val
Ser
120
Gly

Gly

Gly
135

Asp Tyr

150

Leu
165
Ala

Gly

Tyr
180
Lys Asn

Ala Val

Tyr Lys

Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
200
Tyr Cys
215

Met Asp

230

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 151

gatatcgaac
agctgtagcg
gcaccggtte
ggtagcaata
gcagattatt
aagcttaccg
ggtggcggtyg
ggtagcctge
tgggttcgee
gttaataccc
aaaaataccc
tgtgcacgte
cagggtacac

<210> 152
<211> 249

<212> PRT

tgacccagce
gtgatagcct
tggttattta
gcggtaatac
attgccagag
ttetgggtagg
gttcacaggt
gtctgagcetg
aggcaccggg
attatgcaga
tgtatctgca
tgggtgcaac
tagttaccgt

<213> Homo Sapien

<400> 152

tcecgagegtt
gcgtaataaa
taaaaataat
cgcaaccctg
ctatgatggt
tggtggtage
tcaattggtt
tgcagcaagc
taaaggtctg
tagcgtgaaa
gatgaatagce
cgcaaataat
tagcagce

ES 2 659 406 T3

vVal
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Thr
75

Gln

Ser Gly

Asp Gly
Leu
105
Gln

Gly Gly

Val Gln

Ser Leu Arg

Val Ile Asn
155

Ser Gly Ile
170

Lys Gly

185

Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Leu

Val Gly

235

Trp

agcgttgcac
gtttattggt
cgtecgageg
accattagcg
cagaaaagcc
ggtggtggtg
gaaagtggtg
ggttttacct
gaatgggtta
ggtcgtttta
ctgegtgecag
attcgctata

Val Ala

Arg Asn
30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Gly Gly

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu
Leu

Ser

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

Val
95

Gly Gly

110

vVal
125
Ser

Leu

Leu
140
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

Glu
Cys
Arg
Ser

Ile

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
160
Gly Val
175

Ser Arg

130

Ser
205
Ala

Asn

Gly
220

Gln Gly

cgggtcagac
atcagcagaa
gtattccgga
gcacccaggc
tggtttttgg
gctcaggtgg
gtggtctggt
ttagcgatta
gcggtattag
ccattagccg
aagataccge
aatttatgga

141

Leu

Thr

Thr

Arg Ala

Ala Asn

val
240

Leu

cgcacgtatt
accgggtcag
acgttttage
agaagatgaa
tggtggcacc
tggcggttcet
tcagcctggt
tgtgattaat
ctggtcaggt
tgataatagc
agtttattat

tgtgtggggt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
747



10

15

20

25

Asp Ile

Thr Ala

Trp Tyr
35
Asn
50
Asn

Asn

Gly
65
Ala Asp

Gly Gly

Gly Gly
Val
130
Ser

Leu

Leu
145
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr
Ser
210
Ala

Asn
Gly

225

Gln Gly

<210> 153
<211>732

<212> ADN

Glu
Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr
Gly
Ser
115
Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
195
Leu

Thr

Thr

Leu Thr Gl
Ile
20

Gln

Ser
Lys

Pro Ser Gl

Ala Thr

70
Gl

Tyr Cys

85
Thr Lys
100

Gly Gly Gl

Ser Gly Gl

Ala Ala

15
Gln Ala
165
Gly Val As
180
Ser

Arg As

Arg Ala Gl

Ala Asn

Cys

Pro

Leu

Leu

Ser

Pro

Asn

n Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55
Thr

3’4
Ile

n Ser Tyr

Thr Val

Ser
120
Leu

y Gly
Gly
135
Gly

3’4

Phe
0
Gly Lys

n Thr His
Ser
200

Thr

p Asn

u Asp
215

Ile Arg

230

Val
245

Leu

<213> Homo Sapien

<400> 153

caggttcaat
agctgtgcag
ccgggtaaag

gcagatagcg
ctgcagatga
gcaaccgcaa
accgttagca
atcgaactga
tgtagcggtg
ccggttetgg
agcaatagcg
gattattatt
cttacegtte

<210> 154
<211> 244

<212> PRT

tggttgaaag
caagcggttt
gtctggaatg

tgaaaggtcg
atagcctgeg
ataatattcg
gtggtggtgg
cccagectcee
atagtctgcg
ttatttataa
gtaataccge
gtcagagcta
tg

<213> Homo Sapien

<400> 154

Thr

Val Ser

cggtggtggt
tacctttagce

ggttagcggt

ttttaccatt
tgcagaagat
ctataaattt
tggtagcggt
gagcgttage
taataaagtt
aaataatcgt
aaccctgacce
tgatggtcag

ES 2 659 406 T3

Vval
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Thr
75

Gln

Ser Gly

Asp Gly
S0
Leu Gly
105

Gly

Gly

Gly Gly

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
155
Leu Glu
170

Ala

Gly

Tyr
185
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr
Phe
235

Tyr Lys

Ser

ctggttcage
gattatgtga
attagctggt

agccgtgata
accgcagttt
atggatgtgt
ggtggcggat
gttgcaccgg
tattggtatc
ccgagcggta
attagcggca
aaaagcctgg

Val Ala

Arg Asn
30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Gly Gly

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu
Leu

Ser

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

val
95

Gly Gly

110

Ser
125
Gly

Gly

Gly
140
Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Gln
Ser
Val
Ser

Lys

Val Gln

Leu Arg

Ile Asn
160
Gly Ile
175

Gly Arg

190

Leu Tyr
205
Tyr Cys
220

Met Asp

ctggtggtag
ttaattgggt
caggtgttaa

atagcaaaaa
attattgtgce
ggggtcaggg
ctggtggcgg
gtcagaccge
agcagaaacc
ttccggaacg
cccaggcaga
tttttggtgg

142

Leu

Ala

Val

Gln Met

Arg Leu

Trp Gly
240

cctgegtetg
tcgtcaggcea
tacccattat

taccctgtat
acgtctgggt
tacactagtt
tggcagtgat
acgtattagce
gggtcaggcet
ttttagcggt
agatgaagcc
tggcaccaag

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
732



10

15

20

25

Gln Val

Ser Leu

Val Ile
35
Ser Gly
50
Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Val Trp

Gln
Arg
Asn
Ile
Arg
Met
Leu

Gly

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

Glu
Cys
Arg
Ser

Ile

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Val
55

Ser Arg

70

Ser
85
Ala

Asn

Gly
100

Gln Gly

115

Ser Gly
130
Gln Pro
145
Cys Ser

Pro Gly

Gly Ile

Gly
Pro
Gly
Gln

Pro

Gly Gly

Ser Val

Leu

Thr

Thr

Ser

Ser

Arg Ala

Ala Asn
val
120
Gly

Leu

Gly
135

vVal Ala

150

Ser
165
Pro

Asp

Ala
180

Glu Arg

195

Thr
210
Ser

Leu
Gln

225

Leu Thr

<210> 155

<211> 747

<212> ADN

Ile
Tyr

val

Ser Gly

Asp Gly

Leu

Val

Phe

Thr

Gln

Arg Asn

Leu Val

Ser Gly
200
Gln Ala
215

Lys Ser

230

Leu

<213> Homo Sapien

<400> 155

caggttcaat
agctgtgcag
ccgggtaaag
gcagatagcg
ctgcagatga
gcaaccgcaa
accgttagca
ggtggtggea

accgcacgta
aaaccgggtc
gaacgtttta
gcagaagatg
ggtggtggca
<210> 156

<211> 249

<212> PRT

tggttgaaag
caagcggttt
gtctggaatg
tgaaaggtcg
atagcctgeg
ataatattcg
gtggtggtgg
gtgatatcga

ttagctgtag
aggctccggt
gcggtagcaa
aagccgatta
ccaagcttac

<213> Homo Sapien

<400> 156

cggtggtggt
tacctttage
ggttageggt
ttttaccatt
tgcagaagat
ctataaattt
tggtagceggt
actgacccag

cggtgatagt
tctggttatt
tagcggtaat
ttattgtcag
cgttetg

ES 2 659 406 T3

Gly Gly Leu
10
Gly

Ser Phe

25
Pro

Gly Lys

Asn Thr His
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Asn Ile
105
Thr

Arg

Val Ser

Gly Gly Ser
Gln
155

Tyr

Pro Gly
Val
170
Tyr

Lys

Ile
185
Ser

Lys

Asn Ser

Glu Asp Glu

Val Phe

235

Leu

ctggttcagc
gattatgtga
attagctggt
agccgtgata
accgcagttt
atggatgtgt
ggtggcggat
ccteecgageg

ctgcgtaata
tataaaaata
accgcaaccce
agctatgatg

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Tyr Lys

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Vval

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ser Gly
125
Asp Ile
140
Thr Ala

Trp Tyr

Asn Asn

Gly
Glu
Arg
Gln

Arg

Gly Gly

Leu Thr

Ile Ser
160
Gln Lys
175

Pro Ser

190

Asn
205
Asp

Gly

Ala
220

Gly Gly

ctggtggtag
ttaattgggt

caggtgttaa
atagcaaaaa
attattgtgce
ggggtcaggg

ctggtggcgg
ttagegttge

aagtttattg
atcgtccgag
tgaccattag
gtcagaaaag

143

Thr
Tyr

Gly

Ala Thr

Tyr Cys

Thr Lys
240

cctgegtcetg
tcgtcaggeca
tacccattat
taccctgtat
acgtctgggt
tacactagtt
tggttcaggt
accgggtcag

gtatcagcag
cggtattcecg
cggcacccag
cctggttttt

60

120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
747



10

15

20

Gln Val

Ser Leu

Val Ile
35
Ser Gly
Lys
65
Leu

Gly
Gln

Ala Arg

Val Trp

Ser Gly
130
Asp Ile
145
Thr Ala

Trp Tyr

Asn Asn

Asn
210
Asp

Gly
Ala

225

Gly Gly

<210> 157
<211>723

<212> ADN

Gln
Arg
Asn
Ile
Arg
Met
Leu
Gly
115
Gly
Glu
Arg
Gln
Arg
195
Thr
Tyr

Gly

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

70
Ser
85
Ala

Asn

Gly
100
Gln Gly

Gly Gly

Leu Thr

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
Thr
Thr
Ser

Gln

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Val
55
Ser Arg

Arg Ala

Ala Asn
vVal
120
Gly

Leu

Gly
135

Pro Pro

150

Ile Ser
165
Gln Lys
180
Pro Ser

Ala Thr

Tyr Cys

Cys
Pro
Gly
Leu

Gln

Ser Gly

Gly Gln

Ile Pro
200
Thr Ile
215

Ser Tyr

230

Thr Lys

245

<213> Homo Sapien

<400> 157

gatatcgaac
agctgtagcg
caggcaccgg
tttagcggta
gatgaagcag
ggcaccaagc
ggttcacagg
cgtctgaget
caggcaccgg
tatgccgata
tatctgcaga
gattatatta
agc

<210> 158
<211> 241

<212> PRT

tgacccagce
gtgataatat
ttctggttat
gcaatagcgg
attattattg
ttaccgttcet
ttcaattggt
gtgcagcaag
gtaaaggtct
gcgttaaagg
tgaatagcct
aatatggtgce

<213> Homo Sapien

<400> 158

Leu

Thr Val

tcecgagegtt
tggcagcaaa
ttatggtgat
taataccgca
tacccgtacc
gggtggtggt
tgaaagtggt
cggttttacc
ggaatgggtt
tcgttttacce
gcgtgcagaa
ctttgatcecg

ES 2 659 406 T3

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro Gly Lys

Asn Thr His
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Asn Ile
105
Thr

Arg

Val Ser

Gly Gly Ser

Val Ser
155
Leu

Ser

Ser
170
Pro

Asp

Ala
185
Glu

Val

Arg Phe

Ser Gly Thr
Gln

235

Asp Gly

Leu

agcgttgcac
tatgtgcatt
agcaatcgtc
accctgacca
agcaccccga
ggtageggtg
ggtggtctgg
tttagcgtta
agcgttattg
attagcegtg
gataccgcag
tggggtcagg

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Tyr Lys

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ser Gly
125
Gly Gly
140
Val Ala

Arg Asn

Leu Val

Gly
Gly
Pro
Lys

Ile

Gly Gly

Gly Ser

Gln
160
Tyr

Gly

val
175

Tyr Lys

190

Ser Gly
205
Gln Ala
220

Lys Ser

cgggtcagac
ggtatcagca
cgagcggtat
ttagcggcac
ttagcggtgt
gtggtggctc
ttcagcctgg
atggtatgca
atggtatggg
ataatagcaa
tttattattg
gtacactagt

144

Ser

Glu

Leu

Asn Ser

Asp Glu

Val Phe
240

cgcacgtatt
gaaaccgggt
tcecggaacgt
ccaggcagaa
ttttggtggt
aggtggtggt
tggtagcctg
ttgggttcge
ccatacctat
aaataccctg
cgcacgctat
taccgttage

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
723



10

15

20

Asp Ile
1
Thr Ala
His Trp

35
Gly Asp
50
Asn Ser
65
Asp Glu

Val Phe

Gly Gly

Ser Gly
130
Ala Ala
145
Gln Ala

Gly His

Arg Asp

Ala Glu
210
Tyr Gly
225
Ser

<210> 159
<211>738

<212> ADN

Glu
Arg
Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly
Gly
115
Gly
Ser
Pro
Thr
Asn
195

Asp

Ala

Leu Thr Gl
Ile
20

Gln

Ser
Gln
Asn Arg

Thr Al

70

Asn

Asp Tyr

85
Gly Gly
100
Gly

Ser Gl

Gly Leu

Gly Phe

15

Gly Lys Gl

165
Tyr

Tyr Al

180
Ser

Lys As

Thr Ala

Phe Asp

Cys
Lys

Pro

Tyr

Thr

Val

Thr

vVal

Pro

n Pro Pro

Ser Gly

Pro Gly
40
Ser Gly
55
Thr

a Leu

Cys Thr

Lys Leu

Gly Gly
120
Pro

Y

Gln
135
Phe Ser
0
y

Leu Glu

a Asp Ser

Thr Leu
200

Tyr

n

Tyr
215

Trp Gly

230

<213> Homo Sapien

<400> 159

gatatcgaac
agctgtagcg
caggcaccgg
tttagcggta
gatgaagcag
ggcaccaagc
ggttctggtg
cctggtggta
atgcattggg
atgggccata
agcaaaaata
tattgcgcac
ctagttaccg

<210> 160
<211> 246

<212> PRT

tgacccagce
gtgataatat
ttctggttat
gcaatagcgg
attattattg
ttaccgttcet
gcggtggtte
gcctgegtet
ttecgeccagge
cctattatge
ccectgtatcet
gctatgatta
ttagcagce

<213> Homo Sapien

<400> 160

tcecgagegtt
tggcagcaaa
ttatggtgat
taataccgca
tacccgtacce
gggtggtggt
acaggttcaa
gagctgtgca
accgggtaaa
cgatagcgtt
gcagatgaat
tattaaatat

Asp

Arg

val

vVal

ES 2 659 406 T3

vVal
10
Asn

Ser Ser
Ile
25

Gln

Ala Pro

Ile Pro Glu

Thr Ile Ser

75

Thr Ser
90

Thr Val

105

Gly

Leu

Ser Gln

Gly Gly Ser

Asn Gly
155
Val Ser
170

Lys

Trp

Gly
185
Tyr

Leu Gln

Cys Ala Arg
Thr

235

Gln Gly

agcgttgcac
tatgtgcatt
agcaatcgtc
accctgacca
agcaccccga
ggtagcggtg
ttggttgaaa
gcaagcggtt
ggtctggaat
aaaggtcgtt
agcctgegtg
ggtgectttyg

Val Ala

Gly Ser
30
Val Leu
45
Arg Phe
60
Gly Thr

Thr Pro

Gly Gly

Pro
Lys
Val
Ser
Gln
Ile

Gly

Gly Gln
15
Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
Ser
95
Gly

Gly

Ser

110

Val Gln
125
Leu Arg
140
Met His

Val Ile

Arg Phe

Leu
Leu
Trp
Asp

Thr

Val Glu

Ser Cys

Val Arg
160
Gly Met
175

Ile Ser

190

Met Asn
205
Tyr Asp
220

Leu Val

cgggtcagac
ggtatcagca
cgagcggtat
ttagcggcac
ttagcggtgt
gtggtggcte
gtggtggtgg
ttacctttag
gggttagcegt
ttaccattag
cagaagatac

atccgtgggg

145

Ser
Tyr

Thr

Leu Arg

Ile Lys

Val Ser
240

cgcacgtatt
gaaaccgggt
tcecggaacgt
ccaggcagaa
ttttggtggt
aggtggtggce
tctggttcag
cgttaatggt
tattgatggt
ccgtgataat
cgcagtttat
tcagggtaca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738



10

15

20

25

Asp Ile

Thr Ala

His Trp
35
Gly Asp
50
Asn Ser
65
Asp Glu

Val Phe

Gly Gly

Val Gln
130
Leu Arg
145
Met His

Val Ile

Arg Phe

Met Asn
210
Tyr Asp
225

Leu Val

<210> 161
<211>723

<212> ADN

Glu
Arg
Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly
Gly
115
Leu
Leu
Trp
Asp
Thr
195
Ser
Tyr

Thr

Leu Thr Gl
Ile
20

Gln

Ser
Gln
Asn Arg

Thr Al

70

Asn

Asp Tyr

85
Gly Gly
100
Gly

Ser Gl

Vval Glu

Ser Cys Al

Cys
Lys

Pro

Tyr

Thr

Ser

n Pro Pro

Ser Gly

Pro Gly
40
Ser Gly
55
Thr

a Leu

Cys Thr

Lys Leu

Gly Gly
120
Gly

3’4

Gly
135
Ala

a Ser

150

Val Arg
165
Gly Met
180
Ile Ser

Leu Arg

Ile Lys

Gln
Gly
Arg
Ala

Tyr

Ala Pro

His Thr
Asn
200
Asp

Asp

Glu
215

Gly Ala

230

Val Ser

245

<213> Homo Sapien

<400> 161

caggttcaat
agctgtgcag
ccgggtaaag
gatagcgtta
cagatgaata
attaaatatg
ggtggtggta
cctececgageg
attggcagca
atttatggtg
ggtaataccg
tgcaccegta
ctg

<210> 162
<211> 241

<212> PRT

tggttgaaag
caagcggttt
gtctggaatg
aaggtcgttt
gcctgegtge
gtgcctttga
gcggtggtgg
ttagcgttge
aatatgtgca
atagcaatcg
caaccctgac
ccagcacccee

<213> Homo Sapien

<400> 162

Ser

cggtggtggt
tacctttage
ggttagegtt
taccattagce
agaagatacc
tccgtggggt
cggatctggt
accgggtcag
ttggtatcag
tccgageggt
cattagcggce
gattagcggt

Asp

Arg

ES 2 659 406 T3

Vval
10
Asn

Ser Ser
Ile
25

Gln

Ala Pro

Ile Pro Glu

Thr Ile Ser

75

Thr Ser
90

Thr Val

105

Gly

Leu

Ser Gly

Gly Leu Val
Thr
155

Gly

Gly Phe

Gly Lys

170
Tyr Tyr Ala
185
Ser

Lys Asn

Thr Ala Val

Phe Pro

235

Asp

ctggttcagce
gttaatggta
attgatggta
cgtgataata
gcagtttatt
cagggtacac
ggcggtggtt
accgcacgta
cagaaaccgg
attccggaac
acccaggcag
gtttttggtg

Val Ala

Gly Ser
30
Val Leu
45
Arg Phe

Gly Thr

Thr Pro

Gly Gly

Pro
Lys
Val
Ser
Gln
Ile

Gly

Gly Gln
15
Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
80
Ser Gly
95

Gly Ser

110

Gly Gly
125
Gln Pro
140
Phe Ser

Leu Glu

Asp Ser

Gly
Gly
Val
Trp

val

Ser Gln

Gly Ser

Asn Gly
160
Val Ser
175

Lys Gly

190

Thr Leu
205
Tyr Tyr
220

Trp Gly

ctggtggtag
tgcattgggt
tgggccatac
gcaaaaatac
attgtgceccg
tagttaccgt
cagatatcga
ttagctgtag
gtcaggctce
gttttagcgg
aagatgaagc
gtggcaccaa

Tyr
Cys

Gln

Leu Gln

Ala Arg

Thr
240

Gly

cctgegtcetg
tcgtcaggca
ctattatgcecce
cctgtatctg
ttatgattat
tagcagtggt
actgacccag
cggtgataat
ggttctggtt
tagcaatagc
cgattattat
gcttacegtt

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Val Asn

146

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
723



10

15

20

25

20
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Val Ile Asp Gly Met Gly His
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85
Arg Tyr Asp Tyr Ile Lys Tyr Gly
100
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly
115 120
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile
130 135
Ser Val Ala Pro Gly Gln Thr Ala
145 150
Ile Gly Ser Lys Tyr Val His Trp
165
Pro Val Leu Val Ile Tyr Gly Asp
180
Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser
195 200
Ser Gly Thr Gln Ala Glu Asp Glu
210 215
Ser Thr Pro Ile Ser Gly Val Phe
225 230
Leu
<210> 163
<211>738
<212> ADN
<213> Homo Sapien
<400> 163
caggttcaat tggttgaaag cggtggtggt
agctgtgcag caagcggttt tacctttage
ccgggtaaag gtctggaatg ggttagegtt
gatagcgtta aaggtcgttt taccattagce
cagatgaata gcctgegtge agaagatacce
attaaatatg gtgcctttga tcecgtggggt
ggtggtggta gcggtggtgg cggatctggt
atcgaactga cccagcctce gagcgttage
tgtagcggtg ataatattgg cagcaaatat
gctceggtte tggttattta tggtgatage
agcggtagca atagcggtaa taccgcaacc
gaagccgatt attattgcac ccgtaccagce
accaagctta ccgttctg
<210> 164
<211> 246
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 164

ES 2 659 406 T3

25

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Asn Ser Lys
75
Thr Ala
90

Phe

Asp

Ala
105
Gly

Asp

Gly Gly

Glu Leu Thr

Ile Ser
155
Gln

Arg

Gln
170
Asn

Tyr

Ser
185
Gly

Arg

Asn Thr

Ala Asp Tyr

Gly Gly Gly

235

ctggttcage
gttaatggta
attgatggta
cgtgataata
gcagtttatt
cagggtacac
ggcggtggtt
gttgcaccgg
gtgcattggt
aatcgtccga
ctgaccatta
accccgatta

30
Leu
45
Asp

Gly
Ala
Asn Thr
Val Tyr

Pro Trp

Glu
Ser
Leu
Tyr

Gly

Trp Val

Val Lys
Leu
80

Ala

Tyr

Cys
95

Gln Gly

110

Ser Gly
125
Gln Pro
140
Cys Ser

Lys Pro

Pro Ser

Gly
Pro
Gly
Gly

Gly

Gly Gly

Ser Val
Asn
160
Ala

Asp

Gln
175

Ile Pro

190

Thr
205
Cys

Ala

Tyr
220

Thr Lys

ctggtggtag
tgcattgggt
tgggccatac
gcaaaaatac
attgtgeceeg
tagttaccgt
caggtggtgg
gtcagaccgce
atcagcagaa
gcggtattcece
gcggcaccca

gcggtgtttt

147

Leu

Thr

Leu

Thr Ile

Arg Thr

Thr Val
240

cctgegtetg
tcgtcaggeca
ctattatgcece
cctgtatctg
ttatgattat
tagcagtggt
tggcagtgat
acgtattagce
accgggtcag
ggaacgtttt
ggcagaagat
tggtggtgge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738



10

15

20

25

30

35

Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20
Gly Met His Trp
35
Ser Val Ile Asp
50

Gly Arg Phe Thr
65
Gln Met Asn Ser

Arg Tyr Asp Tyr
100

Thr Leu Val Thr

115
Ser Gly Gly Gly
130

Gln Pro Pro Ser

145

Cys Ser Gly Asp

Lys Pro Gly Gln
180

Pro Ser Gly Ile

195
Ala Thr Leu Thr
210

Tyr Cys Thr Arg

225

Thr Lys Leu Thr

<210> 165
<211> 2121
<212> ADN
<213> Homo Sapien

<400> 165

val
Ser
val

Gly

Ile
Leu
85

Ile
Val
Gly
Val
Asn
165
Ala
Pro
Ile

Thr

Val
245

Glu
Cys
Arg
Met
Ser
70

Arg
Lys
Ser
Ser
Ser
150
Ile
Pro
Glu
Ser
Ser

230
Leu

Ser
Ala
Gln

Gly
55

Arg
Ala
Tyr
Ser
Gly
135
Val
Gly
Val
Arg
Gly

215
Thr

Gly
Ala
Ala
40

His
Asp
Glu
Gly
Gly
120
Gly
Ala
Ser
Leu
Phe
200

Thr

Pro

ES 2 659 406 T3

Gly
Ser
25

Pro

Thr

Asn
Asp
Ala
105
Gly
Gly
Pro
Lys
val
185
Ser

Gln

Ile

Gly
10

Gly
Gly

Tyr

Ser
Thr
90

Phe
Gly
Gly
Gly
Tyr
170
Ile
Gly
Ala

Ser

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Asp
Gly
Ser
Gln
155
Vval
Tyr
Ser

Glu

Gly
235

val
Thr
Gly

Ala
60

Asn
Val
Pro
Ser
Asp
140
Thr
His
Gly
Asn
Asp

220
Val

148

Gln
Phe
Leu
45

Asp
Thr
Tyr
Trp
Gly
125
Ile
Ala
Trp
Asp
Ser
205
Glu

Phe

Pro
Ser
30

Glu

Ser

Leu
Tyr
Gly
110
Gly
Glu
Arg
Tyr
Ser
190
Gly
Ala

Gly

Gly
15

Val
Trp

Val

Tyr
Cys
95

Gln
Gly
Leu
Ile
Gln
175
Asn
Asn

Asp

Gly

Gly
Asn
Val
Lys
Leu
80

Ala
Gly
Gly
Thr
Ser
160
Gln
Arg
Thr
Tyr

Gly
240
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15

20

25

30

35

caggtgcaat
agctgcgeceg
cctggaaagg
gccgacagceg
ctgcagatga
gccaccgceca
accgtcagcet
agcaccagcg
gtgaccgtgt
ctgcagagca
ggcacccaga
agagtggagc
gcagcgggcg
agcaggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaacggca
aagaccatca
tccegggagg
cccagcgaca
accccceccag
aagtccaggt
aaccactaca
gatatcgtge
ctgagctgcce
ccecggacagg
gccagatttt
cccgaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagcctacce
ggcggcggag
atcgactggg

aaggacacca
gccacctatt
accctggtga
<210> 166
<211>707

<212> PRT

tggtcgagtc
ccagcggcett
gcctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gcggcacagce
cctggaacag
gcggectgta
cctacatctg
ccaagagctg
gaccctcegt
ccgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggaatacaa
gcaaggccaa
agatgaccaa
tcgeegtgga
tgctggacag
ggcagcaggg
cccagaagag
tgacacagag
gggccagcca
ctcccagact
ctggcagcgg
tcgccaccta
aggtggagat
gagggggcgyg
agaccctgac

tgggctggat
acgacgacaa

gcaagaacca
attgcgecceceg
cagtgtccag

<213> Homo Sapien

<400> 166

tggcggagga
caccttcage
ggtgtcegge
gttcaccatc
agccgaggac
gtacaagttc
caagggcccce
cgecectggge
cggagccectg
cagcctgtece
caacgtgaac
cgacaagacc
gttcctgtte
ctgcgtggtg
cggcgtggag
cagggtggtg
gtgcaaggtc
gggccagcca
gaaccaggtg
gtgggagagc
cgacggcagce
caacgtgttc
cctgagectg
ccctgecace
gttcatcgge
gctgatctac
cagcggcacce
ctactgccag
caagggcgga
aagccaggtg
cctgacatge
cagacagcct
gagctacagce

ggtggtgctc
gatgcatctg
c
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ctggtgcagce
gactacgtga
atctettggt
agccgggaca
accgccegtgt
atggacgtgt
agcgtgttcc
tgcctggtga
acctccggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacctgcece
ccececcaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
tcegtgetga
tccaacaagg
cgggagcccce
tcecctgacct
aacggccagce
ttcttecectgt
agctgcagceg
tcecececeggea
ctgtctctga
tccecgetace
ggcgccagca
gacttcaccce
cagtactacg
ggcggatccg
caattgaaag
accttcageg
cccggcaagg
accagcctga

accatgacca
cceetggtgt

ctggtggcag
tcaactgggt
ctggcgtgaa
acagcaagaa
actactgtgce
ggggccaggg
ccctggecece
aggactactt
tgcacacctt
cagtgcccag
gcaacaccaa
cccectgeee
ccaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccectgecage
aggtgtacac
gtctggtgaa
ccgagaacaa
acagcaagct
tgatgcacga
agggcggctce
gccctggega
tggcectggta
acagagctac
tgaccatcag
actaccccca
ggggtggcgg
agtccggecece
gcttcagect
ccctggaatg
aaacccggcet

acatggaccc
tcgatagcetg

149

cctgagactg
gcgacaggcce
cacccactac
caccctgtac
cagactgggc
cacactggtg
cagcagcaag
cccegagece
ccecegeegtg
cagcagcctg
ggtggacaag
agccccagag
cctgatgatce
cccagaggtg
gcccagagag
ccaggactgg
ccccatcgaa
cctgecececee
gggcttctac
ctacaagacc
gaccgtggac
agcgctgceac
cggcggaagce
gagagccacce
tcagcagaag
cggecgtgecece
cagcctggaa
gaccttecgge
aagtggaggc
tgccetggtg
gagcaacaga
gctggcctgg
gaccatctcce

cgtggacacc
gggccaggga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100
2121



Gln
Ser
val
Ser
Lys
65

Leu
Ala
val
Gly
Gly
145
Val
Phe
val
val
Lys
225
Ala
Thr
val
val
Ser
305
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
385
Thr

Leu

Ser

Val
Leu
Ile
Gly
Gly
Gln
Arg
Trp
Pro
130
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
210
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
290
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
370
Val
Pro

Thr

Val

Gln
Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met
Leu
Gly
115
Ser
Ala
Val
Ala
val
195
His
Cys
Gly
Met
His
275
val
Tyr
Gly
Ile
Val
355
Ser
Glu
Pro

Val

Met

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gln
Val
Ala
Ser
Val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu
His
Arg
Lys
Glu
340
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp

420
His

vVal
Ser
val
Trp
Thr
Ser
85

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys

Glu

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp

Ser

Ala

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
Vval
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser

Arg

Leu

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg
Ala
Asn
vVal
120
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
val
280
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
360
Vval
Gly
Asp

Trp

His

ES 2 659 406 T3

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
105
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

425
Asn

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
Ile
Vval
Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
Vval
Pro
Phe
250
Val
Phe
Pro
Thr
Val
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410

Gln

His

Leu
Phe
Lys
His
Ser
75

Thr
Arg
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
315
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
395
Phe

Gly

Tyr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe

Asn

Thr

150

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
val
Lys
Ala
125
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
205
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Met
365
Pro
Asn
Leu

val

Gln

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
Vval
Ala
Pro
Val
270
val
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

430
Lys

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Met
Thr
Ser
Glu
His
175
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
255
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415

Ser

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Asp
Lys
Gly
Pro
160
Thr
val
Asn
Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys
Cys

Leu
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15

20

435
Ser Leu Ser Pro
450
Thr Gln Ser Pro
465
Leu Ser Cys Arg

Tyr Gln Gln Lys
500

Ser Asn Arg Ala

515
Gly Thr Asp Phe
530

Ala Thr Tyr Tyr

545

Gln Gly Thr Lys

Gly Ser Gly Gly
580

Lys Glu Ser Gly

595
Thr Cys Thr Phe
610

Gly Trp Ile Arg

625

Ile Asp Trp Asp

Leu Thr Ile Ser
660
Thr Asn Met Asp
675
His Leu Pro Leu
690
Val Ser Ser
705

<210> 167
<211> 105
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 167

Asp Ile Glu Leu
1

Thr Ala Arg Ile

20
Trp Tyr Gln Gln
35
Asn Asn Arg Pro
50

Gly Asn Thr Ala
65

Ala Asp Tyr Tyr

Gly Gly Gly Thr
100

<210> 168
<211> 315
<212> ADN
<213> Homo Sapien

<400> 168

Gly
Ala
Ala
485
Pro
Thr
Thr
Cys
Val
565
Gly
Pro
Ser
Gln
Asp
645
Lys

Pro

val

Thr
Ser
Lys
Ser
Thr
Cys

85
Lys

Lys
Thr
470
Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
550
Glu
Gly
Ala
Gly
Pro
630
Asp
Asp

Val

Phe

Gln
Cys
Pro
Gly
Leu
70

Gln

Leu

Gly
455
Leu
Gln
Gln
vVal
Thr
535
Gln
Ile
Ser
Leu
Phe
615
Pro
Lys
Thr

Asp

Asp
695

Pro
Ser
Gly
Ile
55

Thr

Ser

Thr

440
Gly

Ser
Phe
Ala
Pro
520
Ile
Tyr
Lys
Gly
Val
600
Ser
Gly
Ser
Ser
Thr

680
Ser

Pro
Gly
Gln
40

Pro
Ile

Tyr

val
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Ser
Leu
Ile
Pro
505
Ala
Ser
Tyr
Gly
Gly
585
Lys
Leu
Lys
Tyr
Lys
665

Ala

Trp

Ser
Asp
25

Ala
Glu
Ser

Asp

Leu
105

Gly
Ser
Gly
490
Arg
Arg
Ser
Asp
Gly
570
Gly
Pro
Ser
Ala
Ser
650
Asn

Thr

Gly

Val
10

Ser
Pro
Arg

Gly

Gly
90

Gly
Pro
475
Ser
Leu
Phe
Leu
Tyr
555
Gly
Gly
Thr
Asn
Leu
635
Thr
Gln

Tyr

Gln

Ser
Leu
Val
Phe
Thr

75
Gln

Ser
460
Gly
Arg
Leu
Ser
Glu
540
Pro
Gly
Ser
Gln
Arg
620
Glu
Ser
Vval

Tyr

Gly
700

val
Arg
Leu
Ser
60

Gln

Lys

151

445
Asp

Glu
Tyr
Ile
Gly
525
Pro
Gln
Ser
Gln
Thr
605
Gly
Trp
Leu
Val
Cys

685
Thr

Ala
Asn
Val
45

Gly
Ala

Ser

Ile
Arg
Leu
Tyr
510
Ser
Glu
Thr
Gly
val
590
Leu
Gly
Leu
Lys
Leu
670

Ala

Leu

Pro
Lys
30

Ile
Ser

Glu

Leu

vVal
Ala
Ala
495
Gly
Gly
Asp
Phe
Gly
575
Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
655
Thr

Arg

val

Gly
15

Val
Tyr
Asn

Asp

Val
95

Leu
Thr
480
Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
560
Gly
Leu
Leu
Val
Trp
640
Arg
Met

Met

Thr

Gln
Tyr
Lys
Ser
Glu

80
Phe
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15

20

25

gacatcgagc tgacccagcc cccttcectgtg
agctgcageg gcgacagcct geggaacaag
gctceecgtge tggtgatcta caagaacaac
ggcagcaaca gcggcaatac cgccaccctg
gccgactact actgccagag ctacgacgge
aagcttacceg tgetg
<210> 169
<211> 633
<212> ADN
<213> Homo Sapien
<400> 169
gacatcgagc tgacccagcc cccttetgtg
agctgcagcg gcgacagcct gcggaacaag
gctececegtge tggtgatcta caagaacaac
ggcagcaaca gcggcaatac cgccaccctg
gccgactact actgccagag ctacgacggce
aagcttaccg tgctgggcca gcccaaagcc
agcgaggaac tgcaggccaa caaggccacce
ggegecgtga cegtggectyg gaaggecgac
accaccccca gcaagcagag caacaacaag
cccgagcagt ggaagagcca cagaagctac
gtggagaaaa ccgtggcccce caccgagtge
<210>170
<211> 211
<212> PRT
<213> Homo Sapien
<400> 170
Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro
1 5
Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly
20
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro
50 55
Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile
65 70
Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr
85
Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100
Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser
115 120
Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser
130 135
Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser
145 150
Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn
165
Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp
180
Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr
195 200
Glu Cys Ser
210
<210> 171
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tctgtggece
gtgtactggt
cggcccageg
accatcagcg
cagaaaagcc

tectgtggece
gtgtactggt
cggcccageg
accatcagcg
cagaaaagcc
gccectageg
ctggtctgee
agcagccecyg
tacgcegeca
agctgccagg
agc

Val
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Thr
75

Gln

Ser Gly

Asp Gly

90

Leu Gly Gln

105

Ser Glu Glu

Asp Phe Tyr

Pro Val Lys

155
Tyr

Asn Lys

170

Lys Ser His

185
Val

Glu Lys

ctggccagac
atcagcagaa
gcatccctga
gcacccaggce
tggtgttcgg

ctggccagac
atcagcagaa
gcatcecctga
gcacccaggce
tggtgttcgg
tgaccctgtt
tgatcagcga
tgaaggeccgy
gcagctacct
tcacccacga

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Pro Lys

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu
Leu

Ala

cgccagaatc
gcccggecag
gcggttcage
cgaagatgag
cggaggcacc

cgccagaatc
gccecggecag
gcggttcage
cgaagatgag
cggaggcacce
cccceccage
cttctaccct
cgtggagaca
gagcctgace
gggcagcacce

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser

Asp Glu
Val
95

Ala

Phe

Pro

110

Gln
125
Gly

Leu

Pro
140
Ala Gly

Ala Ala

Arg Ser

Ala
Ala
Val
Ser

Tyr

Asn Lys

Val Thr

Glu Thr
160
Ser Tyr
175

Ser Cys

190

Thr Val

205

152

Ala

Pro Thr

60

120
180
240
300
315

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
633



10

<211> 706

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 171

Gln
1
Ser
Val
Ser
Lys

65

Leu
Ala
vVal
Gly
Gly
145
Val
Phe
Val
Val
Lys
225
Ala
Thr
Val
Val
Ser
305
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
385
Thr
Leu
Ser
Ser
Gln
465

Ser

Gln

val
Leu
Ile
Gly
50

Gly
Gln
Arg
Trp
Pro
130
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
210
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
290
Thr
Asn
Pro
Gln
val
370
vVal
Pro
Thr
val
Leu
450
Ser
Cys

Gln

Gln
Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met
Leu
Gly
115
Ser
Ala
Val
Ala
val
195
His
Cys
Gly
Met
His
275
Val
Tyr
Gly
Ile
val
355
Ser
Glu
Pro
val
Met
435
Ser
Pro

Arg

Lys

Leu

Leu
20
Trp

Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gln
Val
Ala
Ser
Val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu
His
Arg
Lys
Glu
340
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
420
His
Pro
Ala

Ala

Pro

val
Ser
val
Trp
Thr
Ser
85

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys
Glu
Gly
Thr
Ser

485
Gly

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser
Ala
Gly
Leu
470

Gln

Gln

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
val
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser
Arg
Leu
Gly
455
Ser

Phe

Ala

Gly
Ala
Ala
40

val
Arg
Ala
Asn
val
120
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
280
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
360
Val
Gly
Asp
Trp
His
440
Ser
Leu

Ile

Pro

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
105
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln
425
Asn
Gly
Ser

Gly

Arg

ES 2 659 406 T3

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ile
Val
Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
val
Pro
Phe
250
Val
Phe
Pro
Thr
vVal
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410
Gln
His
Gly
Pro
Ser

490
Leu

Leu
Phe
Lys
His
Ser
75

Thr
Arg
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
315
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
395
Phe
Gly
Tyr
Ser
Gly
475

Arg

Leu

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe
Asn
Thr
Asp
460
Glu
Tyr

Ile

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
val
Lys
Ala
125
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
205
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Met
365
Pro
Asn
Leu
Val
Gln
445
Ile
Arg

Leu

Tyr

153

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
Val
Ala
Pro
Val
270
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
430
Lys
vVal
Ala

Ala

Gly

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Met
Thr
Ser
Glu
His
175
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
255
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415
Ser
Ser
Leu
Thr
Trp

495
Ala

Gly
Tyr
Vval
Vval
Tyr
80

Cys
Asp
Lys
Gly
Pro
160
Thr
val
Asn
Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys
Cys
Leu
Thr
Leu
480
Tyr

Ser
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Asn Arg

Ala

500

Thr Gly

515

Thr Asp
530
Thr Tyr
545
Gly Thr

Ser Gly

Glu Ser

Phe
Tyr
Lys
Gly

Gly

Thr Leu

Cys Gln

Vval

Thr

Gln

Ala
520
Ser

Pro

Ile
535

Tyr Tyr

550

Val Glu
565
Gly Gly
580

Pro Ala

595

Thr
610
Ile

Cys

Trp
625
Asp Trp

Thr Ile

Asn Met

Phe
Arg
Asp
Ser

Asp

Ser Gly

Gln Pro

Ile

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys Gly

Gly Gly

Val Lys
600
Ser Leu
615

Gly Lys

630

Asp Asp
645
Lys Asp
660

Pro Val

675

Pro
690
Ser

Leu

Ser
705

<210> 172

<211> 2118

<212> ADN

Leu

Val Phe

<213> Homo Sapien

<400> 172

caggtgcaat
agctgegeeg
cctggaaagg
gccgacagceg
ctgcagatga
gccaccgceca
accgtcagcet
agcaccagcg
gtgaccgtgt
ctgcagagca
ggcacccaga
agagtggagc
gcagcgggceg
agcaggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaacggca
aagaccatca
tcecegggagg
cccagcgaca
accccceccag
aagtccaggt
aaccactaca
atcgtgctga
agctgcecggg
ggacaggctce
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagg
ggaagcggag

tggtcgagtce
ccagecggcett
gcctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gcggcacagce
cctggaacag
gcggectgta
cctacatctg
ccaagagctg
gaccctceegt
ccgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggaatacaa
gcaaggccaa
agatgaccaa
tcgeegtgga
tgctggacag
ggcagcaggg
cccagaagag
cacagagccc
ccagccagtt
ccagactget
gcagcggcag
ccacctacta
tggagatcaa
ggggcggaag

Lys
Thr
Asp

Asp

Ser Tyr

Ser Lys

Thr Ala
680
Ser Trp

695

tggcggagga
caccttcage
ggtgtcegge
gttcaccatc
agccgaggac
gtacaagttc
caagggcccce
cgcectggge
cggagccctg
cagcctgtcece
caacgtgaac
cgacaagacc
gttectgttce
ctgegtggtyg
cggcgtggag
cagggtggtg
gtgcaaggtc
gggccagcca
gaaccaggtg
gtgggagagc
cgacggcagce
caacgtgttc
cctgagcectg
tgccacccectg
catecggctce
gatctacgge
cggcaccgac
ctgccagcag
gggcggaggce
ccaggtgcaa

ES 2 659 406 T3

505

Arg Phe Ser

Ser Leu Glu
Pro
555

Gly

Asp Tyr

Gly Gly
570
Gly Gly Ser
585
Pro

Thr Gln

Ser Asn Arg

Ala Glu
635

Ser

Leu

Thr
650
Gln

Ser
Asn Val
665
Thr

Tyr Tyr

Gly Gln Gly

ctggtgcage
gactacgtga
atctcttggt
agccgggaca
accgeccgtgt
atggacgtgt
agcgtgttcc
tgcctggtga
acctcecggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacctgcc
ccccccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
tccgtgetga
tccaacaagg
cgggagcccce
tcecctgacct
aacggccagce
ttcttecetgt
agctgcagceg
tcecececeggeg
tctctgagee
cgctacctgg
gccagcaaca
ttcaccctga
tactacgact

ggatccgggg
ttgaaagagt

510

Ser
525
Glu

Gly

Pro
540
Gln Thr

Ser Gly

Gln Val

Gly
Asp
Phe
Gly

Gln

Ser Gly

Phe Ala
Gln
560
Gly

Gly

Gly
575

Leu Lys

590

Thr Leu
605
Gly Gly
620
Trp Leu

Leu Lys

Val Leu

Thr
Gly
Ala
Thr

Thr

Leu Thr

Val Gly

Ile
640
Leu

Trp

Arg
655

Met Thr

670

Ala
685
Leu

Cys

Thr
700

ctggtggcag
tcaactgggt
ctggcgtgaa
acagcaagaa
actactgtgce
ggggccaggg
ccctggecce
aggactactt
tgcacacctt
cagtgcccag
gcaacaccaa
cccectgece
ccaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgcectgea
ccctgecage
aggtgtacac
gtctggtgaa
ccgagaacaa
acagcaagct
tgatgcacga
gcggctcegg
ctggcgagag
cctggtatca
gagctacecgg
ccatcagcag
acccccagac
gtggcggaag
ccggecectge

154

Arg

Val

Met His

Thr Val

cctgagactg
gcgacaggcce
cacccactac
caccctgtac
cagactgggce
cacactggtg
cagcagcaag
ccececgagcece
ccecegecegtg
cagcagcctg
ggtggacaag
agccccagag
cctgatgatc
cccagaggtg
gcccagagag
ccaggactgg
ccccatcgaa
cctgecececee
gggcttctac
ctacaagacc
gaccgtggac
agcgctgcac
cggaagcgat
agccaccctg
gcagaagccce
cgtgeecegee
cctggaaccce
cttcggceccag
tggaggcgga
cctggtgaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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cctacccaga
ggcggagtgg
gactgggacg
gacaccagca
acctattatt
ctggtgacag

<210> 173
<211> 707

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 173

Gln
1
Ser

Val Gln

Leu Arg

Val Ile Asn

35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly

65

Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Leu

Val Trp Gly
115
Pro Ser
130

Thr

Gly

Gly
145
val

Ala

Thr Val

Phe Pro Ala

Val Thr val

195

Val Asn His
210

Lys Ser

225

Ala

Cys

Ala Gly

Thr Leu Met

val His
275
val

Ser
vVal Glu
290
Ser Thr
305

Leu

Tyr

Asn Gly

Ala Pro Ile

Gln Val
355

Ser

Pro
Gln Val
370
Ala Val
385
Thr

Glu

Pro Pro

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gln
Val
Ala
Ser
val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu

His

Lys
Glu
340
Tyr
Leu

Trp

Val

Vval
Ser
Vval
Trp
Thr
Ser
85

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
325
Lys
Thr
Thr

Glu

Leu
405

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser

390
Asp

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
val
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375

Asn

Ser

ccctgaccect gacatgcacc
gctggatcag acagcctccce
acgacaagag ctacagcacc
agaaccaggt ggtgctcacc
gcgeccggat gecatctgece
tgteccage

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg
Ala
Asn
val
120
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
val
280
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
360
Val

Gly

Asp

ES 2 659 406 T3

ttcagcggcet
ggcaaggccce
agcctgaaaa
atgaccaaca
ctggtgttcg

Gly Gly Leu

Ser Phe
25

Pro

Gly

Gly Lys

Asn Thr His
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Asn Ile
105
Thr

Arg

Val Ser

Pro Ser Ser

Val Lys Asp

155

Ala Leu Thr
170

Gly Leu

185

Gly

Tyr

Thr Gln

Lys Val Asp
Pro
235

Pro

Cys Pro
Phe
250
Vval

Leu

Glu
265
Lys

Thr

Phe Asn

Lys Pro Arg

Thr Val
315

Ser

Leu

Val
330
Ala

Lys

Lys
345
Ser

Lys

Arg Glu

Lys Gly Phe

Gln Glu
395
Phe

Pro

Ser
410

Gly

tcagcctgag
tggaatggct
cccggcetgac
tggacccegt
atagctgggg

Val Gln

Thr Phe

30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Tyr Lys

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

caacagaggc
ggcctggatce
catctccaag
ggacaccgcc
ccagggaacc

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ala
125
Ser

Ser

Lys
140
Tyr Phe

Ser Gly

Ser Leu

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

Thr Lys

Ser Gly

Glu Pro
160
His Thr
175

Ser Val

190

Thr Tyr
205
Lys Arg
220

Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

Ile

Val

Ala

Pro

val

Cys Asn

Glu Pro
Glu
240
Asp

Pro

Lys
255

Val Asp

270

Trp Tyr
285
Glu Glu
300
Leu His

Asn Lys

Gly Gln

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp
320
Leu Pro
335

Arg Glu

350

Glu Met
365
Tyr Pro
380
Asn Asn

Phe Leu

155

Thr
Ser
Tyr

Tyr

Lys Asn

Asp Ile
Thr
400
Lys

Lys

Ser
415

1860
1920
1980
2040
2100
2118
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Leu Thr

Ser Val
Leu
450
Gln

Ser

Thr
465
Leu Ser

Tyr Gln

Ser Asn
Thr
530
Thr

Gly

Ala
545
Gln Gly

Gly Ser

Lys Glu

Thr Cys
610
Gly Trp
625
Ile Asp

Leu Thr

Thr Asn

Leu
690
Ser

His

val
705

<210> 174
<211> 2121

<212> ADN

Val
Met
435
Ser
Ser
Cys
Gln
Arg
515
Asp
Tyr
Thr
Gly
Ser
595
Thr
Ile
Trp
Ile
Met

675
Pro

Asp
420
His

Lys
Glu
Pro Gly

Pro Ala

Ser
Ala
Lys

Thr

Arg Trp
His
440
Gly

Leu

Gly
455

Leu Ser

470

Ala
485
Lys Pro
500
Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Ser
Gly
Gly
Leu

Gln

Gln Phe

Gln Ala

Val Pro
520
Thr Ile
535

Gln Tyr

550

val
565
Gly

Lys

Gly
580
Gly Pro

Phe Ser

Arg Gln

Glu
Gly
Ala
Gly

Pro

Ile Lys

Ser Gly

Val
600
Ser

Leu

Phe
615

Pro Gly

630

Asp Asp
645
Ser Lys
660
Asp Ala

Leu Val

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 174

caggtgcaat
agctgcgeeg
cctggaaagg
gccgacagceg
ctgcagatga
gccaccgceca
accgtcagcet
agcaccagcg
gtgaccgtgt
ctgcagagca
ggcacccaga
agagtggagc
gcagcgggceg
agcaggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaacggca
aagaccatca
tcecegggagyg

tggtcgagtc
ccagecggcett
gcctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gcggcacagce
cctggaacag
gcggcectgta
cctacatctg
ccaagagctg
gaccctcegt
ccgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggaatacaa
gcaaggccaa
agatgaccaa

Asp
Asp
Val

Phe

Lys Ser

Thr Ser

Thr
680
Ser

Asp

Asp
695

tggcggagga
caccttcage
ggtgtecgge
gttcaccatc
agccgaggac
gtacaagttc
caagggcccce
cgccectggge
cggagccctg
cagecctgtece
caacgtgaac
cgacaagacc
gttcctgtte
ctgcegtggtg
cggcgtggag
cagggtggtg
gtgcaaggtc
gggccagcca
gaaccaggtg

ES 2 659 406 T3

Gln
425
Asn

Gln Gly

His Tyr

Ser Gly Gly
Pro
475

Ser

Leu Ser

Ile Gly

490
Pro Arg Leu
505
Ala

Arg Phe

Ser Ser Leu

Tyr Asp Tyr

555

Gly Gly Gly
570

Gly Gly

585

Lys

Gly

Pro Thr

Leu Ser Asn

Ala Leu
635
Thr

Lys

Ser
650
Asn

Tyr
Lys Gln
665
Ala

Thr Tyr

Trp Gly Gln

ctggtgcagce
gactacgtga
atctcttggt
agccgggaca
accgceccegtgt
atggacgtgt
agecgtgttec
tgcctggtga
acctcecggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacctgee
ccceccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
tcegtgetga
tccaacaagg

cgggagcccce
tcectgacet

Asn Val

Phe

Ser Cys

430

Thr Gln
445
Ser Asp
460
Gly Glu

Arg Tyr

Leu Ile

Lys
Ile
Arg
Leu

Tyr

Ser Leu

Val Leu

Ala Thr
480
Ala Trp
495

Gly Ala

510

Ser Gly
525
Glu Pro
540
Pro Gln

Gly Ser

Ser Gln

Ser
Glu
Thr
Gly

Val

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
560
Gly Gly
575

Gln Leu

590

Gln Thr
605
Arg Gly
620
Glu Trp

Ser Leu

Val val

Leu
Gly
Leu
Lys

Leu

Thr Leu

Gly Val

Ala Trp
640
Thr Arg
655

Thr Met

670

Tyr Cys
685
Gly Thr

700

ctggtggcag
tcaactgggt
ctggcgtgaa
acagcaagaa
actactgtgce
ggggccaggg
ccctggeccee
aggactactt
tgcacacctt
cagtgcccag
gcaacaccaa
cccectgeee
ccaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccctgecage
aggtgtacac
gtctggtgaa

156

Ala

Leu

Arg Met

Val Thr

cctgagactg
gcgacaggcce
cacccactac
caccctgtac
cagactgggc
cacactggtg
cagcagcaag
ccccgagcecce
ccecegecegtg
cagcagcctg
ggtggacaag
agccccagag
cctgatgatc
cccagaggtg
gcccagagag
ccaggactgg
ccccatcgaa
cctgeccececee
gggcttctac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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cccagcgaca
acccccccag
aagtccaggt
aaccactaca
gatatcgtgce
ctgagctgce
cccggacagg
gccagatttt
cccgaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagcctacce
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacca
gccacctatt
accctggtga

<210> 175
<211> 707

<212> PRT

tcgecegtgga
tgctggacag
ggcagcaggg
cccagaagag
tgacacagag
gggccagcca
ctcccagact
ctggcagcgg
tcgeccaccta
aggtggagat
gagggggcgg
agaccctgac
tgggctggat
acgacgacaa
gcaagaacca
attgcgecceg
cagtgtccag

<213> Homo Sapien

<400> 175

Gln Val Gln

1
Ser Leu
Val Ile

35
Ser Gly
50
Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Val Trp

Arg
Asn
Ile
Arg
Met
Leu

Gly

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

Glu
Cys
Arg
Ser

Ile

gtgggagagc
cgacggcagce
caacgtgtte
cctgagcectg
ccctgecace
gttcatcgge
gctgatctac
cagcggcacce
ctactgccag
caagggcgga
aagccaggtg
cctgacatge
cagacagcct
gagctacagce
ggtggtgcete
gatgcatctg
c

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Val
55

Ser Arg

70

Asn Ser

Gly Ala
100

Gln Gly

115

Gly Pro
130
Gly Thr
145
Val Thr

Phe Pro

Val Thr

Ser

Ala

val

Ala

val

Val Phe

Ala Leu

Leu
Thr
Thr
Pro

Gly

Arg Ala

Ala Asn
Val
120
Ala

Leu

Leu
135

Cys Leu

150

Ser Trp
165
Val Leu
180

Pro Ser

195

Val Asn
210
Lys Ser
225

Ala Ala

Thr Leu

Val Ser

His
Cys
Gly
Met

His

Lys Pro

Asp Lys

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser Gly

Ser Ser
Leu
200
Thr

Ser

Asn
215

His Thr

230

Pro
245
Ser

Gly

Ile
260

Glu Asp

275

vVal Glu
290
Ser Thr
305

Leu Asn

val
Tyr

Gly

His Asn

val

Ser
Arg
Pro
Ala

Val

Val Phe

Thr Pro

Glu Vval
280
Lys Thr
295

Ser Val

310

Lys Glu

Tyr

Lys Cys

ES 2 659 406 T3

aacggccagce
ttcttectgt
agctgcageg
tcecececeggea
ctgtctctga
tcececgetace
ggcgccagca
gacttcaccce
cagtactacg
ggcggatccg
caattgaaag
accttcageg
cccggcaagg
accagcctga
accatgacca
cccetggtgt

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Lys

Asn Thr His
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

Asn Ile
105
Thr

Arg

Val Ser

Pro Ser Ser

Val Lys Asp

155

Ala Leu Thr
170

Gly Leu

185

Gly

Tyr

Thr Gln

Lys Val Asp
Pro
235

Pro

Cys Pro
Phe
250
Vval

Leu

Glu
265
Lys

Thr

Phe Asn

Lys Pro Arg

Thr Val
315
Ser

Leu

Lys Val

ccgagaacaa
acagcaagct
tgatgcacga
agggcggctce
gcecectggega
tggcectggta
acagagctac
tgaccatcag
actaccccca
ggggtggcgyg
agtccggcecce
gcttecagect
ccctggaatg
aaacccggcet
acatggacgc
tcgatagcetg

Val Gln

Thr Phe

30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Tyr Lys

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

ctacaagacc
gaccgtggac
agcgctgcecac
cggcggaagc
gagagccacc
tcagcagaag
cggcgtgecc
cagcctggaa
gaccttcgge
aagtggaggc
tgcecetggtyg
gagcaacaga
gctggectgg
gaccatctcce
cgtggacacc
gggccaggga

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Vval

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ala
125
Ser

Ser

Lys
140
Tyr Phe

Ser Gly

Ser Leu

Ser

Thr

Pro

val

Ser

Thr Lys

Ser Gly

Glu Pro
160
His Thr
175

Ser Val

190

Thr Tyr

205
Lys Arg
220
Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

Ile

Val

Ala

Pro

Vval

Cys Asn

Glu Pro

Glu
240
Asp

Pro

Lys
255

Val Asp

270

Trp Tyr
285
Glu Glu
300
Leu His

Asn Lys

157

val

Gln

Gln

Ala

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp
320

Leu Pro

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2121
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Ala Pro

Pro Gln

Ile

Val

325
Glu Lys
340

Tyr Thr

355

Gln Val
370
Ala Val
385
Thr Pro

Leu Thr

Ser Val
Leu
450
Gln

Ser

Thr
465
Leu Ser

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr
530
Ala Thr
545
Gln Gly

Gly Ser

Lys Glu

Thr Cys
610
Gly Trp
625
Ile Asp

Leu Thr

Thr Asn

Leu
690
Ser

His

Val
705

<210> 176
<211> 2121

<212> ADN

Ser
Glu
Pro
Val
Met
435
Ser
Ser
Cys
Gln
Arg
515
Asp
Tyr
Thr
Gly
Ser
595
Thr
Ile
Trp
Ile
Met

675
Pro

Leu Thr

Trp Glu

Thr
Leu
Cys

Ser

Ile Ser
Pro
360
Val

Pro

Leu
375

Asn Gly

390

Val Leu
405
Asp Lys
420
His Glu

Pro Gly

Pro Ala

Asp
Ser
Ala
Lys

Thr

Ser Asp

Arg Trp
His
440
Gly

Leu

Gly
455

Leu Ser

470

Ala
485
Pro

Arg

Lys
500
Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Ser
Gly
Gly
Leu

Gln

Gln Phe

Gln Ala

Val Pro
520
Thr Ile
535

Gln Tyr

550

Val
565
Gly

Lys

Gly
580
Gly Pro

Phe Ser

Arg Gln

Glu
Gly
Ala
Gly

Pro

Ile Lys

Ser Gly

Val
600
Ser

Leu

Phe
615

Pro Gly

630

Asp Asp
645
Ser Lys
660
Thr Ala

Leu Val

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 176

caggtgcaat
agctgegecg
cctggaaagg
gccgacagceg
ctgcagatga
gccaccgeca
accgtcagct
agcaccageg

tggtcgagtc
ccagcggcett
gcctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gcggcacage

Asp
Asp
val

Phe

Lys Ser

Thr Ser

Thr
680
Ser

Asp

Asp
695

tggcggagga
caccttcage
ggtgtccgge
gttcaccatc
agccgaggac
gtacaagttc
caagggcccc
cgeectggge

ES 2 659 406 T3

330
Lys Ala
345

Ser

Lys

Arg Glu

Lys Gly Phe

Gln Glu
395
Phe

Pro

Ser
410
Gln

Gly

Gln
425
Asn

Gly

His Tyr

Ser Gly Gly
Pro
475

Ser

Leu Ser

Ile Gly

490
Pro Arg Leu
505
Ala

Arg Phe

Ser Ser Leu

Tyr Asp Tyr

555

Gly Gly Gly
570

Gly Gly

585

Lys

Gly

Pro Thr

Leu Ser Asn

Ala Leu
635
Thr

Lys

Ser
650
Asn

Tyr
Lys Gln
665
Ala

Thr Tyr

Trp Gly Gln

ctggtgcagc
gactacgtga
atctcttggt
agccgggaca
accgeccegtgt
atggacgtgt
agcgtgttcc
tgcetggtga

Gly Gln

Pro

335

Arg Glu

350

Glu Met
365
Tyr Pro
380
Asn Asn

Phe Leu

Asn Val

Thr
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys Asn

Asp Ile
Thr
400
Lys

Lys

Ser
415

Ser Cys

430

Thr Gln
445
Ser Asp
460
Gly Glu

Arg Tyr

Leu Ile

Lys
Ile
Arg
Leu

Tyr

Ser Leu

Val Leu

Ala Thr
480
Ala Trp
495

Gly Ala

510

Ser Gly
525
Glu Pro
540
Pro Gln

Gly Ser

Ser Gln

Ser
Glu
Thr
Gly

Val

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
560
Gly Gly
575

Gln Leu

590

Gln Thr
605
Arg Gly
620
Glu Trp

Ser Leu

Val val

Leu
Gly
Leu
Lys

Leu

Thr Leu

Gly Val

Ala Trp
640
Thr Arg
655

Thr Met

670

Tyr Cys
685
Gly Thr

700

ctggtggcag
tcaactgggt
ctggcgtgaa
acagcaagaa
actactgtgce
ggggccaggg
ccectggecce
aggactactt

158

Ala

Leu

Arg Met

Val Thr

cctgagactg
gcgacaggcc
cacccactac
caccctgtac
cagactgggc
cacactggtg
cagcagcaag
ccecgagece

60

120
180
240
300
360
420
480
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gtgaccgtgt
ctgcagagca
ggcacccaga
agagtggagc
gcagcgggcg
agcaggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaacggca
aagaccatca
tccegggagg
cccagcgaca
acccececccag
aagtccaggt
aaccactaca
gatatcgtge
ctgagctgece
cccggacagg
gccagatttt
cccgaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagcctacce
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacca
gccacctatt
accctggtga

<210> 177
<211> 464

<212> PRT

cctggaacag
gcggectgta
cctacatctg
ccaagagctg
gaccctcegt
ccgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggaatacaa
gcaaggccaa
agatgaccaa
tcgeegtgga
tgctggacag
ggcagcaggg
cccagaagag
tgacacagag
gggccagcca
ctcccagact
ctggcagcgg
tcgeccaccta
aggtggagat
gagggggcgg
agaccctgac
tgggetggat
acgacgacaa
gcaagaacca
attgcgecceg
cagtgtccag

<213> Homo Sapien

<400> 177

Asp
1
Glu Arg
Tyr Leu

35
Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro Glu

Gln Thr

Ser Gly

Gln Val
130
Thr Leu
145
Gly Gly

Trp Leu

Leu Lys

Val Leu
210
Cys Ala
225

Ile Val
Ala
Ala
Gly
Gly
Asp
Phe
Gly
115
Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
195

Thr

Arg

Leu Thr

Thr
20
Trp

Leu
Tyr

Ala Ser

Ser Gly
70
Phe Ala
85
Gly Gln
100
Gly Gly

Leu Lys

Leu Thr

Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
Thr
Gly
Ser
Glu

Cys

cggagccctg
cagcctgtcee
caacgtgaac
cgacaagacc
gttcctgtte
ctgcgtggtg
cggcgtggag
cagggtggtg
gtgcaaggtc
gggccageca
gaaccaggtg
gtgggagagce
cgacggcagce
caacgtgttc
cctgagectg
ccctgecace
gttcatcgge
gctgatctac
cagcggcace
ctactgccag
caagggcgga
aagccaggtg
cctgacatge
cagacagcect
gagctacagc
ggtggtgcte
gatgcatctg
c

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys
40
Arg Ala
55
Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

Gly Gly
120
Ser Gly
135

Thr Phe

150

vVal Gly
165
Trp Ile
180
Arg Leu

Met Thr

Met His

Trp
Asp
Thr
Asn

Leu

Ile Arg

Trp Asp

Ile Ser
200
Met Asp
215

Pro Leu

230

ES 2 659 406 T3

acctcecggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacctgcecc
ccececccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
tcegtgetga
tccaacaagg
cgggagecce
tcecctgacct
aacggccagce
ttcttectgt
agctgcagceg
tccecececggea
ctgtctctga
tceegetace
ggcgccagca
gacttcaccc
cagtactacg
ggcggatccg
caattgaaag
accttcageg
cecggcaagy
accagcctga
accatgacca
cccetggtgt

Thr
10
Ser

Ala Leu
Ala
25

Pro

Gln

Gly Gln

Thr Gly Val

Thr Thr
75
Gln

Leu

Gln
90
Glu

Cys

Val
105
Gly

Ile

Gly Ser

Pro Ala Leu
Phe
155

Pro

Ser Gly

Gln Pro
170
Asp Asp
185

Lys

Lys

Asp Thr

Pro Val Asp

Val Phe Asp

235

tgcacacctt
cagtgcccag
gcaacaccaa
cccectgecee
ccaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccctgecage
aggtgtacac
gtctggtgaa
ccgagaacaa
acagcaagct
tgatgcacga
agggcggcetce
gcecctggega
tggcctggta
acagagctac
tgaccatcag
actaccccca
ggggtggcgyg
agtccggceccce
gcttcagect
ccctggaatg
aaacccggcet
acatgaccge
tcgatagcetg

Ser Leu

Phe Ile

Ala Pro
45
Pro Ala
60
Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Gly

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser
Asp

Gly

cccecgecgtg
cagcagcctg
ggtggacaag
agccccagag
cctgatgatc
cccagaggtg
gcccagagag
ccaggactgg
ccccatcgaa
cctgecceecee
gggcttctac
ctacaagacc
gaccgtggac
agcgctgcac
cggcggaagce
gagagccacce
tcagcagaag
cggcgtgece
cagcctggaa
gaccttcgge
aagtggaggc
tgcecetggtyg
gagcaacaga
getggectgg
gaccatctcce
cgtggacacc
gggccaggga

Pro
15
Ser

Gly
Arg

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

Tyr Pro
95

Gly Gly

110

Gly Gly
125
Val Lys
140
Ser Leu

Gly Lys

Ser Tyr

Gly
Pro
Ser
Ala

Ser

Gly Ser

Thr Gln

Asn Arg
160
Leu Glu
175

Thr Ser

190

Ser Lys
205
Thr Ala
220

Ser Trp

159

Asn
Thr

Gly

Gln Val

Tyr Tyr

Gln Gly

240

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2121
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15

20

Thr Leu

Leu Thr

Ile Ser

Gln Lys
290
Pro Ser
305
Ala Thr

Tyr Cys

Thr Lys
Phe
370
Cys

Leu

Val
385
Lys Ala

Ser Lys

Thr Pro

Glu
450

His

<210> 178

<211> 1392

<212> ADN

Val
Gln
Cys
275
Pro
Gly
Leu
Gln
Leu
355
Pro
Leu
Asp
Gln
Glu

435
Gly

Thr Val
245
Pro Pro
260
Ser Gly

Gly Gln

Ile Pro

Ser
Ser
Asp
Ala

Glu

Ser Gly

Val Ser
Leu
280
Val

Ser

Pro
295

Arg Phe

310

Thr Ile
325
Ser Tyr
340
Thr Val

Pro Ser

Ile Ser

Ser
Asp
Leu
Ser

Asp

Gly Thr

Gly Gln
Gln
360
Glu

Gly

Glu
375

Phe Tyr

390

Ser
405
Asn

Ser

Ser
420
Gln Trp

Ser Thr

<213> Homo Sapien

<400> 178

gatatcgtgce
ctgagctgcece
cccggacagyg
gccagatttt
cccgaggact
cagggcacca
ggaggaagcg
aagcctaccc
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacca
gccacctatt
accctggtga
ccttetgtgt
cggaacaagg
aagaacaacc
gccaccctga
tacgacggcc
cccaaagcecg
aaggccaccce
aaggccgaca
aacaacaagt
agaagctaca
accgagtgca

<210> 179
<211> 124

<212> PRT

tgacacagag
gggccagcca
ctcccagact
ctggcagcgg
tcgeccaccta
aggtggagat
gagggggcgyg
agaccctgac
tgggctggat
acgacgacaa
gcaagaacca
attgcgecceg
cagtgtccag
ctgtggecgec
tgtactggta
ggcccagegyg
ccatcagecgg
agaaaagcct
cccctagegt
tggtctgect
gcagccccegt
acgccgcecag
gctgeccaggt
gc

Pro
Asn
Lys

Val

Val Lys

Lys Tyr
His
440
Lys

Ser

Glu
455

ccctgecace
gttcatcgge
gctgatctac
cagcggcace
ctactgccag
caagggcgga
aagccaggtg
cctgacatge
cagacagcct
gagctacagce
ggtggtgcete
gatgcatctg
cggeggctee
cgggcagacce
tcagcagaag
catccctgag
cacccaggcce
ggtgttegge
gaccctgtte
gatcagcgac
gaaggccggce
cagctacctg
cacccacgag

ES 2 659 406 T3

Ser
250
Ala

Gly Gly
val
265
Arg

Pro

Asn Lys

Leu Val Ile
Ser
315

Glu

Ser Gly

Gln Ala
330
Lys Ser Leu
345
Pro

Lys Ala

Leu Gln Ala
Ala
395

val

Pro Gly

Ala Gly
410
Ala Ala
425

Arg

Ser

Ser Tyr

Thr Val Ala

ctgtctctga
tccegetace
ggcgccagcea
gacttcaccce
cagtactacg
ggcggatccg
caattgaaag
accttcagcg
cccggcaagg
accagcctga
accatgacca
cccetggtgt
ggcggaagceg
gccagaatca
cccggecagg
cggttcagcecg
gaagatgagg
ggaggcacca
cccceccagcea
ttctaccctg
gtggagacaa
agcctgaccecce
ggcagcaccg

Gly Ser

Gly Gln

Asp

Thr

Ile
255
Ala

Glu

Arg

270

Val Tyr
285
Tyr Lys
300

Asn Ser

Asp Glu

Val Phe

Trp
Asn
Gly
Ala

Gly

Tyr Gln

Asn Arg

Thr
320
Tyr

Asn

Asp
335

Gly Gly

350

Ala Pro
365
Asn Lys
380

Val Thr

Glu Thr

Ser Tyr

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

Val Thr

Thr Leu

Ala Trp
400
Thr Pro
415

Ser Leu

430

Ser Cys
445
Pro Thr

460

gccectggega
tggcectggta
acagagctac
tgaccatcag
actaccccca
ggggtggcgg
agtccggece
gcttcagect
ccctggaatg
aaacccggcet
acatggaccc
tcgatagcetg
acatcgagcect
gctgecagegg
ctceegtget
gcagcaacag
ccgactacta
agcttaccgt
gcgaggaact
gcgcecgtgac
ccaccccecag
ccgagcagtg
tggagaaaac

160

Gln

Glu

Val Thr

Cys Ser

gagagccacce
tcagcagaag
cggcgtgece
cagcctggaa
gaccttcgge
aagtggaggc
tgccetggtg
gagcaacaga
gctggectgg
gaccatctcce
cgtggacacc
gggccaggga
gacccagccce
cgacagcctg
ggtgatctac
cggcaatacc
ctgccagagce
gctgggccag
gcaggccaac
cgtggectgg
caagcagagc
gaagagccac
cgtggccccee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392
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15

20

25

30

35

40

45

<213> Homo Sapien

<400> 179
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Val Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ser Gly Ile Ser Trp Ser Gly Val

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85
Ala Arg Leu Gly Ala Thr Ala Asn
100

Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
115 120

<210> 180

<211> 372

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 180

caggtgcaat tggtcgagtc tggcggagga

agctgcgeceg ccageggcett caccttcage

cctggaaagg gecctggaatg ggtgtecgge

gccgacageg tgaagggcecg gttcaccatc

ctgcagatga acagcctgag agccgaggac

gccaccgcca acaacatccg gtacaagttce

accgtcaget ca

<210> 181

<211> 454

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 181

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn

105
Thr

ES 2 659 406 T3

Gly
10
Gly

Leu
Phe
Gly Lys
Thr His
Ser

75
Thr

Asn

Asp
90
Ile Arg

Val Ser

ctggtgcagc
gactacgtga
atctcttggt
agccgggaca
accgeccgtgt
atggacgtgt

Val Gln

Thr Phe
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Tyr Lys

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ser

ctggtggcag
tcaactgggt
ctggcgtgaa
acagcaagaa
actactgtgc

ggggccaggg

161

cctgagactg
gcgacaggcc
cacccactac
caccctgtac
cagactgggc
cacactggtg

60

120
180
240
300
360
372
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Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20
Val Ile Asn Trp
35
Ser Gly Ile Ser

Lys Gly Arg Phe
65
Leu Gln Met Asn

Ala Arg Leu Gly
100

Val Trp Gly Gln

115
Gly Pro Ser Val
130

Gly Thr Ala Ala

145

Val Thr VvVal Ser

Phe Pro Ala Val
180
Val Thr val Pro

195
Val Asn His Lys
210
Lys Ser Cys Asp
225
Ala Ala Gly Gly

Thr Leu Met Ile
260

Val Ser His Glu

275
Val Glu Val His
290

Ser Thr Tyr Arg

305

Leu Asn Gly Lys

Ala Pro Ile Glu
340

Pro Gln Val Tyr

355
Gln Val Ser Leu
370

Ala Val Glu Trp

385

Thr Pro Pro Val

Leu Thr Val Asp
420

Ser Val Met His

435
Ser Leu Ser Pro
450

<210> 182

<211> 1362

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 182

Vval
Ser
Val
Trp
Thr
Ser
85

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
165

Leu

Ser

Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys
Glu

Gly

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn

Gln

Ser

Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser

Ala

Lys

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
Vval
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser

Arg

Leu

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg
Ala
Asn
Val
120
Ala
Leu
Gly
Ser

Leu

200
Thr

Thr
Phe
Pro
val
280
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
360
Val
Gly
Asp

Trp

His
440

ES 2 659 406 T3

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
105
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

425
Asn

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ile
Val
Ser
Lys
Leu
170

Leu

Thr

Vval
Pro
Phe
250
val
Phe
Pro
Thr
Val
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410
Gln

His

Leu
Phe
Lys
His
Ser
75

Thr
Arg
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr

Gln

Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
315
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
395
Phe
Gly

Tyr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe

Asn

Thr

162

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Lys
Ala
125
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr

205
Arg

Pro
Lys
Val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Met
365
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
445

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
val
Ala
Pro
val
270
Vval
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

430
Lys

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Met
Thr
Ser
Glu
His
175

Ser

Cys

Glu
Pro
Lys
255
vVal
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415

Ser

Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Asp
Lys
Gly
Pro
160
Thr

val

Asn

Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys
Cys

Leu
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25

caggtgcaat
agctgcgeceg
cctggaaagg
gccgacagceg
ctgcagatga
gccaccgceca
accgtcagcet
agcaccagcg
gtgaccgtgt
ctgcagagca
ggcacccaga
agagtggagc
gcagcgggcg
agcaggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaacggca
aagaccatca
tcecegggagg
cccagcgaca
accccecccag
aagtccaggt
aaccactaca

<210> 183
<211> 108

<212> PRT

tggtcgagtc
ccagcggcett
gcctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gcggcacagce
cctggaacag
gcggcectgta
cctacatctg
ccaagagctg
gacccteegt
ccgaggtgac
ggtacgtgga
acagcaccta
aggaatacaa
gcaaggccaa
agatgaccaa
tcgeegtgga
tgctggacag
ggcagcaggg
cccagaagag

<213> Homo Sapien

<400> 183

Asp Ile Val

1

Glu Arg Ala

Tyr Leu
35
Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro Glu

Gln Thr

<210> 184
<211> 324

<212> ADN

Ala
Gly
Gly
Asp

Phe

Leu Thr

Thr
20
Trp

Leu
Tyr
Ala Ser

Ser Gly

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

tggcggagga
caccttcage
ggtgtcegge
gttcaccatc
agccgaggac
gtacaagttc
caagggcccce
cgcectggge
cggagcecectg
cagecctgtece
caacgtgaac
cgacaagacc
gttcctgttce
ctgcgtggtg
cggcgtggag
cagggtggtg
gtgcaaggtc
gggccagcca
gaaccaggtg
gtgggagagc
cgacggcagce
caacgtgttc
cctgagectg

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys
40
Arg Ala
55

Asp Phe

70

Phe Ala
85
Gly Gln

100

<213> Homo Sapien

<400> 184

gatatcgtgce
ctgagctgca
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact
cagggtacga

<210> 185

<211> 215

tgacccagag
gagcgagcca
caccgcegtet
gcggctetgg
ttgcgactta
aagttgaaat

Thr

Gly

Tyr Tyr

Thr Lys

cccggegace
gtttattggt
attaatttat
atccggcacg
ttattgccag
taaa

ES 2 659 406 T3

ctggtgcagce
gactacgtga
atctcttggt
agccgggaca
accgceccegtgt
atggacgtgt
agcgtgttce
tgcectggtga
acctceggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacctgcece
cccceccaage
gtggacgtga
gtgcacaacg
tcegtgetga
tccaacaagg
cgggagccce
tccctgacct
aacggccage
ttctteectgt
agctgcagceg
tcecececeggea

Thr
10
Ser

Ala Leu

Ala
25
Pro

Gln

Gly Gln

Thr Gly Val

Thr Thr
75
Gln

Leu
Cys Gln

val
105

Glu Ile

ctgagcctgt
tctegttate
ggtgcttcta
gattttaccc
cagtattatg

ctggtggcag
tcaactgggt
ctggcgtgaa
acagcaagaa
actactgtgce
ggggccaggg
ccectggecce
aggactactt
tgcacacctt
cagtgcccag
gcaacaccaa
cccectgecee
ccaaggacac
gccacgagga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
ccctgceccage
aggtgtacac
gtctggtgaa
ccgagaacaa
acagcaagct
tgatgcacga
ag

Ser Leu

Phe Ile
30
Ala Pro
45
Pro Ala

Ile Ser

Tyr Tyr

Lys

ctccgggcga
tggcttggta
atcgtgcaac
tgaccattag
attatcctca

163

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser

Asp

cctgagactg
gcgacaggcce
cacccactac
caccctgtac
cagactgggc
cacactggtg
cagcagcaag
cccegagece
cceegeegtg
cagcagcctg
ggtggacaag
agccccagag
cctgatgatc
cccagaggtg
gcccagagag
ccaggactgg
ccccatecgaa
cctgeecececee
gggcttctac
ctacaagacc
gaccgtggac
ggccctgecac

Pro
15
Ser

Gly
Arg
Leu Leu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Tyr
95

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtceceg
cagcctggaa
gacctttggce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1362

60

120
180
240
300
324
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15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 185

Asp Ile Val

1
Glu Arg
Tyr Leu

35
Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro Glu

Gln Thr

Ala Pro

Thr
130
Lys

Gly

Ala
145
Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Phe
210

Ser

<210> 186

<211> 645

<212> ADN

Ala
Ala
Gly
Gly
Asp
Phe
Ser
115
Ala
Val
Ser
Thr
Cys

1395
Asn

Leu Thr

Thr
20
Trp

Leu
Tyr
Ala Ser

Ser Gly

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys
40
Arg Ala
55

Asp Phe

70

Phe Ala
85

Gly Gln
100
Val Phe

Ser Val

Gln Trp

Thr
Gly
Ile
Val

Lys

Tyr Tyr

Thr Lys

Phe Pro
120
Cys Leu
135

Val Asp

150

Val Thr
165
Leu Thr
180

Glu Vval

Arg Gly

<213> Homo Sapien

<400> 186

gatatcgtgce
ctgagctgeca
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact
cagggtacga
cccagcgacg
tacceeeggy
caggagagcg
accctgagca
ggcctgteca

<210> 187
<211> 699

<212> PRT

tgacccagag
gagcgagcca
caccgegtcet
gcggetetgg
ttgcgactta
aagttgaaat
agcagctgaa
aggccaaggt
tcaccgagca
aggccgacta
gcececgtgac

<213> Homo Sapien

<400> 187

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln Asp

Ser Lys

Gln
200
Cys
215

His

cccggegace
gtttattggt
attaatttat
atccggcacg
ttattgeccag
taaacgtacg
gagcggcace
gcagtggaag
ggacagcaag
cgagaagcat
caagagcttc

Ala
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys
val
105
Pro
Leu
Asn

Ser

Ala
185

Gly

ES 2 659 406 T3

Thr
10
Ser

Leu
Gln
Gly Gln
Gly Val
Thr

75
Gln

Leu

Gln
90
Glu Ile

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu
155
Lys Asp
170

Asp Tyr

Leu Ser

ctgagcctgt
tctegttate
ggtgcttcta
gattttaccc
cagtattatg
gtggccgetce
gccagegtgg
gtggacaacg
gactccacct
aaggtgtacg
aacaggggcg

Ser Leu

Phe Ile

Ala Pro
45
Pro Ala
60
Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Arg

Ser
Gly
Arg
Arg
Ser
Asp

Thr

Pro
15
Ser

Gly
Arg
Leu Leu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Tyr
95

Val Ala

110

Glu Gln
125
Phe Tyr
140
Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

Leu
Pro
Gly
Tyr

His

Lys Ser

Arg Glu
Ser
160
Leu

Asn

Ser
175

Lys Val

130

Pro Val

205

Ser

ctcegggega
tggcttggta
atcgtgcaac
tgaccattag
attatcctca
ccagegtgtt
tgtgcetget
ccectgeagag
acagcctgag
cctgecgaggt
agtgce

164

Thr Lys

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcceg
cagcctggaa
gacctttgge
catcttccece
gaacaacttc
cggcaacage
cagcaccctg
gacccaccag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
645



Gln
Thr
Gly
Trp
Leu
65

Val
Cys
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser

Arg

Pro

VvVal
Leu
Gly
Leu
50

Lys
Leu
Ala
Leu
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
val

Thr

Glu

Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
Thr
Arg
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe

Pro

val

Leu
Leu
20

val
Trp
Arg
Met
Met
100
Thr
Pro
val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu

260
Lys

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

His
Val
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245

Val

Phe

Glu
Cys
Trp
Asp
Thr
70

Asn
Leu
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro

Thr

Asn

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met
Pro
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys

Trp

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp
Leu
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys

Val

Tyr

ES 2 659 406 T3

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
vVal
105
Ser
Thr
Pro
val
Ser
185
Ile
val
Ala
Pro
Val

265
val

Ala
10

Gly
Pro
Asp
Asp
Val
90

Phe
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val

Asp

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp
Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp

Asp

Gly

vVal
Ser
Gly
Ser
60

Ser
Thr
Ser
Gly
Gly
140
vVal
Phe
Val
Val
Lys
220
Ala
Thr

Val

Val

165

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Ala
Leu

Ser

Glu

Pro
Ser
30

Ala
Ser
Asn
Thr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His

270
vVal

Thr
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Tyr
95

Gln
val
Ala
Ser
val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu

His

Gln
Arg
Glu
Ser
Val
80

Tyr
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser

Asp

Asn



ES 2 659 406 T3

275 280 285
Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300
Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320
Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335
Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350
Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365
Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380
Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445
Lys Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
450 455 460
Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
465 470 475 480
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Val Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro
485 490 495
Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Gly Ile Ser Trp Ser Gly Val Asn
500 505 510
Thr His Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
515 520 525
Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
530 535 540
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Gly Ala Thr Ala Asn Asn
545 550 555 560
Ile Arg Tyr Lys Phe Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
565 570 575
Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
580 585 590
Gly Ser Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro
595 600 605
Gly Gln Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Ser Leu Arg Asn Lys
610 615 620
Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile
625 630 635 640
Tyr Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
645 650 655
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu
660 665 670
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Gly Gln Lys Ser Leu
675 680 685
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
690 695

<210> 188

<211> 2097

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 188

caggtgcaat tgaaagaaag cggcccggcc ctggtgaaac cgacccaaac cctgaccctg 60
acctgtacct tttcecggatt tagectgtcet aategtggtg gtggtgtggg ttggattege 120

cagccgectg ggaaagccct cgagtggcetg gettggatcg attgggatga tgataagtct 180
tatagcacca gcctgaaaac gcgtctgacce attagcaaag atacttcgaa aaatcaggtg 240

166
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gtgctgacta
catctteccte
agcaccaagg
acagccgcecce
aacagcggag
ctgtacagcce
atctgcaacg
agctgcgaca
tecegtgttece
gtgacctgeg
gtggacggcg
acctacaggg
tacaagtgca
gccaagggcce
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
cagggcaacg
aagagcctga
gaaagcggtg
ggttttacct
gaatgggtta
ggtcgtttta
ctgecgtgecag
attcgctata
ggtggtggta
ccteccgageg
ctgcgtaata
tataaaaata
accgcaaccce
agctatgatg

<210> 189
<211> 704

<212> PRT

tgaccaacat
ttgtttttga
gcecccagegt
tgggctgect
ccctgaccte
tgtccagegt
tgaaccacaa
agacccacac
tgttcecececee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgtccegt
aggtctccaa
agccacggga
aggtgtccct
agagcaacgg
gcagcttcett
tgttcagctg
gcctgtecce
gtggtctggt
ttagcgatta
gcggtattag
ccattagceg
aagataccgc
aatttatgga
gcggtggtgg
ttagcgttge
aagtttattg
atcgtccgag
tgaccattag
gtcagaaaag

<213> Homo Sapien

<400> 189

Gln
1
Thr Leu
Gly Gly

35
Leu
50

Lys

Trp

Leu
65
Val Leu

Cys Ala

Thr Leu

Leu
130
Cys

Pro

Gly
145
Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ser Asn

Val Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
Thr
Arg
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu

195
Thr

Leu Lys

Leu Thr
20
vVal Gly

Trp Ile

Arg Leu

Glu
Cys
Trp
Asp

Thr

ggacccggtyg
ttcttgggge
gttccececetg
ggtgaaggac
cggcegtgecac
ggtgacagtg
gcccagcaac
ctgcccecee
caagcccaag
cgtgagcecac
caacgccaag
gctgaccgtg
caaggccctg
gccccaggtyg
gacctgtetg
ccagcccgag
cctgtacage
cagcgtgatg
cggcaagggc
tcagecctggt
tgtgattaat
ctggtcaggt
tgataatagce
agtttattat
tgtgtggggt
cggatctggt
accgggtcag
gtatcagcag
cggtattececg
cggcacccag
cctggttttt

Ser Gly

Thr Phe

Ile Arg
40
Trp Asp

Ile Ser

70

Met Thr
85

Met His
100
Thr Val

Pro Ser

Val Lys

Asn
Leu
Ser
Ser

Asp

Met Asp

Pro Leu

Ala
120
Ser

Ser

Lys
135

Tyr Phe

150

Ala Leu
165
Gly Leu
180
Gly Thr

Lys Val

Thr
Tyr
Gln

Asp

Ser Gly

Ser Leu

Thr Tyr
200

Lys Arg

ES 2 659 406 T3

gatacggcca
caaggcaccc
gcccccagea
tacttcccceg
accttccceeg
cccagcagca
accaaggtgg
tgcccagecce
gacaccctga
gaggacccag
accaagccca
ctgcaccagg
ccagceccecca
tacaccctge
gtgaagggct
aacaactaca
aagctgaccg
cacgaagcgce
ggctecggeg
ggtagcctge
tgggttegte
gttaataccc
aaaaataccc
tgtgcacgtc
cagggtacac
ggcggtggca
accgcacgta
aaaccgggtc
gaacgtttta
gcagaagatg
ggtggtggca

Ala
10
Gly

Pro Leu

Ser Phe
25
Gln

Pro Pro

Asp Asp Lys
Thr
75

Asp

Lys Asp
Val
90

Phe

Pro

Val
105
Ser

Asp

Thr Lys

Thr Ser Gly

Glu Pro
155
Thr

Pro

Val His

170
Ser

Ser val

185

Ile Cys Asn

Val Glu Pro

cctattattg
tggtgacggt
gcaagagcac
agcccgtgac
ccgtgetgea
gcctgggcac
acaagagagt
cagaggcagc
tgatcagcag
aggtgaagtt
gagaggagca
actggctgaa
tcgaaaagac
cccecteeeg
tctacccceag
agaccacccce
tggacaagtc
tgcacaacca
gaagccaggt
gtctgagetg
aggcaccggg
attatgcaga
tgtatctgca
tgggtgcaac
tagttaccgt
gtgatatcga
ttagctgtag
aggctccggt
gcggtagcaa
aagccgatta
ccaagcttac

Val Lys

Ser Leu

30
Gly Lys
45
Ser Tyr

Ser Lys

Thr Ala

Ser Trp

Pro
Ser
Ala
Ser
Asn
Thr

Gly

cgcgegtatg
tagctcagcet
cagcggceggce
cgtgtcctgg
gagcagcggce
ccagacctac
ggagcccaag
gggcggaccc
gacccccgag
caactggtac
gtacaacagce
cggcaaggaa
catcagcaag
ggaggagatg
cgacatcgcece
cccagtgcectg
caggtggcag
ctacacccag
tcaattggtt
tgcagcaagce
taaaggtctg
tagcgtgaaa
gatgaatagc
cgcaaataat
tagcagtggt
actgacccag
cggtgatagt
tctggttatt
tagcggtaat
ttattgtcag
cgttetg

Thr
15
Asn

Gln
Arg

Leu Glu

Thr Ser

Gln Val
80
Tyr Tyr
95

Gln Gly

110

Pro
125
Thr

Gly

Gly
140
Val Thr

Phe Pro

Val Thr

Ser

Ala

Val

Ala

Val

Val Phe

Ala Leu

Ser Trp
160
Val Leu
175

Pro Ser

190

Val Asn
205

Lys Ser

167

His

Cys

Lys Pro

Asp Lys

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2097
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210
Thr His Thr Cys
225
Ser Val Phe Leu

Arg Thr Pro Glu
260

Pro Glu Val Lys

275
Ala Lys Thr Lys
290

Val Ser Val Leu

305

Tyr Lys Cys Lys

Thr Ile Ser Lys
340

Leu Pro Pro Ser

355
Cys Leu Val Lys
370

Ser Asn Gly Gln

385

Asp Ser Asp Gly

Ser Arg Trp Gln
420

Ala Leu His Asn

435
Lys Gly Gly Ser
450

Gly Leu Val Gln

465

Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu
500

Thr His Tyr Ala

515
Asn Ser Lys Asn
530

Asp Thr Ala Val

545

Ile Arg Tyr Lys

Val Ser Ser Gly
580

Gly Ser Gly Gly

595
Val Ser Val Ala
610

Ser Leu Arg Asn

625

Pro Val Leu Val

Arg Phe Ser Gly
660

Gly Thr Gln Ala

675
Gly Gln Lys Ser
690

<210> 190

<211> 2112

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 190

Pro
Phe
245
val
Phe
Pro
Thr
val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405
Gln
His
Gly
Pro
Ser
485
Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
565
Gly
Gly
Pro
Lys
Ile
645
Ser

Glu

Leu

Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe
Gly
Tyr
Gly
Gly
470
Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
550
Met
Gly
Gly
Gly
Val
630
Tyr
Asn

Asp

val

215
Cys

Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe
Asn
Thr
Ser
455
Gly
Tyr
Val
vVal
Tyr
535
Cys
Asp
Gly
Ser
Gln
615
Tyr
Lys
Ser

Glu

Phe
695

Pro
Lys
val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu
Val
Gln
440
Gln
Ser
Val
Ser
Lys
520
Leu
Ala
vVal
Ser
Asp
600
Thr
Trp
Asn
Gly
Ala

680
Gly

ES 2 659 406 T3

Ala
Pro
Val
265
Vval
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
425
Lys
Val
Leu
Ile
Gly
505
Gly
Gln
Arg
Trp
Gly
585
Ile
Ala
Tyr
Asn
Asn
665

Asp

Gly

Pro
Lys
250
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410
Ser
Ser
Gln
Arg
Asn
490
Ile
Arg
Met
Leu
Gly
570
Gly
Glu
Arg
Gln
Arg
650
Thr

Tyr

Gly

Glu
235
Asp
Asp
Gly

Asn

Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys
Leu

Leu

Leu
475
Trp

Ser
Phe
Asn
Gly
555
Gln
Gly
Leu
Ile
Gln
635
Pro
Ala
Tyr

Thr

220
Ala

Thr
Val
val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu
Ser
Ser
Val
460
Ser
Val
Trp
Thr
Ser
540
Ala
Gly
Gly
Thr
Ser
620
Lys
Ser
Thr

Cys

Lys
700

168

Ala
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr
Val
Leu
445
Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
525
Leu
Thr
Thr
Ser
Gln
605
Cys
Pro
Gly
Leu
Gln

685
Leu

Gly
Met
His
270
val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met
430
Ser
Ser
Ala
Gln
Gly
510
Ser
Arg
Ala
Leu
Gly
590
Pro
Ser
Gly
Ile
Thr
670

Ser

Thr

Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His
Pro
Gly
Ala
Ala
495
Val
Arg
Ala
Asn
val
575
Gly
Pro
Gly
Gln
Pro
655
Ile

Tyr

Val

Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys
Glu
Gly
Gly
Ser
480
Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
560
Thr
Gly
Ser
Asp
Ala
640
Glu
Ser

Asp

Leu
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caggtgcaat
acctgtacct
cagccgectg
tatagcacca
gtgctgacta
catctteccte
agcaccaagg
acagccgecce
aacagcggag
ctgtacagcce
atctgcaacg
agctgcgaca
tecegtgttece
gtgacctgceg
gtggacggcg
acctacaggg
tacaagtgca
gccaagggcce
accaagaacc
gtggagtggg
gacagcgacg
cagggcaacg
aagagcctga
gaaagcggtg
ggttttacct
gaatgggtta
ggtcgtttta
ctgcgtgcag
attcgctata
ggtggtggta
atcgaactga
tgtagcggtg
ccggttetgg
agcaatagcg
gattattatt
cttacegtte

<210> 191
<211> 105

<212> PRT

tgaaagaaag
tttcecggatt
ggaaagccct
gcctgaaaac
tgaccaacat
ttgtttttga
gcecccagegt
tgggctgect
ccctgacctce
tgtccagegt
tgaaccacaa
agacccacac
tgttcececcee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtgtcegt
aggtctccaa
agccacggga
aggtgtccct
agagcaacgg
gcagcttctt
tgttcagcetg
gcectgtecee
gtggtctggt
ttagcgatta
gcggtattag
ccattagceg
aagataccgc
aatttatgga
gcggtggtgg
cccagcecctcee
atagtctgceg
ttatttataa
gtaataccgce
gtcagagcta
tg

<213> Homo Sapien

<400> 191

Asp Ile Glu

1

Thr Ala Arg

Trp Tyr Gln

35

Asn Asn Arg

50

Gly Asn Thr

65

Ala Asp Tyr

Gly Gly Gly

<210> 192

<211> 315

<212> ADN

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Lys
Pro Ser

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

cggcccggec
tagcctgtet
cgagtggctg
gcgtctgace
ggacccggtyg
ttcttgggge
gttcceceetg
ggtgaaggac
cggcgtgecac
ggtgacagtg
gcccagcaac
ctgcccecee
caagcccaag
cgtgagccac
caacgccaag
gctgaccgtg
caaggccctg
gccccaggtyg
gacctgtctg
ccagcccgag
cctgtacage
cagcgtgatg
cggcaagggc
tcagecctggt
tgtgattaat
ctggtcaggt
tgataatagc
agtttattat
tgtgtggggt
cggatctggt
gagcgttagce
taataaagtt
aaataatcgt
aaccctgacce
tgatggtcag

Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85
Thr Lys

100

<213> Homo Sapien

Gln

Leu

Ser Tyr

Thr Vval

Ser
Asp
25

Ala
Glu

Ser

Asp

ES 2 659 406 T3

ctggtgaaac
aatcgtggtg
gcttggatcg
attagcaaag
gatacggcca
caaggcaccce
gcccccagea
tacttcccceg
accttccceeg
cccagcagca
accaaggtgg
tgcccagece
gacaccctga
gaggacccag
accaagccca
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtgaagggct
aacaactaca
aagctgaccg
cacgaagcgce
ggctccggeg
ggtagcctge
tgggttegtce
gttaataccc
aaaaataccc
tgtgcacgtc
cagggtacac
ggcggtggtt
gttgcaccgg
tattggtatc
ccgageggta
attagcggca
aaaagcctgg

Val
10
Ser

Pro
Arg
Gly

75
Gly

Leu
105

Ser

Leu

Val

Phe

Thr

Gln

cgacccaaac
gtggtgtggg
attgggatga
atacttcgaa
cctattattg
tggtgacggt
gcaagagcac
agcccgtgac
ccgtgetgea
gcctgggcac
acaagagagt
cagaggcagc
tgatcagcag
aggtgaagtt
gagaggagca
actggctgaa
tcgaaaagac
cccecteeeg
tctaccccag
agaccacccce
tggacaagtc
tgcacaacca
gaagccaggt
gtctgagcetg
aggcaccggg
attatgcaga
tgtatctgca
tgggtgcaac
tagttaccgt
caggtggtgg
gtcagaccgce
agcagaaacc
ttceggaacg
cccaggcaga
tttttggtgg

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu
Ser
Gln Ala

Lys Ser

169

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu

Leu

cctgaccctg
ttggattcge
tgataagtct
aaatcaggtg
cgcgegtatg
tagctcagcet
cagcggcgge
cgtgtcctgg
gagcagcggce
ccagacctac
ggagcccaag
gggcggaccc
gacccccgag
caactggtac
gtacaacagc
cggcaaggaa
catcagcaag
ggaggagatg
cgacatcgcec
cccagtgcetg
caggtggcag
ctacacccag
tcaattggtt
tgcagcaagce
taaaggtctg
tagcgtgaaa
gatgaatagc
cgcaaataat
tagcagtggt
tggcagtgat
acgtattagc
gggtcaggct
ttttageggt
agatgaagcc
tggcaccaag

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

Val
95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2112
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15

20

25

<400> 192

gacatcgagc
agctgtagcg
gccecetgtge
ggctctaata
gccgactact
aagctgaccg

<210> 193
<211> 211

<212> PRT

tgactcagcc
gcgatagect
tggtcatcta
gcggcaacac
actgtcagtc
tgctg

<213> Homo Sapien

<400> 193

Asp Ile Glu

1
Thr Ala
Trp Tyr

35
Asn
50

Asn

Asn

Gly
65
Ala Asp

Gly Gly

Ser Val

Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr
Gly

Thr

Leu Thr

Ile Ser

Gln Lys

Pro Ser

Ala Thr

Tyr Cys
85
Thr Lys
100

Leu Phe

115

Ala Thr
130
Val Ala
145
Thr Thr

Leu Ser

Gln Val

Leu
Trp
Pro
Leu

Thr

Val Cys

Lys Ala

Gln
Cys
Pro
Gly
Leu
Gln
Leu
Pro
Leu

Asp

ccctagegtg
gcgtaacaag
taagaacaat
cgctaccctg
ctacgacggce

Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55
Thr Ile

Ser Tyr

Thr val
Ser
120
Ser

Pro

Ile
135

Ser Ser

150

Ser Lys
165
Thr Pro
180

His Glu

195

Glu Cys

210
<210> 194
<211> 633

<212> ADN

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 194

gacatcgagc
agctgtagcg
gcecectgtge
ggctctaata
gccgactact
aagctgaccg
agcgaggagce
ggegeegtga
accaccccca
cccgagcagt
gtggaaaaga

tgactcagce
gcgatagect
tggtcatcta
gcggcaacac
actgtcagtce
tgctgggaca
tgcaggccaa
cegtggectyg
gcaagcagag
ggaagagcca
ccgtggeccee

Gln
Glu

Gly

Ser Asn

Gln Trp

Thr
200

Ser

ccctagegtg
gcgtaacaag
taagaacaat
cgctaccctg
ctacgacggce
gcctaaggcet
caaggccacc
gaaggccgac
caacaacaag
caggtcctac
aaccgagtgce

Ser
Asp
Ala
Glu
Ser
Asp
Leu
105
Ser
Asp
Pro
Asn
Lys

185
Val

ES 2 659 406 T3

tcagtggctc
gtctactggt
aggcctageg
actattagcg
cagaagtcac

Val
10
Ser

Ser
Leu
Pro Val
Arg Phe
Thr

75
Gln

Gly

Gly
90
Gly Gln

Glu Glu

Phe Tyr

Val Lys
155
Lys Tyr
170
Ser His

Glu Lys

tcagtggctc
gtctactggt
aggcctageg
actattagcg
cagaagtcac
gcccccagceg
ctggtgtgee
agcagccecyg
tacgcegeca
agctgccagg
agc

ctggccagac
atcagcagaa
gcatcccega
gcactcaggce
tggtctttgg

Val Ala

Arg Asn
Val
45
Gly

Leu
Ser
Gln Ala
Lys Ser

Pro Lys

Pro
Lys
30

Ile
Ser
Glu

Leu

Ala

cgctagaatt
gcccggecag
gcggtttage
cgaggacgag
cggcggaact

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

vVal
95

Ala Pro

110

Gln
125
Gly

Leu

Pro
140
Ala Gly

Ala Ala

Arg Ser

Ala
Ala
Val
Ser

Tyr

Asn Lys

Val Thr

Glu Thr
160
Ser Tyr
175

Ser Cys

190

Thr Val

205

ctggccagac
atcagcagaa
gcatcccega
gcactcaggc
tggtctttgg
tgaccctgtt
tgatcagcga
tgaaggcegyg
gcagctacct
tgacccacga

170

Ala

Pro Thr

cgctagaatt
gccecggecag
gcggtttage
cgaggacgag
cggcggaact
cccceccage
cttctaccca
cgtggagace
gagcctgacce
gggcagcacce

60

120
180
240
300
315

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
633
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<210> 195

<211> 707

<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 195

Gln
1
Ser
val
Ser
Lys

65

Leu
Ala
Val
Gly
Gly
145
Val
Phe
val
val
Lys
225
Ala
Thr
Val
Val
Ser
305
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
385
Thr
Leu
Ser

Ser

Thr

VvVal
Leu
Ile
Gly
50

Gly
Gln
Arg
Trp
Pro
130
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
210
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
290
Thr
Asn
Pro
Gln
Vval
370
val
Pro
Thr
Val
Leu

450
Gln

Gln
Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met
Leu
Gly
115
Ser
Ala
Val
Ala
val
195
His
Cys
Gly
Met
His
275
Val
Tyr
Gly
Ile
Vval
355
Ser
Glu
Pro
Val
Met
435

Ser

Ser

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gln
Val
Ala
Ser
Val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu

His

Lys
Glu
340
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
420
His

Pro

Pro

val
Ser
val
Trp
Thr
Ser
85

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys
Glu

Gly

Ala

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser
Ala
Lys

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
Val
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser
Arg
Leu
Gly

455
Leu

Gly
Ala
Ala
40

Val
Arg
Ala
Asn
Val
120
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
280
Thr
Vval
Cys
Ser
Pro
360
val
Gly
Asp
Trp
His
440
Gly

Ser

ES 2 659 406 T3

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
105
Thr
Pro
val
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln
425
Asn

Ser

Leu

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ile
Val
Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
250
Val
Phe
Pro
Thr
val
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410
Gln
His
Gly

Ser

Leu
Phe
Lys
His
Ser
Thr
Arg
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
315
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
395
Phe
Gly
Tyr
Gly

Pro

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe
Asn
Thr
Ser

460
Gly

171

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Lys
Ala
125
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
205
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Met
365
Pro
Asn
Leu
vVal
Gln
445

Asp

Glu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
val
Ala
Pro
Val
270
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
430
Lys

Ile

Arg

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Met
Thr
Ser
Glu
His
175
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
255
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415
Ser
Ser

val

Ala

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys
Asp
Lys
Gly
Pro
160
Thr
val
Asn
Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys
Cys
Leu

Leu

Thr
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465

Leu Ser

Tyr Gln

Ser Asn
Thr
530
Thr

Gly

Ala
545
Gln Gly

Gly Ser

Lys Glu

Thr Cys
610
Gly Trp
625
Ile Asp

Leu Thr

Thr Asn

Leu
690
Ser

His

Val
705

<210> 196

<211> 2121

<212> ADN

Cys
Gln
Arg
515
Asp
Tyr
Thr
Gly
Ser
595
Thr
Ile
Trp
Ile
Met

675
Pro

470

Ala
485
Lys Pro
500
Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Ser
Gly
Gly
Leu

Gln

Gln Phe

Gln Ala

Val Pro
520
Thr TIle
535

Gln Tyr

550

val
565
Gly

Lys

Gly
580
Gly Pro

Phe Ser

Arg Gln

Glu
Gly
Ala
Gly

Pro

Ile Lys

Ser Gly

Val
600
Ser

Leu

Phe
615

Pro Gly

630

Asp Asp
645
Ser Lys
660
Asp Pro

Leu Val

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 196

caggtgcagc
agctgtgceccg
cctggcaagg
gccgatageg
ctgcagatga
gctaccgcecta
acagtgtctt
tctactageg
gtgaccgtgt
ctgcagtcta
ggcactcaga
cgggtggaac
gctgetggeg
agtaggaccc
aagttcaatt
gaacagtata
ctgaacggca
aagactatct
agtagagaag
cctagcgata
acccceectg
aagtctaggt
aatcactaca
gatatcgtgce
ctgagctgta
ccecggecagg

tggtggaatc
ctagtggctt
gactggaatg
tgaagggccg
atagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gtggcaccge
cttggaatag
gcggectgta
cctatatctg
ctaagtcttg
gacctagcegt
ccgaagtgac
ggtatgtgga
actccaccta
aagagtataa
ctaaggctaa
agatgactaa
tcgecegtgga
tgctggatag
ggcagcaggg
ctcagaagtc
tgactcagtc
gagctagtca
cccctagact

Asp
Asp
val

Phe

Lys Ser

Thr Ser

Thr
680
Ser

Asp

Asp
695

aggcggagga
cacctttage
ggtgtcagge
gttcactatt
agccgaggac
ctataagttc
taagggcccce
cgctetggge
cggcgcetetg
tagcctgtcet
taacgtgaac
cgataagact
gttcctgtte
ctgcgtggtg
cggcgtggaa
tagggtggtg
gtgtaaagtc
gggccagect
gaatcaggtg
gtgggagtct
cgacggctcet
caacgtgtte
actgagcctg
acccgctace
gtttatcggce
gctgatctac

Ile
Pro
505
Ala
Ser
Tyr
Gly
Gly
585
Lys
Leu
Lys
Tyr
Lys
665
Ala

Trp

ES 2 659 406 T3

475
Gly Ser
490
Arg Leu

Arg Phe

Ser Leu

Asp Tyr
555
Gly Gly
570
Gly Gly

Pro Thr

Ser Asn

Ala Leu
635
Ser Thr
650
Asn Gln

Thr Tyr

Gly Gln

ctggtccagce
gactatgtga
attagttgga
agccgggata
accgecgtcet
atggacgtgt
tcagtgttce
tgcctggtca
actagcggag
agcgtcgtga
cacaagccta
cacacctgtc
ccacctaagce
gtggacgtca
gtgcacaacg
tcagtgctga
tctaacaagg
agagaacccec
tcecectgacct
aacggccagce
ttcttectgt
agctgtageg
agtcccggea
ctgagtctga
tcacgctacc
ggcgctagta

Arg Tyr

Leu Ile

Leu

Tyr

480
Ala Trp
495

Gly Ala

510

Ser Gly
525
Glu Pro
540
Pro Gln

Gly Ser

Ser Gln

Ser
Glu
Thr
Gly

Val

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
560
Gly Gly
575

Gln Leu

590

Gln Thr
605
Arg Gly
620
Glu Trp

Ser Leu

vVal val

Leu
Gly
Leu
Lys

Leu

Thr Leu

Gly Val

Ala Trp
640
Thr Arg
655

Thr Met

670

Tyr Cys
685
Gly Thr

700

ctggcggatc
ttaactgggt
gcggcegtgaa
actctaagaa
actactgcge
ggggccaggg
ccctggeccee
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgectag
gtaacactaa
cccectgecee
ctaaagacac
gccacgagga
ctaagactaa
ccgtgetgea
ccctgectge
aggtctacac
gtctggtcaa
ccgagaacaa
actctaaact
tgatgcacga
agggcggcte
gcccetggega
tggcctggta
atagagctac

172

Ala

Leu

Arg Met

Val Thr

acttagactg
ccgacaggcce
cactcactac
caccctgtac
tagactgggce
caccctggtce
tagctctaag
cccecgagcece
cceegecegtg
ctctagecctg
ggtggacaag
tgccccagaa
cctgatgatt
ccctgaagtg
gcctagagag
ccaggactgg
ccctatcgaa
cctgeccect
gggcttctac
ctataagact
gaccgtggac
ggccctgecac
aggcggtagce
gcgggctaca
tcagcagaag
cggecgtgecece

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



10

15

20

25

30

35

gctaggttta
cccgaggact
cagggaacta
ggtggtagtg
aagcctactc
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacta
gctacctatt
actctggtca

<210> 197
<211> 105

<212> PRT

gcggctcagg
tcgectaccta
aggtcgagat
gcggcggagyg
agaccctgac
tgggctggat
acgacgataa
gtaaaaacca
attgcgctag
cagtcagtag

<213> Homo Sapien

<400> 197

Ser Tyr Glu

1
Thr Ala
Trp Tyr

35
Asn
50

Asn

Asn
Gly

65

Ala Asp

Gly Gly

<210> 198
<211> 315

<212> ADN

Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr

Gly

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Lys
Pro Ser

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

atcaggcacc
ctactgtcag
taagggcggt
tagtcaggtc
cctgacctge
tagacagcct
gtcctactcece
ggtggtgcetg
aatgcacctc
c

Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85
Thr Lys

100

<213> Homo Sapien

<400> 198

tcttacgagce
tettgetecg
gccecectgtge
ggctccaact
gccgactact
aagctgacag

<210> 199
<211> 211

<212> PRT

tgacccagcc
gcgactceccecet
tggtcatcta
ccggcaacac
actgccagtc
tgetg

<213> Homo Sapien

<400> 199

Gln

Leu

Ser Tyr

Thr Vval

ccctteegtg
gcggaacaag
caagaacaac
cgccaccecetg
ctacgacggc

ES 2 659 406 T3

gactttaccc
cagtactacg
ggcggtageg
cagctgaaag
acttttagcecg
ccaggcaaag
actagcctga
actatgacta
ccactggtgt

Val
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Thr
75

Gln

Ser Gly

Asp Gly
90
Leu

105

tctgtggetce
gtgtactggt
cggcccteceg
acaatctctg
cagaaatcac

tgactattag
actaccctca
gcggaggcgg
agtcaggccce
gctttagect
ccctggagtg
aaactaggct
atatggaccc
tcgatagcetg

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

ctggccagac
atcagcagaa
gcatccccga
gcacacaggc
tggtgttcgg

173

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu

Leu

tagcctggaa
gaccttcgge
atcaggtggt
tgcecetggte
gagtaataga
gctggcctgg
gacaatcagc
cgtggacacc

gggtcaggga

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Asp Glu

Val
95

Phe

cgccagaatc
gcecggecag
gagattctct
cgaggacgag
cggaggcacc

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2121

60

120
180
240
300
315



10

15

20

25

Ser Tyr

Thr Ala

Trp Tyr
35
Asn
50
Asn

Asn

Gly
65
Ala Asp

Gly Gly

Ser Val

Ala Thr
130
Val Ala
145
Thr Thr

Leu Ser
Gln Val

Glu
210

<210> 200
<211> 633

<212> ADN

Glu
Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr
Gly
Thr
115
Leu
Trp
Pro
Leu
Thr

195
Cys Ser

Leu Thr
Ile
20

Gln

Ser
Lys
Pro Ser

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

Pro Pro

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85
Thr Lys
100
Leu Phe

Val Cys

Lys Ala

Gln

Leu

Pro
Leu

Asp

Ser Tyr

Thr val

Ser
120
Ser

Pro

Ile
135

Ser Ser

150

Ser Lys
165
Thr Pro
180

His Glu

<213> Homo Sapien

<400> 200

tcttacgage
tcttgetecg
gcecectgtge
ggctccaact
gccgactact
aagctgacag
agcgaggagce
ggegeegtga
accaccccca
cccgagcecagt
gtggaaaaga

<210> 201
<211> 707

<212> PRT

tgacccagce
gcgactcccet
tggtcatcta
ccggcaacac
actgccagtce
tgctgggaca
tgcaggccaa
cegtggectyg
gcaagcagag
ggaagagcca
ccgtggecce

<213> Homo Sapien

<400> 201

Gln
Glu

Gly

Ser Asn

Gln Trp

Thr
200

Ser

ccctteegtg
gcggaacaag
caagaacaac
cgccaccetg
ctacgacggce
gcctaaggcet
caaggccacc
gaaggccgac
caacaacaag
caggtcctac
aaccgagtgce

ES 2 659 406 T3

Val
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Thr
75

Gln

Ser Gly

Asp Gly
90
Leu Gly Gln
105

Ser Glu Glu

Asp Phe Tyr

Pro Val Lys

155

Asn Lys Tyr
170

Lys Ser His

185

Val

Glu Lys

tectgtggetce
gtgtactggt
cggecccteeg
acaatctctg
cagaaatcac
gcccccagceg
ctggtgtgee
agcagccecyg
tacgcegeca
agctgccagg
agc

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Pro Lys

Pro
Lys
Ile
Ser
Glu
Leu

Ala

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

val
95

Ala Pro

110

Gln
125
Gly

Leu

Pro
140
Ala Gly

Ala Ala

Arg Ser

Ala
Ala
Val
Ser

Tyr

Asn Lys

Val Thr

Glu Thr
160
Ser Tyr
175

Ser Cys

190

Thr Val

205

ctggccagac
atcagcagaa
gcatcccega
gcacacaggc
tggtgttegg
tgaccctgtt
tgatcagcga
tgaaggeccgy
gcagctacct
tgacccacga

174

Ala

Pro Thr

cgccagaatc
gccecggecag
gagattctct
cgaggacgag
cggaggcacce
cccceccage
cttctaccca
cgtggagace
gagcctgacce
gggcagcacce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
633



Gln
Ser
val
Ser
Lys
65

Leu
Ala
val
Gly
Gly
145

Val

Phe

Val
Leu
Ile
Gly
50

Gly
Gln
Arg
Trp
Pro
130
Thr

Thr

Pro

Gln
Arg
Asn
35

Ile
Arg
Met
Leu
Gly
115
Ser
Ala

Val

Ala

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly
100
Gln
val
Ala

Ser

Val
180

Val
Ser
Val
Trp
Thr
Ser
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp

165
Leu

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150

Asn

Gln

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
135
Cys

Ser

Ser

Gly
Ala
Ala
40

val
Arg
Ala
Asn
val
120
Ala
Leu

Gly

Ser

ES 2 659 406 T3

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn
105
Thr
Pro
vVal

Ala

Gly
185

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
Ile
Val
Ser
Lys
Leu

170
Leu

Leu
Phe
Lys
His
Ser
75

Thr
Arg
Ser
Ser
Asp
155

Thr

Tyr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Lys
140
Tyr

Ser

Ser

175

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Lys
Ala
125
Ser
Phe

Gly

Leu

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Phe
110
Ser
Thr
Pro

Val

Ser
190

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Met
Thr
Ser
Glu
His

175
Ser

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Asp
Lys
Gly
Pro
160

Thr

Val
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Val
Val
Lys
225
Ala
Thr
Val
Val
Ser
305
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
385
Thr
Leu
Ser
Ser
Thr
465
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
545
Gln
Gly
Lys
Thr
Gly
625
Ile
Leu
Thr
His

val

705

Thr
Asn
210
Ser
Ala
Leu
Ser
Glu
290
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
370
Val
Pro
Thr
Val
Leu
450
Gln
Ser
Gln
Asn
Thr
530
Thr
Gly
Ser
Glu
Cys
610
Trp
Asp
Thr
Asn
Leu

690
Ser

val
195
His
Cys
Gly
Met
His
275
Vval
Tyr
Gly
Ile
Vval
355
Ser
Glu
Pro
val
Met
435
Ser
Ser
Cys
Gln
Arg
515
Asp
Tyr
Thr
Gly
Ser
595
Thr
Ile
Trp
Ile
Met
675

Pro

Ser

<210> 202

<211> 2121

<212> ADN

Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu
His
Arg
Lys
Glu
340
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
420
His
Pro
Pro
Arg
Lys
500
Ala
Phe
Tyr
Lys
Gly
580
Gly
Phe
Arg
Asp
Ser
660

Asp

Leu

Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
325
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys
Glu
Gly
Ala
Ala
485
Pro
Thr
Thr
Cys
Vval
565
Gly
Pro
Ser
Gln
Asp
645
Lys

Pro

Val

<213> Homo Sapien

Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
310
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser
Ala
Lys
Thr
470
Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
550
Glu
Gly
Ala
Gly
Pro
630
Asp
Asp

Val

Phe

Ser
Asn
215
His
val
Thr
Glu
Lys
295
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser
Arg
Leu
Gly
455
Leu
Gln
Gln
val
Thr
535
Gln
Ile
Ser
Leu
Phe
615
Pro
Lys
Thr

Asp

Asp
695

Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
val
280
Thr
Vval
Cys
Ser
Pro
360
val
Gly
Asp
Irp
His
440
Gly
Ser
Phe
Ala
Pro
520
Ile
Tyr
Lys
Gly
Val
600
Ser
Gly
Ser
Ser
Thr

680
Ser

Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln
425
Asn
Ser
Leu
Ile
Pro
505
Ala
Ser
Tyr
Gly
Gly
585
Lys
Leu
Lys
Tyr
Lys
665

Ala

Trp

ES 2 659 406 T3

Thr
val
Pro
Phe
250
Val
Phe
Pro
Thr
Val
330
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
410
Gln
His
Gly
Ser
Gly
490
Arg
Arg
Ser
Asp
Gly
570
Gly
Pro
Ser
Ala
Ser
650
Asn

Thr

Gly

Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
val
315
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
395
Phe
Gly
Tyr
Gly
Pro
475
Ser
Leu
Phe
Leu
Tyr
555
Gly
Gly
Thr
Asn
Leu
635
Thr
Gln
Tyr

Gln

Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe
Asn
Thr
Ser
460
Gly
Arg
Leu
Ser
Glu
540
Pro
Gly
Ser
Gln
Arg
620
Glu
Ser
val

Tyr

Gly
700

Tyr
205
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
285
Glu
His
Lys
Gln
Met
365
Pro
Asn
Leu
val
Gln
445
Asp
Glu
Tyr
Ile
Gly
525
Pro
Gln
Ser
Gln
Thr
605
Gly
Trp
Leu
val
Cys

685
Thr

176

Ile
Val
Ala
Pro
val
270
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe
430
Lys
Ile
Arg
Leu
Tyr
510
Ser
Glu
Thr
Gly
val
590
Leu
Gly
Leu
Lys
Leu
670

Ala

Leu

Cys
Glu
Pro
Lys
255
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
335
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
415
Ser
Ser
Val
Ala
Ala
495
Gly
Gly
Asp
Phe
Gly
575
Gln
Thr
Gly
Ala
Thr
655
Thr

Arg

Val

Asn
Pro
Glu
240
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
320
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys
Cys
Leu
Leu
Thr
480
Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
560
Gly
Leu
Leu
Val
Trp
640
Arg
Met

Met

Thr
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<400> 202

caggtgcagc
agctgtgceccg
cctggcaagg
gccgatageg
ctgcagatga
gctaccgcecta
acagtgtctt
tctactageg
gtgaccgtgt
ctgcagtcta
ggcactcaga
cgggtggaac
gctgetggeg
agtaggaccc
aagttcaatt
gaacagtata
ctgaacggca
aagactatct
agtagagaag
cctagcgata
accccecectg
aagtctaggt
aatcactaca
gatatcgtge
ctgagctgta
ccecggecagyg
gctaggttta
cccgaggact
cagggaacta
ggtggtagtg
aagcctactce
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacta
gctacctatt
actctggtca

<210> 203
<211> 105

<212> PRT

tggtggaatc
ctagtggctt
gactggaatg
tgaagggccg
atagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gtggcaccge
cttggaatag
gcggectgta
cctatatctg
ctaagtcttg
gacctagegt
ccgaagtgac
ggtatgtgga
actccaccta
aagagtataa
ctaaggctaa
agatgactaa
tcgeecgtgga
tgctggatag
ggcagcaggg
ctcagaagtc
tgactcagtc
gagctagtca
ccectagact
gcggctcagg
tcgctaccta
aggtcgagat
gcggcggagyg
agaccctgac
tgggctggat
acgacgataa
gtaaaaacca
attgcgctag
cagtcagtag

<213> Homo Sapien

<400> 203

Ser Tyr Glu

1
Thr Ala
Trp Tyr
35
Asn
50
Asn

Asn
Gly

65

Ala Asp

Gly Gly
100
<210> 204

<211> 315

Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr

Gly

Leu Thr

Ile Thr
20
Gln Lys

Pro Ser

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

aggcggagga
cacctttage
ggtgtcagge
gttcactatt
agccgaggac
ctataagttc
taagggcccce
cgctctggge
cggcgetetg
tagcctgtet
taacgtgaac
cgataagact
gttecctgtte
ctgcgtggtg
cggcgtggaa
tagggtggtg
gtgtaaagtc
gggccagcect
gaatcaggtg
gtgggagtct
cgacggctct
caacgtgttc
actgagcctg
acccgctacce
gtttatcgge
gctgatctac
atcaggcacc
ctactgtcag
taagggeggt
tagtcaggtc
cctgacctge
tagacagcct
gtcctactcece
ggtggtgcetg
aatgcacctc
c

Pro Leu

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85

Thr Lys

Gln

Leu

Ser Tyr

Thr val

105

ES 2 659 406 T3

ctggtccagce
gactatgtga
attagttgga
agccgggata
accgecegtcet
atggacgtgt
tcagtgttce
tgcctggtca
actagcggag
agcgtcgtga
cacaagccta
cacacctgtc
ccacctaagce
gtggacgtca
gtgcacaacg
tcagtgctga
tctaacaagg
agagaacccce
tcectgaccet
aacggccagce
ttettectgt
agctgtagcg
agtcccggea
ctgagtctga
tcacgctacce
ggcgctagta
gactttaccce
cagtactacg
ggcggtageg
cagctgaaag
acttttageg
ccaggcaaag
actagcctga
actatgacta
ccactggtgt

Val
10
Ser

Ser Ser

Asp Leu
25
Ala

Pro Val

Glu Arg Phe
Ala
75

Gln

Ser Arg
Gly
90
Leu

Asp

ctggcggatc
ttaactgggt
gcggcegtgaa
actctaagaa
actactgcge
ggggccaggg
ccctggeccee
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgectag
gtaacactaa
cccectgeece
ctaaagacac
gccacgagga
ctaagactaa
ccgtgcectgea
ccctgectge
aggtctacac
gtctggtcaa
ccgagaacaa
actctaaact
tgatgcacga
agggcggctce
gcecectggega
tggcctggta
atagagctac
tgactattag
actaccctca
gcggaggcgg
agtcaggcce
gctttagect
ccctggagtg
aaactaggct
atatggaccc
tcgatagcetg

Val Ala

Arg Asn

30
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

177

Leu
Lys
Ile
Ser
Gly

Leu

acttagactg
ccgacaggcce
cactcactac
caccctgtac
tagactgggce
caccctggtce
tagctctaag
ccccgagece
cccecgecgtg
ctctagecctg
ggtggacaag
tgccccagaa
cctgatgatt
ccctgaagtg
gcctagagag
ccaggactgg
ccctatcgaa
cctgeeccect
gggcttctac
ctataagact
gaccgtggac
ggccctgecac
aggcggtage
gcgggctaca
tcagcagaag
cggcgtgecc
tagcctggaa
gaccttcgge
atcaggtggt
tgcecetggte
gagtaataga
gctggectgg
gacaatcagc
cgtggacacc
gggtcaggga

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

val
95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2121



10

15

20

25

30

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 204

agctacgagc
acctgtageg
gccecectgtge
ggctctaata
gccgactact
aagctgaccg

<210> 205
<211> 211

<212> PRT

tgactcagcc
gcgatagect
tggtcatcta
gcggcaacac
actgtcagtc
tgetg

<213> Homo Sapien

<400> 205

Ser
1
Thr

Tyr
Ala
Trp Tyr
Asn

50
Asn

Asn

Gly
65
Ala Asp

Gly Gly

Ser Val

Glu
Arg
Gln
Arg
Thr
Tyr
Gly

Thr

Leu Thr
Ile
20

Gln

Thr
Lys
Ser

Pro

Ala Thr

Gln
Cys
Pro
Gly

Leu

cctgagcgtg
gagaaacaag
taagaacaat
cgctacccetg
ctacgacggc

Pro Leu

Ser Gly
Gln
40

Pro

Gly

Ile
55

Thr Ile

70

Tyr Cys
85
Thr Lys
100

Leu Phe

115

Ala Thr
130
Val Ala
145
Thr Thr

Leu Ser

Gln Val

Leu
Trp
Pro
Leu

Thr

Val Cys

Lys Ala

Gln
Leu
Pro
Leu

Asp

Ser Tyr

Thr val
Ser
120
Ser

Pro

Ile
135

Ser Ser

150

Ser Lys
165
Thr Pro
180

His Glu

195

Glu Cys

210
<210> 206
<211> 633

<212> ADN

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 206

agctacgagc
acctgtagcg
gcecectgtge
ggctctaata
gccgactact
aagctgaccg
agcgaggagce

tgactcagcc
gcgatagect
tggtcatcta
gcggcaacac
actgtcagtc
tgctgggaca
tgcaggccaa

Gln
Glu

Gly

Ser Asn

Gln Trp

Thr
200

Ser

cctgagegtg
gagaaacaag
taagaacaat
cgctaccctg
ctacgacggc
gcctaagget
caaggccacce

ES 2 659 406 T3

tcagtggctc
gtctactggt
aggcctagcg
actattagta
cagaagtcac

Val
10
Ser

Ser Ser
Asp
25

Ala

Leu

Pro Val

Glu Arg Phe
Ala
75

Gln

Ser Arg

Asp Gly

Leu Gln
105

Ser

Gly

Glu Glu

Asp Phe Tyr

Pro Val Lys

155

Asn Lys Tyr
170

Lys Ser His

185

Val

Glu Lys

tcagtggctc
gtctactggt
aggcctageg
actattagta
cagaagtcac
gcccccageg
ctggtgtgee

tgggccagac
atcagcagaa
gcatccccga

gggctcagge
tggtctttgg

Val Ala

Arg Asn
Val
45
Gly

Leu

Ser
60
Gln Ala

Lys Ser

Pro Lys

Leu
Lys
30

Ile
Ser
Gly

Leu

Ala

cgctagaatc
gcecggecag
gcggtttage
cggcgacgag
cggcggaact

Gly Gln
15
Val Tyr

Tyr Lys

Asn Ser
Glu
80

Phe

Asp

val
95

Ala Pro

110

Gln
125
Gly

Leu

Pro
140
Ala Gly

Ala Ala

Arg Ser

Ala
Ala
Val
Ser

Tyr

Asn Lys

Val Thr

Glu Thr
160
Ser Tyr
175

Ser Cys

190

Thr Val

205

tgggccagac
atcagcagaa
gcatccecga
gggctcagge
tggtctttgg
tgaccctgtt
tgatcagcga

178

Ala

Pro Thr

cgctagaatc
gcccggecag
gcggtttage
cggcgacgag
cggcggaact
ccecccccage
cttctaccca

60

120
180
240
300
315

60

120
180
240
300
360
420
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15
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ggcgecgtga ccgtggectg gaaggccgac agcagccccg tgaaggccgg cgtggagacce 480
accaccccca gcaagcagag caacaacaag tacgccgcca gcagctacct gagcctgacce 540
cccgagcagt ggaagagcca caggtcctac agctgccagg tgacccacga gggcagcacc 600
gtggaaaaga ccgtggcccc aaccgagtge age 633

<210> 207
<211> 707
<212> PRT
<213> Homo Sapien

<400> 207

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Val Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Trp Ser Gly Val Asn Thr His Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Gly Ala Thr Ala Asn Asn Ile Arg Tyr Lys Phe Met Asp
100 105 110
Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
115 120 125
Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly
130 135 140
Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
145 150 155 160
Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr
165 170 175
Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
180 185 190
Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn
195 200 205
Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro
210 215 220
Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
225 230 235 240
Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
245 250 255
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
260 265 270
Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
275 280 285
Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
290 295 300
Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
305 310 315 320
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
325 330 335
Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
340 345 350
Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
355 360 365
Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
370 375 380
Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
385 390 395 400
Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
405 410 415
Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
420 425 430

179
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Ser Val
Leu
450
Gln

Ser

Thr
465
Leu Ser

Tyr Gln

Ser Asn
Thr
530
Thr

Gly

Ala
545
Gln Gly

Gly Ser

Lys Glu

Thr Cys
610
Gly Trp
625
Ile Asp

Leu Thr

Thr Asn

Leu
690
Ser

His

Val
705

<210> 208
<211> 2121

<212> ADN

Met
435
Ser
Ser
Cys
Gln
Arg
515
Asp
Tyr
Thr
Gly
Ser
595
Thr
Ile
Trp
Ile
Met

675
Pro

His Glu

Pro Gly

Pro Ala

Ala
Lys

Thr

His
440
Gly

Leu

Gly
455

Leu Ser

470

Ala
485
Lys Pro
500
Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Ser
Gly
Gly
Leu

Gln

Gln Phe

Gln Ala

Val Pro
520
Thr TIle
535

Gln Tyr

550

Val
565
Gly

Lys

Gly
580
Gly Pro

Phe Ser

Arg Gln

Glu
Gly
Ala
Gly

Pro

Ile Lys

Ser Gly
Val
600
Ser

Leu

Phe
615

Pro Gly

630

Asp Asp
645
Ser Lys
660
Asp Pro

Leu Val

Ser

<213> Homo Sapien

<400> 208

gaggtgcagce
agctgtgcceg
cctggcaagg
gccgatageg
ctgcagatga
gctaccgcecta
acagtgtctt
tctactagceg
gtgaccgtgt
ctgcagtcta
ggcactcaga
cgggtggaac
gctgetggeg
agtaggaccc
aagttcaatt
gaacagtata
ctgaacggca
aagactatct
agtagagaag
cctagcgata
acccccecectg

tgctggaatc
ctagtggctt
gactggaatg
tgaagggccg
atagcctgag
acaacatccg
cagctagcac
gtggcaccge
cttggaatag
geggectgta
cctatatctg
ctaagtcttg
gacctagegt
ccgaagtgac
ggtatgtgga
actccaccta
aagagtataa
ctaaggctaa
agatgactaa
tcgeegtgga
tgctggatag

Asp
Asp
VvVal

Phe

Lys Ser

Thr Ser

Thr
680
Ser

Asp

Asp
695

aggcggagga
cacctttage
ggtgtecagge
gttcactatt
agccgaggac
ctataagttc
taagggcccce
cgctctggge
cggcegetetg
tagecctgtet
taacgtgaac
cgataagact
gttcctgtte
ctgcgtggtg
cggcgtggaa
tagggtggtg
gtgtaaagte
gggccagcect
gaatcaggtg
gtgggagtct
cgacggctcet
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Asn His Tyr

Ser Gly Gly
Pro
475

Ser

Leu Ser

Ile Gly

490
Pro Arg Leu
505
Ala

Arg Phe

Ser Ser Leu

Tyr Asp Tyr

555

Gly Gly Gly
570

Gly Gly

585

Lys

Gly

Pro Thr

Leu Ser Asn

Ala Leu
635
Thr

Lys

Ser
650
Asn

Tyr
Lys Gln
665
Ala

Thr Tyr

Trp Gly Gln

ctggtgcagce
gactatgtga
attagttgga
agccgggata
accgccgtcet
atggacgtgt
tcagtgttce
tgcctggtca
actagcggag
agcgtcegtga
cacaagccta
cacacctgtc
ccacctaagce
gtggacgtca
gtgcacaacg
tcagtgctga
tctaacaagg
agagaacccce
tcecectgacct
aacggccagce
ttetteectgt

Thr Gln
445
Ser Asp
460
Gly Glu

Arg Tyr

Leu Ile

Lys
Ile
Arg
Leu

Tyr

Ser Leu

Val Leu

Ala Thr
480
Ala Trp
495

Gly Ala

510

Ser Gly
525
Glu Pro
540
Pro Gln

Gly Ser

Ser Gln

Ser
Glu
Thr
Gly

val

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
560
Gly Gly
575

Gln Leu

590

Thr
605
Gly

Gln

Arg
620
Glu Trp

Ser Leu

Val val

Leu
Gly
Leu
Lys

Leu

Thr Leu

Gly Val

Ala Trp
640
Thr Arg
655

Thr Met

670

Tyr Cys
685
Gly Thr

700

ctggcggatc
ttaactgggt
gcggegtgaa
actctaagaa
actactgcge
ggggccaggg
ccctggeccee
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgectag
gtaacactaa
cccectgecce
ctaaagacac
gccacgagga
ctaagactaa
ccgtgetgea
ccctgectge
aggtctacac
gtctggtcaa
ccgagaacaa
actctaaact

180

Ala

Leu

Arg Met

Val Thr

actgagactg
ccgacaggcece
cactcactac
caccctgtac
tagactgggce
caccctggtce
tagctctaag
ccececgagece
ccecegecgtg
ctctagectg
ggtggacaag
tgccccagaa
cctgatgatt
ccctgaagtg
gcctagagag
ccaggactgg
ccctategaa
cctgeececect
gggcttctac
ctataagact
gaccgtggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
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aagtctaggt
aatcactaca
gatatcgtgce
ctgagctgta
cceggecagyg
gctaggttta
cccgaggact
cagggaacta
ggtggtagtg
aagcctactc
ggcggcggag
atcgactggg
aaggacacta
gctacctatt
actctggtca

ggcagcaggg
ctcagaagte

tgactcagtc
gagctagtca
cecctagact
gcggcteagg
tcgetacceta
aggtcgagat
gcggcggagyg
agaccctgac
tgggetggat
acgacgataa
gtaaaaacca
attgcgctag
cagtcagtag
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caacgtgttc
actgagectg
acccgcetace
gtttatcgge
gctgatctac
atcaggcacc
ctactgtcag
taagggeggt
tagtcaggtc
cctgacctge
tagacagect
gtcctactee
ggtggtgetg
aatgcacctc
c

agctgtageg
agtcecggea
ctgagtctga
tcacgctacce
ggcgetagta
gactttaccc
cagtactacg
ggcggtageg
cagctgaaag
acttttageg
ccaggcaaag
actagcctga
actatgacta

tgatgcacga
agggeggete
gcectggega
tggcectggta
atagagctac
tgactattag
actaccctca
gcggaggcgyg
agtcaggcce
gctttagect
cectggagtyg
aaactaggct
atatggacce

ggccctgeac
aggeggtage
gcgggctaca
tcagcagaag
cggegtgece
tagcctggaa
gaccttegge
atcaggtggt
tgeectggte
gagtaataga
gctggectgg
gacaatcagc
cgtggacace

ccactggtgt tcgatagctg gggtcaggga

181

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento del mismo frente a una proteina 6 relacionada con lipoproteinas de baja
densidad (LRP6), en el que dicho anticuerpo o fragmento (i) se une a la region propulsora 1 de LRP6, (ii) inhibe
especificamente la sefializacion de Wnt dependiente de propulsor 1 vy (iii) tiene una constante de la velocidad de
disociacion (Kp) de menos de 5x10° M determinada usando resonancia de plasmon superficial, en el que dicho
anticuerpo o fragmento comprende una region variable de cadena pesada CDR1 de SEQ ID NO: 1; una region
variable de cadena pesada CDR2 de SEQ ID NO: 2; una CDRS3 de la region variable de cadena pesada de SEQ ID
NO: 3; una CDR1 de la region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 4; una CDR2 de la regién variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 5; y una CDRS3 de la region variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 6, en el que el
anticuerpo o fragmento es monovalente o bivalente.

2. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o fragmento es un anticuerpo o fragmento
monoclonal.

3. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho anticuerpo o fragmento es un anticuerpo o
fragmento humano, humanizado o quimérico.

4. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo o
fragmento es un Fab, un F (ab)', un scFv o un sdFv.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo comprende una
region constante de cadena pesada humana y una region constante de cadena ligera humana.

6. El anticuerpo o fragmento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo o fragmento
se une tanto a LRP6 humana como a LRP6 de mono cinomolgo.

7. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo es un isotipo de 1gG.

8. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho anticuerpo o
fragmento comprende un marco en el que los aminoacidos se han sustituido en la estructura del anticuerpo con
respecto a las respectivas secuencias de la linea germinal VH o VL humanas.

9. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende una VH que comprende la
SEQ ID NO: 14 y una VL que comprende la SEQ ID NO: 13.

10. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende una
region variable de cadena pesada idéntica a la SEQ ID NO: 14 y una secuencia de nucledtidos que codifica un
polipéptido que comprende una regioén variable de cadena ligera idéntica a la SEQ ID NO: 13.

12. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 11.

13. Una composicién que comprende el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para
su uso en el tratamiento de un cancer que expresa LRP6 en un sujeto, opcionalmente en el que el sujeto es un ser
humano.

14. La composicion para su uso segun la reivindicacion 13, en la el cancer esta mediado por una via de sefializacion
Whnt candnica y se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama, cancer de pulmén, mieloma multiple,
cancer de ovarios, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer de prostata, leucemia mieloide
aguda, leucemia mieloide crénica, osteosarcoma, carcinoma de células escamosas y melanoma.

15. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que dicho cancer es cancer de mama.
16. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso como medicamento.

17. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para uso en el tratamiento de un cancer
que expresa LRP6.

18. El anticuerpo o fragmento para su uso segun la reivindicaciéon 17, en el que el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de mama, cancer de pulmén, mieloma multiple, cancer de ovarios, cancer de higado, cancer
de vejiga, cancer gastrico, cancer de préstata, leucemia mieloide aguda, enfermedad crénica leucemia mieloide,
osteosarcoma, carcinoma de células escamosas y melanoma.
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Fig. 1A
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Expresion relativa
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Fig. 1A continuacidn
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Fig. 1B
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Fig. 1B continuacién

Expresion LRP5/6 mARM en linea celular PA-1 shARN
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Fig. 2A
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Fig. 2B
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Fig. 3
Prop 1 Prop3
MOROS168 | MOROSS45 | MORO6706 | MOR06475 | MOR08193 | MORUB473
LRP6 Humana 0,28 0.09 0,14 0.31 0.36 0.74
LRP6 de ratén 0,12 0,06 n/a 0.96 0,08 0,46
LRP6 de cinomolgo 0,88 0,30 0.46 0.22 0.20 0:52

Valores de ECsp se expresen en nM
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Fig. 4
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Fig. 5§
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 9A

Modelo de aloinjerto de MMTV-Wnt1l

- 1gG 10mg/kg iv c3d
-+ MORO08168, 10mg/kg iv c3d
-9+ MOROG475, 10mg/Kg iv ¢3d

Dias tras la implantacion

Fig. 9B

Curva de crecimiento tumoral

19 26 33

Dias tras la implantacién

& IgG, 4mglkg, c¢/sem - MORO08168, 2mgkg 2/sem
-~ MOR08168, 0,5mg/kg, 2qw -&- MOR08168, 4mgkg. c/sem
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Fig. 10

Modelo de aloinjerto de MMTV-Wnt3

Dias tras la implantacion

203

= 1gG 10mg/kg i 2¢/sem
-& MORO08168, 3mg/kg iv ¢/sem
‘@ MOROB475, 10mg/kg v 5¢/5em



Fotones/s (media + SEM)
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Fig. 11

Intensidad de la sefial en el
modelo de co-implante PA1/Wnt3

GIOX107-
& I1gG

-+ MORO08168, 10 mg/kg
0 MORO06475, 10mg/kg

4.0x107

2,0x107-

0 24 48 72 96 120 144 168
Horas después del tratamiento
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Fig. 12A

- Proteccion con disolvente
Bl Sin deteccién DXMS
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Fig. 13
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Fig. 14
4 5 6 *"M 7 8 9 10 11 12

.“.4‘?

'“'If _“&

— 5’»" N

; M

Sy
) 1

- ‘

';:\._,_, *

208



©

ES 2 659 406 T3

Fig. 15

(d)
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Fig. 16
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Fig. 18

HEK STF IC50
(ngiml)

WNT1 WNT3a
MOR06475-sc-fv-VI-Vh n/a 0,07
MOR06475-sc-fv-Vh-VI n/a 0.06
MORO06475-sc-fv-Vi-Vh-(GGGGS)3 n/a 0,08
MOR06475-sc-fv-Vh-VI{(GGCGGS)3 n/a 0,08
MORO06475-Fab n/a 0.11
MORO08168-sc-fv-VI-Vh 0,05 n/a
MOR08168-sc-fv-Vh-VI 0,06 n/a
MOR08168-sc-fv-VI-Vh-(GGGGS)3 0,07 n/a
MOR08168-sc-fv-Vh-VI{GGGGS)3 0,1 n/a
MOR08168-Fab 0,15 nia
MOR08545-sc-fv-VI-Vh 0.53 n/a
MOR08545-sc-fv-Vh-VI 0,06 n/a
MOR08545-sc-fv-VI-Vh-(GGGGS)3 n/a n/a
MOR08545-sc-fv-Vh-VI-{GGGGS)3 0,05 n/a
MORO08545-Fab 0,05 n/a
anti-LRP6_MOR08168_hlgG1 LALA_6475scfv_at_VL 0,013 0,0071
anti-LRP6_MOR06475_hlgG1 LALA_8168scfvatCH3_(VH-3- - ’
VL) 0,013 0,0082
anti-LRP6_MORO06475_hlgG1 LALA_8168scfvatCH3_(VH-4-
VL) 0,016 0.0094
anti-LRP6_MORO08168_higG1
LALA_6475scfvatCH3 opt_DPtoDA 0,02 0.0076
anti-LRP6_MOR08168_higG1
LALA_6475scfvatCH3_opt_DPtoTA 0,026 0,0098
anti-LRP6_MORD8168_higG1 LALA_6475scfvatCH3_opt_wio- T '
K 0,015 0,0054
MOR06475 IgG nfa 0,0039
MORO08168 IgG 0,025 n/a
MOR08168hIgG1LALA 6475 scfv 0,016 0.011
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Fig. 19

huFcRn, cynoFcRn, . cynoFcRn,

pH7 4 : pHGIO ‘ pH7 4
; |
LLB 02 . UB
LLB 012 ' LB

LLB: nivel de union bajo
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Fotones/s (media t SEM)
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Fig. 20

Intensidad de la sefial en el
modelo de co-implante PA1/Wnt3

6,0%107-

4,0%x107+

4

2,0x107

0 24 48 72 96 120 144 16

Horas después del tratamiento

1gG -»- MORO08168IgG1LALA 6475 scfv, 1mg/kg
MOR08168, 10 mg/kg =+ MORO081681gG1LALA 6475 scfv, 3mg/kg
MORO06475, 10mg/kg -+ MORO08168IgG1LALA 6475 scfv, 10mg/kg
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Volumen tumoral (mm

+ SEM)

(Media
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Fig, 22

Curva de crecimiento tumoral

1500+
1000+
]
500+
04—
7 14
Dias tras la implantacion
B Vehiculo -»- MORO08168, 3mg/kg. ¢/sem

- MOR08168IgG1LALA 6475 scfv, 3mg/kg, 2¢/sem

Cambio de PC (%)

- N
e 2 9

'‘Media +/- SEM
5

Cambio de peso corporal

N
o

T 14 T T T T T T -r

7 14

Dias tras la implantacion
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Fig. 23

Curva de crecimiento tumoral

750~
m
E
~& 5004
~ D
S +
E 143
-
§ g 250+
5
>
G ¥r Yy~ rTrvr T rr ey )
34 41 48
Dias tras la implantacion
-8 Vehiculo

-+~ MORO08168IgG1LALA 6475 scfv, 0.5mg/kg, 3c/sem
-* MORO08168IgG1LALA 6475 scfv, 1mg/kg, 3¢/sem
- MORO8168IgG1LALA 6475 scfv, 1.5mg/kg, 3c/sem
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Fig. 24B
B 18 - i
|
|
8 1% :
2 6 ?
v . ]
- "
\E .
a O —1 T
= PBS ! 241 72H 5 Dias
Control ! Tras una sola dosis de 5 mg/kg
! MOR08168hIgGILALA
|

6475 scfv
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Fig. 25

Curva de crecimiento tumoral

__ 10001
m
£
E= 7501
Lu
o P
5 H
E o 500
E ~ 250-
2
0 L L3 L] |
31 38 45 52

Dias tras la implantacion
B Vehiculo =+ MOR08168IgG1LALA 6475 scfv, 3mg/kg, c/sem

Cambio de peso corporal

20-
X = 10-
~
oW .
2w 0-
£ B
[1]
© £ _40-
201+ : . :
31 38 45 52

Dias tras la implantacion
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Respuesta
8
|
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Fig. 26B continuacién

Unién a pp3/4

MORO08168 IgG LALA 6475scFv

-500

RU
120
100

80 +
60
40 -
20 H

0 -

Respuesta

1

0 500 1000 1500 2000

Tiempo

MORO06475

-20
-500

4 I £ L ;
T T I T | F i 1

0 500 1000 1500 2000
Tiempo s
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Fig. 28

b. Efecto de las cepas y construcciones

Q. Efecto de las secuencias lider

bacterianas
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Fig. 30

Tm de mutaciones puntuales Unicas en s¢Fv08168

T7.. en proteina de

ID de Constr. mutacion £ coli*
WT WT 48,50
BO2 VH: VO33N 50150
BO3-S1 VH:1034M 56,00
BO4 VH:I034F 52,50
CO05 VH:SO49A 54]00
Cco7 VH.GO50S 5150
CO08 VHW052aG 55,50
C10 VH:H058Y 52,00
F11 VLVO47L 5100
G02 VL:GO64V 50,50
GO7 VL. TO78V 51100

a -
| Las proteinas se expresan en la cepa Acella. Las muestras se
analizaron mediante DSF sin eliminacion de imidazol.
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Fig. 32

Actividad de scFv06475, scFv08168 y las variantes en diferentes ensayos

ID. de la constr. Mutaciones CD50 por Afinidad por CI50 por ensayo CI50 por ensayo
ELISA Proteon STF para inhibicién STF para inhibicién
nM (M) de Wnt1 de Wnt3a (nM)

(nM)
scFV06475 WT 0.76 - - 148
scFv06475-52 VH:G34V 274 - - -
43 . N ;
scFv06475-83 VH:37F )

; - i
scFv06475-86 VH:V8SE 6,73 KK
scFv06475-58 VH:M95F 1,0 - - 0,96
scFvD6475-89 VL:D93N 0,88 : -
scFv08168 WT 204 3,82 741 -

scFv08168 B3-Sl VH:134M 098 : 519 -
SCFV08168-D1 VH S49A, 134M 161 2,55 2,44 -
scFv08168-D2 VH $49A, 134F 168 ) 2,59 -

SCFV08168-Dd VH 134M, G50S 1A7 - 3,36 -

1,22 ] B} .
scFv08168-D5 VH I134M, H58Y !
SCFV08168-D6 VH [34M, V48l 1,24 - .74 -
scFv08168-D7 VH 134M, VL §22T 1,15 48] -

0,91 . )
scFv08168-D8 VH [34M, VL V47L (

126 1 ;

scFv08168-D9

VH 134M, VL Go4V
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Fig. 33

Ejemplos seleccionados de mutaciones estabilizantes
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Fig. 34

Medicidn de la termoestabilidad de la fusidn y moléulas biparatopicas basadas en IgG

T., por DSF (Proteon STAT) T,, por DSC

MORG6475 IgGG1-scFv8168 (902wt) 47,725 ND
MORB4751gG1-scFv8168 (902 mutant) 62,76 ND
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