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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-DLK-1 humana con actividad antitumoral in vivo
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a anticuerpos anti-DIk-1 humana que tienen actividad antitumoral y particularmente
a anticuerpos anti-DIk-1 humana que tienen actividad antitumoral in vivo. Ademas, la presente invencion también se
refiere a hibridomas que producen los anticuerpos mencionados anteriormente y a un uso de los anticuerpos
mencionados anteriormente.

Antecedentes de lainvencion

La DIk-1 humana (homélogo de tipo delta 1 (Drosophila); que se puede denominar en lo sucesivo como “hDIk-1") es
una proteina transmembrana de tipo | (de tipo transmembrana uno) con una longitud total de 383 restos de
aminoacidos que tiene 6 motivos de tipo EGF en su region extracelular. La region extracelular presenta homologia
con una familia Notch/Delta/Serrate. Un gen hDIk-1 ha sido clonado como una molécula expresada en una linea
celular derivada de carcinoma de pulmén microcitico sensible a GRP (péptido liberador de gastrina) (Documento No
de Patente 1), o como un factor para la supresién de la diferenciacién de preadipocitos (Documento No de Patente
2). Desde el punto de vista de la homologia de la secuencia de aminoacidos de hDIk-1 con la de Delta que es un
ligando de un receptor Notch como un regulador de la diferenciacion celular, tal DIk-1 es citada generalmente con el
simbolo génico, DLK1. También tiene algunos otros simbolos génicos tales como Pref-1 (Documento No de Patente
2), pG2 (Documento No de Patente 3), SCP-1 (Documento No de Patente 4) y ZOG (Documento No de Patente 5).
Sin embargo, estos simbolos génicos indican basicamente la misma molécula.

Por otra parte, hDIk-1 se escinde con una proteasa no identificada que corta en las proximidades de la membrana
celular en la regién extracelular de hDIk-1, y se secreta a continuacion a la sangre. La hDIk-1 libre (regién
extracelular de hDIk-1) es una molécula idéntica a una glicoproteina llamada FA-1 (Antigeno fetal 1) (Documento No
de Patente 6) que consiste en 225 a 262 restos de aminoacidos.

El gen hDIk-1 y un producto génico del mismo se expresan en un alto nivel en las células no diferenciadas,
altamente proliferativas, fetales. En particular, el gen hDIk-1 y el producto génico del mismo son muy expresados en
higado fetal, rifidn fetal, masculo esquelético fetal, cerebro fetal y similares. Después del nacimiento, sin embargo, la
expresion de tal gen hDIk-1 y del producto génico del mismo puede no ser observado en la mayoria de los tejidos.
En tejidos adultos normales, el gen hDIk-1 y el producto génico del mismo se localizan en la glandula suprarrenal, la
placenta y la hipofisis (Documento de Patente 1, Documento No de Patente 2).

Ademas, incluso en tejidos maduros, la expresion de hDIk-1 se observé en células que se considera que son células
madre no diferenciadas o células precursoras. Por ejemplo, se ha descrito que la expresion de hDIk-1 se ha
observado en células ovales hepéaticas que son indiferenciadas y son pluripotentes en el higado adulto (Documentos
No de Patente 7 y 8) o en células madre mesenquimales que son las células madre de las células Oseas/de
cartilago/adiposas (Documento No de Patente 9) y en células precursoras del epitelio prostatico en la capa de
células basales de la prostata (Documento No de Patente 18). Ademas, también se ha descrito que, en el caso de
las células madre mesenquimales de raton, la DIk-1 libre (region extracelular DIk-1 de raton) activa la ERK/MAP
quinasa e induce la expresién de Sox-9, de modo que puede suprimirse la diferenciacién de las células en adipocitos
y, al mismo tiempo, puede inducirse la diferenciacion de las células en condrocitos, pero esa DIk-1 libre suprime la
diferenciacion de las células en osteoblastos y la maduracion de los condrocitos (Documentos No de Patente 19 y
20). Se ha sugerido que hDIk-1 esta asociada con las propiedades de tales células madre de tejidos, tales como el
mantenimiento de la capacidad de indiferenciacion.

Tal patrén de expresion de hDIk-1 restringido a las células fetales o células madre y una familia de genes/productos
génicos que tienen motivos de tipo EGF (receptor Notch, ligando de Notch (Delta, Jagged, Serrate), etc.)
generalmente controla el crecimiento o la diferenciaciéon de células mediante la interaccion intercelular a través de
motivos de tipo EGF. Por lo tanto, se ha sugerido que hDIk-1 también tiene tales funciones. De hecho, se ha
conocido que la expresion de hDIk-1 disminuye simultdneamente con la diferenciacién de las células precursoras de
adipocitos y que la diferenciacién en adipocitos se suprime, si el gen hDIk-1 se ve obligado a expresarse en las
células precursoras de adipocitos (Documento No de Patente 2). Sin embargo, en la actualidad, los detalles con
respecto a una molécula (un ligando) que interactte con hDIk-1 son desconocidos.

Por otra parte, se ha descrito que el gen hDIk-1 y el producto génico del mismo se expresan con una alta frecuencia
en diversos tipos de canceres o tumores. Los tipos de cancer, en los que la expresion de hDIk-1 se ha confirmado
hasta el momento, son: canceres soélidos tales como tumor neuroendocrino, neuroblastoma, glioma,
neurofibromatosis de tipo 1, cancer de pulmén microcitico, cancer de higado, cancer de rifion y cancer de ovario,
cancer de colon, cancer de mama y cancer de pancreas (Documentos de Patente 1, 2, 4 y 5 y Documentos No de
Patente 1, 3, 10, 11, 12, 13 y 14 y 21); y neoplasias sanguineas tales como el sindrome mielodisplasico (Documento
de Patente 3 y Documentos No de Patente 15 y 16) y leucemia mielocitica aguda (Documento No de Patente 16). Se
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ha descrito que el crecimiento celular se acelera si se introduce un gen hDIk-1 en una célula K562 que es una linea
celular de eritroleucemia (Documento No de Patente 16) y también que, si tal gen hDIk-1 se introduce en
glioblastomas, provoca la desaparicion de la inhibicién por contacto de las células, asi como la aceleracion del
crecimiento celular, de manera que se puede lograr la capacidad de crecimiento celular independiente del anclaje.
Se ha sugerido la relacion entre hDIk-1 y la carcinogénesis Documento No de Patente 17)

Convencionalmente, como anticuerpos monoclonales anti-hDlk-1 que muestran citotoxicidad en células de cancer de
higado humano in vitro en presencia de complemento, se conocen anticuerpos monoclonales anti-hDIk-1 de rata
1C1, 4C4 y 31C4 (nombres de los clones) (Documento de Patente 1). Por otro lado, estos anticuerpos de clones
también se sabe que son anticuerpos que no muestran actividad antitumoral (actividad inhibidora del crecimiento
tumoral) in vivo (en modelos de tratamiento con ratones portadores de células cancerosas humanas) (Documentos
de Patente 4 y 5).
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Sumario de lainvencién

Como se describié anteriormente, en el caso de los tejidos normales, la expresion de hDIk-1 se restringe a las
células embrionarias o a las células madre. Sin embargo, en el caso de tejidos cancerosos, hDIk-1 se expresa con
una alta frecuencia en diversos tipos de células. Tal hDIk-1 es una proteina de la membrana celular/proteina
secretora. Basandose en estos hechos, se considera que hDIk-1 es una buena diana en el tratamiento de diversos
tipos de tumores, etc. Cuando se elige como diana tal hDlk-1, se considera que es Util un anticuerpo anti-hDIk-1.
Para ser utilizado como un anticuerpo para la terapia del cancer, por ejemplo, el anticuerpo mas deseablemente
tiene la capacidad de retener una actividad de unién al antigeno estable en una formulacion liquida y en sangre
humana o de mono, asi como mostrar una actividad antitumoral significativa mediante la administracion del
anticuerpo solo en modelos de tratamiento de ratén portadores de cancer humano

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un anticuerpo anti-DIk-1 humana que tenga actividad
antitumoral y, en particular, un anticuerpo monoclonal anti-Dlk-1 humana que tenga actividad antitumoral in vivo. Por
otra parte, otro objeto de la presente invencién es proporcionar un hibridoma que produzca el anticuerpo
anteriormente mencionado, un complejo del anticuerpo anteriormente mencionado y un agente, y similares. Ademas,
otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una composicion farmacéutica para el diagnéstico o tratamiento
de un tumor, una composicién farmacéutica para inducir apoptosis en células tumorales, un agente terapéutico anti-
tumoral, un agente de diagndstico tumoral, un agente para inducir apoptosis en células tumorales, un método para
tratar tumores, un método para detectar tumores, un método para inducir apoptosis en células tumorales, un kit para
detectar o diagnosticar tumores y un kit para inducir apoptosis en células tumorales, cada uno de los cuales
comprende el anticuerpo mencionado anteriormente, el complejo anteriormente mencionado o similares.

Los autores de la presente invencion han realizado estudios exhaustivos dirigidos a la consecucion de los objetos
mencionados anteriormente. Como resultado, los autores de la presente invencién han encontrado un anticuerpo
que reacciona especificamente con la DIk-1 humana (concretamente, un anticuerpo monoclonal anti-DIk-1 humana)
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y que tiene actividad antitumoral (concretamente, un anticuerpo anti-DIk-1 humanizado). Los inventores han
confirmado que dichos anticuerpo y complejo tienen actividad antitumoral in vivo. Ademas los autores de la presente
invencion han logrado producir el anticuerpo mencionado anteriormente, que es un anticuerpo humanizado. Aln
mas, los autores de la presente invencién también han encontrado que dichos anticuerpo y complejo son (tiles para
el tratamiento, diagnéstico y deteccion de un tumor, y la induccion de la apoptosis en células tumorales,
completando de este modo la presente invencion.

Es decir, la presente invencion es como se describe a continuacion.

(1) Un anticuerpo contra DIk-1 humana, en el que la secuencia de aminoacidos de la region V de la cadena H
comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en una cualquiera de las SEQ ID NOS: 35, 40, 69, 73,
77, 81, 85 y 89, y la secuencia de aminoacidos de la region V de la cadena L comprende la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 45.

El anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior es un anticuerpo que tiene una actividad antitumoral in vivo,
por ejemplo. En la presente memoria, el tumor es al menos de un tipo seleccionado de, por ejemplo, el grupo que
consiste en cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de pancreas
humano, cancer de pulmén microcitico humano y neuroblastoma humano.

El anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior es un anticuerpo humanizado, por ejemplo.

El anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior es un anticuerpo monoclonal, por ejemplo.

El anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior es, por ejemplo, un anticuerpo, que se une a al menos una
porcién de una region que comprende aminoacidos en las posiciones 24 a 91 en la secuencia de aminoéacidos de
DIk-1 humana que se muestra en la SEQ ID NO: 2.

(2) Un fragmento de anticuerpo derivado del anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior. Los ejemplos del
fragmento de anticuerpo de acuerdo con el apartado (2) anterior incluyen un fragmento de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en una cualquiera de las SEQ ID NOS: 35, 40, 69, 73,
77, 81, 85y 89, y un fragmento de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la
SEQ ID NO: 45; y un fragmento de anticuerpo que comprende tanto la secuencia de aminoacidos como se
muestra en una cualquiera de las SEQ ID NO: 35, 40, 69, 73, 77, 81, 85y 89 y un fragmento de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 45.

(3) Un complejo anticuerpo-agente, que comprende el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior y un
compuesto que tiene una actividad antitumoral y/o una actividad destructora de células.

(4) Un complejo fragmento de anticuerpo-agente, que comprende el fragmento de anticuerpo de acuerdo con el
apartado (2) anterior y un compuesto que tiene una actividad antitumoral y/o una actividad destructora de células.
(5) Una composicion farmacéutica, que comprende al menos un tipo seleccionado del grupo que consiste en el
anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de acuerdo con el apartado (2)
anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores.

La composicion farmacéutica de acuerdo con el apartado (5) anterior se usa en el tratamiento de tumores, por
ejemplo, y un ejemplo particular de la composicién farmacéutica es una composicion farmacéutica, que no causa
reduccion de peso como efecto secundario. Ademas, la composicion farmacéutica de acuerdo con el apartado
(5) anterior se usa en el diagnostico de tumores, por ejemplo. Ademas, la composiciéon farmacéutica de acuerdo
con el apartado (5) anterior se usa en la induccién de apoptosis en células tumorales, por ejemplo.

(6) Un agente terapéutico anti-tumoral, que comprende al menos un tipo seleccionado del grupo que consiste en
el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de acuerdo con el apartado (2)
anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores.

Un ejemplo del agente terapéutico anti-tumoral de acuerdo con el apartado (6) anterior es un agente terapéutico
anti-tumoral, que no causa reduccién de peso como efecto secundario.

(7) Un agente para inducir apoptosis en células tumorales, que comprende al menos un tipo seleccionado del
grupo que consiste en el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de
acuerdo con el apartado (2) anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores.

En la presente memoria, en la composicién farmacéutica de acuerdo con el apartado (5) anterior, el agente
terapéutico anti-tumoral de acuerdo con el apartado (6) anterior y el agente inductor de apoptosis de acuerdo con
el apartado (7) anterior, el tumor es al menos un tipo seleccionado de, por ejemplo, el grupo que consiste en
cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de pancreas humano,
cancer de pulmoén microcitico humano y neuroblastoma humano.

(8) Un método para tratar un tumor, que comprende administrar a un paciente al menos un tipo seleccionado del
grupo que consiste en el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de
acuerdo con el apartado (2) anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores.

Un ejemplo del método de tratamiento de acuerdo con el apartado (8) anterior es un método de tratamiento, que
no provoca reduccién de peso como un efecto secundario.

(9) Un método para detectar un tumor, que comprende: permitir al menos un tipo seleccionado del grupo que
consiste en el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de acuerdo con el
apartado (2) anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores, para reaccionar con una
muestra recogida de un cuerpo vivo; y detectar una sefial o sefiales del anticuerpo y/o del fragmento de
anticuerpo gque ha reaccionado.

(10) Un método para inducir apoptosis en células tumorales, que comprende: permitir que al menos un tipo
seleccionado del grupo que consiste en el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de
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anticuerpo de acuerdo con el apartado (2) anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4)
anteriores, reaccione con una muestra recogida de un cuerpo vivo; y detectar una sefial o sefiales del anticuerpo
y/o fragmento de anticuerpo que ha reaccionado.

En la presente memoria, en el método de tratamiento de acuerdo con el apartado (8) anterior, el método de
deteccion de acuerdo con el apartado (9) anterior y el método de induccidon de apoptosis de acuerdo con el
apartado (10) anterior, el tumor es al menos un tipo seleccionado de, por ejemplo, el grupo que consiste en de
cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de pancreas humano,
cancer de pulmon microcitico humano y neuroblastoma humano.

(11) Un kit para tratar, diagnosticar o detectar un tumor, que comprende al menos un tipo seleccionado del grupo
que consiste en el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de acuerdo con
el apartado (2) anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores.

(12) Un kit para inducir apoptosis en células tumorales, que comprende al menos un tipo seleccionado del grupo
que consiste en el anticuerpo de acuerdo con el apartado (1) anterior, el fragmento de anticuerpo de acuerdo con
el apartado (2) anterior y el complejo de acuerdo con los apartados (3) o (4) anteriores.

En la presente memoria, en los kits de acuerdo con los apartados (11) y (12) anteriores, el tumor es al menos un tipo
seleccionado de, por ejemplo, el grupo que consiste en cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer
de higado humano, cancer de pancreas humano, cancer de pulmén microcitico humano y neuroblastoma humano.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos del ADNc (SEQ ID NO: 12) de la regién variable de cadena H
(cadena pesada) (VH) del clon de anticuerpo monoclonal anti-hDIk-1 de ratén BA-1-3D y una secuencia de
aminoacidos putativa de la misma (SEQ ID NO: 13). El resto de aminoacido se indica con una sola letra, y los
péptidos sefial (péptidos que consisten en 19 aminoacidos del extremo N-terminal de la secuencia de
aminoacidos putativa) se describen en cursiva. La glutamina (Q) con doble subrayado representa el resto de
aminoacido N-terminal de un péptido maduro de la VH de BA-1-3D. La secuencia de nucleétidos del ADNc del
péptido maduro de BA-1-3D VH es que se muestra en la SEQ ID NO: 14, y una secuencia de aminoacidos
putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 15. Se proporcionaron las secuencias de CDR
(subrayadas) de acuerdo con la definicion de Kabat et al. (Sequences of Proteins of Immunological Interests,
Quinta edicién, Publicacion NIH N.° 91-3242, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EE.UU., 1991)
Las secuencias de aminoacidos de CDR1 (DYAMH), CDR2 (VISTYYGNTNYNQKFKG) y CDR3
(GGLREYYYAMDY) de la VH de BA-1-3D son como se muestran en las SEQ ID NOS: 16 a 18, respectivamente.
La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos del ADNc (SEQ ID NO: 19) de la regién variable de cadena L
(cadena ligera) (VL) del clon de anticuerpo monoclonal anti-hDlk-1 de ratdon BA-1-3D y una secuencia de
aminoacidos putativa de la misma (SEQ ID NO: 20). El resto de aminoacido se indica con una sola letra, y los
péptidos sefial (péptidos que consisten en 20 aminoacidos del extremo N de la secuencia de aminoacidos
putativa) se describen en cursiva. El acido aspartico con doble subrayado (D) representa el resto de aminoacido
N-terminal de un péptido maduro de BA-1-3D VL. La secuencia de nucleétidos del ADNc del péptido maduro de
BA-1-3D VL es que se muestra en la SEQ ID NO: 21, y una secuencia de aminoacidos putativa de la misma es
que se muestra en la SEQ ID NO: 22. Se proporcionaron las secuencias de CDR (subrayadas). de acuerdo con
la definicién de Kabat et al. (Sequences of Proteins of Immunological Interests, Quinta edicion, Publicacion NIH
N.°© 91-3242, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EE.UU., 1991). Las secuencias de
aminoéacidos de CDR1 (KSSQSLLNSSNQKNYLA), CDR2 (FASTRES) y CDR3 (QQHYSTPPT) de la VL de BA-1-
3D son como se muestran en las SEQ ID NO: 23 a 25, respectivamente.

La Figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 26) y la secuencia de aminoacidos de un gen de
BA-1-3D VH que se ha disefiado de manera que se intercala entre un sitio Spel (ACTAGT; subrayado) y un sitio
Hindlll (AAGCTT subrayado). La secuencia de nucleétidos descrita en cursiva (22 nucleétidos en el lado del
extremo 3' terminal que incluye el sitio Hindlll) indica una secuencia del intrén. Aparte de esto, la Figura 3 es la
misma que se describe en la Figura 1.

La Figura 4 muestra la secuencia de nucle6tidos (SEQ ID NO: 27) y la secuencia de aminoacidos de un gen de
BA-1-3D VL que se ha disefiado de manera que se intercala entre un sitio Nhel (GCTAGC; subrayado) y un sitio
EcoRI (GAATTC) subrayado). La secuencia de nuclettidos descrita en cursiva (22 nucleétidos en el lado 3
‘terminal que incluye el sitio EcoRl) indica una secuencia de intrén. Aparte de estos, la Figura 4 es la misma que
se describe en la Figura 2.

La Figura 5 es una vista esquematica que muestra las estructuras de un vector de expresion para anticuerpos
contra IgGa/k BA-1-3D quiméricos y humanizados. En el sentido de las agujas del reloj a partir del sitio de la
enzima de restriccion para Sall, dicho vector de expresion comprende una unidad de traduccién de la cadena H
partiendo de un promotor temprano inmediato principal de citomegalovirus humano (CMV) y un potenciador
(promotor de CMV) utilizado para el comienzo de la transcripcion de un gen de la cadena H del anticuerpo. Al
promotor de CMV le sigue un exén de VH, los exones de CH1, una region bisagra, CH2 y CH3, e intrones
intercalados entre los exones, y después del exén CHS3, se liga una secuencia de poliadenilacion. Después de la
secuencia del gen de la cadena H, el vector comprende una unidad de traduccién de cadena L que comienza con
un promotor de CMV, un exon de VL, una parte de intrén y a continuacion el exén de una region constante de la
cadena k humana (CL) y una secuencia de poliadenilacién. A continuacién, al gen de la cadena L le sigue un
segmento que comprende un promotor temprano de SV40 (promotor de SV40), un gen de la xantina guanina
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fosforribosil transferasa (gpt) de E. coli y el sitio de poliadenilacién de SV40 (sitio poli(A) de SV40). Finalmente, el
plasmido tiene una parte de un plasmido pUC19 que comprende el origen de replicacion (ori pUC) y un gen de la
B-lactamasa de E. coli.

La Figura 6 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de, BA-1-3D VH, dos tipos de BA-1-3D
VH humanizado (HuBA-1-3D VH1 y HuBA-1-3D VH2) y U00503 VH como un aceptor . El resto de aminoéacido se
indica con una sola letra, y el nimero indicado encima de cada secuencia se coloc6 de acuerdo con la definicion
de Kabat et al. (1991). Los subrayados en la secuencia de aminoacidos de la VH de BA-1-3D indican secuencias
de CDR tal como se determina de acuerdo con la definicion de Kabat et al. (1991) (DYAMH,
VISTYYGNTNYNQKFKG y GGLREYYYAMDY). Los subrayados en las secuencias de aminoacidos de HuBA-1-
3D VH1 y HuBA-1-3D VH2 indican restos de aminoacidos que conservan los restos de aminoacidos en la misma
posicion en la secuencia de aminoacidos de la correspondiente BA-1-3D VH de raton, y se supone que estos
restos de aminoacidos son importantes para la formacion de las estructuras de las CDR. Las secuencias de CDR
de U0O0503 VH no se muestran en la figura.

Debe observarse que la secuencia de aminoacidos de la BA-1-3D VH en la figura es que se muestra en la SEQ
ID NO: 15 (una secuencia de nucleétidos que codifica esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 14),
la secuencia de aminoacidos de HuBA-1-3D VH1 en la figura es que se muestra en la SEQ ID NO: 35 (una
secuencia de nucledtidos que codifica esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 34), la secuencia de
aminoacidos de HuBA-1-3D VH2 en la figura es que se muestra en la SEQ ID NO: 40 (una secuencia de
nucleétidos que codifica esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 39), y la secuencia de aminoacidos
de U00503 VH en la figura es que se muestra en la SEQ ID NO: 29 (una secuencia de nucleétidos que codifica
esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 28).

La Figura 7 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de, BA-1-3D VL, BA-1-3D VL
humanizado (HuBA-1-3D VL) y Z46622 VL como un aceptor. El resto de aminoacido se indica con una sola letra,
y el nimero indicado encima de cada secuencia se colocé de acuerdo con la definicién de Kabat et al. (1991).
Los subrayados en la secuencia de aminoacidos de BA-1-3D VL indican secuencias de CDR como se determina
de acuerdo con la definicién de Kabat et al. (1991) (KSSQSLLNSNSNQKNYLA, FASTRES y QQHYSTPPT). EI
subrayado en la secuencia de aminoacidos de HuBA-1-3D VL indica el resto de aminoacido que conserva el
resto de aminoacido en la misma posicién en la secuencia de aminoacidos de la correspondiente BA-1-3D VL de
raton, y este resto de aminoacido se supone que es importante para la formacion de las estructuras de las CDR.
Las secuencias de CDR de la VL de Z46622 VL no se muestran en la figura.

Debe observarse que la secuencia de aminoacidos de BA-1-3D VL en la figura es que se muestra en la SEQ ID
NO: 22 (una secuencia de nucleétidos que codifica esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 21), el
aminoacido la secuencia de HUBA-1-3D VL en la figura es que se muestra en la SEQ ID NO: 45 (una secuencia
de nucledtidos que codifica esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 44), y la secuencia de
aminoacidos de Z46622 VL en la figura es que se muestra en la SEQ ID NO: 31 (una secuencia de nucleotidos
gue codifica esta secuencia es que se muestra en la SEQ ID NO: 30).

La Figura 8 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 36) y la secuencia de aminoacidos de un gen
HuBA-1-3D VH1 que se ha disefiado de manera que esta intercalado entre un sitio Spel (ACTAGT; subrayado) y
un sitio Hindlll (AAGCTT subrayado). La secuencia de nucledtidos descrita en cursiva (23 nucleétidos en el lado
del extremo 3' que incluye el sitio Hindlll) indica una secuencia del intrén.

La secuencia de nucle6tidos del ADNc de HuBA-1-3D VH1 es que se muestra en la SEQ ID NO: 32, y una
secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 33. El resto de aminoacido
se indica con una sola letra, y los péptidos sefial (péptidos que consisten en 19 aminoacidos del extremo N
terminal de la secuencia de aminoacidos putativa) se describen en cursiva. La glutamina (Q) con doble
subrayado representa el resto de aminoacido N-terminal de un péptido maduro de HuBA-1-3D VH1. La
secuencia de nucleotidos del ADNc del péptido maduro de HuBA-1-3D VH1 es que se muestra en la SEQ ID NO:
34, y una secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 35. Se
proporcionaron las secuencias de CDR (subrayadas) de acuerdo con la definicién de Kabat et al. (Sequences of
Proteins of Immunological Interests, Quinta edicion, Publicacion NIH N.°1 91-3242, Departamento de Salud y
Servicios Humanos de los EE.UU., 1991). Las secuencias de aminoacidos de CDR1 (DYAMH), CDR2
(VISTYYGNTNYNQKFKG) y CDR3 (GGLREYYYAMDY) de HuBA-1-3D VH1 son como se muestran en las SEQ
ID NO: 16 a 18, respectivamente.

La Figura 9 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 41) y la secuencia de aminoacidos de un gen
HuBA-1-3D VH2 que se ha disefiado de manera que se intercala entre un sitio Spel (ACTAGT; subrayado) y un
sitio HindIll (AAGCTT; subrayado). La secuencia de nucleétidos descrita en cursiva (23 nucleétidos en el lado del
extremo 3' terminal que incluye el sitio Hindlll) indica una secuencia del intrén.

La secuencia de nucle6tidos del ADNc de HuBA-1-3D VH2 es que se muestra en la SEQ ID NO: 37, y una
secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 38. El resto de aminoacido
se indica con una sola letra, y los péptidos sefial (péptidos que consisten en 19 aminoéacidos del extremo N
terminal de la secuencia de aminoacidos putativa) se describen en cursiva. La glutamina (Q) con doble
subrayado representa el resto de aminoacido N-terminal de un péptido maduro de HuBA-1-3D VH2. La
secuencia de nucleotidos del ADNc del péptido maduro de HuBA-1-3D VH2 es que se muestra en la SEQ ID NO:
39, y una secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 40. Se
proporcionaron las secuencias de CDR (subrayadas) de acuerdo con la definicion de Kabat et al. (Sequences of
Proteins of Immunological Interests, Quinta edicion, Publicacion NIH N.° 91-3242, Departamento de Salud y
Servicios Humanos de los EE.UU., 1991) Las secuencias de aminoacidos de CDR1 (DYAMH), CDR2
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(VISTYYGNTNYNQKFKG) y CDR3 (GGLREYYYAMDY) de HuBA-1-3D VH2 son como se muestran en las SEQ
ID NOS: 16 a 18, respectivamente.

La Figura 10 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 46) y la secuencia de aminoacidos de un gen
HuBA-1-3D VL que se ha disefiado de manera que esta intercalado entre un sitio Nhel (GCTAGC; subrayado) y
un sitio EcoRI (GAATTC) subrayado). La secuencia de nucle6tidos descrita en cursiva (23 nucleétidos en el lado
3' terminal que incluye el sitio EcoRl) indica una secuencia de intron.

La secuencia de nucleétidos del ADNc de HuBA-1-3D VL es que se muestra en la SEQ ID NO: 42, y una
secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 43. El resto de aminoacido
se indica con una sola letra, y los péptidos sefial (péptidos que consisten en 20 aminodacidos del extremo N
terminal de la secuencia de aminoacidos putativa) se describen en cursiva. El acido aspartico (D) con doble
subrayado representa el resto de aminoacido N-terminal de un péptido maduro de HuBA-1-3D VL. La secuencia
de nucledtidos del ADNc del péptido maduro de HuBA-1-3D VL es que se muestra en la SEQ ID NO: 44, y una
secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 45. Se proporcionaron las
secuencias de CDR (subrayadas) de acuerdo con la definicion de Kabat et al. (Sequences of Proteins of
Immunological Interests, Quinta edicién, Publicacion NIH N.° 91-3242, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los EE.UU., 1991). Las secuencias de aminoacidos de CDR1 (KSSQSLLNSSNQKNYLA), CDR2
(FASTRES) y CDR3 (QQHYSTPPT) de HuBA-1-3D VL son como se muestran en las SEQ ID NO: 23 a 25,
respectivamente.

La Figura 11 muestra las secuencias de nucledtidos de los cebadores de oligonucleétidos (CMV2, JNTO026,
JNT082, INT097 y JNT098), que se usaron en la amplificacion por PCR de los ADNc de la cadena H y la cadena
L y las reacciones de secuencia en los Ejemplos 4 de la presente solicitud. Las secuencias de nucleétidos de
CMV2, JNT026, JNT082, INT097 y JNT098 son como se muestran en las SEQ ID NO: 47 a 51, respectivamente.
La Figura 12 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 52) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:
53) de la region codificante de la cadena H (cadena y1) de un vector pChBA-1-3D. El resto de aminoéacido se
indica con una sola letra, y la posicién de un coddn de terminacion se indica con el simbolo “*”. “

La Figura 13 muestra la secuencia de nucle6tidos (SEQ ID NO: 54) y la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO:
55) de la region codificante de la cadena L (cadena k) de un vector pChBA-1-3D. El resto de aminoacido se
indica con una sola letra, y la posicion de un codon de terminacion se indica con el simbolo “e”.

La Figura 14 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 56) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:
57) de la region codificante de la cadena H (cadena y1) de un vector pHuBA-1-3D-1. El resto de aminoacido se
indica con una sola letra, y la posicion de un codon de terminacion se indica con el simbolo “s”.

La Figura 15 muestra la secuencia de nucle6tidos (SEQ ID NO: 58) y la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO:
59) de la regidn codificante de la cadena H (cadena y1) de un vector pHuBA-1-3D-2. El resto de aminoacido se
indica con una sola letra, y la posicién de un codén de terminacion se indica con el simbolo “°”.

La Figura 16 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 60) y la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO:
61) de la region codificante de la cadena L (cadena k) en cada uno de un vector pHuBA-1-3D-1, un vector
pHUBA-1-3D-2, un vector pHuBA-1-3D-1-T73K y un vector pHuBA-1-3D-1-A24G/T73K. En resumen, las cadenas
L (cadenas k) de los anticuerpos HuBA-1-3D-1, HuBA-1-3D-2, HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K
tienen la misma secuencia de nucleodtidos y la misma secuencia de aminoacidos. En la figura, cada aminoacido
se indica con una sola letra, y la posicion de un codén de terminacion se indica con el simbolo “s”.

La Figura 17 muestra la SDS-PAGE realizada en los anticuerpos purificados (carril 1: marcador de peso
molecular (Patrén pretefiido SeeBluePlus2 (Invitrogen)), carril 2: ChBA-1-3D, carril 3: HuBA-1-3D-1, carril 4:
HuBA-1-3D-2, carril 5: HuBA-1-3D-1-T73K, y carril 6: HuBA-1-3D-1-A24G/T73K). La figura muestra los
resultados obtenidos aplicando 7,5 pg de cada anticuerpo en gel NUPAGE Bis-Tris al 4 %-20 % en condiciones
reducidas usando un tampén de migracién MES-SDS (Invitrogen). Los valores numéricos en el lado izquierdo de
la figura indican pesos moleculares.

La Figura 18 muestra los resultados del ELISA con respecto a la actividad de union de una proteina
recombinante (hDIk-1-His) en la region extracelular de hDIk-1 a ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D -2. Se
recubri6 una placa de ELISA con cada uno de 1 ug/ml de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2. A
continuacién, se produjo una serie de diluciéon de hDIk-1-His (diluida 2 veces a partir de 1 ug/ml), y a continuacion
se afiadieron a la placa antes mencionada para la reaccion. La unién de hDIk-1-His se detecté con un anticuerpo
anti-etiqueta His con HRP.

La Figura 19 muestra los resultados del ELISA con respecto a la actividad de unién de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1
y HuBA-1-3D-2 a hDIk-1-His. Se recubrié una placa de ELISA con 0,5 pg/ml de hDIk-1-His. a continuacion, se
produjo una serie de dilucién de los anticuerpos de prueba (ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2) (diluida
en 2 veces a partir de 5 yg/ml), y a continuacion se afiadieron a la placa antes mencionada para la reaccion. Los
valores CEsp de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 se muestran en la figura.

La Figura 20 muestra los resultados del ELISA con respecto a la actividad de unién de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1
y HuBA-1-3D-2 a hDIk-1-His. Se recubrié una placa de ELISA con 0,05 ug/ml de hDIk-1-His. A continuacién, se
produjo una serie de dilucion de los anticuerpos de prueba (ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2) (diluida
en 2 veces a partir de 5 ug/ml), y a continuacion se afiadieron a la placa antes mencionada para la reaccion.

La Figura 21 muestra los resultados de ELISA con respecto a la actividad de unién de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-2,
HuVH/MuVL (en la que la VL de HuBA-1-3D-2 (HuBA-1-3D VL) fue sustituida con la VL de BA-1-3D de raton) y
MuVH/HuVL (en el que la VH de HuBA-1-3D-2 (HuBA-1-3D VH2) fue sustituida por la VH de BA-1-3D de ratén)
con hDIk-1-His. Se recubrié una placa de ELISA con 0,05 ug/ml de hDIk-1-His. A continuacion, se produjo una
serie de dilucidn de 2 veces de un sobrenadante de cultivo de células, en el que cada uno de los anticuerpos de
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prueba (ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-2, HuVH/MuVL y MuVH/HUVL) se habian expresado transitoriamente y a
continuacién se afadieron a la placa antes mencionada para la reaccién.

La Figura 22 muestra las secuencias de aminoacidos de HuBA-1-3D VH1 y los mutantes de sustitucién de
aminoacidos de las mismas (V5Q a T73K/T75S). El aminoacido esta indicado con una sola letra. En cada
mutante de sustitucion de aminoacidos, los mismos aminoacidos que los de HuBA-1-3D VH1 se indican con el
simbolo “-”, y solo los aminoéacidos sustituidos se indican con letras simples. El niUmero encima de cada
secuencia indica un nimero de aminoacido (Kabat et al., 1991).

La Figura 23 muestra los resultados del ELISA con respecto a la actividad de unién de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-
1, HUBA-1-3D-1-A24G, HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K con hDIk-1-His. Se recubrié una placa
de ELISA con 0,05 ug/ml de hDIk-1-His. A continuacion, se produjo una serie de 2 veces de un sobrenadante de
cultivo de células, en el que cada uno de los anticuerpos de prueba (ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1, HuBA-1-3D-1-
A24G, HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K) se habian expresado transitoriamente, y a continuacion
se afiadieron a la placa antes mencionada para la reaccion.

La Figura 24 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 62) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:
63) de la region codificante de la cadena H (cadena y1) de pHuBA-1-3D-1-T73K. El resto de aminoacido se
indica con una sola letra, y la posicién de un codén de terminacion se indica con el simbolo “°”.

En la presente memoria, la secuencia de nucleétidos de ADNc (SEQ ID NO: 70) de la regién variable de la
cadena H (VH) de HuBA-1-3D-1-T73K es una secuencia que comprende nucleétidos en las posiciones 1 a 420
en la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEQ. ID NO: 62, y la secuencia de aminoacidos putativa
(SEQ ID NO: 71) de la VH de HuBA-1-3D-1-T73K es una secuencia que comprende aminodacidos en las
posiciones 1 a 140 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 63. En la secuencia de
aminoacidos putativa antes mencionada (SEQ ID NO: 71) de la VH de HuBA-1-3D-1-T73K, los péptidos que
consisten en 19 aminoacidos del extremo N terminal son péptidos sefial. La secuencia de nucleétidos del ADNc
de un péptido maduro de HuBA-1-3D-1-T73K VH es que se muestra en la SEQ ID NO: 72, y una secuencia de
aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 73.

La Figura 25 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 64) y la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO:
65) de la region codificante de la cadena H (cadena y1) de pHuBA-1-3D-1-A24G/T73K. El resto de aminoacido
se indica con una sola letra, y la posicion de un codén de terminacion se indica con el simbolo “e”.

En la presente memoria, la secuencia de nucleétidos del ADNc (SEQ ID NO: 74) de la regién variable de la
cadena H (VH) de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K es una secuencia que comprende nuclettidos en las posiciones 1 a
420 en la secuencia de nucledtidos que se muestra en la SEQ ID NO: 64, y la secuencia de aminoacidos putativa
(SEQ ID NO: 75) de la VH de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K es una secuencia que comprende aminodacidos en las
posiciones 1 a 140 en la secuencia de aminoacidos tal que se muestra en la SEQ ID NO: 65. En la secuencia de
aminoacidos putativa antes mencionada (SEQ ID NO: 75) de la VH de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K, los péptidos
que consisten en 19 aminoacidos del extremo N terminal son péptidos sefial. La secuencia de nucleétidos del
ADNc de un péptido maduro de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K es que se muestra en la SEQ ID NO: 76, y una
secuencia de aminoacidos putativa de la misma es que se muestra en la SEQ ID NO: 77.

La Figura 26 muestra los resultados del ELISA con respecto a la actividad de union de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-
1, HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K con hDIk-1-His. Se recubrié una placa de ELISA con 0,05
pug/ml de hDIk-1-His. A continuacion, se produjo una serie de dilucion de dos veces de los anticuerpos de prueba
a partir de 5 yg/ml, y a continuacion se afiadieron a la placa antes mencionada para la reaccién.

La Figura 27 muestra la estabilidad de la actividad de union al antigeno de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en una
formulacion liquida. HUBA-1-3D-1-A24G/T73K se conservo en formulacién liquida con diversos valores de pH a
40 °C durante 1 mes, y la actividad de unién del mismo se examing a continuacion mediante citometria de flujo y
ELISA inmovilizado con antigeno. Se us6 un anticuerpo que se habia conservado en formulacién liquida con
diversos valores de pH a -80 °C como producto de patron de actividad.

Figura 27 (A): Usando 293 células que expresan constantemente hDIk-1, la actividad de unién al antigeno del
anticuerpo se midié por citometria de flujo. El eje vertical indica un valor medio de intensidad fluorescente (MFI:
fluorointensidad media), y el eje horizontal indica la concentracién de anticuerpo.

Figura 27 (B): Usando un ELISA inmovilizado con antigeno recubierto con hDIk-1-His, se examino la actividad de
union al antigeno. El eje vertical indica la absorbancia, y el eje horizontal indica la concentracion de anticuerpo.
La Figura 28 muestra los resultados obtenidos mediante el analisis de la estabilidad de la actividad de unién al
antigeno de un anticuerpo en plasma de mono cinomolgo. HuBA-1-3-D1-A24G/T73K se conservo a 37 °C en
plasma de mono cinomolgo durante un periodo de incubacion indicado en la figura. A continuacion, se examiné
la actividad de unién al antigeno del anticuerpo usando ELISA inmovilizado con antigeno recubierto con hDIk-1-
His. El eje vertical indica el porcentaje de la actividad de unién al antigeno (valor de absorbancia) después de
cada periodo de incubacion, cuando el porcentaje de la actividad de union al antigeno a las 0 h se define como
100 %. El eje horizontal indica el periodo de incubacion.

La Figura 29 muestra la actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento con
xenoinjerto que usan células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano.

La Figura 29A muestra la formacioén de tumores a lo largo del tiempo en un grupo control (e: PBS) y en grupos de
administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (o: 1 mg/kg, A: 5 mg/kg, o: 10 mg/kg) (un valor medio + desviacién
estandar). Las puntas de flecha en el eje horizontal indican los puntos temporales a los que se administro el
anticuerpo. En todos los grupos de administracion de anticuerpos, se observaron efectos antitumorales
significativos (P <0,01 (mediante la prueba t de Student)) después del 13.° dia (dia 13) en comparacién con el
grupo control.
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La Figura 29B muestra el peso del tumor trazado de cada ratén en el momento del 23.° dia (Dia 23) (el dltimo dia
del experimento) en la prueba de la Figura 29A. **P < 0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 30 muestra la actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento de
xenoinjerto que usan células de neuroblastoma humano SK-N-F1.

La Figura 30A muestra la formacioén de tumores a lo largo del tiempo en un grupo control (e: PBS) y en grupos de
administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (o: 1 mg/kg, A: 5 mg/kg, o: 10 mg/kg) (un valor medio + desviacién
estandar). Las puntas de flecha en el eje horizontal indican los puntos temporales a los que se administré el
anticuerpo. *P < 0,05, **P < 0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 30B muestra el peso tumoral trazado de cada ratén en el momento del 34.° dia (dia 34) (el ultimo dia
del experimento) en la prueba de la Figura 30A. **P < 0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 31 muestra las actividades antitumorales de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K y Nexavar en modelos de
tratamiento con xenoinjerto que usan células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano.

La Figura 31A muestra un cambio en el tiempo en los volumenes tumorales de un grupo control (e: PBS) y
grupos de administracion de HUBA-1-3D-1-A24G/T73K (o: 0,1 mg/kg, A: 0,5 mg/kg, o: 1 mg/kg) (un valor medio +
desviacion estandar). Las puntas de flecha en el eje horizontal indican la administracion del anticuerpo. **P <
0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 31B muestra un cambio a lo largo del tiempo en los volimenes tumorales de un grupo control (e: PBS)
y grupos de administracion de Nexavar (o: 40 mg/kg, A: 80 mg/kg) (un valor medio + desviacion estandar). Las
puntas de flecha en el eje horizontal indican los puntos temporales a los que se administrd6 Nexavar. *P < 0,05
(segln la prueba t de Student).

La Figura 31C muestra un cambio en el tiempo en los pesos corporales de los ratones en los experimentos A 'y
B. Tal cambio en los pesos corporales se muestra como el porcentaje del peso corporal en cada dia de medicion,
cuando el peso corporal de cada ratdon en el momento de la division en grupos se define al 100 % (un valor
medio + desviacion estandar). *P < 0,05, **P < 0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 32 muestra la actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento con
xenoinjerto que usan células HepG2/C3A de carcinoma hepatocelular humano.

La Figura 32A muestra un cambio a lo largo del tiempo en los volimenes tumorales de un grupo control (e: PBS)
y grupos de administracién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (o: 0,1 mg/kg, A: 0,5 mg/kg, o: 1 mg/kg, <: 5 mg/kg)
(un valor medio + desviacion estandar). Las puntas de flecha en el eje horizontal indican la administracion del
anticuerpo. **P < 0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 32B muestra el peso del tumor trazado de cada ratén en el momento del 26.° dia (dia 26) (el dia final
del experimento) en la prueba de la Figura 32A. **P < 0,01 (segun la prueba t de Student).

La Figura 33 muestra la actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento de
xenoinjerto que usan células de cancer de pulmén microcitico humano Lu-135.

La Figura 33A muestra un cambio en el tiempo en los volimenes tumorales de un grupo control (e: PBS) y
grupos de administracion HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (o: 1 mg/kg, A: 10 mg/kg) (un valor medio + desviacion
estandar). Las puntas de flecha en el eje horizontal indican la administracién del anticuerpo. **P < 0,05 (segun la
pruebat de Student).

La Figura 33B muestra el peso del tumor trazado de cada ratén en el momento del 34.° dia (dia 34) (el dia final
del experimento) en la prueba de la Figura 33A. **P < 0,05 (segun la prueba t de Student).

La Figura 34 muestra fotografias en las que se detectd muerte celular causada por apoptosis en los cortes
congelados de tumores de xenoinjerto después de la administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K a modelos de
tratamiento con xenoinjerto usando células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano.

La Figura 34A muestra fotografias en las que se detecté muerte celular causada por apoptosis mediante tincién
de TUNEL. Desde la izquierda, las fotografias muestran imagenes tefiidas 48 horas después de la administracion
de PBS, 24 horas después de la administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5 mg/kg) y 48 horas después de la
administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5 mg/kg), respectivamente. Las células cancerosas en las que se
observo tincidon nuclear marrén oscuro indican células apoptéticas positivas para TUNEL (la lente objetivo de un
microscopio: 400 veces).

La Figura 34B muestra fotografias en las que se detecté muerte celular causada por apoptosis mediante
inmunohistoquimica usando un anticuerpo anti-caspasa-3 escindido. Desde la izquierda, las fotografias muestran
imagenes tefiidas 48 horas después de la administracion de PBS, 24 horas después de la administracion de
HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5 mg/kg) y 48 horas después de la administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5
mg/kg), respectivamente. Las células cancerosas cuyo citoplasma se tifid en marron oscuro indican células
apoptéticas activas con caspasa-3 positivo (la lente objetivo de un microscopio: 400 veces).

Descripcion detallada de la invencién

En lo sucesivo, la presente invencion se describira en detalle. No se pretende que las siguientes descripciones
limiten el alcance de la presente invencion. Aparte de los siguientes ejemplos, la presente invenciéon se puede
modificar y se puede llevar a cabo, segun sea apropiado, dentro de un rango que no perjudique el propésito de la
presente invencion.

La presente memoria descriptiva incluye todos los contenidos divulgados en la memoria descriptiva de la Solicitud de
patente provisional de los Estados Unidos N.° 61/709.282 (presentada el 3 de octubre de 2012), que es un
documento de prioridad de la presente solicitud. Ademas, todas las publicaciones citadas en la presente memoria
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descriptiva, que incluyen documentos de la técnica anterior y documentos de patente tales como publicaciones de
solicitudes abiertas a consulta publica y publicaciones de patentes, se incorporan aqui como referencia en su
totalidad.

1. Sumario de la presente invencion

Como se describié anteriormente, la Dlk-1 humana (homélogo de tipo delta 1 (Drosophila); hDIk-1) es una proteina
transmembrana de tipo | (de tipo transmembrana uno) con una longitud total de 383 restos de aminodacidos y esta
proteina tiene 6 motivos de tipo EGF en su region extracelular. Se sabe que un gen hDIk-1 y un producto génico del
mismo se expresan con una alta frecuencia en diversos tipos de células cancerosas o tumorales. En general, es
dificil de preparar y obtener un anticuerpo que exhiba actividad antitumoral in vivo. Por lo tanto, incluso si se produce
un anticuerpo monoclonal anti-hDlk-1, este tiene actividad antitumoral in vitro pero no exhibe la actividad in vivo en
muchos casos. Por otra parte, no se han aclarado el dominio funcional de hDIk-1 que actda sobre el crecimiento de
células cancerosas, un ligando (o un receptor) de hDIk-1, su ruta de transduccion de la sefial intracelular y similares.
Por lo tanto, es sustancialmente imposible producir eficazmente un anticuerpo limitando su diana. En tales
circunstancias, en la presente invencion, se ha obtenido con éxito un clon que tiene actividad antitumoral in vivo
seleccionandolo a partir de un gran nimero de clones.

En primer lugar, basandose en la inmunohistoquimica que utiliza anticuerpos anti-hDIk-1 conocidos, los autores de la
presente invencion han descubierto que hDIk-1 se expresa en el cancer de colon, el cancer de mama y el cancer de
pancreas, ademas de los canceres y las células tumorales mencionados anteriormente, en los que se habia
confirmado previamente la expresion de hDIk-1.

A continuacion, los autores de la presente invencién han producido recientemente aproximadamente 100 clones de
anticuerpos monoclonales anti-hDIk-1 con el fin de producir anticuerpos anti-hDIk-1 capaces de destruir las células
cancerosas que expresan hDIk-1 a nivel individual o inhibir el crecimiento del tumor, concretamente, anticuerpos
anti-hDIk-1 que tienen actividad antitumoral in vivo. Posteriormente, los autores de la presente invencion han
evaluado los efectos farmacéuticos in vivo (accién anti-tumoral) de estos clones, utilizando ratones portadores de
tumores establecidos mediante el trasplante de varios tipos de lineas celulares de cancer por via subcutanea en
ratones atimicos. Como resultado, los autores de la presente invencién han logrado obtener varios clones que
exhiben una actividad de inhibiciéon del crecimiento tumoral significativa (nombre del clon: BA-1-3D, DI-2-14, 2-13,
DI-6 y M3-1).

Por otra parte, entre los anticuerpos anti-hDIk-1 anteriormente mencionados, los autores de la presente invencion
han descubierto un anticuerpo que exhibe una actividad antitumoral significativa en modelos de tratamiento de ratén
portadores de cancer usando células de cancer humano, cuando se administra solo, lo que seria importante para el
desarrollo de un anticuerpo terapéutico contra el cancer, y los inventores también han desarrollado un anticuerpo
humanizado del mismo. Ademas, los presentes inventores han afiadido una modificacién especifica (mutacion de
sustitucion de aminoacido) a este anticuerpo anti-hDIk-1 humanizado, de modo que han obtenido un anticuerpo anti-
hDIk-1 humanizado modificado que tiene una avidez equivalente a la de un anticuerpo parental (BA-1-3D de ratén).
Ademas, los inventores han demostrado que este anticuerpo anti-hDIk-1 humanizado modificado conserva una
actividad estable de unién al antigeno durante un largo periodo de tiempo en una formulacion liquida y en sangre o
plasma de mono o humano, etc.

2. Preparacion del anticuerpo anti-hDlk-1
(1) Preparacion del antigeno

La informacioén relativa a la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) de hDIk-1 se divulga como “Numero de
acceso: NP_003827" en el sitio web del NCBI (GenBank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), por ejemplo. Ademas, la
informacién referente a una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 1) que codifica la secuencia de aminoacidos de
hDIk-1 se divulga como “Numero de acceso: NM_003836" en el mismo sitio web anterior.

Como antigeno, se puede utilizar un polipéptido o péptido (al que a veces se puede hacer referencia simplemente
como “péptido”) que comprende al menos una porcién de (toda o una parte de) la secuencia de aminoacidos de
hDIk-1 y preferiblemente, se puede utilizar un péptido que comprende al menos una porcion de (toda o una parte de)
la secuencia de aminoéacidos de la region extracelular (FA-1) de hDIk-1. Como se indicé anteriormente, la region
extracelular de hDIk-1 comprende 6 motivos de tipo EGF (EGF-1 a EGF-6). Esta region indica una region que
comprende los aminoacidos en las posiciones 24 a 244 en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO:
2y, preferentemente, una regién que consiste en los aminoacidos de la “posicion 24" a las posiciones “248-285"
(aproximadamente 225 a 262 restos de aminoacidos) en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2.

En la presente memoria, en el caso de un péptido utilizado como antigeno, la longitud de la “al menos una porcion
de la secuencia de aminoacidos” mencionada no esta particularmente limitada. Por ejemplo, es preferible una regién
que comprende uno o dos 0 mas de los 6 motivos de tipo EGF. Los ejemplos mas preferibles incluyen una region
que comprende EGF-1 y EGF-2 (es decir, una regidn que consiste en los aminoacidos de las posiciones 24 a 91 en
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la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2), una regiéon que comprende EGF-3 y EGF-4 (es decir,
una region que consiste en los aminoacidos de las posiciones 92 a 167 en la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 2) y una region que comprende EGF-4, EGF y EGF-5-6 (es decir, una region que consiste en los
aminoacidos de las posiciones 131 a 244 en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2).

Como método para preparar un péptido utilizado como antigeno, se puede aplicar ya sea una sintesis quimica, o
una sintesis mediante medios de ingenieria genética utilizando Escherichia coli o similares. Se pueden aplicar
métodos bien conocidos por los expertos en la materia.

En el caso de realizar una sintesis quimica de péptidos, se puede sintetizar un péptido de este tipo por medio de
métodos bien conocidos para la sintesis de péptidos. Como tal sintesis, se pueden aplicar un método de sintesis en
fase sélida o un método de sintesis en fase liquida. Se pueden utilizar aparatos de sintesis de péptidos disponibles
en el mercado (por ejemplo, PSSM-8, etc.; fabricado por Shimadzu Corp.).

En el caso de la sintesis de un péptido por medio de ingenieria genética, se disefia y sintetiza en primer lugar el
ADN que codifica el péptido. El disefio y la sintesis del ADN pueden llevarse a cabo, por ejemplo, mediante un
método de PCR, usando un vector que comprende un gen hDIk-1 completo o similar como molde y también usando
cebadores diseflados de tal manera que se pueda sintetizar una regién de ADN deseada con los mismos. A
continuacién, el ADN sintetizado de este modo se liga a un vector adecuado para obtener un vector recombinante
utilizado en la expresion de una proteina. Este vector recombinante se introduce a continuacién en un hospedador
de manera que se pueda expresar en el mismo dicho gen de interés, con el fin de obtener un transformante
(Sambrook J. et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
2001).

Como vector, se pueden utilizar un fago o un plasmido susceptibles de replicacion autbnoma en microorganismos
hospedadores. Adicionalmente, también se puede utilizar un vector de virus de animal o virus de insecto. Para la
preparacion de un vector recombinante, el ADN purificado se puede escindir con enzimas de restriccion adecuadas,
la porcion de ADN obtenida se puede insertar a continuacion en el sitio de restriccién del ADN del vector adecuado,
etc., y después se puede ligar a un vector. El tipo de un hospedador utilizado en la transformacion no esta
particularmente limitado, siempre y cuando sea susceptible de expresar un gen de interés. Los ejemplos de tal
hospedador incluyen bacterias (Escherichia coli, Bacillus subtilis, etc.), levaduras, células animales (células COS,
células CHO, etc.), células de insectos e insectos. También es posible utilizar un mamifero tal como una cabra como
un hospedador. Se conoce un método para introducir un vector recombinante en un hospedador.

El transformante anteriormente mencionado se cultiva y un péptido utilizado como antigeno se recoge a continuacion
del cultivo. El término “cultivo” se utiliza para significar uno cualquiera de (a) un sobrenadante de cultivo y (b) células
cultivadas, una masa de células cultivadas, o un producto disgregado de las mismas.

Después de la finalizacién del cultivo, cuando se produce el péptido de interés en las células bacterianas (cuerpos
bacterianos) o en las células, tales células bacterianas o células se disgregan y a continuacién se extrae un péptido.
Por otro lado, se produce un péptido de interés fuera de la célula bacteriana o de las células, la solucién de cultivo
se utiliza directamente, o las células bacterianas o las células se eliminan mediante centrifugacion o similar. A
continuacién, se aplican por separado o combinados métodos bioquimicos comunes utilizados en el aislamiento y la
purificacién de péptidos, tales como precipitacion con sulfato de amonio, filtracion en gel, cromatografia de
intercambio idnico y cromatografia de afinidad, con el fin de aislar y purificar un péptido de interés.

En la presente invencién, también se puede obtener un péptido utilizado como un antigeno mediante traduccion in
vitro utilizando un sistema de sintesis sin células. En este caso, se pueden aplicar dos tipos de métodos,
concretamente, un método que utiiza ARN como molde y un método que utiliza ADN como molde
(transcripcidn/traduccién). Como tal sistema de sintesis sin células, se pueden utilizar sistemas comercializados,
tales como el sistema Expressway™ (Invitrogen), PURESYSTEM (marca registrada; Post Genome Institute Co.,
Ltd.) y el sistema TNT (marca registrada; Promega).

El péptido obtenido de esta manera también puede estar unido a una proteina vehiculo adecuada, tal como
albimina de suero bovino (BSA), hemocianina de lapa ojo de cerradura (KLH), tiroglobulina humana, o
gammaglobulina de pollo.

Ademas, tal antigeno de este tipo puede ser un péptido, que consiste en una secuencia de aminoacidos que
comprende una delecién, sustitucion o adicion de uno o multiples aminoacidos con respecto a la secuencia de
aminoacidos de hDIk-1 (SEQ ID NO: 2) o la secuencia parcial anteriormente mencionada de la misma. Por ejemplo,
también se puede utilizar un péptido, que consiste en una secuencia de aminoacidos que comprende una delecion
de uno o multiples (preferiblemente uno o varios (por ejemplo de 1 a 10 y mas preferiblemente de 1 a 5))
aminoacidos, una sustitucion de uno o mdltiples (preferiblemente uno o varios (por ejemplo de 1 a 10 y mas
preferiblemente de 1 a 5)) aminoacidos por otros aminoacidos, o una adicion de uno o multiples (preferiblemente uno
0 varios (por ejemplo de 1 a 10 y mas preferiblemente 1 a 5)) aminoacidos, con respecto a la secuencia de
aminoéacidos de hDIk-1 o una secuencia parcial de la misma.
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En la presente invencion, un ejemplo de un gen que se va a introducir en las células o similares es un gen que
codifica una proteina hDIk-1, un fragmento parcial de la misma, una proteina mutante de la misma, o un fragmento
de la misma. Como tal gen, se puede utilizar, por ejemplo, un gen que tiene la secuencia de nucle6tidos mostrada en
la SEQ ID NO: 1 o una secuencia parcial de la misma.

Ademas, como tal gen que se va a introducir en las células o similar, también se puede utilizar una secuencia de
nucleétidos, que hibrida con una secuencia complementaria a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1 en condiciones rigurosas y codifica una proteina que tiene actividad hDIk-1, o una secuencia parcial de la
misma.

La expresion “condiciones rigurosas” se utiliza para referirse a las condiciones aplicadas al lavado después de la
hibridacién, que consisten en una concentraciéon de sal (sodio) del tampon de entre 10 y 500 mM y una temperatura
entre 42 °C y 72 °C y preferiblemente consisten en la concentracion de sal de tampon anteriormente mencionada de
entre 50 y 300 mM y una temperatura entre 55 °C y 68°C.

La mutacién puede introducirse en un gen mediante métodos conocidos tales como un método Kunkel o un método
de ADN duplex discontinuo (Gapped Duplex), utilizando kits de introduccién de mutaciéon que utilizan mutagénesis
dirigida al sitio, tales como GeneTailor™ Site Directed Mutagenesis System (fabricado por Invitrogen) o TaKaRa
Site-Directed Mutagenesis System (Prime STAR (marca registrada) Mutagenesis Basal Kit, Mutan-Super Express
Km, etc.; fabricado por Takara Bio Inc.).

(2) Preparacion del anticuerpo policlonal

El antigeno preparado se administra a un mamifero para la inmunizacién. El tipo de tal mamifero no esta
particularmente limitado. Los ejemplos de tal mamifero incluyen una rata, un ratén y un conejo. Entre otros, es
preferible un ratén.

La dosis del antigeno por animal se puede determinar, segin sea apropiado, dependiendo de la presencia o
ausencia de un coadyuvante. Los ejemplos de tal coadyuvante incluyen coadyuvante completo de Freund (FCA),
coadyuvante incompleto de Freund (FIA) y un coadyuvante de hidréoxido de aluminio. La inmunizacion se puede
llevar a cabo mediante la inyeccion del antigeno en la vena, la almohadilla plantar, el tejido subcutaneo, la cavidad
abdominal, etc. Ademas, el intervalo de inmunizacién no esta particularmente limitado. La inmunizacién se lleva a
cabo de 1 a 10 veces y preferiblemente 2 o 3 veces, a intervalos de varios dias a varias semanas y preferiblemente
a intervalos de 1 semana. De tres a siete dias después de la inmunizacion final, se mide el titulo de anticuerpo por
medio de inmunoensayo enzimatico (ELISA o EIA), radioinmunoensayo (RIA), etc. El dia en el que se obtiene un
titulo de anticuerpos deseado, se extrae sangre y a continuacion se obtiene el antisuero. En el caso en el que un
anticuerpo se debe purificar con el método mencionado anteriormente para recoger el anticuerpo, se selecciona
apropiadamente un método adecuado entre los métodos conocidos tales como un método de precipitacién con sal
de sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracion en gel y cromatografia de
afinidad, o estos métodos se pueden utilizar combinados, para purificar el anticuerpo. A continuacion, la reactividad
de un anticuerpo policlonal contenido en el antisuero se mide mediante ELISA, etc.

(3) Preparacién del anticuerpo monoclonal
(3-1) Recogida de las células productoras de anticuerpos
El tipo del anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencion no esta limitado. Es preferible un anticuerpo monoclonal.

El antigeno preparado se administra a un mamifero tal como una rata, un ratén o un conejo para la inmunizacion. La
dosis del antigeno por animal se puede determinar, segiin sea apropiado, dependiendo de la presencia o ausencia
de un coadyuvante. En la presente memoria se utilizan los mismos coadyuvantes que se han descrito anteriormente.
Asimismo, en la presente memoria se aplican los mismos métodos de inmunizacién que se han descrito
anteriormente. De uno a sesenta dias, y preferiblemente de uno a catorce dias después de la inmunizacion final, se
recogen las células productoras de anticuerpos. Los ejemplos de tales células productoras de anticuerpos incluyen
células de bazo, células de ganglios linfaticos y células de sangre periférica. Entre otras, son preferibles las células
de los ganglios linfaticos y las células de bazo.

(3-2) Fusion celular

Con el fin de obtener un hibridoma (una linea celular productora de anticuerpos), la fusién celular se lleva a cabo
entre las células productoras de anticuerpos y las células de mieloma. Como células de mieloma que se van a
fusionar con las células productoras de anticuerpos, facilmente disponibles, se pueden utilizar lineas celulares
establecidas, tales como las lineas de células de animales tales como ratones. En cuanto a las lineas celulares
disponibles, son preferibles aquellas que tienen selectividad por farmacos, no pueden sobrevivir en un medio
selectivo HAT (que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina) cuando estan en un estado no fusionado y pueden
sobrevivir en el mismo solo cuando se fusionan con células productoras de anticuerpos.
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Los ejemplos de las células de mieloma utilizadas en la presente memoria incluyen lineas celulares de mieloma de
ratén tales como P3-X63-Ag8.653, P3-X63-Ag8(X63), P3-X63-Ag8.U1(P3U1l), P3/NS 1/1-Ag4-1(NS1) y Sp2/0-
Agl4(Sp2/0). Tales células de mieloma se pueden seleccionar, siempre que se tenga en consideracion la
compatibilidad con las células productoras de anticuerpos, segin sea apropiado.

Posteriormente, las células de mieloma se fusionan con las células productoras de anticuerpo para la fusion celular.
Para este tipo de fusién celular, las células productoras de anticuerpos a una densidad celular de 1 x 10°a 1 x 10’
células/ml se mezclan con células de mieloma a una densidad celular de 2 x 10° a 2 x 10° células/ml, en un medio
utilizado para células animales que no contiene suero, tal como DMEM o un medio RPMI-1640. La proporcién de
células entre dichas células productoras de anticuerpos y tales células de mieloma (células productoras de
anticuerpos:células de mieloma) no esta limitada. En general, tal proporcion celular se encuentra preferiblemente
entre 1:1 y 10:1 y mas preferiblemente 3:1. Posteriormente, se lleva a cabo una reaccién de fusién en presencia de
un promotor de la fusion celular. En cuento a tal promotor de la fusion celular. Como promotor de la fusién celular se
puede utilizar polietilenglicol que tiene un peso molecular medio entre 1.000 y 6.000 dalton (D) o similares, por
ejemplo. Ademas, las células productoras de anticuerpos se pueden fusionar con células de mieloma usando un
dispositivo de fusion celular comercializado que utiliza la estimulacién eléctrica (p. €j., electroporacion).

(3-3) Seleccion del hibridoma y clonacion

Un hibridoma de interés se selecciona a partir de células obtenidas después del tratamiento de fusién celular. Como
método de seleccion, una suspension de células se diluye con un medio RPMI-1640 que contiene suero bovino fetal
o similar, segin sea apropiado y la solucién diluida se dispersa a continuacioén en una placa de microtitulacion. Se
afade un medio selectivo a cada pocillo y se lleva a cabo el cultivo a continuacion, mientras que el medio selectivo
se cambia apropiadamente por uno fresco. Como resultado, las células que crecen aproximadamente 14 dias
después del comienzo del cultivo en el medio selectivo pueden obtenerse en forma de hibridomas.

Posteriormente, se analiza la presencia o ausencia de un anticuerpo contra hDIk-1 en un sobrenadante de cultivo de
los hibridomas en crecimiento. Dicha seleccion de los hibridomas se puede llevar a cabo de acuerdo con métodos
ordinarios y por lo tanto el tipo del método de seleccion no esta particularmente limitado. Por ejemplo, una porcién
del sobrenadante del cultivo de los hibridomas en crecimiento contenidos en el pocillo se puede recoger y tales
hibridomas se pueden seleccionar a continuacién mediante ELISA, EIA, RIA, etc.

Las células fusionadas se pueden clonar mediante dilucién limitante o similar. Un anticuerpo que presenta una fuerte
reactividad con hDIk-1 se determina por medio de citometria de flujo o similar, y se selecciona y un hibridoma que
produce el anticuerpo se establece como clon.

(3-4) Recogida del anticuerpo monoclonal

Como método de cultivo de los hibridomas establecidos y posterior recogida del anticuerpo monoclonal a partir del
cultivo obtenido, se puede adoptar un método de cultivo celular comin, un método de formacién de ascitis, etc. El
término “cultivo” se utiliza para indicar que se permite desarrollar un hibridoma en una placa de cultivo o botella de
cultivo, o que se permite que prolifere un hibridoma en la cavidad abdominal de un animal, como se describe a
continuacion.

En el método de cultivo celular, los hibridomas se pueden cultivar en un medio de cultivo celular animal tal como un
medio RPMI-1640 que contiene suero bovino fetal al 10 %, un medio MEM o un medio sin suero en condiciones de
cultivo comunes (p. €j., 37 °C, concentracion de CO; al 5 %) durante 7 a 14 dias y a continuacion se puede obtener
un anticuerpo del sobrenadante del cultivo.

En el método de formacién de ascitis, los hibridomas se administran a una densidad celular de aproximadamente 1 x
10" células en la cavidad abdominal de un animal de la misma especie que el mamifero del que derivan las células
de mieloma, con el fin de provocar la proliferacion de una gran cantidad de hibridomas. A continuacion, la ascitis se
recoge preferiblemente de 2 a 3 semanas mas tarde.

En el caso en el que un anticuerpo debe ser purificado en el método anteriormente mencionado para recoger el
anticuerpo, un método adecuado se selecciona apropiadamente a partir de métodos conocidos, tales como un
método de precipitacion con sal sulfato de amonio, cromatografia de intercambio ionico, filtracion en gel y
cromatografia de afinidad, o estos métodos se utilizan combinados, con el fin de purificar el anticuerpo anteriormente
mencionado.

(3-5) Seleccién del clon que tiene actividad antitumoral

El anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencidn es un anticuerpo que tiene actividad antitumoral in vivo.

En la presente memoria, la expresién “actividad antitumoral” se utiliza para indicar la actividad de destruccion de
células tumorales (células cancerosas) o la inhibicién del crecimiento tumoral. En la presente invencién, como tal

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 665341 T3

actividad antitumoral es preferible, por ejemplo, la actividad de inhibicion de la angiogénesis tumoral. Por otra parte,
los tipos de tumores humanos (células tumorales), sobre los que el anticuerpo de la presente invencién es capaz de
manifestar actividad antitumoral, incluyen: los tumores humanos conocidos antes mencionados en los que se habia
confirmado la expresion de hDIk-1 (especificamente, canceres solidos tales como tumor neuroendocrino,
neuroblastoma, glioma, neurofibromatosis tipo 1, cancer de pulmén microcitico, cancer de higado, cancer de rifion y
canceres de ovario, y neoplasias sanguineas tales como el sindrome mielodisplasico y la leucemia mieloide aguda);
y cancer de colon humano, cancer de mama humano y cancer de pancreas humano en los que la expresion de hDIk-
1 ha sido recientemente confirmada por los autores de la presente invencién. De estos, son particularmente
preferibles uno o dos 0 mas tipos seleccionados de cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de
pancreas humano, cancer de higado humano, cancer de pulmén microcitico y neuroblastoma humano.

La presencia de la actividad antitumoral in vivo se puede confirmar utilizando un ratén que porta cancer, en el que se
han trasplantado subcutaneamente las células tumorales deseadas, y a continuacion administrando el anticuerpo
obtenido al ratén. En este caso, el anticuerpo se puede administrar al raton inmediatamente después del trasplante
de las células tumorales (un modelo de prevencion), o el anticuerpo se puede administrar también al ratén después
de que el tumor ha crecido hasta un volumen deseado después del trasplante (un modelo de tratamiento). El método
de administracion no esta limitado. Por ejemplo, el anticuerpo se puede administrar a la cavidad abdominal del ratén
una vez cada 3 dias a una dosis de 20 mg/kg de peso corporal a través de administracion intraperitoneal. En el caso
del modelo de prevencion, la presencia o ausencia de actividad antitumoral y su nivel se pueden evaluar en funcién
de la frecuencia de la formacién del tumor y del volumen del tumor. En el caso del modelo de tratamiento, la
presencia o ausencia de actividad antitumoral y el nivel de las mismas se pueden evaluar en funcién del volumen del
tumor.

En la presente invencion, los ejemplos preferidos de un anticuerpo anti-hDIk-1 que tiene actividad antitumoral in vivo
incluyen un anticuerpo monoclonal anti-hDIk-1 (nombre del clon: BA-1-3D) producido por un hibridoma que tiene el
N.° de acceso FERM BP-11337, un anticuerpo monoclonal anti-hDIk-1 (nombre del clon: M3-1) producido por un
hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM BP-10707, un anticuerpo monoclonal anti-hDIlk-1 (nombre del clon: DI-2-
14) producido por un hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM BP-10899 y un anticuerpo monoclonal anti-hDIk-1
(nombre del clon: DI-6) producido por un hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM BP-10900. Ademas, se puede
utilizar preferiblemente un anticuerpo monoclonal anti-hDIlk-1 con el nombre de clon DI-2-14 como anticuerpo que
tiene una alta actividad antitumoral in vivo.

En la presente memoria, el hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM BP-11337 se ha denominado “Hibridoma de
Raton-Ratén: BA-1-3D”, y se ha depositado en el Organismo Internacional para el Depdsito de Patentes (IPOD),
Instituto Nacional de Ciencia Industrial Avanzada y Tecnologia (AIST Tsukuba Central de 6, Higashi 1-1-1, Tsukuba,
Ibaraki, Japon, Caédigo postal: 305 a 8566), el 1 de febrero de 2011. El hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM
BP-10707 se ha denominado “Hibridoma de Ratén-Raton: M3-1", y se ha depositado en el en el mismo instituto
nacional indicado anteriormente, el 18 de octubre de 2006. El hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM BP-10899
se ha denominado “Hibridoma de Ratén-Ratén DI-2-14" y se ha depositado en el en el mismo instituto nacional
indicado anteriormente el 21 de agosto de 2007. El hibridoma que tiene el N.° de acceso FERM BP-10900 se ha
denominado “Hibridoma de Raton-Ratén DI-6", y se ha depositado en el en el mismo instituto nacional indicado
anteriormente el 21 de Agosto de 2007.

Otros ejemplos preferidos del anticuerpo anti-hDlk-1 de la presente invencion incluyen un anticuerpo anti-hDIk-1 en
el que las secuencias de aminoacidos de las CDR 1 a 3 de la region V de la cadena H, son las secuencias de
aminoacidos que se muestran en las SEQ ID NOS: 16 a 18, respectivamente, y/o un anticuerpo anti-hDIk-1 en el que
las secuencias de aminoacidos de las CDR 1 a 3 de la region V de la cadena L, son las secuencias de aminoacidos
gue se muestran en las SEQ ID NOS: 23 a 25 respectivamente. La regién V de la cadena H antes mencionada
consiste preferiblemente, por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 13 y
particularmente preferiblemente consiste en la SEQ ID NO: 15 (péptido maduro). La region V de la cadena L antes
mencionada consiste preferiblemente, por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 20
y particularmente preferiblemente consiste en la SEQ ID NO: 2 (péptido maduro).

Otro ejemplo preferido mas del anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencidn es un anticuerpo anti-hDIk-1 que se
une a un sitio (p.ej. un epitopo) al cual se une (reconoce) un anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma que
tiene el N.° de acceso FERM BP-11337, FERM BP-10707, FERM BP-10899 o FERM BP-10900.

(3-6) Epitopo del anticuerpo anti-hDIk-1

Un epitopo (un determinante antigénico) del anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencién no esta limitado siempre
gue sea al menos una porciéon de hDIk-1 como antigeno. Por ejemplo, tal epitopo es preferiblemente al menos una
porciéon de una regién que consiste en los aminoacidos de las posiciones 24 a 91 (una regién que comprende el
EGF-1 a EGF-2 de hDIk-1), una regién que consiste en los aminoacidos de las posiciones 92 a 167 (una region que
comprende el EGF-3 a EGF-4 de hDIk-1), o una region que consiste en los aminoacidos de las posiciones 131 a 244
(una region que comprende el EGF-4 a EGF-6 de hDIk-1), en la secuencia de aminoacidos de hDIk-1 que se
muestra en la SEQ ID NO: 2. Entre otras, es mas preferible una region que comprende el EGF-1 a EGF-2 de hDIk-1.
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Un anticuerpo anti-hDIk-1 que reconoce (se une a) dichas regiones tiene una alta actividad de internalizacion en las
células tumorales, por ejemplo, y por lo tanto, es extremadamente (til como un inmunoconjugado tal como se
describe mas adelante.

(4) Anticuerpo y fragmento de anticuerpo genéticamente recombinante
(4-1) Anticuerpo genéticamente recombinante

En una realizacion preferida del anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencién, se proporciona un anticuerpo
genéticamente recombinante. El tipo de tal anticuerpo genéticamente recombinante no esta limitado. Los ejemplos
incluyen un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano.

Un anticuerpo quimérico (es decir, un anticuerpo quimérico humanizado) es un anticuerpo formado por ligacion
(conjugacion) de la region variable de un anticuerpo derivado de raton con la region constante de un anticuerpo
derivado de ser humano (consultar Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855, (1984), etc.). Cuando se produce tal
anticuerpo quimérico, el anticuerpo ligado de este modo se puede construir facilimente mediante una técnica de
recombinacién genética. Como tales regiones variables del anticuerpo derivado de ratén utilizado en la presente
memoria, la region V de la cadena H consiste preferiblemente, por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID NO: 13, y particularmente preferiblemente consiste en la secuencia de aminoacidos como se
muestra en SEQ ID NO: 15 (péptido maduro), y la region V de la cadena L consiste preferiblemente, por ejemplo, en
la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 20, y particularmente preferiblemente consiste en la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 22 (péptido maduro).

Cuando se produce un anticuerpo humanizado, una regiéon determinante de la complementariedad (CDR) se
trasplanta de la region variable de un anticuerpo de ratdn a la region variable de un anticuerpo humano, con el fin de
producir una regién variable reconstruida, en la cual una regién marco (FR) deriva de la humana y la CDR deriva de
la del ratdon (lo que se denomina injerto de CDR (trasplante de CDR)). Posteriormente, la region variable humana
reconstruida, humanizada de este modo se liga a una regidon constante humana. En la presente memoria, como tal
regiones variables humanas reconstruidas humanizadas, la region V de la cadena H consiste preferiblemente, por
ejemplo, en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 33, y particularmente preferiblemente
consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 35 (péptido maduro), o preferiblemente
consiste, por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 38, y particularmente
preferiblemente consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 40 (péptido maduro).
Por otro lado, la region V de la cadena L consiste preferiblemente, por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos que
se muestra en la SEQ ID NO: 43, y particularmente preferiblemente consiste en la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID NO: 45 (péptido maduro). Como método para producir tales anticuerpos humanizados, cabe
citar por ejemplo, Nature, 321, 522-525 (1986)); J. Mol. Biol., 196, 901-917 (1987)); Queen C et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 86: 10029-10033 (1989)); Publicacién de patente JP (Kohyo) N.° 4-502408 A (1992) (Patente japonesa N.°
2828340; Queen et al.), etc. El tipo de secuencia de CDR derivada de raton que puede usarse en la presente
memoria para el anticuerpo anti-hDIk-1 humanizado de la presente invencion no esta limitado. Como ejemplos
preferidos de dichas secuencias de CDR derivadas de raton, las secuencias de aminoacidos como se muestran en
las SEQ ID NO: 16 a 18 son preferibles como las CDR 1 a 3 de la regién V de la cadena H (en este orden), y las
secuencias de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NOS: 23 a 25 son preferibles como las CDR 1 a 3 de la
region V de la cadena L (en este orden).

Ademas, la presente invencion incluye aminoacidos modificados, en los cuales un aminoacido(s) (preferiblemente
uno a varios, y mas preferiblemente uno o dos aminoacidos) en una parte de la region V (excluyendo una secuencia
CDR) de la cadena H o la cadena L del anticuerpo humanizado mencionado anteriormente esta sustituido con otros
aminoacidos.

Los ejemplos preferidos de dichos aminoacidos modificados incluyen aminoacidos modificados, en los cuales uno o
dos aminoacidos en la regiéon V de la cadena H (excluyendo una secuencia CDR) del anticuerpo humanizado
mencionado anteriormente estan sustituidos con otros aminoacidos. Los ejemplos preferidos de los aminoéacidos asi
sustituidos incluyen aquellos en los cuales la region V de la cadena H es la siguiente:

(1-1) la regién V de la cadena H que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
67 (la secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 66), y que consiste particularmente en la secuencia de aminoacidos
que se muestra en la SEQ ID NO: 69 (péptido maduro) (la secuencia de nucle6tidos: SEQ ID NO: 68);

(1-2) la region V de la cadena H que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
71 (la secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 70), y que consiste particularmente en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra en la SEQ ID NO: 73 (péptido maduro) (la secuencia de nuclettidos: SEQ ID NO: 72);

(1-3) la region V de la cadena H que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
75 (la secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 74), y que consiste particularmente en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra en la SEQ ID NO: 77 (péptido maduro) (la secuencia de nuclettidos: SEQ ID NO: 76);

(2-1) laregion V de la cadena H que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
79 (la secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 78), y que consiste particularmente en la secuencia de aminoacidos
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que se muestra en la SEQ ID NO: 81 (péptido maduro) (la secuencia de nucleétidos: SEQ ID NO: 80);

(2-2) la region V de la cadena H que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
83 (la secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 82), y que consiste particularmente en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra en la SEQ ID NO: 85 (péptido maduro) (la secuencia de nuclettidos: SEQ ID NO: 84); o

(2-3) la region V de la cadena H que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:
87 (la secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 86), y que consiste particularmente en la secuencia de aminoacidos
que se muestra en la SEQ ID NO: 89 (péptido maduro) (la secuencia de nucleétidos: SEQ ID NO: 88). De estas,
las secuencias de aminoacidos de acuerdo con los apartados (1-3) y

(2-3) anteriores son mas preferibles. Por lo tanto, un anticuerpo anti-hDIk-1 humanizado modificado, en el cual la
regién V de la cadena H se modifica en la secuencia de aminoacidos de acuerdo con uno cualquiera de los
apartados (1-1) a (2-3) anteriores y la region V de la cadena L consiste en la secuencia de aminoacidos antes
mencionada que se muestra en la SEQ ID NO: 43, y particularmente consiste en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra en la SEQ ID NO: 45 (péptido maduro), es un anticuerpo humanizado que tiene una avidez
mucho mas alta (actividad de unién al antigeno), y por ejemplo, este anticuerpo es capaz de retener una
actividad de union a las células cancerosas, en cuya superficie el nivel de expresion del antigeno es bajo.
Ademas, el anticuerpo anti-hDIk-1 humanizado modificado es capaz de conservar una actividad estable de unién
al antigeno durante un largo periodo de tiempo en una formulacién liquida, en sangre de mono o humana
(plasma), etc.

En la presente memoria, con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 67 de
acuerdo con el apartado (1-1) anterior, la alanina (A) en la posicion 43 esta sustituida con glicina (G) en la secuencia
de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 33; y con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra
en la SEQ ID NO: 69 de acuerdo con el apartado (1-1) anterior, la alanina (A) en la posicion 24 esta sustituida con
glicina (G) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 35 (péptido maduro).

Ademas, con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 71 de acuerdo con el
apartado (1-2) anterior, la treonina (T) en la posicion 93 esta sustituida con lisina (K) en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra en la SEQ ID NO: 33; y con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID
NO: 73 de acuerdo con el apartado (1-2) anterior, la treonina (T) en la posicién 74 esta sustituida con lisina (K) en la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 35 (péptido maduro).

Ademas, con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 75 de acuerdo con el
apartado (1-3) anterior, la alanina (A) en la posicién 43 esta sustituida con glicina (G) y la treonina (T) en la posicién
93 esta sustituida con lisina (K) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 33; y con
respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 77 de acuerdo con el apartado (1-3)
anterior, la alanina (A) en la posicién 24 esta sustituida con glicina (G) y la treonina (T) en la posicion 74 es sustituida
con lisina (K) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 35 (péptido maduro).

Ademas, con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 79 de acuerdo con el
apartado (2-1) anterior, la alanina (A) en la posicién 43 esta sustituida con glicina (G) en la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEQ. ID NO: 38; y con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra
en la SEQ ID NO: 81 de acuerdo con el apartado (2-1) anterior, la alanina (A) en la posicion 24 esta sustituida con
glicina (G) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 40 (péptido maduro).

Ademas, con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 83 de acuerdo con el
apartado (2-2) anterior, la treonina (T) en la posicién 93 esta sustituida con lisina (K) en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra en la SEQ. ID NO: 38; y con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID
NO: 85 de acuerdo con el apartado (2-2) anterior, la treonina (T) en la posicién 74 esta sustituida con lisina (K) en la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 40 (péptido maduro).

Ademas, con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 87 de acuerdo con el
apartado (2-3) anterior, la alanina (A) en la posicién 43 esta sustituida con glicina (G) y la treonina (T) en la posicién
93 esta sustituida con lisina (K) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 38; y con
respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 89 de acuerdo con el apartado (2-3)
anterior, la alanina (A) en la posicion 24 esta sustituida con glicina (G) y la treonina (T) en la posicién 74 esta
sustituida con lisina (K) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 40 (péptido maduro).

En general, en el caso de un anticuerpo humano (un anticuerpo humano completo), su estructura que comprende
una region hipervariable que es el sitio de unién al antigeno de una region V, otras partes de la region V y una region
constante es la misma que la estructura del anticuerpo de un ser humano. Sin embargo, tal sitio hipervariable
también puede derivar de otros animales. Se conoce puUblicamente una técnica de producciéon de un anticuerpo
humano y se ha establecido un método para la produccién de secuencias génicas que son comunes en Sseres
humanos mediante ingenieria genética. Un anticuerpo humano se puede conseguir, por ejemplo, por medio de un
método que utiliza un raton productor de un anticuerpo humano que tiene fragmentos cromosémicos humanos que
comprenden los genes de la cadena H y la cadena L del anticuerpo humano (consultar Tomizuka, K. et al., Nature
Genetics, (1977) 16, 133-143; Kuroiwa, Y. et. al., Nuc. Acids Res., (1998) 26, 3447-3448; Yoshida, H. et al, Animal

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 665341 T3

Cell Technology: Basic and Applied Aspects, (1999) 10, 69-73 (Kitagawa, Y., Matsuda, T. y lijima, S. eds), Kluwer
Academic Publishers; Tomizuka, K. et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2000) 97, 722-727, etc.), o mediante un
método de obtencién de un anticuerpo humano derivado de presentacion en fagos seleccionado de una biblioteca de
anticuerpos humanos (consultar Wormstone, I. M. et. al, Investigative Ophthalmology & Visual Science., (2002) 43
(7), 2301-8; Carmen, S. et. al., Briefings in Functional Genomics and Proteomics, (2002) 1 (2), 189-203; Siriwardena,
D. et. al., Ophtalmology, (2002) 109 (3), 427-431, etc.).

En el caso del anticuerpo quimérico, el anticuerpo humanizado y el anticuerpo humano anteriormente mencionados,
la cadena de azucar unida mediante N-glicésido en la region Fc de anticuerpo es preferiblemente, por ejemplo, una
cadena de azlcar, en la que la fucosa no se une a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la misma. Un
ejemplo especifico es un anticuerpo que consiste en moléculas de anticuerpos genéticamente recombinantes, que
tienen, en la regién Fc de las moléculas de anticuerpo, una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de la fucosa no
se une a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azlcar conectada mediante
N-glicosido a través de un enlace a. Dicho anticuerpo es capaz de mejorar significativamente la actividad ADCC.
Este punto (las caracteristicas de la cadena de azlcar unida mediante N-glicosido en la regidon Fc de anticuerpo) es
preferible también para el anticuerpo policlonal y el anticuerpo monoclonal mencionados anteriormente.

(4-2) Fragmento de anticuerpo

El fragmento de anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencién esta incluido en el anticuerpo de la presente
invencion. En la presente memoria, el fragmento de anticuerpo de la presente invencion tiene actividad de unién a
hDIk-1 y actividad antitumoral in vivo, como en el caso del anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencion (que
incluye anticuerpos humanizados y similares, distintos de los anticuerpos de raton).

El fragmento de anticuerpo significa una regiéon de una porcién de un anticuerpo policlonal anti-hDIk-1 o anticuerpo
monoclonal anti-DIk-1 (concretamente, un fragmento de anticuerpo derivado del anticuerpo anti-hDlk-1 de la
presente invencién). Los ejemplos de un fragmento de tal anticuerpo incluyen péptidos que comprenden, como al
menos una porcion del mismo, fragmentos Fab, Fab', F(ab')., Fv (fragmento variable de anticuerpo), un anticuerpo
de cadena sencilla (una cadena H, una cadena L, una region V de la cadena H y una region V de la cadena L, etc.),
scFv, diacuerpo (dimero de scFv), dsFv (una regién V estabilizada por disulfuro) y una region determinante de la
complementariedad (CDR).

El Fab es un fragmento de anticuerpo con un peso molecular de aproximadamente 50.000 que tiene actividad de
union al antigeno, que se forma uniendo aproximadamente una mitad de la porcién N-terminal de la cadena H y toda
la cadena L a través de un enlace disulfuro, entre los fragmentos obtenidos mediante el tratamiento de moléculas de
anticuerpo con una proteasa, la papaina. Ademas, también es posible producir tales Fab insertando ADN que
codifica el Fab de un anticuerpo en un vector de expresion procariético o un vector de expresion eucariotico e
introduciendo a continuacién el vector en un procariota o un eucariota con el fin de permitir que el ADN se exprese
en los mismos.

El F(ab")2 es un fragmento de anticuerpo con un peso molecular de aproximadamente 100.000 que tiene actividad
de union al antigeno, cuyo tamafio es ligeramente mayor que el Fab que se une a Fab a través de un enlace
disulfuro en la region bisagra, entre los fragmentos obtenidos por tratamiento de moléculas de anticuerpo con una
proteasa, la pepsina. Ademas, también es posible producir tales F(ab")2 mediante enlace tioéter o disulfuro de Fab,
como se describe mas adelante.

El Fab' es un fragmento de anticuerpo con un peso molecular de aproximadamente 50.000 que tiene actividad de
unién al antigeno, que se forma escindiendo el enlace disulfuro en la regién bisagra de F(ab')2 mencionado
anteriormente. Ademas, también es posible producir tal Fab' insertando el ADN que codifica el fragmento Fab' de un
anticuerpo en un vector de expresién procariético o un vector de expresion eucariético y a continuaciéon
introduciendo el vector en un procariota o un eucariota con el fin de permitir que el ADN se exprese en los mismos.

El scFv es un fragmento de anticuerpo que tiene actividad de unién al antigeno, que es un polipéptido VH-P-VL o
VL-P-VH formado por la unién de una sola region V de la cadena H (VH) a una sola regién V de la cadena L (VL)
utilizando un conector peptidico adecuado (P). Tal scFv puede producirse obteniendo ADNc que codifica la VH y la
VL de un anticuerpo, construyendo el ADN que codifica el scFv, insertando el ADN en un vector de expresion para
procariotas 0 un vector de expresion para eucariotas y a continuacién introduciendo el vector en un procariota o un
eucariota con el fin de permitir que el ADN se exprese en los mismos.

El diacuerpo es un fragmento de anticuerpo formado por la dimerizacién de scFv, que tiene actividades de unién al
antigeno divalentes. Tales actividades de union al antigeno divalentes pueden ser idénticas entre si, o también
pueden ser diferentes entre si. Tal diacuerpo puede producirse obteniendo ADNc que codifica la VH y la VL de un
anticuerpo, construyendo ADN que codifica scFv de tal manera que la longitud de la secuencia de aminoacidos de P
sea de 8 restos 0 menos, insertando el ADN en un vector de expresion para procariotas o un vector de expresion
para eucariotas y a continuacion introduciendo el vector en un procariota o un eucariota con el fin de permitir que el
ADN se exprese en los mismos.
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El dsFv es un fragmento de anticuerpo formado mediante la unién de polipéptidos, en el que un resto de aminoacido
en cada una de VH y VL ha sido sustituido por un resto de cisteina entre si a través de un enlace disulfuro entre los
restos de cisteina. El resto de aminoacido que se va a sustituir por restos de cisteina se puede seleccionar
basandose en la estimacion de la estructura tridimensional del anticuerpo de acuerdo con el método de Reiter et al.
(Protein Engineering, 7, 697-704, 1994). Tal dsFv puede producirse obteniendo ADNc que codifica VH y VL de un
anticuerpo, construyendo ADN que codifica dsFv, insertando el ADN en un vector de expresion para procariotas o un
vector de expresion para eucariotas y a continuacion introduciendo el vector en un procariota o un eucariota con el
fin de permitir que el ADN se exprese en los mismos.

Un péptido que comprende las CDR comprende al menos una regién de las CDR (CDR 1 a 3) de VH o VL. Miultiples
péptidos que comprenden las CDR se pueden unir entre si, directamente o a través de un conector peptidico
adecuado. Tal péptido que comprende las CDR se puede producir construyendo ADN que codifica la VH y VL de un
anticuerpo, insertando el ADN en un vector de expresion para procariotas o un vector de expresion para eucariotas y
a continuacion introduciendo el vector de expresion en un procariota o un eucariota, asi como permitiendo que el
ADN se exprese en los mismos. Por otra parte, tal péptido que comprende las CDR también se puede producir
mediante métodos de sintesis quimica tales como un método Fmoc (un método con fluorenilmetiloxicarbonilo) y un
método tBoc (un método con t-butiloxicarbonilo).

El fragmento de anticuerpo de la presente invencidn, tal cual, puede ser un fragmento de anticuerpo, que comprende
una parte o toda la region Fc del anticuerpo en el que la fucosa no se une a N-acetilglucosamina en el extremo
reductor de una cadena de azucar unida mediante N-glicosido. Por otro lado, el fragmento de anticuerpo de la
presente invencion también puede ser una proteina de fusion, en la que el fragmento de anticuerpo antes
mencionado se fusiona con una parte o toda la region Fc del anticuerpo en el que fucosa no se une a N-
acetilglucosamina en el extremo reductor de una cadena de azlcar conectada mediante N-glicésido. Tal fragmento
de anticuerpo es capaz de mejorar significativamente la actividad de ADCC y por lo tanto es preferible.

El tipo del fragmento de anticuerpo de la presente invencion no esta limitado. Los ejemplos especificos del presente
fragmento de anticuerpo incluyen fragmentos de anticuerpos que comprenden, como al menos una porcion de los
mismos, las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEQ ID NOS: 16 a 18 (CDR 1 a 3 de la region V de
la cadena H). Especificamente, ejemplos de tales fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos de anticuerpos que
comprenden cada uno la secuencia de aminoacidos (la region V de la cadena H) que se muestra en una cualquiera
de SEQ ID NO: 13 (en particular, SEQ ID NO: 15), SEQ ID NO: 33 (en particular, SEQ ID NO: 35), SEQ ID NO: 38
(en particular, SEQ ID NO: 40), SEQ ID NO: 67 (en particular, SEQ ID NO: 69), SEQ ID NO: 71 (en particular, SEQ
ID NO: 73), SEQ ID NO: 75 (en particular, SEQ ID NO: 77), SEQ ID NO: 79 (en particular, SEQ ID NO: 81), SEQ ID
NO: 83 (en particular, SEQ ID NO: 85) y SEQ ID NO: 87 (en particular, SEQ ID NO: 89). Ademas, otros ejemplos
especificos de los presentes fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos de anticuerpos que comprenden, como
al menos una porcién de los mismos, la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID
NOS: 23 a 25 (CDR 1 a 3 de la region V de la cadena L). Un ejemplo especifico es un fragmento de anticuerpo que
comprende la secuencia de aminoacidos (la region V de la cadena L) que se muestra en la SEQ ID NO: 20 (en
particular, SEQ ID NO: 22) o SEQ ID NO: 43 (en particular, SEQ ID NO: 45)

En lo sucesivo, en las descripciones de la presente memoria descriptiva, los fragmentos de anticuerpos
anteriormente mencionados estan también incluidos en el anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencion.

3. Preparacién del complejo de anticuerpo-agente

Como producto inmunoconjugado preparado utilizando el anticuerpo anti-hDIk-1 anteriormente mencionado de la
presente invencion, se puede proporcionar un complejo de anticuerpo-agente, que comprende el anticuerpo
anteriormente mencionado y un compuesto que tiene actividad antitumoral y/o actividad destructora de células. Hay
que sefialar que un complejo formado preparando previamente cada una de la molécula de anticuerpo mencionada
anteriormente y el compuesto mencionado anteriormente que tiene actividad antitumoral y/o actividad destructora de
células, por separado y combinandolos a continuacion se denomina generalmente producto inmunoconjugado. Por
otro lado, un complejo obtenido ligando una toxina proteica utilizada como tal compuesto que tiene actividad
antitumoral y/o actividad destructora de células a un gen de anticuerpo en un gen de acuerdo con una técnica de
recombinacién genética, de manera que le permita expresarse como una sola proteina (una proteina de fusion), se
denomina generalmente inmunotoxina.

Los ejemplos de un compuesto que tiene actividad antitumoral incluyen doxorrubicina, caliqueamicina, mitomicina C
y auristatina E.

Los ejemplos de un compuesto que tiene la actividad destructora de células incluyen saporina, lisina, exotoxina de
Pseudomonas y toxina de la difteria. De éstos, se utilizan preferiblemente saporina y exotoxina de pseudomonas.

Un método para producir un complejo de anticuerpo-agente no esta limitado. Por ejemplo, se aplica un método de
acoplamiento de un anticuerpo con un agente a través de un enlace disulfuro o un enlace hidrazona.
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El anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencidn anteriormente mencionado es excelente en términos de actividad
de internalizacion en células tumorales diana que expresan hDIk-1. Por lo tanto, combinando previamente un
compuesto que tiene actividad antitumoral y actividad destructora de células con el anticuerpo anti-hDIk-1, tal
compuesto puede actuar directamente y muy selectivamente sobre las células tumorales. El complejo de anticuerpo-
agente de la presente invencion es extremadamente excelente en términos de capacidad de liberacion del agente a
las células tumorales diana.

La actividad de internalizacion en las células se puede evaluar marcando fluorescentemente un anticuerpo con
rodamina o similar y a continuacién observar el comportamiento migratorio y la localizacién del anticuerpo utilizando
un microscopio de fluorescencia o similar.

Por otra parte, en la presente invencion, ademas del complejo de anticuerpo-agente antes mencionado, también se
puede proporcionar un complejo de fragmento de anticuerpo-agente, en el cual el fragmento de anticuerpo antes
mencionado se utiliza en lugar de un anticuerpo. Con respecto a los detalles de tal complejo de fragmento de
anticuerpo-agente, se pueden aplicar, segin sea apropiado, las descripciones del complejo anticuerpo-agente
anteriormente mencionado.

En lo sucesivo, en las descripciones de la presente memoria descriptiva, tal complejo de fragmento de anticuerpo-
agente esta también incluido en el complejo de anticuerpo-agente de la presente invencion.

4. Composicion farmacéutica

El anticuerpo anti-hDIk-1 y el complejo de anticuerpo-agente de la presente invencién son (tiles como principios
activos contenidos en una composicion farmacéutica.

La composicion farmacéutica es util como una composicion farmacéutica para tratar y/o diagnosticar un tumor. Es
decir, el anticuerpo anti-hDIk-1 y el complejo anticuerpo-agente de la presente invencion son utiles como principios
activos contenidos en un agente terapéutico tumoral o un agente de diagnostico tumoral. En la presente memoria, el
tratamiento de un tumor incluye la inhibicién de la angiogénesis tumoral (en lo sucesivo, lo mismo se aplica a lo largo
de la presente memoria).

El anticuerpo anti-hDIk-1 y el complejo anticuerpo-agente de la presente invencion son preferibles porque no
provocan efectos secundarios tales como la reduccién de peso cuando se usan en el tratamiento de un tumor.

Ademas, la presente composicion farmacéutica es Util como una composicién farmacéutica utilizada en la induccion
de apoptosis en células tumorales. Es decir, el anticuerpo anti-hDIk-1 y el complejo anticuerpo-agente de la presente
invencion son Utiles como principios activos contenidos en un agente para inducir apoptosis en células tumorales.

Es preferible proporcionar la composicion farmacéutica de la presente invencion en forma de una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-hDIk-1 y/o el complejo de anticuerpo-agente de la presente invencion
como principio o principios activos y que comprende adicionalmente un vehiculo farmacolégicamente aceptable.

Las enfermedades diana (tumores), a los que se aplica la composicién farmacéutica de la presente invencion,
incluyen: los tumores humanos conocidos anteriormente mencionados, en los cuales ya se ha confirmado la
expresion de hDIk (especificamente canceres sélidos tales como tumor neuroendocrino, neuroblastoma, glioma,
neurofibromatosis tipo 1, cancer de pulmoén microcitico, cancer de higado, cancer de rifién y de ovario, y neoplasias
sanguineas, tales como el sindrome mielodisplasico y la leucemia mielocitica aguda); y cancer de colon humano,
cancer de mama humano y cancer de pancreas humano, en los cuales la expresion de hDIk-1 fue confirmada por
primera vez por los inventores de la presente invencidn. Entre otros, son particularmente preferibles uno o dos o mas
tipos seleccionados de cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de
pancreas humano, cancer de pulmoén microcitico humano y neurocitoma humano. Dicha enfermedad diana puede
ser una Unica enfermedad, o pueden desarrollarse dos 0 mas enfermedades en combinacion.

Los ejemplos del “vehiculo farmacolégicamente aceptable” incluyen un excipiente, un diluyente, un expansor, un
disgregante, un estabilizador, un conservante, un tampon, un emulsionante, un agente aromatico, un agente
colorante, un edulcorante, un espesante, un corrector, un solubilizante y otros aditivos. Utilizando uno o mas tipos de
tales vehiculos, se puede preparar una composicién farmacéutica en forma de un inyectable, un agente liquido, una
capsula, una suspension, una emulsion, un jarabe, etc. Estas composiciones farmacéuticas se pueden administrar
por via oral o parenteral. Otra forma para la administracién parenteral es un inyectable que comprende uno o0 mas
principios activos, que se prepara por medio de un método habitual. Tal inyectable se puede producir disolviendo o
suspendiendo el presente anticuerpo en un vehiculo farmacolégicamente aceptable, tal como una solucién salina
normal o agua destilada comercializada utilizada para el inyectable.

En particular, cuando un fragmento de anticuerpo derivado del anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencion

(particularmente, un fragmento de anticuerpo con un bajo peso molecular) se administra a un organismo vivo, se
puede utilizar un sistema de dispersion coloidal ademas de los componentes anteriormente mencionados. Se prevé
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que tal sistema de dispersién coloidal tenga un efecto de mejora de la estabilidad de un compuesto (un fragmento de
anticuerpo) en un organismo vivo o un efecto de transporte eficaz de tal compuesto a un 6rgano, tejido, o célula
especificos. El tipo de tal sistema de dispersion coloidal no esta limitado, con tal de que se utilice cominmente. Un
ejemplo de tal sistema de dispersion coloidal es un sistema de dispersion que comprende, como base,
polietilenglicol, un complejo macromolecular, un afiadido macromolecular, una nanocapsula, microesferas, perlas y
lipidos incluyendo un emulsionante de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Los ejemplos preferidos
de un sistema de dispersion coloidal incluyen multiples liposomas y las vesiculas de membrana artificial, que tienen
un efecto de transporte eficaz de tal compuesto a un 6rgano, tejido, o célula especificos (Mannino et al.,
Biotechniques, 1988, 6, 682; Blume and Cevc, Biochem. et Biophys. Acta, 1990, 1029, 91; Lappalainen et al.,
Antiviral Res., 1994, 23, 119; Chonn and Cullis, Current Op. Biotech., 1995, 6, 698).

La dosis de la composicion farmacéutica de la presente invencion difiere dependiendo de la edad, el sexo, el peso
corporal y los sintomas del paciente, los efectos terapéuticos, el método de administracion, el tiempo de tratamiento,
los tipos de anticuerpo anti-hDIk-1 y el complejo de anticuerpo-agente de la presente invencién contenido en la
composicion farmacéutica, etc. En general, la presente composiciéon farmacéutica se puede administrar en el
intervalo entre 600 ug y 6.000 mg por adulto por administracién. Sin embargo, la dosis no esta limitada al intervalo
anteriormente mencionado.

En un caso en el que la composicién farmacéutica se administra en forma de un inyectable, por ejemplo, se puede
administrar a una dosis de 10 pg a 100 mg, o de 30 pg a 100 mg, o de 50 ug a 100 mg, o de 100 pg a 100 mg, por
administracion y por peso corporal de un paciente humano, o puede administrarse a una dosis en un intervalo en el
cual los limites inferiores de las dosis mencionadas anteriormente se combinan segun corresponda (p. ej. de 30 ug a
200 pg o de 100 pg a 500 pg), una vez o dividida en varias administraciones, como una dosis diaria media. Los
ejemplos de la forma de dosificacién incluyen inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccién intradérmica,
inyeccion intramuscular e inyeccién intraperitoneal. De éstas, es preferible la inyeccidn intravenosa. Ademas, tal
inyectable se puede preparar en forma de un diluyente no acuoso (p. €j., polietilenglicol, aceite vegetal tal como
aceite de oliva, alcoholes tales como etanol, etc.), una suspensiéon, o una emulsién. Tal inyectable se puede
esterilizar mediante esterilizacion mecanica utilizando un filtro, la mezcla de un microbicida, etc. El inyectable se
puede producir en forma de un inyectable que se prepara antes de su uso. Es decir, una composicién sélida
esterilizada se prepara mediante un método de liofilizacion o similares, y la composiciéon se disuelve a continuacion
en agua destilada esterilizada utilizada para inyectables u otros disolventes antes de su uso, de modo que se puede
utilizar a continuacion.

La presente invencion proporciona el uso del anticuerpo anti-hDIk-1 y/o complejo de anticuerpo-agente
anteriormente mencionados de la presente invencién en la produccién de un farmaco (un agente) para el tratamiento
de un tumor, el diagnéstico de un tumor y/o la induccién de apoptosis en las células tumorales. Ademas, la presente
invencion proporciona el anticuerpo anti-hDIk-1 y/o el complejo de anticuerpo-agente anteriormente mencionados de
la presente invencion, los cuales se usan para el tratamiento de un tumor, el diagnéstico de un tumor y/o la induccién
de apoptosis en células tumorales.

Ademas, la presente invencién proporciona un método para tratar un tumor, un método para diagnosticar un tumor
y/o un método para inducir apoptosis en células tumorales, que comprende usar (es decir, administrar a pacientes)
el anticuerpo anti-hDIk-1 y/o el complejo anticuerpo-agente anteriormente mencionados de la presente invencion.
Ademas, la presente invencién también proporciona el uso del anticuerpo anti-hDIk-1 y/o el complejo de anticuerpo-
agente anteriormente mencionados de la presente invencion para el tratamiento de un tumor, el diagnéstico de un
tumor y/o la induccion de apoptosis en células tumorales.

5. Método para la deteccion de tumores

El método para la deteccidon de un tumor de la presente invencion (que puede ser un método para diagnosticar un
tumor) se caracteriza por que comprende permitir que el mencionado anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencion
reaccione con una muestra obtenida de un organismo vivo (denominada en lo sucesivo muestra biolégica) y detectar
una sefal del anticuerpo que ha reaccionado.

Como se describié anteriormente, puesto que se ha confirmado que hDIk-1 se expresa especificamente en diversos
tipos de células tumorales, se puede utilizar hDlk-1 y en particular, hDIk-1 libre (una porcién de la regién extracelular
de hDIk-1) como marcador para diversos tipos de tumores. En particular, tal hDIk-1 se puede utilizar preferiblemente
como marcador para el cancer de colon humano, el cancer de mama humano y el cancer de higado humano.

Por lo tanto, se permite que el anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencidn reaccione con una muestra biolégica y
a continuacion se detecta una sefial del anticuerpo que ha reaccionado, con el fin de detectar un tumor. La sefial de
anticuerpo obtenida se puede utilizar como un indicador de la cantidad de un antigeno en la muestra biolégica (es
decir, la cantidad de hDIk-1 o la cantidad de hDIk-1 libre). En la deteccién del tumor utilizando el anticuerpo de la
presente invencion, primero, se permite que una muestra biolégica recogida como analito de un sujeto, tal como un
corte de un tejido o sangre que se utiliza como diana de ensayo, se una al anticuerpo de la presente invencién por
medio de una reaccion antigeno-anticuerpo. Con posterioridad, basandose en los resultados de la medicién de la
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cantidad de anticuerpo unido, se mide la cantidad de un antigeno de interés contenido en la muestra bioldgica. Esta
medicidon puede llevarse a cabo de acuerdo con métodos de inmunoensayo conocidos. Por ejemplo, se pueden
utiizar un método de inmunoprecipitacién, un método de inmunoaglutinacién, radioinmunoensayo,
inmunonefelometria, un método de transferencia Western, citometria de flujo y similares. En el radioinmunoensayo,
se utiliza un anticuerpo marcado y por lo tanto una sefial de anticuerpo se expresa como la cantidad de anticuerpo
marcado que se detecta directamente. Por otra parte, se puede utilizar un anticuerpo cuya concentracion o titulo de
anticuerpos sea conocida como una solucién patron y de este modo una sefial del anticuerpo diana se puede
expresar como un valor relativo. Es decir, tanto la solucion patron como el analito se pueden medir utilizando un
dispositivo de medicion y una sefial de anticuerpo en una muestra biolégica se puede expresar como un valor
relativo al valor de la solucién patrén que se utiliza como criterio. Los ejemplos de tales radioinmunoensayos
incluyen el método ELISA, el método El, el método RIA, el inmunoensayo de fluorescencia (FIA) y el inmunoensayo
de luminiscencia. De éstos, el método ELISA es particularmente preferible puesto que es simple y muy sensible.

En la presente invencion, el estado de tumor se puede evaluar o diagnosticar, utilizando el resultado de deteccion
obtenido por medio del método de deteccién antes mencionado como indicador. Por ejemplo, cuando el resultado de
la deteccidon excede de un valor estandar predeterminado, el estado de tumor se define como tumor positivo y
cuando el resultado de la deteccién es menor que el valor estandar predeterminado, éste se define como tumor
negativo. En el caso del tumor positivo, se determina que se podria haber desarrollado un cierto tipo de tumor y por
lo tanto se puede evaluar el estado del tumor. La expresion “estado del tumor” se utiliza en la presente memoria para
significar la presencia o ausencia del desarrollo de tumor, o el grado de progresion del mismo. Por lo tanto, los
ejemplos especificos del estado del tumor incluyen la presencia o ausencia de desarrollo del tumor, el grado de
progresion del mismo, el grado de malignidad, la presencia o ausencia de metastasis y la presencia o ausencia de
recurrencia.

En la evaluacién anteriormente mencionada, en cuanto al estado del tumor que se va a evaluar, solo se puede
seleccionar un estado a partir de los ejemplos mencionados anteriormente, 0 se pueden combinar y seleccionar
multiples ejemplos. La presencia o ausencia del tumor se pueden evaluar mediante la determinacion de si el tumor
se ha desarrollado o no, con referencia al valor estandar predeterminado utilizado como limite, basandose en el
resultado de deteccién obtenido. El grado de malignidad se utiliza como un indicador que indica el grado de progreso
del cancer. Basandose en el resultado de la deteccion, el tumor diana se puede clasificar en un cierto estadio de la
enfermedad y se puede evaluar. Por otra parte, el cancer temprano y el cancer avanzado se pueden distinguir entre
si y en ese caso se pueden evaluar. Por ejemplo, también es posible determinar el tumor diana como cancer
temprano o cancer avanzado, utilizando el resultado de la deteccion como indicador. La metastasis tumoral se
puede evaluar determinando si ha aparecido neoplasia 0 no en un sitio aparte de la posicién de la lesion inicial,
utilizando el resultado de la detecciéon como indicador. La recurrencia se puede evaluar mediante la determinacion
de si el resultado de la deteccion ha superado o no el valor estandar predeterminado de nuevo después de la etapa
de intervalo o de remision.

6. Kit para la deteccion o el diagnoéstico de tumores y kit para el tratamiento de tumores o induccién de apoptosis en
las células tumorales

El anticuerpo anti-hDIk-1 de la presente invencién se puede proporcionar en forma de un kit para detectar un tumor o
un kit para o diagnosticar un tumor. Ademas, el anticuerpo anti-hDlk-1 y el complejo anticuerpo-farmaco de la
presente invencion se puede proporcionar en la forma de un kit para el tratamiento de un tumor o un kit para la
induccion de apoptosis en células tumorales.

El kit de la presente invencion comprende una sustancia marcadora, un reactivo en fase sélida sobre el cual se ha
inmovilizado el anticuerpo o el anticuerpo marcado, etc., asi como el anticuerpo antes mencionado. Una sustancia
marcadora que marca el anticuerpo significa una sustancia marcada con una enzima, un radiois6topo, un compuesto
fluorescente, un compuesto quimioluminiscente, etc. El kit de la presente invencién también puede comprender otros
reactivos utilizados para llevar a cabo la deteccion de la presente invencion, ademas de los elementos integrantes
mencionados anteriormente. Por ejemplo, cuando tal sustancia marcadora es una sustancia de marcado enzimatico,
el kit de la presente invencion puede comprender un sustrato enzimatico (un sustrato cromogénico, etc.), una
solucién disolvente del sustrato enzimatico, una solucién de parada de la reaccion enzimatica, un diluyente utilizado
para analitos, etc. Ademas, el presente kit puede comprender adicionalmente diversos tipos de tampones, agua
esterilizada, diversos tipos de recipientes de cultivo de células, diversos tipos de reactores (un tubo Eppendorf, etc.),
un agente de bloqueo (un componente del suero tal como albumina de suero bovino (BSA), leche desnatada, o
suero de cabra), un agente de lavado, un agente tensioactivo, varios tipos de placas, un antiséptico tal como azida
de sodio, un manual de funcionamiento experimental (instrucciones), etc.

El kit de la presente invencion se puede utilizar eficazmente para llevar a cabo el método de deteccién de un tumor,
el método de tratamiento de un tumor y el método para la induccién de apoptosis en células tumorales de la
presente invencién anteriormente descrito, etc. Por lo tanto, el presente kit es extremadamente (til.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira mas especificamente en los siguientes ejemplos. Sin embargo,
no se pretende que estos ejemplos limiten el alcance de la presente invencion.
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Ejemplo 1

Clonacioén del gen del anticuerpo monoclonal anti-DIk-1 humana de ratén (clon BA-1-3D) y determinacién de las
secuencias de la regién variable

Se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-DIk-1 humana de raton, clon BA-1-3D (IgG2a de ratén) que exhibia una
actividad inhibidora del crecimiento tumoral significativa en el documento WO 2008/056833 (como se describe
anteriormente, Documento de Patente 4) y en el documento WO 2009/116670 (como se describié anteriormente,
Documento de Patente 5) (en lo sucesivo denominado “raton BA-1-3D"). Un hibridoma que genera el BA-1-3D de
ratén se le denomina “Hibridoma de raton-ratén BA-1-3D” y ha sido depositado en el Depositario del Organismo
Internacional de Patentes (IPOD), Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (Tsukuba AIST
Central 6, Higashi 1-1-1, Tsukuba, Ibaraki, Japdn, cédigo postal: 305-8566) el 1 de febrero de 2011 (nimero de
acceso: FERM BP-11337).

El hibridoma generador de BA-1-3D de raton mencionado anteriormente se cultivé a 37 °C en un medio RPMI-1640
que contenia un 20 % de suero bovino fetal (FBS; HyClone), piruvato sédico 1 mM, penicilina 100 unidades/ml, 100
ug/ml de estreptomicina y 1 x Hybridoma Fusion and Cloning Supplement (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) en
un incubador con 7,5 % de CO-. El ARN total fue extraido de 10 hibridomas usando un reactivo TRIzol (Invitrogen),
y después, usando cebadores oligo dT, se sintetizé el ADNc a partir del ARN total empleando el kit de amplificacion
de ADNc SMARTer RACE (Clontech, Mountain View, CA) de acuerdo con el método incluido en el kit. Utilizando el
ADNCc asi sintetizado como molde, se clonaron los genes que codifican la region variable de la cadena H (VH) y la
region variable de la cadena L (VL) del BA-1-3D de ratén mediante un método de PCR que emplea ADN polimerasa
Phusion (New England Biolabs, Beverly, MA). En el método de PCR, se utiliz6 como cebador 5'

Universal Primer A Mix (UPM) o Nested Universal Primer A (NUP) incluido con el kit. Por otro lado, como cebador 3'
para la amplificacién de VH, se utilizé un cebador que tiene una secuencia complementaria a la region constante de
y2a de ratén, y como cebador 3' para la amplificacion de VL, se utiliz6 un cebador que tiene una secuencia
complementaria a la de la regién constante k de ratén.

Cebador 5' (Cebador F; Universal Primer A Mix (UPM)):
Largo:
5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3' (SEQ ID NO: 3)
Corto:
5'-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3' (SEQ ID NO: 4)
Cebador 5' (Cebador F; Nested Universal Primer A (NUP)):
5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3' (SEQ ID NO: 5)
Cebador 3' (cebador R):

VH: 5'-GCCAGTGGATAGACCGATGG-3' (SEQ ID NO: 6)
VL: 5-GATGGATACAGTTGGTGCAGC-3' (SEQ ID NO: 7)

La reaccion de PCR se llevo a cabo con la siguiente composicién de una solucidn de reaccion en las siguientes
condiciones de reaccién usando cada uno de los cebadores mencionados anteriormente.

<Composicién de la solucion de reaccion>

ADNCc molde ) 2,5l
5x Tampo6n PrimeSTAR (Mg”* plus): 10 ul
dNTP 2,5 mM: 4 ul
Phusion ADN polimerasa (2,0 U/pl): 0,5 pl
10x UPM o NUP: 5ul
Cebador R (10 pM): 1l
Agua esterilizada 27 ul
Total 50 pl

<Condiciones de reaccién>
Después de completar la reaccion a 94 °C (10 seg), un ciclo que consiste en “desnaturalizacion/disociacion térmica:

98 °C (10 seg) — Hibridacion: 60 °C (5 seg) — Sintesis/elongacion: 72 °C (60 segundos)” se repitié 30 veces (un
total de 30 ciclos). Finalmente, la reaccién se llevé a cabo a 72 °C (3 min).
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Los ADNc sintetizados de VH y VL (BA-1-3D VH y BA-1-3D VL) del BA-1-3D de ratén se subclonaron en un vector
pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen), y se determinaron las secuencias de nucleétidos. Las secuencias de nucleétidos de
una pluralidad de clones de VH y clones de VL se decodificaron, y se identificaron las secuencias de nucleétidos
tipicas de las regiones variables de la cadena H y la cadena L de ratén. La Figura 1 y la Figura 2 muestran las
secuencias de nucleétidos de ADNc consenso de BA-1-3D VH y BA-1-3D VL y sus secuencias de aminoacidos
putativas.

Ejemplo 2

Construccion del vector de expresién quimérico ratbn/humano BA-1-3D 1gG1/k

Se generod un gen que codifica BA-1-3D VH (gen BA-1-3D VH) como un exdn, al que se afiadio una sefial de un
donante de corte y empalme derivada de la secuencia de células JH4 de la linea germinal de ratén y a cuyos ambos
extremos se afadieron sitios de enzimas de restriccion. Especificamente, el gen se sintetizd6 de acuerdo con un
método de PCR usando el ADNc del gen VH BA-1-3D como molde. Durante la reaccién de PCR, se utiliz6 un
cebador 5', al que se habia afiadido un sitio Spel como sitio de enzima de restriccion para ser insertado en un vector
de expresion de célula animal, y un cebador 3', al que se habia afiadido un sitio Hindlll como sitio de enzima de
restriccion.

Cebador 5' (cebador F):
5'-GCAACTAGTACCACCATGGGTTGGAGCTGTATC-3' (SEQ ID NO: 8) (Subrayado: sitio Spel)
Cebador 3' (cebador R):

5-GGGAAGCTTGAGAGGCCATTCTTACCTGAGGAGACGGTGACTGAGGT-3' (SEQ ID NO: 9) (Subrayado: sitio
Hindlll)

La reaccion de PCR se llevo a cabo con la siguiente composicion de una solucién de reaccion en las siguientes
condiciones de reaccion, usando cada uno de los cebadores mencionados anteriormente (SEQ ID NOS: 8 y 9).

<Composicién de la solucion de reaccion>

ADNc molde 1,0u
5x Tampon PrimeSTAR (Mg®* plus): 10 pl
dNTP 2,5 mM: 4 ul
Phusion ADN polimerasa (2,0 U/pl): 0,5 pl
Cebador F (10 pM): 3l
Cebador R (10 pM): 1,0u
Agua esterilizada 30,5 ul
Total 50 pl

<Condiciones de reaccion>

Un ciclo que consiste en “Desnaturalizacion/disociacion térmica: 98 °C (10 segundos) — Hibridaciéon: 57 °C (10
segundos) — Sintesis/elongacion: 72 °C (60 segundos)” se repitié 35 veces (un total de 35 ciclos).

Asimismo, se generé un gen que codifica BA-1-3D VL (gen BA-1-3D VL) como un exén, al que se afadié una sefial
de un donante de corte y empalme derivada de la secuencia de células germinales de ratéon Jk5 y a cuyos extremos
se afadieron sitios de la enzima de restriccién. Especificamente, el gen se sintetizé de acuerdo con un método de
PCR usando el ADNc del gen BA-1-3D VL como molde. Durante la reaccion de PCR, se afiadié un cebador 5', al
gue se habia afiadido un sitio Nhel como un sitio de enzima de restriccion para insertarlo en un vector de expresion
de célula animal, y un cebador 3', al que se habia afiadido un sitio EcoRI como sitio de enzima de restriccion.

Cebador 5' (cebador F):
5'-GCTGCTAGCACCACCATGGAATCACAGACCCAG-3' (SEQ ID NO: 10) (Subrayado: sitio Nhel)
Cebador 3' (cebador R):

5-GCAGAATTCAGAAAAGTGTACTTACGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCC-3' (SEQ ID NO: 11) (Subrayado: sitio
EcoRl)

La reaccion de PCR se llevo a cabo con la siguiente composicién de una soluciéon de reaccion en las siguientes
condiciones de reaccion, usando cada uno de los cebadores mencionados anteriormente (SEQ ID NOS: 10y 11).
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<Composicién de la solucion de reaccion>

ADNCc molde ) 1,0u
5x Tamp6n PrimeSTAR (Mg®* plus): 10 ul
dNTP 2,5 mM: 4 ul
Phusion ADN polimerasa (2,0 U/pl): 0,5 pl
Cebador F (10 puM): 3l
Cebador R (10 pM): 1.0u
Agua esterilizada 30,5 ul
Total 50 pl

<Condiciones de reaccion>

Un ciclo que consiste en “Desnaturalizacion/disociacion térmica: 98 °C (10 segundos) — Hibridacion: 57 °C (10
segundos) — Sintesis/elongacién: 72 °C (60 segundos)” se repitié 35 veces (un total de 35 ciclos).

Los genes BA-1-3D VH y BA-1-3D VL asi generados que tienen funciones como exones se muestran en la Figura 3
y en la Figura 4, respectivamente.

Los genes BA-1-3D VH y BA-1-3D VL generados se subclonaron cada uno en un vector pCR-Bluntll-TOPO
(Invitrogen), y luego se determinaron las secuencias de nucleétidos de los mismos. Posteriormente, utilizando un
sitio Spel/Hindlll para la insercién del gen BA-1-3D VH y también utilizando un sitio Nhel/EcoRI para la insercion del
gen BA-1-3D VL, estos genes se insertaron cada uno en un vector de expresion de célula animal. (Figura 5) que
tiene las regiones constantes de la cadena y1 y la cadena k humanas, para generar asi un vector de expresion
quimérico raton-humano BA-1-3D IgG1/k (ChBA-1-3D) (pChBA-1-3D).

Ejemplo 3

Generacién de genes BA-1-3D VH y VL humanizados

El disefio de humanizacién de BA-1-3D VH y BA-1-3D VL se llevé a cabo de la siguiente manera segun el método de
Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029-10033, 1989). Primero, se llevé a cabo mediante ordenador el
modelado molecular de las estructuras tridimensionales de las regiones variables del anticuerpo BA-1-3D, y luego se
identificaron los aminoacidos en una regidon marco relevante para la formaciéon de estructuras CDR. Al mismo
tiempo, se realiz6 una busqueda de homologia entre las regiones variables de BA-1-3D y las secuencias de la region
variable de los genes del anticuerpo humano, para seleccionar el ADNc (U00503 VH) con el nimero de acceso
GenBank: U00503 (Huang y Stollar, J. Immunol. 151: 5290, 1993) como un aceptor para proporcionar una region
marco (FR) necesaria para la humanizacion de BA-1-3D VH. Del mismo modo, se seleccioné el ADNc (246622 VL)
con el nimero de acceso de GenBank: Z46622 (Giachino et al., J. Exp. Medicina. 181: 1245, 1995) como un aceptor
para proporcionar una regién marco (FR) necesaria para la humanizacion de BA-1-3D VL.

Para la humanizacion de BA-1-3D VH, la secuencia de CDR de BA-1-3D VH se trasplantd primero en la posicion
correspondiente en U00503 VH como un aceptor. Posteriormente, como resultado del analisis de estructuras
tridimensionales mediante modelado por ordenador realizado en las regiones variables BA-1-3D de ratén, con
respecto a los restos de aminoacidos en la region FR (isoleucina (I) en la posicion 48, lisina (K) en la posicion 66,
alanina (A) en la posicién 67, y valina (V) en la posiciéon 71), que son adyacentes a las CDR de BA-1-3D VH y se
supone que juegan un papel importante en el mantenimiento de las estructuras, se conservaron las de BA-1-3D VH
y otras regiones FR se sustituyeron con las de las secuencias aceptoras humanas. Los niumeros de posicion de los
restos de aminoacidos en VH se usaron de acuerdo con las definiciones de Kabat et al. (Sequences of Proteins of
Immunological Interests, Quinta edicién, Publicacién NIH N.° 91-3242, U. S. Department of Health and Human
Services, 1991). El BA-1-3D VH humanizado asi generado se denominé HuBA-1-3D VH1.

La lisina (K) en la posicion 66 en BA-1-3D VH es adyacente a las secuencias de CDR. Como resultado del andlisis
mas detallado de las regiones variables BA-1-3D mediante modelado por ordenador, se sugirio que la lisina (K) en la
posicion 66 en HuBA-1-3D VH1 podria sustituirse con arginina (R) en una posicién correspondiente a U00503 VH sin
afectar a la afinidad por el antigeno. Por lo tanto, con el fin de reducir la inmunogenicidad potencial, BA-1-3D VH
humanizado, en el que la lisina (K) en la posicion 66 de HuBA-1-3D VH1 fue sustituida con arginina (R), también se
produjo. El BA-1-3D VH humanizado asi sustituido se denominé HuBA-1-3D VH2.

La alineacion de las secuencias de aminoacidos de BA-1-3D VH, HuBA-1-3D VH1, HuBA-1-3D VH2 y U00503 VH se
muestra en la Figura 6.

Igualmente, para la humanizaciéon de BA-1-3D VL la secuencia de CDR de BA-1-3D VL se trasplant6 a la posicion
correspondiente en Z46222 VL como un aceptor. Posteriormente, como resultado del andlisis de estructuras
tridimensionales mediante modelado por ordenador realizado en regiones variables BA-1-3D de ratn, con respecto
a un resto de aminoécido en la regiéon FR (valina (V) en la posicién 48), que es adyacente a las CDR de BA-1-3D VL
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y se supone que juega un papel importante en el mantenimiento de las estructuras, se conservé la de BA-1-3D VL y
se sustituyeron otras regiones FR con las de las secuencias aceptoras humanas. Los ndmeros de posicion de los
restos de aminoacidos en VL se usaron de acuerdo con las definiciones de Kabat et al. (Sequences of Proteins of
Immunological Interests, Quinta edicién, Publicacion NIH N.° 91-3242, Departamento de Salud y Servicios Humanos
de los EE. UU. 1991). El BA-1-3D VL humanizado asi producido se denominé HuBA-1-3D VL.

La alineacién de las secuencias de aminoacidos de BA-1-3D VL, HuBA-1-3D VL y Z46622 VL se muestra en la
Figura 7.

Los genes que codifican HuBA-1-3D VH1 y HuBA-1-3D VH2 se generaron por sintesis génica (GenScript USA,
Piscataway, NJ) como exones, cada uno de los cuales comprendia un péptido sefial de BA-1-3D VH de ratén y una
sefial de donante de corte y empalme derivada de una secuencia de una linea germinal humana JH3, a cuyos
extremos se afiadieron los sitios de enzima de restriccién adecuados para la insercién de un vector de expresion de
célula animal (Spel afiadido en el lado 5' terminal y Hindlll afiadido en el lado 3' terminal). Las secuencias génicas
del gen HuBA-1-3D VH1 asi generado y el gen HuBA-1-3D VH2, y las secuencias de aminoacidos de HuBA-1-3D
VH1 y HuBA-1-3D VH2, se muestran en la Figura 8 y en la Figura 9, respectivamente.

Asimismo, se generd un gen que codifica HUBA-1-3D VL por sintesis génica (GenScript USA, Piscataway, NJ) como
un exon, que comprendia un péptido sefial de BA-1-3D VL de ratdn y una sefial de donante de corte y empalme
derivada de una secuencia de una linea germinal humana Jk2 y a cuyos extremos se afiadieron sitios de enzimas de
restriccion adecuados para la insercion de un vector de expresion de célula animal (Nhel afiadido al lado 5' terminal
y EcoRI afiadido al lado 3' terminal). La secuencia génica del gen HuBA-1-3D VL asi generado y la secuencia de
aminoacidos de HuBA-1-3D VL se muestran en la Figura 10.

Posteriormente, utilizando un sitio Spel/Hindlll para la insercién de los genes HuBA-1-3D VH1 y VH2, y también
utilizando un sitio Nhel/EcoRI para la insercidon del gen HuBA-1-3D VL, estos sitios se insertaron cada uno en un
animal vector de expresion de célula animal (Figura 5) que tiene las regiones constantes de la cadena y1 humana y
la cadena k. Especificamente, una combinacion del gen HuBA-1-3D VH1 con el gen HuBA-1-3D VL y una
combinacion del gen HuBA-1-3D VH2 con el gen HuBA-1-3D VL se insertaron cada uno en el vector de expresion
antes mencionado. Por lo tanto, se generaron un vector de expresion (pHuBA-1-3D-1) para expresar un anticuerpo
humanizado BA-1-3D IgG1/x (HuBA-1-3D-1) constituido por HuBA-1-3D VH1 y HuBA-1-3D VL, y un vector de
expresion (pHuBA-1-3D-2) para expresar un anticuerpo humanizado BA-1-3D IgG1/k (HuBA-1-3D-2) constituido por
HuBA-1-3D VH2 y HuBA-1- 3D VL, fueron generados.

Ejemplo 4

Generacion de lineas celulares NSO que producen de manera estable anticuerpos BA-1-3D quiméricos de ratdn-
humano (ChBA-1-3D) y anticuerpos BA-1-3D humanizados (HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2)

Una linea de células de mieloma de raton NSO (Coleccion Europea de Cultivos de Células Animales, Salisbury,
Wiltshire, RU) se cultivd a 37 °C en un medio DME que contenia 10 % de suero bovino fetal en un incubador con 7,5
% de CO;. Con el fin de generar lineas celulares capaces de producir de forma estable ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1y
HuBA-1-3D-2, se transfectaron 20 ug de cada uno de los vectores de expresion génica del anticuerpo (pChBA-1-3D,
pHuUBA-1-3D-1 y pHuBA-1-3D-2) (previamente linealizado con una enzima de restriccion Fspl) en células NSO
(aproximadamente 10’ células) por electroporacion de acuerdo con el método de Bebbington et al. (Bio/Technology
10: 169-175, 1992). Cuarenta y ocho horas después, el medio se intercambié con un medio selectivo (un medio
DME que contenia FBS al 10 %, suplemento de medio HT (Sigma, St. Louis, MO), xantina 0,25 mg/ml y 1 ug/ml de
acido micofendlico) y después, aproximadamente diez dias después, se analiz la presencia o ausencia de un
anticuerpo producido en un sobrenadante de cultivo.

Se detectaron ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 en el sobrenadante del cultivo y se midieron mediante un
método de ELISA tipo sandwich. Especificamente, se afiadié un anticuerpo policlonal especifico de la cadena Fcy de
IgG humana de cabra (Sigma) diluido con PBS a una concentracion de 1/2.000 en una cantidad de 100 pl por pocillo
a una placa de 96 pocillos, de modo que la placa de 96 pocillos se recubri6 con el anticuerpo mencionado
anteriormente a 4 °C durante la noche. Después de eso, la placa se lavo con un tampén de lavado (PBS + Tween 20
0,05 %). Posteriormente, se afiadieron 300 pl de un tampdn de bloqueo (PBS + leche desnatada 2 % + Tween 20
0,05 %) a cada pocillo, de modo que la placa se bloqueé con el tampo6n de bloqueo a temperatura ambiente durante
30 minutos. A continuacion, la placa se lavé con un tampén de lavado y luego se afiadieron a cada pocillo 100 ul de
un sobrenadante de cultivo diluido a una dilucion de dilucién adecuada con un tampén ELISA (PBS + leche
desnatada 1 % + Tween 20 0,025 %). La mezcla obtenida se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 1
hora. Se usé un anticuerpo anti-lgG1/k humano o humanizado como patron. La mezcla de reaccion se lavo con un
tampon de lavado. A continuacién, se afadieron 100 pl de un anticuerpo policlonal anti-cadena kappa humana de
cabra conjugado con HRP (Southern Biotech) que se habia diluido con un tamp6n ELISA a una concentracion de
1/2.000 como anticuerpo de deteccion para cada pocillo, seguido de reacciéon a temperatura ambiente durante 30
minutos. A continuacién, lo resultante se lavé con un tampén de lavado, y luego se afiadieron 100 ul de un sustrato
ABTS a cada pocillo para realizar una reaccién de color. Después, se anadieron 100 ul de acido oxalico 2 % a cada
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pocillo para terminar la reaccion. Seguidamente se midi6 la absorbancia a 405 nm.

NSO0-ChBA-1-3D 2A4, NSO-HuBA-1-3D-1 2D2 y NSO-HuBA-1-3D-2 3F7 se establecieron como lineas celulares NSO
que producen de forma estable anticuerpos ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2, respectivamente, y estas
lineas celulares se aclimataron a un medio sin suero (Hybridoma SFM (Invitrogen)).

Las secuencias de la cadena H y de la cadena L de anticuerpos producidos por las lineas celulares individuales
NSO0-ChBA-1-3D 2A4, NSO-HuBA-1-3D-1 2D2 y NSO-HuBA-1-3D-2 3F7 fueron confirmadas por secuenciacion del
ADNCc. Especificamente, primero se extrajo el ARN total de cada linea celular usando un reactivo TRIzol (Invitrogen)
y, a continuacién, usando cebadores oligo dT, se sintetizé el ADNc a partir del ARN total empleando SuperScript Il
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) de acuerdo con el método incluido en el kit. Posteriormente,
la region codificante de una cadena y1 humana se amplificd por PCR usando CMV2 y JNT098 como cebadores, y la
secuenciacion se llevd a cabo usando CMV2, JNT082, JNT097 y JNT098 como cebadores. Asimismo, la regién
codificante de una cadena k1 humana se amplific6 por PCR usando CMV2 y JNT026 como cebadores, y la
secuenciacion se llevd a cabo usando CMV2 y JNT026 como cebadores. Debe observarse que los cebadores
mencionados anteriormente (CMV2, JNT026, JNT082, JNT097 y JNT098) consisten cada uno en las secuencias de
nucleétidos mostradas en la Figura 11.

Como resultado, las secuencias de ADNc de la cadena H y de la cadena L de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HUBA-1-
3D-2 producidas por las lineas celulares NSO antes mencionadas se apareaban completamente con las
correspondientes secuencias del ADNc de los vectores pChBA-1-3D, pHuBA-1-3D-1 y pHuBA-1-3D-2 (Figuras 12 a
16).

Ejemplo 5

Purificacién de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2

Cada una de las lineas celulares NS0-ChBA-1-3D 2A4, NS0-HuBA-1-3D-1 2D2 y NSO-HuBA-1-3D-2 3F7 se
cultivaron utilizando un frasco giratorio. Como medio, se us6 Hybridoma-SFM (Invitrogen). En la etapa en la que se
habia alcanzado una densidad celular de aproximadamente 1 x 10° células/ml, se afiadié 60 mg/ml de hidrolizado de
soja ultrafiltrado (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) (que se habia disuelto en medio SFM4MAb (HyClone)) en una
cantidad de 1/10 a las células. A continuacion, el cultivo celular se llevé a cabo hasta que el porcentaje de células
vivas fue del 50 % o menos. Se recuper6 un sobrenadante de cultivo por centrifugacion y filtracién, y el
sobrenadante celular recuperado se cargd en una columna de Proteina A-Sefarosa (HiTrap MABSelect SuRe, GE
Healthcare, Piscataway, NJ). La columna se lavd con PBS y luego se llevo a cabo la elucion con Glicina-HCI 0,1 M
(pH 3,0). El anticuerpo se neutralizé con Tris-HCI 1M (pH 8,0), y el tampdn se reemplazé entonces con PBS por
dialisis. La concentracion del anticuerpo se determind midiendo la absorbancia a 280 nm (1 mg/ml = 1,4 DO). Con
respecto al rendimiento del anticuerpo por cultivo de 500 ml de cada linea celular NSO, se obtuvieron 6,1 mg de cada
uno de ChBA-1-3D, 5,0 mg de HuBA-1-3D-1y 3,8 mg de HuBA-1-3D-2.

Los anticuerpos purificados ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 se sometieron a SDS-PAGE en condiciones
reducidas de acuerdo con un método ordinario. Como resultado, se confirmé una banda de cadena H de
aproximadamente 50 kDa y una banda de cadena L de aproximadamente 25 kDa en todos los anticuerpos (Figura
17). Ademas, todos los anticuerpos tenian una pureza del 95 % o mas después de la purificacion.

Ejemplo 6

Caracterizacion de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HUBA-1-3D-2

La actividad de unién de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 a un antigeno (Dlk-1 humana) se analizé usando
tres tipos diferentes de formatos de ELISA.

Como primer formato de ELISA, se llevo a cabo un ELISA para analizar una reacciéon monovalente de antigeno-
anticuerpo. Los anticuerpos ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2, que se habian diluido cada uno con PBS a
una concentracién de 1 yg/ml, se afiadieron cada uno en una cantidad de 100 pl/pocillo a una placa de 96 pocillos,
seguido de un recubrimiento a 4 °C durante la noche. La placa se lavé con un tampon de lavado y luego se bloqued
con un tampén de bloqueo. A continuacién, la placa se lavé de nuevo con un tampén de lavado. Se produjo una
serie de diluciones mezclando una proteina recombinante de la regién extracelular hDlk-1 (hDlk-1-His) (Nakamura
and Tajima, US2009/0326205 A1) con un tampoén ELISA por dilucién doble a partir de una concentracion de 1 ug/mi,
y luego se afiadio la proteina recombinante asi diluida en una cantidad de 100 pl/pocillo a la placa, seguido de
reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, la placa se lavé con un tampoén de lavado, y se
afadié un anticuerpo anti-etiqueta His de ratén conjugado con HRP (Hypromatrix, Worcester, MA) que se habia
diluido con un tampo6n ELISA a una concentracion de 1/2.000 en una cantidad de 100 pl/pocillo a la placa, seguido
de reaccion a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacién, el resultante se lavé con un tampon de
lavado, y luego se afadieron 100 pl de un sustrato ABTS a cada pocillo para realizar una reaccién de color.
Después, se anadieron 100 ul de acido oxalico 2 % a cada pocillo para terminar la reaccién. Seguidamente, se midid
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la absorbancia a 405 nm. Como resultado, las curvas de unién de hDIk-1-His a ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HUBA-1-
3D-2 se superpusieron completamente (Figura 18). Por lo tanto, se demostré que la afinidad antigénica de HuBA-1-
3D-1 y HuBA-1-3D-2 retenia la afinidad antigénica de ChBA-1-3D, y que se logré con éxito la humanizacién de BA-1-
3D.

Como segundo formato de ELISA, se afiadié hDIk-1-His, que se habia diluido con PBS a una concentracion de 0,5
pg/ml, en una cantidad de 100 ul/pocillo a una placa de 96 pocillos, seguido de recubrimiento a 4 °C durante la
noche. La placa se lavé con un tampon de lavado y luego se bloqued con un tampdn de bloqueo. A continuacion, la
placa se lavé con un tampén de lavado de nuevo. ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2, en cada uno de los
cuales se produjo una serie de dilucion de dos veces con un tampén ELISA a partir de una concentracion de 5 pg/ml,
se afiadieron cada uno en una cantidad de 100 pl/pocillo a la placa, seguido de reaccion a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente, la placa se lavé con un tampén de lavado, y se afiadié un anticuerpo policlonal anti-
cadena kappa humana de cabra conjugado con HRP que se habia diluido con un tampén ELISA a una
concentracion de 1/2.000 en una cantidad de 100 pl/pocillo a la placa, seguido de la reaccién a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A continuacion, se llevd a cabo una reaccion de color por el mismo método que el
descrito anteriormente. Como resultado, se determiné que los valores CEs, de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HUBA-1-
3D-2 eran 116 ng/ml, 148 ng/ml y 154 ng/ml, respectivamente (Figura 19), y los anticuerpos humanizados HuBA-1-
3D-1 y HuBA-1-3D-2 mostraron ambos una afinidad antigénica equivalente a la de ChBA-1-3D.

Como tercer formato de ELISA, se diluy6é hDIk-1-His para recubrir una placa de 96 pocillos hasta una concentracién
de 1/10, y luego se afiadié 0,05 pg/ml de hDIk-1-His en una cantidad de 100 pl/pocillo a la placa de 96 pocillos,
seguido de un recubrimiento a 4 °C durante la noche, para producir una placa ELISA recubierta con una baja
concentracion de hDIk-1-His. Ademas de las operaciones antes mencionadas, la union de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1
y HuBA-1-3D-2 a hDIk-1-His se midié de la misma manera que en el segundo formato de ELISA. Como resultado,
las actividades de unién de HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 se redujeron inesperadamente en comparacién con ChBA-
1-3D (Figura 20).

Como se demostro en el primer formato de ELISA, las actividades de unién monovalente de ChBA-1-3D, HuBA-1-
3D-1 y HuBA-1-3D-2 a hDIk-1-His no fueron sustancialmente diferentes entre si (Figura 18). Ademas, como se
demostré en el segundo formato de ELISA, incluso en el caso del ELISA que implica el recubrimiento con una alta
concentracion de hDIk-1-His, las actividades de union de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 a la proteina
hDIk-1-His no fueron sustancialmente diferentes entre si (Figura 18). En consecuencia, se consideré que los
resultados del tercer formato de ELISA con respecto a una reduccion en las actividades de unién de HuUBA-1-3D-1 y
HuBA-1-3D-2 a una baja concentracion de hDIk-1-His en comparacion con ChBA-1-3D (Figura 20) se obtuvieron
como consecuencia de una reduccion de la avidez (actividad de unién a antigeno) causada por una reduccioén de la
flexibilidad en el movimiento de los dos brazos de unién de un anticuerpo humanizado a un antigeno. Como en el
caso del segundo formato de ELISA, cuando la densidad de un antigeno es alta, todos los ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1
y HuBA-1-3D-2 pueden unirse divalentemente a un antigeno. En consecuencia, sus actividades de union se
detectan a niveles equivalentes (Figura 19). Como en el caso del ELISA de tercer formato, cuando la densidad de un
antigeno es baja, ChBA-1-3D puede unirse divalentemente a un antigeno. Sin embargo, HUBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-
2 solo se pueden unir monovalentemente a un antigeno debido a su reducida avidez. Por lo tanto, se considerd que
HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2 mostraron actividades de unién a antigeno menores que las de ChBA-1-3D.

Ejemplo 7

Generacion de mutantes de anticuerpo BA-1-3D humano y caracterizacién

Para determinar VH o VL, que causa una reduccion en la avidez de HuBA-1-3D-1 y HuBA-1-3D-2, se llevé a cabo el
siguiente experimento. En primer lugar, se sustituyé un fragmento del gen VBA HuBA-1-3D VL (Figura 10)
intercalado entre los sitios de enzima de restriccion Nhel y EcoRI en un vector pHuBA-1-3D-2 con el fragmento Nhel-
EcoRI (Figura 4) de BA-1-3D VL de raton para generar asi un vector de expresion (pHuVH2/MuVL) constituido por
HuBA-1-3D VH2 y BA-1-3D VL de ratén, concretamente, con VH humanizada y VL de ratén (HuVH/MuVL). A
continuacion, se sustituyé un fragmento del gen HuBA-1-3D VH2 (Figura 9) intercalado entre los sitios de restriccién
de la enzima Spel e Hindlll en un vector pHuBA-1-3D-2 con el fragmento Spel-Hindlll (Figura 3) de BA-1-3D VH de
raton para generar asi un vector de expresion (pMuVH/HuVL) constituido por BA-1-3D VH de ratén y HuBA-1-3D VL,
concretamente, con VH de raton y VL humanizada (MuVH/HuVL).

Posteriormente, los vectores de expresiéon pChBA-1-3D, pHuBA-1-3D-2, pHuVH2/MuVL y pMuVH/HuUVL se
transfectaron cada uno en células HEK293 utilizando reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con el
método incluido con el reactivo. Las células resultantes se cultivaron a 37 °C en un medio DME que contiene suero
fetal bovino 10 % en un incubador con CO, 7,5 durante varios dias, y luego se recuper6 un sobrenadante de cultivo.
La concentracion de un anticuerpo en el sobrenadante del cultivo se midi6 mediante el ELISA tipo sandwich
mencionado anteriormente. La actividad de unién de cada uno de ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-2, HuVH2/MuVL y
MuVH/HuVL a hDIk-1 se midid6 mediante el tercer formato de ELISA anteriormente mencionado (es decir, ELISA en
el que hDIk-1-His se recubrié en una concentracion de 0,05 pug/ml en la placa). Como resultado, las actividades de
union de HuVH2/MuVL y HuBA-1-3D-2 a hDIk-1-His fueron débiles, mientras que la actividad de union de
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MuVH/HuVL a hDIk-1-His fue equivalente a la de ChBA-1-3D (Figura 21). Por lo tanto, se demostré que HuBA-1-3D
VL no contribuye a una reduccion de la avidez y que HuBA-1-3D VH causa tal reduccion en la avidez.

Para recuperar la avidez reducida, se realiz6 la sustitucion de aminoacidos en HuBA-1-3D VH1. Como se muestra
en la Figura 6, un total de 23 aminoacidos (nimero de aminoécidos 5, 9, 11, 12, 13, 16, 20, 24, 38, 40, 41, 42, 43,
44, 73, 75, 82a, 82Db, 83, 85, 87, 89 y 108 (que fueron asignados de acuerdo con las definiciones de Kabat et al.,
(1991)) fueron diferentes entre las alineaciones de las secuencias de aminoacidos de HuBA-1-3D VH1 y BA-1-3D
VH de ratén. Por lo tanto, se gener6 un vector de expresiéon para un mutante (mutante pHuBA1-3D-1), en el que los
aminoacidos con estos numeros de aminoacido en HuBA-1-3D VH1 se sustituyeron con los aminoacidos
correspondientes en BA-1-3D VH de ratén.

Cabe sefialar que, con respecto a los nimeros de aminoacidos en las alineaciones que se muestran en la Figura 6,
también hay nameros asignados que son similares a, pero se distinguen de 52 u 82 (por ejemplo, 52a, 82a, etc.),
tales como 52 y 52a, 82 y 82a, 82b y 82c (esto también se aplica a la Figura 22). Por consiguiente, los nimeros de
aminoacidos usados en la Figura 6 (y Figura 22) son diferentes de los nimeros de aminoacidos en las secuencias
de aminoacidos (SEQ ID NOS: 15, 35, 40, 67 y 73) de péptidos maduros de VH en cada figura. Dado que los
numeros de los amino&cidos sustituidos se indican en funcién de las descripciones de los numeros de aminoacidos
en la Figura 6 (y la Figura 22) (por ejemplo, T73K, etc.) en la presente memoria descriptiva y dibujos, por ejemplo, el
aminoacido en la posiciéon 73 en la Figura 6 (y la Figura 22) corresponde al aminoacido en la posiciéon 74 en las
secuencias de aminoacidos (SEQ ID NOS: 15, 35 y 40) de los péptidos maduros de VH en las Figuras 1, 8 y 9 (lo
mismo se aplica a los aminoacidos con otros nimeros de aminoacidos o los nimeros de aminoacidos de VL).

En la presente memoria, cada mutante de sustitucion de aminoacido puede prepararse a partir del ADN que lo
codifica basandose en los conocimientos técnicos comunes de una persona experta en la materia con respecto a la
tecnologia de recombinacién génica. Para preparar cada mutante de sustitucion, se puede introducir una mutacion
en el ADN mediante métodos conocidos tales como un método de Kunkel o un método del ADN duplex discontinuo,
utilizando kits de introduccion de mutaciones que utilizan mutagénesis dirigida al sitio, como el sistema de
mutagénesis dirigida al sitio GeneTailor™ ( fabricado por Invitrogen) o el sistema de mutagénesis dirigida al sitio
TaKaRa (Prime STAR (marca registrada) Mutagenesis Basal kit, Mutan-Super Express Km, etc., fabricado por
Takara Bio Inc.). Se puede preparar un vector de expresion para cada mutante de sustituciéon, por ejemplo,
introduciendo una mutacién en el ADN que codifica HuBA-1-3D VH1 en un vector pHuBA1-3D-1.

La Figura 22 muestra los nombres de los 23 tipos generados de mutantes HUBA-1-3D VH1 (V5Q a T73K/T75S) y las
secuencias de aminoacidos de los mismos (en las que solo se muestran los aminoacidos que son diferentes a los de
la secuencia de aminoacidos de HuBA-1-3D VH1).

Los vectores de expresion para los mutantes individuales pHuBA-1-3D-1 se transfectaron cada uno en células
HEK293, y luego, usando un sobrenadante de cultivo, se midi6 la actividad de unidon de cada anticuerpo con
sustitucion de aminoacidos con hDIk-1 mediante el tercer formato de ELISA (es decir, el ELISA en el que se recubre
la placa con una baja concentracion de hDIk-1-His (0,05 ug/ml). Entre los 23 tipos de mutantes HUBA-1-3D VH1, se
encontré que un mutante T73K (HuBA-1-3D-1-T73K) en el que la treonina (T) con el nimero de aminoacido namero
73 se sustituy6é con lisina (K), recuperaba su actividad de unién al antigeno, parcialmente pero aparentemente.
Ademas, también se encontré que un mutante A24G (HuBA-1-3D-1-A24G) en el que la alanina (A) con el nimero de
aminoacido 24 se sustituyo con glicina (G) también recuperaba su actividad de unién al antigeno (Figura 23). De los
otros 21 tipos de mutantes, ninguno recuperé su actividad de union al antigeno, en comparacion con HuBA-1-3D-1,
o bien la actividad de union al antigeno recuperada solo se observaba ligeramente.

Ademas, para recuperar la avidez reducida de HuBA-1-3D-1, se realiz6 una sustitucion de dos aminoacidos
(A24G/T73K), en la cual se combind la sustitucién de aminoacidos A24G con la sustitucion de aminoacidos T73K,
para generar un mutante (Figura 22). Ademas, anteriormente ya se habia descrito que el 5.° aminoacido (V) y el 75.°
aminoacido (T) estaban situados cerca del 73.° aminoacido en la estructura tridimensional de una region variable, y
que el 11.° aminoacido (V) esta contenido en una articulacion esférica entre la VH y la CH de una cadena y (Landolfi
et al., J. Immunol. 166: 1748, 2001). Por lo tanto, se generaron los mutantes (V5Q/T73K, V11L/T73K y T73K/T75S),
en los cuales el 5.2, 11.° y 75.° aminoéacidos se sustituyeron con otros aminoacidos, asi como la sustitucién de T73K
(Figura 22). Estos mutantes de sustitucion de aminoacidos y sus vectores de expresion se prepararon por el mismo
método que para la preparacion de los 23 tipos de mutantes de sustitucion de aminoacidos antes mencionados.

Los vectores de expresion (pHuBA-1-3D-1-A24G/T73K, pHuBA-1-3D-1-V5Q/T73K, pHuBA-1-3D-1-V11L/T73K y
pHUBA-1-3D-1-T73K/T75S) para los 4 tipos de mutantes de sustitucion de dos aminoacidos antes mencionados
(HuBA-1-3D-1-A24G/T73K, HuBA-1-3D-1-V5Q/T73K, HuBA-1-3D-1-VIIL/T73K and HuBA-1-3D-1-T73K/T75S) y los
vectores de expresion pChBA-1-3D y pHuBA-1-3D-1 se transfectaron cada uno en células HEK293, y luego, usando
un sobrenadante de cultivo, se midio la actividad de unién de cada anticuerpo con sustitucion de aminoacido a hDIk-
1 mediante el tercer formato de ELISA (es decir, el ELISA en el cual la placa se recubrié con una baja concentracion
de hDIk-1-His (0,05 pg/ml)). Como resultado, entre los 4 tipos de mutantes antes mencionados, el mutante
A24G/T73K (HuBA-1-3D-1-A24G/T73K) exhibié una fuerte actividad de union a hDIk-1-His, que era equivalente a
ChBA-1- 3D (Figura 23) y otros 3 tipos de mutantes apenas mejoraron a partir del mutante T73K (HuBA-1-3D-1-
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T73K) como un mutante de sustitucion de un aminoécido.
Ejemplo 8

Expresién, purificacién y caracterizacion de HuBA-1-3D-1-T73K y HUBA-1-3D-1-A24G/T73K

Los vectores de expresion (pHuBA-1-3D-1-T73K y pHuBA-1-3D-1-A24G/T73K) para HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-
3D-1-A24G/T73K como anticuerpos mutantes se transfectaron en células NSO mediante el mismo método que el
descrito en el Ejemplo 4, de modo que se pudo establecer una linea celular NSO (NSO-HuBA-1-3D-1-T73K 3E12)
que producia de forma estable las lineas celulares HUBA-1-3D-1-T73K y NSO (NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 2G3,
NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 5C7 yNSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 5F9) que producen de forma estable HuBA -1-
3D-1-A24G/T73K. Las lineas celulares establecidas se adaptaron a un medio sin suero (Hybridoma SFM
(Invitrogen)).

Las secuencias de la cadena H y la cadena L de un anticuerpo producido por cada una de estas lineas celulares
NSO-HuBA-1-3D-1-T73K 3E12, NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 2G3, NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 5C7 and NSO-
HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 5F9 se confirmaron mediante secuenciacién de ADNc que era el mismo método que el
descrito en el Ejemplo 4. Las secuencias de ADNc de la cadena H y la cadena L de HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-
3D-1-A24G/T73K producidas por las lineas celulares NSO mencionadas anteriormente se aparearon completamente
con las correspondientes secuencias del ADNc de los vectores pHUBA-1-3D-1-T73K y pHuUBA-1-3D-1-A24G/T73K,
respectivamente (Figuras 16, 24 y 25).

Las células NSO-HuBA-1-3D-1-T73K 3E12 y las células NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 2G3 se cultivaron en un
medio Hybridoma SFM por el mismo método que el descrito en el Ejemplo 5, y a continuacion, se purificaron HUBA-
1-3D-1-T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de cada sobrenadante de cultivo usando una columna de Proteina A. El
HuBA-1-3D-1-T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K purificados se sometieron a SDS-PAGE en condiciones reducidas.
Como resultado, se confirmé una cadena H de aproximadamente 50 kDa y una cadena L de aproximadamente 25
kDa (Figura 17), y la pureza de cada anticuerpo fue del 95 % o mas.

Posteriormente, se analiz6 la avidez (actividad de unién al antigeno) del ChBA-1-3D, HuBA-1-3D-1, HuBA-1-3D-1-
T73K y HuBA-1-3D-1-A24G/T73K purificados a un antigeno mediante el tercer formato de ELISA anteriormente
mencionado, en el cual hDIk-1-His se revistié en una concentracién baja (0,05 ug/ml) en una placa de 96 pocillos.
Como resultado, la actividad de unién al antigeno de HuBA-1-3D-1-T73K fue mas fuerte que la de HuUBA-1-3D-1,
pero fue mas débil que la del anticuerpo ChBA-1-3D. Por otro lado, el valor CEso de HUBA-1-3D-A24G/T73K fue de
35,5 ng/ml, el cual era préximo al valor CEsp de ChBA-1-3D (25,4 ng/ml). Por lo tanto, se demostré que HuBA-1-3D-
1-A24G/T73K tenia una avidez mejorada, la cual se redujo en HuBA-1-3D-1, y por lo tanto que HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K adquirié una actividad de union al antigeno equivalente a la de ChBA-1-3D (Figura 26).

Ejemplo 9

Generacioén de linea celular NSO de alta produccién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K

La transfeccién del vector pHuBA-1-3D-1-A24G/T73K en células NSO, la construccién de una linea celular estable y
la adaptacion de la linea celular a un medio sin suero (Hybridoma SFM) se llevaron a cabo de la misma manera que
se describié en el Ejemplo 4 y en el Ejemplo 8. NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 8A3, una de las lineas celulares NSO
establecidas de alta produccién del anticuerpo HuBA-1-3D-1-A24G/T73K, se cultivd en 37 °C en 40 ml de un medio
Hybridoma SFM que contiene L-glutamina 2 mM vy solucion de Pluronic F-68 0,1 % (Sigma) en un matraz
Erlenmeyer de plastico de 250 ml en un incubador con CO2 5 % , usando un agitador rotatorio y a un nimero de
revoluciones de 100 rpm.

En el momento en que la densidad celular alcanzaba aproximadamente 2 x 10° células/ml, se afiadié 35 mg/ml de
Cell Boost 4 (HyClone) en una cantidad de 1/10 y una solucion de Pluronic F-68 0,1 %. Dos dias mas tarde, se
afnadié 60 mg/ml de hidrolizado de soja ultrafiltrado (Irvine Scientific) diluido con un medio SFM4MAb (HyClone) en
una cantidad de 1/10 y una solucion de Pluronic F-68 0,1 % al medio, y el cultivo se continué hasta que se obtuvo un
porcentaje de células vivas de 50 % o menos. La concentracion de HUBA-1-3D-1-A24G/T73K en el sobrenadante del
cultivo fue de 73 pg/ml.

Las secuencias de las cadenas H y L de un anticuerpo producido por células NSO-HuBA-1-3D-1-A24G/T73K 8A3 se
confirmaron por secuenciacion de ADNc, que era el mismo método que el descrito en el Ejemplo 4. Las secuencias
asi confirmadas se aparearon completamente con las correspondientes secuencias del ADNc del vector pHuBA-1-
3D-1-A24G/T73K (Figuras 16 y 25).

Ejemplo 10

Examen de la estabilidad de unién al antigeno de HuUBA-1-3-D-1-A24G/T73K
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La estabilidad de unién al antigeno de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K como anticuerpo mutante se examiné mediante
una prueba acelerada en una formulacién liquida y una prueba de conservacién en plasma de mono cinomolgo.

En primer lugar, se llevo a cabo una prueba acelerada en una formulacion liquida de la siguiente manera. HUBA-1-
3D-1-A24G/T73K se conservo en 3 tipos de tampones con diferentes valores de pH a 40 °C durante 1 mes. El
tampon utilizado fue una solucién que contenia glutamato de sodio 10 mM (Wako), D-sorbitol 262 mM (Wako) y
Polisorbato 0,05 mg/ml (Wako), y esta solucién se ajust6é para tener 3 tipos de valores de pH, concretamente, pH
4,0, 5,5y 7,0. Las concentraciones del anticuerpo en los tampones que tienen diferentes valores de pH fueron 0,977
mg/ml (pH 4,0), 0,996 mg/ml (pH 5,5) y 0,959 mg/ml (pH 7,0), y la conservacién se inicié6 a 40 °C. Después de la
finalizacion de la conservacion, cada muestra se conservo a -80 °C hasta la medicién de la actividad de union al
antigeno. Ademas, como producto patron de la actividad, se utiliz6 una muestra preparada conservando a -80 °C
una solucién de anticuerpo antes de la conservacion a 40 °C durante 1 mes. Para la medicion de la actividad de
unioén al antigeno, se llevaron a cabo andlisis FACS y ELISA inmovilizado con antigeno. El analisis de FACS se llevo
a cabo usando células HEK293-hDIk-1 preparadas permitiendo que un gen DIk-1 humana de longitud completa se
exprese de manera estable en células HEK293 (Nakamura y Tajima, US2009/0326205 Al). Las células se
eliminaron de la placa de cultivo mediante un tratamiento con tripsina. A una suspensioén celular de 5 x 10° células,
se afadieron 100 ul de una solucidon de anticuerpo preparada diluyendo la muestra de prueba acelerada o el
producto patron de actividad a una concentracion de 10, 3, 1, 0,3 o 0,1 yg/ml con un medio que contenia FCS 10 %
como anticuerpo primario. La mezcla obtenida se incub6 a 4 °C durante 20 minutos. A continuacion, el producto de
reaccion se lavé con 1 ml de un medio que contenia FCS 10 % y al resultante se afiadié 100 pl de una solucién de
anticuerpo secundario que contenia un anticuerpo anti-Fc 1IgG humana marcado con biotina diluido 2000 veces
(Rockland) y PE marcado con estreptavidina (BD Pharmingen) diluido 500 veces. La mezcla obtenida se incub6 a 4
°C durante 20 minutos, y el producto de reaccion se lavo después nuevamente con 1 ml de un medio que contenia
FCS al 10 %. Después de eso, la muestra que contenia las células marcadas se suspendié en 1 ml de PBS que
contenia FCS 1 % y EDTA 2 mM y la suspension obtenida se analizé a continuacion utilizando FACSCalibur (Becton
Dickinson). Como resultado de la prueba acelerada a 40 °C durante 1 mes, las muestras exhibieron una actividad de
unién al antigeno equivalente a la del producto patréon de actividad conservado a -80 °C en todos los tampones
examinados con 3 tipos de valores de pH (Figura 27A).

Ademas, la medicion de la actividad de union al antigeno se llevé a cabo mediante ELISA inmovilizado con antigeno.
El ELISA inmovilizado con antigeno se llevd a cabo de la siguiente manera. Una placa de 96 pocillos (BD FALCON)
se recubrié con una proteina recombinante de la regién extracelular de hDIk-1 (hDIk-1 His) que se habia diluido con
PBS a una concentracion de 3 ug/ml en una cantidad de 50 ul/pocillo (4 °C, durante la noche). A continuacion, la
placa se lavo con un tampén de lavado (PBS que contenia Tween 20 0,01 %) y se afiadié un tampén de bloqueo
(PBS que contenia leche desnatada 2 % y Tween 20 0,05 %) en una cantidad de 200 pl/pocillo a la placa, con el fin
de bloquearlo (temperatura ambiente, 1 hora). Después de lavar la placa con un tamp6n de lavado, se diluyé un
anticuerpo de prueba con un tampoén ELISA (PBS que contiene leche desnatada 1 % y Tween 20 0,025 %) a
concentraciones de 1, 0,1, 0,03, 0,01 y 0,001 pg/ml, y después se afiadié a cada solucién de anticuerpo en una
cantidad de 50 pl/pocillo a la placa (temperatura ambiente, 2 horas). A continuacion, la placa se lavé con un tampén
de lavado y, como anticuerpo de deteccion, se afadié entonces un anticuerpo anti-cadena k humana de cabra
marcado con HRP (Southern Biotech) que se habia diluido 2.000 veces con un tampén ELISA en una cantidad de 50
ul/pocillo a la placa (temperatura ambiente, 1 hora). La placa se lavd con un tampén de lavado, y luego se afiadio
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina; SIGMA) como una solucion de sustrato en una cantidad de 50 pl/pocillo a la placa
para realizar una reaccién de color. Se afiadié acido sulfurico 1 M en una cantidad de 25 pl/pocillo a la placa para
terminar la reaccién. Posteriormente, empleando el lector de microplacas iMark (Bio Rad), se midié la absorbancia a
450 nm usando la absorbancia a 655 nm como referencia. Como resultado, al igual que con los resultados del
analisis FACS, no se observé una disminucion en la actividad debido a la conservacion a 40 °C durante 1 mes en los
tampones con los 3 tipos diferentes de valores de pH (Figura 27B).

A partir de estos resultados, quedé claro que HuBA-1-3D-1-A24G/T73K conserva una actividad de unién al antigeno
estable en una formulacién liquida.

A continuacién, se examiné la actividad de union al antigeno de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en plasma de mono
cinomolgo mediante ELISA inmovilizado con antigeno. El plasma de mono cinomolgo utilizado fue plasma
combinado, tratado con heparina, que se adquirié en Japan SLC, Inc. A continuacion, el plasma de mono cinomolgo
se conservo a -80 °C antes de su uso. Cuando se us6, el plasma de mono cinomolgo descongelado se centrifugd
con una centrifuga pequefia (Beckman) a 12.000 rpm durante 5 minutos, y luego se usé el sobrenadante obtenido.
Se preparé una muestra para usar en ELISA inmovilizado con antigeno de la siguiente manera. HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K se mezcld con plasma de mono cinomolgo para preparar una solucién de 10 ug/ml de HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K, y la solucién se incubd a 37 °C durante 1, 6, 24, 48 horas y 7 dias. Las muestras que se habian
incubado durante diferentes periodos de tiempo se conservaron a -80 °C antes de la medicion. Como producto
patron de actividad, se us6 una muestra inmediatamente después de prepararse como una solucién 10 ug/ml de
HuBA-1-3D-1-A24G/T73K. Tras la medicion de la actividad de unién al antigeno, las muestras de medicion
descongeladas se centrifugaron cada una con una centrifuga pequefia (Beckman) a 12.000 rpm durante 5 minutos, y
los sobrenadantes obtenidos se usaron a continuacion. El ELISA inmovilizado con antigeno se llevé a cabo de la
siguiente manera. Una placa de 96 pocillos (BD FALCON) se recubrié con una proteina recombinante (hDIk-1 His)
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de la region extracelular de hDIk-1 que se habia diluido con PBS a una concentracién de 3 ug/ml en una cantidad de
50 pl/pocillo. (4 °C, durante la noche). A continuacion, la placa se lavé con un tampén de lavado (PBS que contenia
Tween 20 0,05 %) y se afiadid un tampo6n de bloqueo (PBS que contenia caseina 1 %) en una cantidad de 200
pl/pocillo a la placa, para bloquearla (temperatura ambiente, 1 hora). Después de lavar la placa con un tampo6n de
lavado, la muestra de medida se diluyd con un tampén de bloqueo a una concentracién de 0,1 pg/ml, y la solucién
diluida se afadié luego en una cantidad de 50 pl/pocillo a la placa (temperatura ambiente, 1 hora). Posteriormente, la
placa se lavé con un tampoén de lavado y para la deteccion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K, se afiadio un anticuerpo
anti-cadena k humana de cabra marcado con HRP (Southern Biotech) que se habia diluido 2.000 veces con un
tampodn de bloqueo en una cantidad de 50 pl/pocillo a la placa (temperatura ambiente, 1 hora). La placa se lavé con
un tampon de lavado y luego se afiadié TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina; SIGMA) como una solucién de sustrato en
una cantidad de 50 pl/pocillo a la placa para realizar una reaccién de color. Se afiadié acido sulfdrico 1 M en una
cantidad de 25 pl/pocillo a la placa para terminar la reaccién. A continuacion, empleando el lector de microplacas
iMark o el lector de microplacas Modelo 550 (Bio Rad), se midi6 la absorbancia a 450 nm usando la absorbancia a
655 nm como referencia. Como resultado, no se observo una disminucién significativa en la actividad de unién al
antigeno en HuBA-1-3D-1-A24G/T73K incluso después de la incubacion durante 7 dias (Figura 28). Por
consiguiente, se demostré que HuBA-1-3D-1-A24G/T73K puede conservar una actividad de unién al antigeno
estable en plasma de mono cinomolgo. Estos resultados sugirieron que HuBA-1-3D-1-A24G/T73K podria conservar
una actividad de unién al antigeno estable también en plasma humano (en sangre humana).

Ejemplo 11

Actividad antitumoral del anticuerpo anti-DIk-1 humana humanizado (HuBA-1-3D-1-A24G/T73K) in vivo (Este titulo
también se aplica a los Ejemplos 11 a 16)

<Actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento con xenoinjerto de células HepG2 de
carcinoma hepatocelular humano>

La actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K in vivo se examin6 con modelos de tratamiento con
xenoinjertos que usan células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano, en las cuales hDIk-1 se expresé
enddgenamente en la superficie celular de las mismas.

Se trasplantaron células HepG2 (5 x 10° células) en el subcutis del flanco derecho de cada uno de los ratones NOD-
scid hembra de 7 semanas de edad (Dia 0) Nueve dias después del trasplante (dia 9), cuando el volumen del tumor
medio alcanz6 aproxmadamente 100 mm?, los ratones se dividieron en un grupo de control (grupo de administracion
PBS,N=8,96,6 £ 11 0 mm ) un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (1 mg/kg de peso corporal)
(N=8,96,2 + 8 5 mm ) un grupo de administracién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5 mg/kg de peso corporal) (N = 8,
96,3 £ 8, 6 mm ) y un grupo de administracion de HuUBA-1-3D-1-A24G/T73K (10 mg/kg de peso corporal) (N = 8, 96,2
+ 8,5 mm ) A partir del mismo dia, el anticuerpo se administrd por via intraperitoneal a los ratones a intervalos de
una vez cada 3 dias.

Como resultado, eI 23.° dia (dia 23) después del trasplante de células cancerosas, el volumen del tumor fue de
900,1 + 248,6 mm® en el grupo control, mientras que se observé una actividad antitumoral extremadamente alta
(actividad inhibidora de la formacion tumoral) en todos los grupos de adm|n|straC|on HuBA-1-3D-1-A24G/T73K con
diferentes dosis. Es decir, el volumen del tumor fue de 93,4 + 47,3 mm° en el grupo de admlnlstra0|on de 1 mg/kg de
peso corporal (tasa inhibitoria: 89,6 %, P <0,01 en la prueba t de Student), fue de 102,6 + 39,7 mm?® en el grupo de
administracion de 5 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 88,6 %, P <0,01 en la prueba t de Student), y fue de
140,6 + 55,0 mm® en el grupo de administracién de 10 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 84,4 %, P <0,01
mediante la prueba t de Student) (Figura 29A).

Del mismo modo, con respecto al peso del tumor en el 23.° dia (dia 23) después del trasplante de células
cancerosas, el peso tumoral fue 0,440 + 0,105 g en el grupo control, mientras que se observd una actividad
antitumoral extremadamente alta (actividad inhibidora de la formacion tumoral) en todos los grupos de
administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K con diferentes dosis. Es decir, el peso tumoral fue de 0,030 + 0,026 g
en el grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (1 mg/kg de peso corporal) (tasa inhibitoria: 93,2 %, P
<0,01 en la prueba t de Student) , fue de 0,042 + 0,026 g en el grupo de administracion de 5 mg/kg de peso corporal
(tasa inhibitoria: 90,5 %, P <0,01 en la prueba t de Student), y fue de 0,065 + 0,039 g en el grupo de administracion
de 10 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 85,1 %, P <0,01 en la prueba t de Student) (Figura 29B).

Ejemplo 12

<Actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento con xenoinjerto de células SK-N-
Flde neuroblastoma humano SK-N-F1>

La actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K in vivo se examind con modelos de tratamiento con

xenoinjerto usando células de neuroblastoma humano SK-N-F1, en las cuales hDIk-1 se expres6é endégenamente en
la superficie celular de las mismas.
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Células SK-N-F1 (aproximadamente 5 x 10° células) se trasplantaron en el subcutis del flanco derecho de cada uno
de los ratones NOD-scid hembra de 7 semanas de edad (Dia 0). Trece dias después del trasplante (dia 13), cuando
el volumen del tumor promedio alcanz6 aproxmadamente 100 mm?®, los ratones se dividieron en un grupo de control
(grupo de administracién de PBS, N = 8, 91,7 + 18,3 mm ) un grupo de administracién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K
(2 mg/kg de peso corporal) (N =8, 91,9 + 16,9 mm ) un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5
mg/kg de peso corporal) (N = 8, 91,5 + 16,5 mm ) y un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (10
mg/kg de peso corporal) (N = 8, 90,2 + 11,7 mm) A partir del mismo dia, el anticuerpo se administré por via
intraperitoneal a los ratones a intervalos de una vez cada 3 dias.

Como resultado, en el 34.° dia después del trasplante de las células cancerosas (dia 34), el volumen del tumor fue
de 1231,6 + 411,1 mm® en el grupo control, mientras que se observé una actividad antitumoral dependiente de la
dosis (actividad inhibidora de la formacién tumoral) en Ios grupos de administracion de HUBA-1-3D-1-A24G/T73K. Es
decir, el volumen del tumor fue de 713,6 + 343,8 mm® en el grupo de admlnlstraC|0n de 1 mg/kg de peso corporal
(tasa inhibitoria: 42,1 %, P <0,05 en la prueba t de Student), fue de 317,0 + 160,6 mm? en el grupo de administracion
de 5 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 74,3 %, P <0,01 en la prueba t de Student), y fue de 189,0 + 104,0
mm?® en el grupo de administracion de 10 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 84,7 %, P <0,01 en la prueba t de
Student) (Figura 30A).

Del mismo modo, con respecto al peso del tumor en el 34.° dia (dia 34) después del trasplante de células
cancerosas, el peso tumoral fue de 0,584 + 0,213 g en el grupo control, mientras que se observd una actividad
antitumoral dependiente de la dosis (actividad inhibidora de la formacion tumoral) en los grupos de administracion de
HuBA-1-3D-1-A24G/T73K. Es decir, el peso tumoral fue de 0,379 + 0,183 g en el grupo de administracién de HuBA-
1-3D-1-A24G/T73K (1 mg/kg de peso corporal) (tasa inhibitoria: 64,8 %), fue de 0,165 + 0,115 g en el grupo de
administracion de 5 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 71,8 %, P <0,01 en la prueba t de Student), y fue de
0,093 £ 0,059 g en el grupo de administracion de 10 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 84,1 %, P <0,01 en la
prueba t de Student) (Figura 30B).

[Ejemplo 13]

<Evaluacion de la eficacia farmacolégica de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K a dosis bajas en modelos de tratamiento con
xenoinjerto de células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano, y comparacion con las eficacias farmacolégicas
del agente antineoplasico existente>

La actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K in vivo se examind con modelos de tratamiento con
xenoinjerto usando células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano, en las cuales hDIk-1 se expresaba
enddgenamente en la superficie celular de las mismas. Al mismo tiempo, se comparé HuBA-1-3D-1-A24G/T73K con
el “Nexavar” existente (comprimidos de tosilato de sorafenib, Bayer) aprobado como agente terapéutico para el
cancer de higado, en términos de actividad antitumoral.

Se trasplantaron células HepG2 (5 x 10° células) en el subcutis del flanco derecho de cada uno de los ratones NOD-
scid hembra de 7 semanas de edad (Dia 0) Diez dias después del trasplante (dia 10), cuando el volumen del tumor
medio alcanz6 aproxmadamente 100 mm?, los ratones se dividieron en un grupo de control (grupo de administracion
PBS, N = 8, 107,0 + 16,8 mm) un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (0,1 mg/kg de peso
corporal) (N = 8, 108,0 £ 13,9 mm ) un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (0,5 mg/kg de peso
corporal) (N = 8, 107,9 £ 10,5 mm ) y un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (1 mg/kg de peso
corporal) (N = 8, 107,9 £ 10,0 mm ) A partir del mismo dia, el anticuerpo se administré por via intraperitoneal a los
ratones a intervalos de una vez cada 3 dias. Ademas con respecto a un grupo de administracion de Nexavar (40
mg/kg de peso corporal) (N = 8 107,7 £ 9,7 mm ) y un grupo de administracion de Nexavar (80 mg/kg de peso
corporal) (N =8, 107,9 £ 9,6 mm ) desde el mismo dia, el agente se administr6 por via oral a los ratones en un ciclo
que consistia en 5 dias a la semana de administracion y 2 dias a la semana de retirada del farmaco.

Como resultado, el 28.° dia (dia 28) después del trasplante de células cancerosas, el volumen del tumor fue de
945,2 + 562,1 mm?® en el grupo de control, mientras que fue de 219,4 + 182,8 mm?® en el grupo de administracion de
0,5 mg/kg de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (tasa inhibitoria: 76,8 %, P <0,01 en la prueba t de Student) y fue de 116,5 +
69,2 mm® en el grupo de administracion de 1 mg/kg de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (tasa inhibitoria: 87,7 %, P <0,01
en la prueba t de Student) (Figura 31A). Por lo tanto, se observé una actividad antitumoral extremadamente alta
incluso a una dosis baja (0,5 mg/kg) en los casos de los grupos de administracion de HuUBA-1-3D-1-A24G/T73K. La
actividad antitumoral en los grupos de administracion de Nexavar fue mas débil que en los grupos de administracién
de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K. No se observo una actividad antitumoral significativa en el grupo de administracion de
40 mg/kg de Nexavar (588,0 + 314,0 mm ) en comparacion con el grupo de control, y fue de 384,1 + 190,4 mm?®
incluso en el grupo de administracion de 80 mg/kg de Nexavar (tasa inhibitoria: 59,4 %, P <0,05 en la prueba t de
Student) (Figura 31B).

Como indicador de los efectos secundarios, con respecto a un cambio en los pesos corporales de los ratones

después del trasplante de células cancerosas, se establecié el valor medio de los pesos corporales de los ratones en
cada grupo en el momento de la agrupacion (Dia 10) al 100 %, y se examiné la tasa de aumento de los pesos
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corporales de los ratones en cada grupo a lo largo del tiempo hasta el 28.° dia (dia 28). En el grupo control, se
observé una disminucion en el peso corporal de los ratones con el crecimiento del tumor (93,0 + 8,5 %, N = 8, dia
28). En los grupos de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K, que exhibieron efectos antitumorales, no se
observo una disminucion tal de los pesos corporales de los ratones (grupo de administracion de 0,5 mg/kg: 99,0
10,0 %, grupo de administracion de 1 mg/kg: 100,0 + 4,2 %). En los grupos de administracion de Nexavar, se
observo una disminucién en los pesos corporales con el tiempo, y la tasa de disminucién del peso corporal el dia 28
fue de 83,0 £ 5,2 % en el grupo de administracion de 40 mg/kg de Nexavar (N = 8, P <0,01 en la prueba t de
Student), y fue de 80,0 + 7,7 % en el grupo de administracion de 80 mg/kg de Nexavar (N = 7, P <0,05 en la prueba t
de Student) (Figura 31C). A partir de los resultados anteriores, se hizo evidente que el anticuerpo HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K tiene una actividad de inhibicién casi completa del crecimiento tumoral incluso cuando se administra a
una dosis tan baja como 0,5 mg/kg de peso corporal. Ademas, también quedoé claro que el anticuerpo HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K exhibe una fuerte actividad antitumoral cuando se compara con Nexavar, un agente terapéutico
existente para el cancer de higado, y no causa efectos secundarios.

Ejemplo 14

<Evaluacion de las eficacias farmacoldgicas de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento con
xenoinjerto de células HepG2/C3A de carcinoma hepatocelular humano>

La actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K sobre el cancer de higado se examiné con modelos de
tratamiento con xenoinjerto utilizando células HepG2/C3A de carcinoma hepatocelular humano (ATCC, N.° Cat.
CRL-10741).

Se trasplantaron células HepG2/C3A (5 x 10° células) en el subcutis del flanco derecho de cada uno de los ratones
NOD-scid hembra de 7 semanas de edad (Dia 0). Diez dias después del trasplante (dia 10), cuando el volumen del
tumor medio alcanzé 100 mm?®, los ratones se dividieron en un grupo control (grupo de administracion de PBS, N =
8,120,8 +22,6 mm3), un grupo de administracién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (0,1 mg/kg de peso corporal) (N = 8,
120,4 £ 18,4 mmi), un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (0,5 mg/kg de peso corporal) (N = 8,
120,1 + 18,8 mm®), un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (1 mg/kg de peso corporal) (N = 8,
120,3 £ 18,8 mmsg, y un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5 mg/kg de peso corporal) (N = 8,
120,6 + 21,0 mm®). A partir del mismo dia, el anticuerpo se administré por via intraperitoneal a los ratones a
intervalos de una vez cada 3 dias.

Como resultado, el 26.° dia (dia 26) después del trasplante de células cancerosas, el volumen del tumor fue de
637,6 + 353,9 mm® en el grupo de control (N = 8), mientras que se observé una actividad antitumoral
estadisticamente significativa en el grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de 1 mg/kg de peso
corporal y en el grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de 5 mg/kg. El volumen del tumor fue de
132,9 + 266,1 mm® en el grupo de administracion de 1 mg/kg3 de peso corporal (tasa inhibitoria: 79,2 %, N = 8, P
<0,01 en la prueba t de Student), y fue de 128,0 + 75,6 mm” en el grupo de administracién de 5 mg/kg de peso
corporal (tasa inhibitoria: 79,9 %, N = 8, P <0,01 en la prueba t de Student) (Figura 32A).

Del mismo modo, con respecto al peso del tumor en el 26.° dia (dia 26) después del trasplante de células
cancerosas, el peso tumoral fue de 0,624 + 0,381 g en el grupo control, mientras que fue de 0,107 + 0,117 g en el
grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de 1 mg/kg (tasa inhibitoria: 82,9 %, P <0,01 en la prueba t de
Student), y fue de 0,079 + 0,056 g en el grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de 5 mg/kg de peso
corporal (tasa inhibitoria: 87,3 %, P <0,01 en la prueba t de Student), y por lo tanto, se confirmé una actividad
antitumoral extremadamente fuerte (Figura 32B).

Ejemplo 15

<Evaluacion de las eficacias farmacoldgicas de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos de tratamiento con
xenoinjerto de células Lu-135 de cancer de pulmoén microcitico humano>

La actividad antitumoral de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K en el cancer de pulmén microcitico se examind con modelos
de tratamiento con xenoinjerto utilizando células humanas de cancer de pulmén microcitico Lu-135 (adquiridas en
Health Science Research Resources Bank, Japon Health Sciences Foundation, N.° Cat JCRB0170), en las cuales
hDIk-1 se expresé endégenamente en la superficie celular de las mismas.

Se trasplantaron células Lu-135 (5 x 10° células) en el subcutis del flanco derecho de cada uno de los ratones NOD-
scid hembra de 7 semanas de edad (Dia 0). Diez dias después del trasplante (dia 10), cuando el volumen del tumor
medio alcanz6 aproximadamente 100 mm?, los ratones se dividieron en un grupo control (grupo de administracion de
PBS, N =8, 100,9 + 12,7 mm3), un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (1 mg/kg de peso corporal)
(N=8,100,6 +8,1 mm3), y un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (10 mg/kg de peso corporal) (N
=8,102,9 + 12,0 mm3). A partir del mismo dia, el anticuerpo se administré por via intraperitoneal a los ratones a
intervalos de una vez cada 3 dias. Como resultado, en el 34.° dia (dia 34) después del trasplante de células
cancerosas, el volumen del tumor fue de 972,7 + 266,8 mm° en el grupo de control, mientras que fue de 631,9 +
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218,9 mm® en el grupo de administracién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de 1 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria:
35,0 %, P <0,05 en la prueba t de Student), y fue de 582,3 + 220,4 mm? en el grupo de administracién de HuBA-1-
3D-1-A24G/T73K de 10 mg/kg de peso (tasa inhibitoria: 40,1 %, P <0,05 en la prueba t de Student). Por lo tanto, se
confirm6 una actividad antitumoral estadisticamente significativa en los grupos de administracion de HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K (Figura 33A).

Del mismo modo, con respecto al peso del tumor en el 34.° dia (dia 34) después del trasplante de células
cancerosas, el peso tumoral fue de 0,632 + 0,177 g en el grupo control, mientras que fue de 0,429 + 0,161 g en el
grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K de 1 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 32,1 %, P <0,05
en la prueba t de Student), y fue de 0,420 £ 0,178 g en el grupo de administracion de HUBA-1-3D-1-A24G/T73K de
10 mg/kg de peso corporal (tasa inhibitoria: 33,5 %, P <0,05 en la prueba t de Student). Por lo tanto, se confirmé una
actividad antitumoral estadisticamente significativa en los grupos de administraciéon de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K
(Figura 33B).

Ejemplo 16

<Induccién de apoptosis en células cancerosas mediante la administracion de HUBA-1-3D-1-A24G/T73K en modelos
de tratamiento con xenoinjerto de células HepG2 de carcinoma hepatocelular humano>

A continuacién, con respecto al mecanismo de acciéon de la actividad antitumoral exhibida por HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K, se examind la apoptosis de células cancerosas en tumores de xenoinjerto después de la administracion
del anticuerpo mediante un método TUNEL y un método inmunohistoquimico usando un anticuerpo anti-caspasa-3
escindida.

Se trasplantaron células HepG2 (5 x 10° células) en el subcutis del flanco derecho de cada uno de los ratones NOD-
scid hembra de 7 semanas de edad. Cuando el volumen del tumor promedio alcanzé 200 mm?®, los ratones se
dividieron en un grupo control (grupo de administraciéon de PBS) y un grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K (5 mg/kg de peso corporal). Cuarenta y ocho horas después de la administracion de PBS, se
recuperaron tumores de xenoinjerto del grupo control (N = 3). Veinticuatro y cuarenta y ocho horas después de la
administracion del anticuerpo, se recuperaron tumores de xenoinjerto del grupo de administracion de HuBA-1-3D-1-
A24G/T73K (N = 3 en cada tiempo). Los tumores de xenoinjerto asi recuperados se incluyeron en el Compuesto
O.C.T. (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Funakoshi), y los bloques congelados se prepararon a continuacién en
nitrégeno liquido. Los cortes congelados de los tumores de xenoinjerto se produjeron en un criostato y la apoptosis
de las células cancerosas se detect6 mediante el método TUNEL de acuerdo con un método descrito en
TumorTACS™ In Situ Apoptosis Detection Kit (Trevigen, 4815-30-K).

Los cortes congelados preparadas se secaron completamente al aire a temperatura ambiente, y luego se
rehidrataron con una serie de etanol, seguido de inmovilizacién con PBS que contenia formaldehido 3,7 % (Wako,
064-00406). El resultante se lavé con PBS a temperatura ambiente durante 5 minutos dos veces, y luego se
permeabilizé con Cytonin (Trevigen, 4876-05-01). Posteriormente, el resultante se lavd dos veces con agua
destilada a temperatura ambiente durante 2 minutos y luego se tratd con una solucién preparada afiadiendo una
solucion de peréxido de hidrégeno (Wako, 081-04215) a metanol hasta una concentracion final del 3 % a
temperatura ambiente durante 5 minutos, para eliminar la peroxidasa endégena. A continuacion, el residuo se lavd
con PBS a temperatura ambiente durante 1 minuto, y luego se pretraté con una solucién preparada diluyendo 10
veces 10 x TdT Tampdn marcador (Trevigen, 4810-30-02) con agua destilada (en lo sucesivo referido como “1 x TdT
Tampdn marcador”). El resultante se dejo reaccionar con Labeling Reaction Mix producido mezclando TdT dNTP Mix
(Trevigen, 4810-30-04), 50 x Mn?* (Trevigen, 4810-30-14), TdT Enzyme (Trevigen, 4810-30-05) y 1 x TdT Tampodn
marcador, de acuerdo con un manual de instrucciones incluido en el TumorTACS™ In Situ Apoptosis Detection Kit a
37 °C durante 1 hora, y se afiadié6 dNTP marcado con biotina al ADN fragmentado. Posteriormente, la mezcla de
reaccion se dejo reaccionar con una solucién preparada diluyendo 10 veces 10 x tampon de detencion (Trevigen,
4810-30-03) con agua destilada a temperatura ambiente durante 5 minutos, para terminar la reaccién de marcado. A
continuacién, la mezcla de reaccion se lavo con PBS a temperatura ambiente durante 2 minutos dos veces, y luego
se dejo reaccionar con una solucion preparada diluyendo 50 veces Strep-HRP (Trevigen, 4800-30-06) con PBS a
temperatura ambiente durante 10 minutos, formando asi un complejo ABC. El complejo ABC asi obtenido se lavé
con PBS a temperatura ambiente durante 2 minutos dos veces, y el desarrollo de color se llevé a cabo utilizando una
solucién DAB preparada mezclando PBS, DAB (Trevigen, 4800-30-09) y una solucion de perédxido de hidrégeno 30
% de acuerdo con un manual de instrucciones incluido en el TumorTACS™ In Situ Apoptosis Detection Kit. Después
de la confirmacién del desarrollo del color, la mezcla de reaccion se lavé con agua desionizada durante 2 minutos 4
veces, y el ndcleo se tifid con verde metilo 1 % (Trevigen, 4800-30-18). Posteriormente, el resultante se deshidratd
con etanol, luego se penetré con xileno, y luego se mont6é en Entellan New (MERCK, 1079610100), seguido de
observacioén bajo un microscopio. Un corte de tejido, en el que el 10 % o mas de todas las células cancerosas se
tifieron en el corte de tejido, se defini6 como un corte positivo.

Como resultado, en tumores de xenoinjerto en el grupo de control (grupo de administracion de PBS, N = 3), no se

observaron células cancerosas en las que se indujo la apoptosis positiva a TUNEL. Por el contrario, en el grupo de
administracion de HubA-1-3D-1-A24G/T73K de 5 mg/kg de peso corporal, 24 horas después de la administracién del
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anticuerpo, se observaron células cancerosas en las que se indujo apoptosis positiva a TUNEL. Cuarenta y ocho
horas después de la administraciéon del anticuerpo, dicha apoptosis se observé en el 30 % o mas de todas las
células cancerosas en los tres casos (Figura 34A).

Asimismo, la apoptosis de células cancerosas en tumores de xenoinjerto se examind mediante inmunotincion con
caspasa-3 activada. Los cortes congelados se fijaron por tratamiento con PBS que contenia paraformaldehido 4 %
(Wako, 160-16061) a 4 °C durante 15 minutos. El resultante se lavé con PBS a temperatura ambiente durante 5
minutos dos veces, y luego se tratd a temperatura ambiente durante 10 minutos con una solucidn preparada
afiadiendo una solucion de peroxido de hidrégeno (Wako, 081-04215) a metanol hasta una concentracion final del 3
%, para eliminar la peroxidasa enddgena. A continuacién, el resultante se lavdé con PBS a temperatura ambiente
durante 5 minutos dos veces, y luego se bloqueé con PBS que contenia 1,5 % de suero de cabra normal (Vector, S-
1000) (durante 1 hora a temperatura ambiente).

Posteriormente, el resultante se dejoé reaccionar con un anticuerpo anti-caspasa-3 escindida (Cell Signaling
Technology, N.° cat 9661) que se habia diluido 600 veces con un tampén de bloqueo a 4 °C durante la noche, y
luego se le permitié reaccionar con Reactivo de polimero ChemMate EnVision (DAKO, K5027) a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A continuacion, el resultante se lavé con PBS a temperatura ambiente durante 5
minutos tres veces, y seguidamente se llevd a cabo el desarrollo de color utilizando la solucion Histofine Peroxidase
Substrate Simple Stain DAB (Nichirei Bioscience, 415171). El resultante se lavé con agua desionizada durante 5
minutos, y el nicleo se tifio luego con la Solucion de Hematoxilina de Mayer (Wako, 131-09665). Posteriormente, la
resultante se deshidraté con etanol, luego se penetrd con xileno, y luego se monté en Entellan New (MERCK,
1079610100), seguido de observacion bajo un microscopio. Un corte de tejido, en el cual el 10 % o mas de todas las
células cancerosas se tifieron en el corte de tejido, se defini6 como un corte positivo.

Como resultado, en tumores de xenoinjerto en el grupo de control (grupo de administracién de PBS, N = 3), no se
detectd caspasa-3 activada. Por el contrario, en el grupo de administracién de HuBA-1-3D-1-A24G/T73K (5 mg/kg
de peso corporal), 24 horas después de la administracion del anticuerpo, se indujo apoptosis caspasa-3 positiva en
células cancerosas en 2 de 3 casos, y 48 horas después de la administracion del anticuerpo, dicha induccion de la
apoptosis activada por caspasa-3 positiva en células cancerosas se observd en los 3 casos. En particular, en los
tumores de xenoinjerto 48 horas después de la administracién del anticuerpo, se observé muerte celular causada
por apoptosis activada por caspasa-3 positiva en 80 % o mas de todas las células cancerosas (Figura 34B).

A partir de los resultados anteriores, quedé claro que HuBA-1-3D-1-A24G/T73K induce la muerte celular causada
por la apoptosis en células HepG2 de carcinoma hepatocelular, y se demostré6 que este es al menos uno de los
mecanismos de accion de la actividad anti-tumoral de HuUBA-1-3D-1-A24G/T73K.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencion, se pueden proporcionar anticuerpos anti-hDIk-1 que tienen una actividad
antitumoral, especificamente, anticuerpos monoclonales anti-hDlk-1 que tienen una actividad antitumoral significativa
in vivo incluso mediante la administraciéon de anticuerpos solos, y particularmente, los anticuerpos mencionados
anteriormente, que son anticuerpos humanizados. Ademas, entre los anticuerpos humanizados, la presente
invencion puede proporcionar anticuerpos monoclonales anti-hDIk-1 humanizados de tipo sustitucion de
aminoacidos, que se han modificado para tener una mayor avidez (actividad de unién al antigeno).

Ademas, la presente invencion puede proporcionar hibridomas que producen los anticuerpos mencionados
anteriormente, y un complejo de los anticuerpos mencionados anteriormente y diversos tipos de agentes.

Ademas, la presente invencion también puede proporcionar una composicion farmacéutica para diagnosticar o tratar
un tumor, una composicion farmacéutica para inducir apoptosis en células tumorales, un agente terapéutico anti-
tumoral, un agente de diagndstico tumoral, un agente para inducir apoptosis en células tumorales, un método para
tratar un tumor, un método para detectar un tumor, un kit para detectar o diagnosticar un tumor y un kit para inducir
apoptosis en células tumorales, cada uno de los cuales comprende el anticuerpo mencionado anteriormente, el
complejo mencionado anteriormente o similar.

TEXTO LIBRE DE LA LISTA DE SECUENCIAS

SEQID NOS:3all ADN sintéticos

SEQ ID NO: 26 ADN recombinante
SEQ ID NO: 27 ADN recombinante
SEQ ID NO: 32 ADN recombinante
SEQ ID NO: 33 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 34 ADN recombinante
SEQ ID NO: 35 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 36 ADN recombinante
SEQ ID NO: 37 ADN recombinante
SEQ ID NO: 38 Proteina recombinante
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SEQ ID NO: 39 ADN recombinante
SEQ ID NO: 40 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 41 ADN recombinante
SEQ ID NO: 42 ADN recombinante
SEQ ID NO: 43 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 44 ADN recombinante
SEQ ID NO: 45 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 46 ADN recombinante
SEQ ID NOS: 47 a51 ADN sintéticos

SEQ ID NO: 52 ADN recombinante
SEQ ID NO: 53 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 54 ADN recombinante
SEQ ID NO: 55 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 56 ADN recombinante
SEQ ID NO: 57 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 58 ADN recombinante
SEQ ID NO: 59 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 60 ADN recombinante
SEQ ID NO: 61 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 62 ADN recombinante
SEQ ID NO: 63 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 64 ADN recombinante
SEQ ID NO: 65 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 66 ADN recombinante
SEQ ID NO: 67 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 68 ADN recombinante
SEQ ID NO: 69 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 70 ADN recombinante
SEQ ID NO: 71 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 72 ADN recombinante
SEQ ID NO: 73 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 74 ADN recombinante
SEQ ID NO: 75 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 76 ADN recombinante
SEQ ID NO: 77 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 78 ADN recombinante
SEQ ID NO: 79 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 80 ADN recombinante
SEQ ID NO: 81 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 82 ADN recombinante
SEQ ID NO: 83 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 84 ADN recombinante
SEQ ID NO: 85 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 86 ADN recombinante
SEQ ID NO: 87 Proteina recombinante
SEQ ID NO: 88 ADN recombinante
SEQ ID NO: 89 Proteina recombinante

Listado de secuencias
<110> LivTech, Inc.
<120> ANTICUERPO ANTI-DLK-1 CON ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VIVO
<130> PCT13-0032

<150> US61/709.282
<151> 03-10-2012

<160> 89
<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 1532
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (154)..(1305)
<400> 1
gagagogcag ogogcagoes ggtgoagece tggotttcocoe ctogetgoge goocogogece 60
cctttogeogt cogcaaccag aagoccagtg cggogocagyg agocggacoce gogocogoac 120
cgotooeggy acogogacas dggoogooda gag atg acc gog acc gaa goc oko 174
Met Thr Ala Thr Glu Ala Leu
1 5
ctg cge gte cte tbg cte otg otg got tte ggoe cac age ace tat ggg 222
Leu Arg Val Leu Leu Leu Leu Leu Ala Phe Gly Hia Ser Thr Tyr Gly
10 15 20
gct gaa tge ttec cocg goc tge aac cocc caa aat gga ttc tge gag gat 270
Ala Glu Cys Phe Pro Ala Cys Asn Pro Gln Asn Gly Phe Cys Glu Asp
25 30 35
gac aat gtt tge agg tge cag cot gge tgg cag ggt cce okt tgt gac 3l
Asp Asn Val Cys Arg Cys Gln Pro Gly Trp Gln Gly Pro Leu Cys Asp
40 45 50 55
cag tge gtg ace teot cee ggo tge okt cac gga cte tgt gga gaa coo 366
Gln Cys Val Thr Ser Pro Gly Cys Leu Hie Gly Leu Cya Gly Glu Pro
60 65 70
ggg cag tgec att tge acc gac ggc tgg gac ggg gag cte tgt gat aga 414
Gly Gln Cys Ile Cys Thr Asp Gly Trp Asp Gly Glu Leu Cys Asp Arg
75 80 85
gat gttt cgg goe tge teo tog goo coo tgt goe aac aac ggg ace tgo 462
Asp Val Arg Ala Cys Ser Ser Ala Pro Cys Ala Aan 3an Gly Thr Cya
50 95 100
gtg age ctg gac gat gge cte tat gaa tge tee tgt geo coe ggg tac 510
Val Ser Leu Asp Asp Gly Leu Tyr Glu Cys Ser Cys Ala Pro Gly Tyr
105 110 115
tcg gga aag gac tgc cag aaa aag gac ggg ccc tgt gtg atc aac ggc 558
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Ser
120

tce
Ser

tce
Ser

gag
Glu

gtc
Val

tte
Phe
200

ccg
Pro

gag
Glu

cgc

ctg
Leu

ccg
Pro
280

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn

cgg
Arg

gcc
Ala
360

Gly

ccc
Pro

cat
His

atc
Ile

tgc
Cys
185

ate
Ile

tgc
Cys

tgt
Cys

gcg
Ala

gce
Ala
265

gag
Glu

cct
Pro

ctc
Leu

aag
Lys

aag
Lys
345

gtc
Val

Lys

tge
Cys

gcc
Ala

gtg
Val

170

act
Thr

gac
Asp

cag
Gln

ctg
Leu

ctg
Leu
250

tac
Tyr

cac
His

ctc
Leu

acc
Thr

tgc
Cys
330

aag

Lys

aac
Asn

Asp

cag
Gln

tcc
Ser
155

gece
Ala

gac
Asp

aag
Lys

aac
Asn

tgc
Cys
235

agc
Ser

ege
Arg

cge
Arg

cte
Leu

agce
Ser
315

gag
Glu

aag
Lys

atc
Ile

Cys

cac
His
140

tgc
Cys

aac
Asn

att
Ile

acec
Thr

999
Gly
220

aag
Lys

ccc
Pro

ctg
Leu

atc
Ile

acc
Thr
300

ctg
Leu

acc
Thr

aac
Asn

atc
Ile

Gln
125

gga
Gly

ctg

agc
Ser

g9g
Gly

tgc
Cys
205

ggc
Gly

cce
Pro

cag
Gln

acc
Thr
ctg

285

gag
Glu

gtg
val

tag
Trp

ctg

ttc
Phe
365
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Lys

ggc
Gly

tgc
Cys

tge
Cys

ggc
Gly
190

age

Ser

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln

cct
Pro
270
aag
Lys

ggc
Gly

gtg
Val

gtg
Val

ctg
350

ccc
Pro

Lys

acc
Thr

ccc
Pro

acc
Thr
175

gac
Asp

cge
Arg

tgc
Cys

ttc
Phe

gtec
Val
255

ggg
Gly

gtg
Val

cag
Gln

ctg
Leu

tce
Ser
335

ctt
Leu

gag
Glu

Asp

tge
Cys

cct
Pro
160

cce
Pro

tte
Phe

ceg
Pro

ctg
Leu

aca
Thr
240

acc
Thr

gtg
val

tece
Ser

gcec
Ala

ggc
Gly
320

aac
Asn

cag
Gln

aag
Lys

Gly

gtg
val

145

ggc
Gly

aac
Asn

cgc
Arg

gtg
val

cag
Gln
225

ggt
Gly

cgt
Arg

cac
His

atg
Met

atc
Ile
305

act
Thr

ctg
Leu

tac
Tyr

atc
Ile

38

Pro
130

gat
Asp

ttc
Phe

cca
Pro

tgc
Cys

acc
Thr
210

cac
His

cte
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

aaa
Lys
290

tgc
Cys

gtg
Val

cge
Arg

aac
Asn

gac
Asp
370

Cys

gat
Asp

tca
Ser

tge
Cys

cgg
Arg
195

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

ccc
Pro

ctg
Leu
275

gag
Glu

ttec
Phe

ggt
Gly

tac
Tyr

age
Ser
355

atg
Met

Val

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu
180

tgc
Cys

tge
Cys

cag
Gln

tgt
Cys

agc
Ser
260

cog
Pro

cte
Leu

acc
Thr

atc
Ile

aac
Asn
340

g99
Gly

acc
Thr

Ile

ggc
Gly

aat
Asn
165

aac
Asn

cca
Pro

gee
Ala

gtg
val

gtc
val
245

ggc
Gly

gtg
val

aac
Asn

atc
Ile

gtc
Val
325

cac
His

gag
Glu

acc
Thr

Asn

cgg
Arg
150

tte
Phe

gac
Asp

gce
Ala

age
Ser

agc
Ser
230

aag
Lys

tat
Tyr

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu
310

tte
Phe

atg
Met

gac
Asp

ttc
Phe

Gly
135

gce
Ala

tgec
Cys

ggc
Gly

ggce
Gly

agc
Ser
215

tac
Tyr

aag
Lys

999
Gly

cag
Gln

aaa
Lys
295

gge
Gly

cte
Leu

ctg
Leu

ctg

agc
Ser
375

606

654

702

750

798

846

894

942

990

1038

1086

1134

1182

1230

1278
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ES 2 665341 T3

aag gag gcc ggc gac gag gag atc taa gcagcgttcec cacagccccc
Lys Glu Ala Gly Asp Glu Glu Ile
380

tctagatitct tggagttccg
tteogctatct cttgtgtcaa
gctgtgtgac aaacgcaatg

aataataata agaatttcat

<210>2

<211> 383

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Thr

Phe Gly

Gln Asn

Trp Gln
50

His Gly
65

Asp Gly

Cys Ala

Cya Ser

Gly Pro
130

Val Asp
145

Gly Phe

Ala

His

Gly

Gly

Leu

Glu

Asn

Cys

115

Cya

Asp

Ser

Thr

Ser

20

Phe

Pro

Cys

Leu

Asn

1640

Ala

Vval

Glu

Gly

cagagcttac tatacgcggt ctgtcctaat ctttgtggtg
atctggtgaa cgctacgctt acatatattg tctttgtgcet
caaaaacaat cctctttctc tctcttaatg catgatacag

ctttaaa

Glu Ala Leu Leu Arg Val Leu Leu Leu Leu Leu

Thr Tyr Gly Ala Glu Cys Phe Pro Ala Cys Asn
25 30

Cys Glu Asp Asp Asn Val Cys Arg Cys Gln Pro

Leu Cys Asp Gln Cys Val Thr Ser Pro Gly Cys

Gly Glu Pro Gly Gln Cys Ile Cys Thr Asp Gly
70 75

Cys Asp Arg Asp Val Arg Ala Cys Ser Ser Ala
85 90 95

Gly Thr Cys Val Ser Leu Asp Asp Gly Leu Tyr
1G5 119

Pro Gly Tyr Ser Gly Lys Asp Cys Gln Lys Lys
120 125

Ile Asn Gly Ser Pro Cys Gln Hia Gly Gly Thr
135 140

Gly Arg Ala Ser His Ala Ser Cys Lau Cys Pre¢
150 155

Asn Phe Cys Glu Ile Val Ala Asn Ser Cys Thr
165 170 175

39

Ala

Bro

Gly

Leu

Trp

80

Pro

Glu

Asp

Cys

Pro

160

Pro

1325

1385

1445

1505

1532



10

Asn

Arg

Val

Gln

225

Gly

His

Met

Tle

305

Thr

Leu

Tyr

Ile

<210>3

<211>45
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 3

Pro

Cys

Thr

210

His

Leu

Leu

Glu

Lys

299

Cys

Val

Arg

Asn

Asp
370

Cys

Arg

195

Asn

Thr

Thr

Pro

Leu

275

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

355

Met

Glu

180

Cys

Cys

Gln

Cys

Ser

260

Pro

Leu

Thr

Ile

Asn

340

Gly

Thr

Aan

Pro

Ala

Val

Val

245

Gly

Val

Asn

Ile

Val

325

His

Glu

Thr

ES 2 665341 T3

Asp

Ala

Ser

Ser

230

Lys

Tyr

Gln

Lys

Leu

310

Phe

Met

Asp

Phe

Gly

Gly

Ser

215

Tyr

Lys

Gly

Gln

Lys

295

Gly

Leu

Leu

Ser
375

Val

Phe

200

Pro

Glu

Arg

Leu

Pro

280

Thr

Val

Asn

Ala
360

Lys

ctaatacgac tcactatagg geaagceagty gtatcaacge agagt

40

Cys

185

Ile

Cys

Cys

Ala

Ala

265

Glu

Pro

Leu

Lys

Lys

345

Val

Glu

45

Thr

Asp

Gln

Len

Leu

250

Tyr

His

Leu

Thr

Cys

330

Lys

Asn

Ala

Asp

Lya

Asn

Cys

235

Ser

Arg

Arg

Leu

Ser

315

Glu

Lys

Tle

Gly

Ile

Thr

Gly

220

Lys

Pro

Leu

Ile

Thr

300

Leu

Thr

Asn

Tle

Asp
380

Gly

Cys

205

Gly

Pro

Gln

Thr

Len

285

Glu

Val

Trp

Leu

Phe

365

Glu

Gly

190

Ser

Thr

Glu

Gln

Pro

270

Lys

Gly

Val

Val

Leu

350

Pro

Glu

Asp

Arg

Cys

Phe

Val

255

Gly

Val

Gln

Leu

Ser

335

Leu

Glu

Ile

Phe

Pro

Thr

240

Thr

Val

Ser

Ala

Gly

320

Asn

Gln

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210>4
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 4
ctaatacgac tcactatagg gc 22

<210>5
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 5
aagcagtggt atcaacgeag agt 23

<210> 6
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 6
gecagtggat agaccegatag 20

<210>7
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400>7
gatggataca gttggtgcag ¢ 21

<210>8
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 8
gcaactagta ccaccatggg ttggagetat ate

<210>9
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

ES 2 665341 T3

33

41
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15

20

25

30

35

<400>9

ES 2 665341 T3

gogaagcttg agaggccatt cttacctgag gagacgotga ctgaggt

<210>10
<211> 33
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 10

getgetagea ceaccatgga atcacagace cag

<210> 11
<211> 46
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 11

33

geagaattca gaaaagtgta cttacgttte agetecaget tggtee

<210> 12
<211> 420
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(420)

<400> 12

atg ggt
Met Gly
1

gtg cac
Val His

cct ggg
Pro Gly

act gat
Thr Asp
50

gag tag

tgg
Trp

tcoe
Ser

gtc
Val
35

tat
Tyr

att

agec
Ser

cag
Gln
20

tca
Ser

gct
Ala

gga

tgt
Cys

gte
val

gtg
Val

atg
Met

gtt

atc
Ile

caqg
Gln

aag
Lys

cac
His

att

atc
Ile

ctg
Leu

att
Ile

tgg
Trp
25

agt

ttc
Phe

cag
Gln

tee
Ser
40

gtg
val

act

ttt
Phe

cag
Gln
25

tgc
Cys

aag
Lys

tac

42

47

48

ctg
Leu
10

tet
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat

gta
Val

g9g
Gly

ggt
Gly

agt

Ser

ggt

gca
Ala

cct
Pro

tce
Ser

cat
His
&0

aat

aca
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
45

gca
Ala

aca

gct
Ala

ctg
Leu
30

tac
Tyr

aag
Lys

aac

aca
Thr
15

gtyg
val

aca
Thr

agt

Ser

tac

ggt
Gly

agg
Arg

tte
Phe

cta
Leu

aac

48

96

144

152

240



10

Glu Trp
65

cag aag
Gln Lys

aca gcc
Thr Ala

tat tac
Tyr Tyr

tac tgg
Tyr Trp
130

<210>13
<211> 140
<212> PRT

Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca
Ala

caa
Gln

<213> Mus musculus

<400> 13

Met

1

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

Gly

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp
130

Trp

Ser

Val

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Val

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Ile
70

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr

Cys

Val

Val

Met

Val

Gly

Glu

Gly

ES 2 665341 T3

Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

gga
Gly

tca
Ser
135

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Gly

Thr

Thr Tyr

aca atg
Thr Met

aga ttg
Leu

Arg

Tyr

act
Thr

Gly

75

90

105

tta cga
Leu Arg

120

gtc acc
Thr

Vval

Ile

Leun

Ile

Trp

55

Ser

Ala

Ala

Gly

Ser
135

Phe

Gln

Ser

40

Val

Thr

Thr

Arg

Leun

120

val

43

aca
Thr

gag
Glu

gtc
Vval

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Met

Leu

105

Thr

gta
Val

tct
Ser

tat
Tyr

tcc
Ser

Asn

gac
Asp

gag
Glu

tac
Tyr

Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr

Asn

tec
Ser

tct
Ser

95

110

125

tca
Ser

140

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

920

Thr

Glu

Vval

val

Gly

Gly

Ser

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Pro

Ser

His

60

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser
140

gct
Ala

Thr

Glu

Gly

45

Ala

Thr

Lys

Asp

Tyr
125

Tyr

tee
Ser

gce
Ala

atg
Met

80

Ala

Leu

30

Tyr

Lys

Asn

Ser

Ser

110

Ala

Asn

agc
Ser

atec
Ile

gac
Asp

Thr

15

Val

Thr

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Met

Gly

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Ile

Asp

288

336

384

420
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15

20

ES 2 665341 T3

<210> 14

<211> 363

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(363)

<400> 14

cag gtc cag ctg cag cag tct ggg cct gag ctg gtg agg cct ggg gte
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Arg Pro Gly Val

1 5 10 15

tca gtg aag att tcec tgc aag ggt tce gge tac aca tte act gat tat
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

gct atg cac tgg gtg aag cag agt cat gca aag agt cta gag tgg att
Ala Met His Trp Val Lys Gln Ser His Ala Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

gga gtt att agt act tac tat ggt aat aca aac tac aac cag aag ttt
Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

aag ggc aag gcc aca atg act gta gac aaa tcc tcc agc aca gcc tat
Lys Gly Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

atg gaa ctt gecc aga ttg aca tet gag gat tet geec ate tat tac tgt
Met Glu Leu Ala Arg Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Ile Tyr Tyr Cys

gca aga gga gga tta cga gag tat tac tat gct atg gac tac tgg ggt
Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

caa gga acc tca gte acc gte tee tea
Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 15

<211>121

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Arg Pro Gly Val
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Lys Gln Ser His Ala Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

44

48

96

144

192

240

288

336

363



ES 2 665341 T3

Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ala Arg Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

Asp Tyr Ala Met His
1 5

<210> 17

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 i0 i5

Gly

<210> 18

<211>12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18

Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 19

<211> 399

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(399)

<400> 19

45



atg
Met

ggt
Gly

atg
Met

Leu

aaa
Lys
65

gaa

Glu

tte
Phe

tte
Phe

aag
Lys

gaa
Glu

gce
Ala

tca
Ser

tta
Leu
50

cca
Pro

tect
Ser

act
Thr

tat
Cys

ctg
Leu
130

<210> 20

<211> 133
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 20

tca
Ser

tgt
Cys

gta
val
35

aat
Asn

gga
Gly

999
Gly

ctt
Leu

cag
Gln
115

gag
Glu

cag
Gln

gca
Ala
20

gga
Gly

agt

Ser

cag
Gln

gtc
Val

acec
Thr
100

caa
Gln

ctg
Leu

acc
Thr

gac

cag
Gln

agc
Ser

tct
Ser

cct
Pro
85

ate
Ile

cat
His

aaa
Lys

cag
Gln

att
Ile

aag
Lys

aat
Asn

cct
Pro
70

gat
Asp

agce
Ser

tat
Tyr

ES 2 665341 T3

gtc
Val

gtg
val

gtec
val

caa
Gln
55

aaa
Lys

cgc

agt

Ser

agc
Ser

ctc
Leu

atg
Met
act
40

aag

Lys

ctt
Leu

tto
Phe

gtg
val

act
Thr
120

atg ttt
Met Phe
10

aca cag
Thr Gln
25

atg agc
Met Ser

aac tat
Asn Tyr

ctg gta
Leu Val

ata ggc
Ile Gly

cag get
Gln Ala
105

cct ccec
Pro Pro

46

ctt
Leu

tect
Ser

tgc
Cys

ttg
Leu

tac
Tyr
75

agt

Ser

gaa
Glu

acg
Thr

ctg
Leu

cca
Pro

aag
Lys

gcc
Ala
60

ttt
Phe

gga
Gly

gac
Asp

tte
Phe

ctc
Leu

toce
Ser

tcc
Ser
45

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

ctg
Leu

agt
Gly
125

tgg
Trp

tee
Ser
30

agt
Ser

tac
Tyr

tece
Ser

999
Gly

gca
Ala
110

gct
Ala

gta
Val
15

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr

aca
Thr
95

gat
Asp

ggg
Gly

tect
Ser

gct
Ala

agc
Ser

cag
Gln

agg
Arg
80

gat
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

399
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Gly

Met

Leu

Lys
65

Glu

Phe

Phe

Lys

<210>21

<211> 339
<212> ADN

Glu

Ala

Ser

Leu
50

Pro

Ser

Thr

Cys

Len
130

Ser

Cys

val
35

Asn

Gly

Gly

Gln
115

Glu

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 21

Gln

Ala

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Gln

Len

Thr

Asp

Gln

Ser

Ser

Pro

85

Ile

His

Lys

ES 2 665341 T3

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Tyr

Val

Val

val

Gln
55

Lys

Arg

Ser

Ser

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

val

Thr
120

a7

Met

Thr

25

Met

Asn

Ile

Gln
105

Pro

Phe

10

Gln

Ser

Tyr

Val

Gly

Ala

Pro

Leu Leu

Ser Pro

Cys Lys

Leu Ala
60

Tyr Phe

75

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

Leu

Ser

Ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
125

Trp

Ser
30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ala

Val
15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr
95

Asp

Gly

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr



gac
Asp

cag
Gln

age
Ser

tct
Ser

cct
Pro
65

atc
Ile

cat
His

aaa
Lys

att
Ile

aag
Lys

aat
Asn

cct
Pro
50

gat
Asp

agc
Ser

tat
Tyr

<210> 22

<211> 113
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 22

gtg
Val

gte
Val

caa
Gln
35

aaa

Lys

cgc
Arg

agt
Ser

agc
Ser

atg
Met

act
Thr
20

aag
Lys

ctt
Leu

ttc
Phe

gtg
Val

act
Thr
100

aca

"k

atg
Met

aac
Asn

ctg
Leu

ata
Ile

cag
Gln
85

cct
Pro

cag
Gln

agc
Ser

tat
Tyr

gta
Vval

ggc
Gly
70

gct
Ala

cce
Pro

ES 2 665341 T3

tect
Ser

tge
Cys

ttg

tac
Tyr
55

agt

Ser

gaa
Glu

acg
Thr

cca
Pro

aag
Lys

gce
Ala
40

ttt
Phe

gga
Gly

gac
Asp

tte
Phe

tce
Ser

tece
Ser
25

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

ctg
Leu

ggt
Gly
105

48

tece
Ser
10

agt

Ser

tac
Tyr

tece
Ser

ggg
Gly

gca
Ala
90

gct
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr

aca
Thr
75

gat
Asp

999
Gly

gct
Ala

age
Ser

cag
Gln

agg
Arg
60

gat
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

atg
Met

ctt
Leu

Lys
45

gaa
Glu

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

tca
Ser

tta
Leu
30

cca
Pro

tct
Ser

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu
110

gta
val
15

aat
Asn

gga
Gly

ggg
Gly

ctt
Leu

cag
Gln
95

gag
Glu

gga
Gly

agt

Ser

cag
Gln

gte
val

acc
Thr
80

caa
Gln

ctg
Leu

48

96

144

192

240

288

336

339



ES 2 665341 T3

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Met Ser Val Gly

Gln Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Ser Aszsn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Val Tyr Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ile Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 15 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Gln Gln
85 90 95

His Tyr Ser Thr Pro Pro Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
160 165 110

Lys

<210> 23

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leun
1 5 10 15

Ala

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

49



10

15

20

25

30

<210> 26
<211> 455
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2 665341 T3

Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Pro Thr

1

<223> ADN recombinante

<400> 26

actagtacca
gtgcactccc
gtgaagattt
aagcagagte
acaaactaca
acagcctata
agaggaggat

accgtctect

<210> 27
<211> 434
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ccatgggttg
aggtccagct
cctgcaaggyg
atgcaaagaqg
accagaagtt
tggaacttgce
tacgagagta

caggtaagaa

<223> ADN recombinante

<400> 27

gctageacca
ggtgcetgtyg
cagaaggtea
aactatttgg
gcatceacta

ttcactctta

cattatageca

actttictga

<210> 28
<211> 354
<212> ADN

ccatggaatc
cagacattgt
ctatgagetg
cctggtacca

gggaatetgg

ccaktcageag

ctccteocac

attc

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(354)

gagctgtate
gcagcagtct
ttceggetac
tetagagtgg
taagggcaag
cagattgaca
ttactatgct

tggecctctca

acagacccag
gatgacacag
caagteceagt
gcagaaacea

ggtoccatgat

tgtgcaggct

gttcggtget

5

atcttctttc
gggcctgagc
acattcactg
attggagtta
gccacaatga
tetgaggatt
atggactact

agctt

gtcctcatgt
tctccatcct
cagagccttt
ggacagteote
cgcotteatag

gaagacctgg

gggaccaage

50

tggtagcaac
tggtgaggcc
attatgctat
ttagtactta

ctgtagacaa

ctgceatcta

ggggtcaagg

ttcttetget
cectggetat
taaatagtag
ctaaacttet
gecagtggatc

cagattactt

tggagctgaa

agctacaggt
tggggtctca
gcactgggtyg
ctatggtaat
atcctecage
ttactgtgeca

aacctcagtc

ctgggtatet
gtcagtagga
caatcaaaag
ggtatacttt
tgggacagat

ctgtcagcaa

acgtaagtac

60
120
180
240
300
360
420

455

60
120
180
240
300

360

420

434



10

<400> 28

caqg
Gln
1

teca
Ser

ggt
Gly

gga
Gly

cag
Gln
€5

atg
Met

Jgcg
Ala

atg
Met

gt
Val

gtg
val

ate
Ile

tog
50

ggc
Gly

gag
Glu

aga
Arg

gte
Val

<210> 29

<211>118
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29

cag
Gln

aag
Lys

age
Ser
35

atc
Ile

aga
Arg

ctg
Leu

tat
Tyr

acc
Thr
115

ctg
Leu

gte
val
20

tog
Trp

age
Ser

gte
Val

agg
Arg

att
Ile
100

gte
Val

gtg
val

tece
Ser

gtg
val

gct
Ala

ace
Thr

agce
Ser
85

gec
Ala

tct
Ser

cag
Gln

tge
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met
70

ctg
Leu

tat
Tyr

tca
Ser

ES 2 665341 T3

tect
Sar

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn
55

ace
Thr

aga
Arg

gat
Asp

g9a
Gly

gct
Ala

gec
Ala
40

gat
Gly

aca
Thr

tect
Sear

gct
Ala

gect
Ala

tct
Ser
25

cct
Pro

aac
Asn

gac
Asp

gac
Asp

ttt
Phe
105

Jgag
Glu
10

ggt
Gly

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr

gac
Asp
90

gat
Asp

gtg
val

tae
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tce
Ser
75

acg
Thr

atc
Ile

aag
Lys

acce
Thr

g9g
Gly

tat
Tyr
60

acg

Thr

gecc
Ala

tag
Trp

aag
Lys

ttt
Phe

ctt
Leu
45

gca
Ala

age
Ser

gtg
val

ggc
Gly

cct
Pro

ace
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

caa
Gln
110

939
Gly

age
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

gce
Ala

tac
Tyr
95

g99d
Gly

gee
Ala

tat
Tyr

atg
Met.

cte
Leu

tae
Tyr
80

tgt
Cys

aca
Thr

48

96

144

192

2490

288

336

354

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

1

5

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

20

51

25

30



10

Gly Ile

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Met Val

<210> 30
<211> 345
<212> ADN

Ser Trp Val
35

ES 2 665341 T3

Arg Gln Ala Pro

40

Gly Gln

Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr Asn

Arg Val Thr

Lau Arg Ser
85

Tyr Ile Ala
100

Thr Val Ser
115

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(345)

<400> 30

55

Met Thr Thr Asp Thr Ser

70

75

Leu Arg Ser Asp Asp Thr

Tyr Asp Ala Phe

Ser

52

105

30

Asp Ile

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Thr Ser

Ala val

Trp Gly

Glu Trp Met

Gln Lys Leu

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gln Gly Thr
110



gac atc gtg
Asp Ile Val

gag agg gec
Glu Arg Ala

tee aac aat
Ser Asn Asn
35

ect oct aag
Pro Pro Lys
50

cet gac cga
Pro Asp Arg
65

atc agc agc
Ile Ser Ser

tat tat agt
Tyr Tyr Ser

atc aza cga
Ile Lys Arg
115

<210> 31
<211> 115
<212> PRT

atg
Mat

ace
Thr
20

aag

Lys

ctg

tte
Phe

ctg
Leu

act
Thr
100

<213> Homo sapiens

<400> 31

acc
Thr

atc
Ile

aac
Asn

cte
Leu

agt

Ser

cag
Gln
85

cct
Pro

cag
Gln

aac
Asn

tac
Tyr

att
Ile

ggc
Gly
70

gct
Ala

teg
Ser

ES 2 665341 T3

tct
Ser

tgc
Cys

tta

tac
Tyr
55

age

Ser

gaa
Glu

tac
Tyr

cca
Pro

aag
Lys

gct
Ala
40

tog
Trp

999
Gly

gat

act
Thr

gac
Asp

tee
Ser
25

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

gtg
Vval

ttt
Phe
105

tee
Ser
10

age
Ser

tac
Tyr

tet
Ser

ggg
Gly

gca
Ala
90

ggc
Gly

53

ctg

cag
Gln

cag
Gln

ace
Thr

aca
Thr
75

gtt
val

cag
Gln

gect
Ala

agt
Ser

cag
Gln

cgg
Arg
60

gat
Asp

tat
Tyr

999
Gly

gtg
val

gtt
val

aaa
Lys
45

gaa
Glu

tte
Phe

tac
Tyr

acc
Thr

tect
Ser

tta
Leu

cca
Pro

tee
Ser

act
Thr

tgt
Cys

aag
Lys
110

ctg
Leu
15

tac
Tyr

gga
Gly

99
Gly

cte
Leu

cag
Gln
95

ctg
Leu

ggc
Gly

age
Ser

cag
Gln

gte
val

acce
Thr
80

caa

Gln

gaqg
Glu

48

96

144

192

240

288

336

345



10

15

Asp Ile Val

Glu Arg Ala

Ser Asn Asn
35

Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Ile Lys Arg
115

<210> 32
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 32

Met

Thr

20

Lys

Len

Phe

Leu

Thr
1060

Thr

Ile

Asn

Len

Ser

Gln

85

Pro

ES 2 665341 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Ser

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Tyr

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Thr

Asp

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Val

Phe
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

15

Vval

Gln

Ala

Ser

Gln

Asp

Tyr

Gly

Val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Thr

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys
110

Leu Gly
15

Tyr Ser

Gly Gln

Gly val

Leu Thr
80

Gln Gln
95

Leu Glu

atg ggt tgg age tgt atc atc ttec ttt ctg gta gca aca gct aca gge
Met Gly Trp Ser Cv¥s Ile Ile Phe Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
15

1

5

54

10

48



10

gtg
val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

<210> 33

cac
His

ggg
Gly

gat
Asp
50

tgg
Trp

aag
Lys

gcec
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp
130

<211> 140
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tce caa
Ser Gln
20

gcc teca
Ala Ser
35

tat gct
Tyr Ala

att gga
Ile Gly

ttt aag
Phe Lys

tat atg
Tyr Met
100

tgt geca
Cys Ala
115

ggt caa
Gly Gln

gtc
Val

gtg
val

atg
Met

gtt
val

ggc
Gly

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr

ES 2 665341 T3

ctg

gtc
val

tag
Trp
55

agt

Ser

gce
Ala

agg

gga
Gly

atg
Met
135

gtg cag
Val Gln
25

tcc tgc
Ser Cys
40

gtg cga
Val Arg

act tac
Thr Tyr

aca atg
Thr Met

agc ttg
Ser Leu
105

ttg cga
Leu Arg
120

gtc acc
Val Thr

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 33

Met
1

Val

Pro

Thr

Glu

Gly Trp Ser Cys

His Ser Gln Val

Gly Ala Ser Val

35

Asp Tyr Ala Met

50

Trp Ile Gly Val

20

5

Ile

Gln

Lys

His

Ile

Ile Phe Phe

Leu Val Gln

Val Ser Cys

40

Trp Val Arg

55

Ser Thr Tyr

55

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr

aga
Arg

gag
Glu

gtc
val

25

999
Gly

gct
Ala

gce
Ala

ggt
Gly

gtc
val

tct
Ser

tat
Tyr

tce
Ser

gct
Ala

tce
Ser

cet
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
140

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr

gat
Asp

tat
Tyr
125

Leu Val Ala

10

Ser Gly Ala

Lys Ala Ser

Gln Ala Pro

gtg aag
val Lys
30

tac aca

Tyr Thr

caa ggc
Gln Gly

aac tac
Asn Tyr

tcc acc
Ser Thr

act gcc
Thr Ala
110

gct atg
Ala Met

45

60

Tyr Gly Asn

75

aag
Lys

ttec
Phe

ctg

aac
Asn
80

agc

Ser

gtg
val

gac
Asp

Thr Ala

Glu Vval

30

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Thr Gly

15

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Asn
80

96

144

192

240

288

336

384

420



ES 2 665341 T3

Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Met Thr val Asp Thr Ser Thr Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp
115 120 125

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

<210> 34
<211> 363
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(363)

<400> 34

caa gtc cag ctg gtg cag tct ggg gct gaa gtg aag aag cct ggg gcc 48
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

tca gtg aaa gtc tcc tgc aag get tcc ggec tac aca ttec act gat tat 96
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

get atg cac tgg gtg cga cag gec cct gga caa gge ctg gag tgg att 144
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

gga gtt att agt act tac tat ggt aat aca aac tac aac cag aag ttt 192
Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys FPhe
50 55 60

aag ggc aag gcc aca atg act gtc gac aca tcc acc age aca gcc tat 240
Lys Gly Lys BAla Thr Met Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

atg gaa ctt agg agc ttg aga tet gac gat act gocec gtg tat tac tgt 288
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 920 95

gca aga gga gga ttg cga gag tat tac tat gct atg gac tac tgg ggt 336
Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

caa gga acc atg gtc acc gtc tec tca 363
Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 35
<211>121
<212> PRT

56



10

15

<213> Artificial

<220>

ES 2 665341 T3

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 35

Gln
1

Ser

Ala

Gly

Lys

65

Ala

Gln

<210> 36

<211> 456
<212> ADN

val

val

Met

Val

50

Gly

Glu

Gly

<213> Artificial

<220>

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Ser

Lys Ala

Leu Arg

Gly Gly
100

Thr Met
115

<223> ADN recombinante

<400> 36

val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

Leu

Vval

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Thr

Ser

Lys

Gln

Tyr

55

Thr

Glu

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser
120

57

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr

105

Ser

Glu Val

10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Thr Ser

75

Asp Thr

Tyr Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phe

Len

45

Asn

Ser

Val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



10

15

actagtacca
gtgcactece
gtgaaagtct
cgacaggocc
acaaactaca

acagcctata

agaggaggat

accgtctcct

<210> 37
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ccatgggttg
aagtccaget
cctgcaaggce
ctggacaagyg
accagaagtt

tggaacttag

tgcgagagta

caggtaagat

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(420)

<400> 37

atg ggt
Met Gly
1

gtg cac
Val His

cct ggg
Pro Gly

act gat
Thr Asp
50

gag tgg
Glu Trp
65

cag aag
Gln Lys

aca gcc
Thr Ala

tat tac
Tyr Tyr

tac tgg
Tyr Trp
130

tgg agc tagt
Trp Ser Cys

tcc caa gtc cag ctg gtg cag tct
Gln Leu Val

Ser Gln Val
20

Ile

ES 2 665341 T3

gagctgtate
ggtgecagtet
ttccggectac
cctggagtygy
taagggcaag

gagcttgaga

ttactatgct

gggctticct

atec atc ttc ttt
Ile Phe Phe

atcttettte
ggggctgaag
acattcactg
attggagtta
gecacaatga

tctgacgata

atggactact

aagctt

10

25

ctg gta gca aca gct
Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

ggg gct
Gln Ser Gly Ala Glu Val

tggtagcaac
tgaagaagec
attatgctat
ttagtactta

ctgtegacac

ctgecegtgta

ggggtcaagg

agctacagge
tggggectea
gcactgggtyg
ctatggtaat
atccaccage

ttactgtgca

aaccatggtc

aca ggc

15

30

gaa gtg aag aag
Lys Lys

gce tca gtg aaa gtc tece tge aag get tece gge tac aca tte

Ala Ser Val
35

tat gct
Tyr Ala Met

att gga gtt
Ile Gly Val

Lys Val

His

att
Ile

40

55

agt act

70

ttt

tat

100

tgt gca aga gga gga ttg cga gag tat

atg gaa ctt
Tyr Met Glu Leu

aag ggc cga gcc aca atg act
Phe Lys Gly Arg Ala Thr Met

Ser Cys

tac tat

Lys Ala

atg cac tgg gtg cga cag gcc cct
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu

45

60

ggt
75

90

agg agc ttg aga tct gac gat
Arg Ser Leu Arg

105

aat

Ser Asp

tac tat

act
110

gct

Ser Thr

Ser Gly Tyr Thr Phe

gga caa ggc ctg

aca aac tac aac
Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn

80

gtc gac aca tcc acc agce
Thr Val Asp Thr

Ser

gce gtg
Asp Thr Ala Val

atg gac

Cys Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp

115

ggt

120

caa gga acc atg gtc acc
Gly Gln Gly Thr Met Val

135

Ser

125

gtec tcc tea

Thr Val Ser

140

58

48

96

144

192

240

288

336

384

420

60

120

180

240

300

360

420

456



10

15

20

25

<210> 38
<211> 140
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2 665341 T3

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 38

Met
1

val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

<210> 39

<211> 363
<212> ADN

Gly

His

Gly

Asp

S0

Trp

Lys

Ala

Tyr

130

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 39

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Cys

val

Vval

Met

Val

Gly

85

Glu

Gly

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Gly

Thr

Ile

Leu

Vval

Trp

55

Ser

Ala

Arg

Gly

Met
135

Phe

val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

Leu

120

val

59

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

105

Arg

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Arg

Glu

val

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser
140

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr
125

Ala

val
30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Mat

Gly

Lys

Phe

Asn

80

Ser

Val

Asp



10

caa gtc
Gln val

Ser val

gct atg
Ala Met

gga
Gly

aaqg
Lys
65

atg
Met

gca
Ala

caa
Gln

<210> 40
<211>12

gtt
Val
50

ggc
Gly

gaa
Glu

aga

Arg

gga
Gly

1

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

cag
Gln

Lys

cac

Hig
a5
att

Ile

cga

ctt
Leu

gga
Gly

ace
Thr
115

ctg
Leu

gtc
val
20

tgg
Trp

agt
Ser

gce
Ala

gga
Gly
100

atg
Met

gtg
val

tce
Ser

atg
Val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser
85

ttg
Leu

gtc
val

cag
Gln

tgc
Cys

cga

tac
Iyr

atg
Met
70

ttg
Leu

cga

Arg

acc
Thr

ES 2 665341 T3

tct
Ser

aag
Lys

Gln

tat
Tyr
55

act
Thr

aga

gag
Glu

gte
val

ggg gct gaa
Gly Ala Glu

10

gct tee gge
Ala Ser Gly
25

gcc cct gga
Ala Pro Gly

40

ggt aat aca
Gly Asn Thr

gte gac aca
Val Asp Thr

tet gac gat
Ser Asp Asp
90

tat tac tat
Tyr Tyr Tyr
105

tce teca
Ser Ser
120

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 40

60

atg
val

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tce
Ser
75

act

Thr

gct
Ala

aaqg
Lys

aca
Thr

Gly

tac
Tyr
60

acc

Thr

gce
Ala

atg
Met

Lys

tte
Phe

ctg
Leu

45

Asn

agc
Ser

gtg
val

gac

cct
Pro

act

Thr

30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

ggg gcc
Gly Ala

15

gat

tat

Asp Tyr

tgg att
Trp Ile

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr
95

tgg
Trp

ttt
Phe

tat
Tyr
80

tgt
Cys

ggt
Gly

48

144

192

240

288

336

363



10

15

ES 2 665341 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser
1 L
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20
Ala Met His Trp Val Arg Gln
35
Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr
S0 55
Lys Gly Arg Ala Thr Met Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg
85
Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu
100
Gln Gly Thr Met Val Thr Val
115
<210> 41
<211> 456
<212> ADN
<213> Attificial
<220>
<223> ADN recombinante
<400> 41
actagtacca ccatgggttg gagectgtate
gtgcactcec aagtccaget ggtgeagtet
gtgaaagtet cctgcaagge ttecggetac
cgacaggcecce ctggacaagg cctggagtgg
acaaactaca accagaagtt taagggecga
acagcctata tggaacttag gagcttgaga
agaggaggat tgcgagagta ttactatgct
accgtctect caggtaagat gggetttect
<210> 42
<211> 399
<212> ADN
<213> Artificial

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Asn

Val Asp

Ser Asp

30

Tyr Tyr

105

Ser Ser

120

atcttcttte
ggggctgaag
acattcactg
attggagtta
gccacaatga
tctgacgata
atggactact

aagctt

61

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

Val Lys

Thr

Tyr

Gln Gly

Lys

Phe

Leu

Pro Gly

15

Thr
30

Asp

Glu Trp

45

Asn Tyr

60

Ser Thr

75

Thr Ala

Ala Met

tggtagcaac
tgaagaagcece
attatgcetat
ttagtactta
ctgtegacac
ctgcegtgta

ggggtcaagg

Asn

Ser

Val

Asp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95

Tyr
i10

Trp

agctacagge
tggggectea
geactgggtyg
ctatggtaat
atccaccage
ttactgtgca

aaccatggtc

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

60
120
180
240
300
360
420

456



10

15

20

<220>

<223> ADN recombinante

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(399)

<400> 42

atg
Met
1

gat
Gly

gtg
Val

fal 2.2
Leu

aaa
Lys
65

gaa

Glu

tte
Phe

tac
Tyr

aaqg
Lys

<210> 43

<211>133

gaa
Glu

gec
Ala

teca
Ser

tct

Ser

act
Thr

tgt
Cys

Leu
130

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tca
Ser

tgt
Cys

ggg

Gly

ctt
Leu

cag
Gln
115

gag
Glu

cag
Gln

gca
Ala

gga
Gly

agt

Ser

cag
Gln

gtc

val

ace
Thr
100

caa
Gln

atec
Ile

ace
Thr

gac
Asp

gag
Glu

age
Ser

cct
Pro

cct

Pro
85

ate
Ile

cat
His

Lys

cag
Gln

att
Ile

agg

aat
Asn

cct
Pro
70

gat

ES 2 665341 T3

gte
val

gte
val

gee
Ala

cgc

Asp Arg

age
Ser

tat
Tyr

agt
Ser

agc
Ser

cte
Leu

atg
Meat

act
Thr
40

aag
Lys

ctt
Leu

ttc

Phe

ctyg
Leu

act
Thr
120

atg ttt
Mat Phe
10

aca cag
Thr Gln

atc aac
Ile Asn

aac tat
Rsn Tyr

ctg gte
Leu Val

agt ggc

Ser Gly

cag gct
Gln Ala
105

cct ccc
Pro Pro

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 43

62

ctt
Leu

tct
Ser

tge
Cys

ttg
Leu

tac
Tyr
75

agt

Ser

gaa
Glu

aca
Thr

ctg
Leu

cca
Pro

aag
Lys

gece
Ala

ttt
Phe

gga

Gly

gat
Asp

ttc
Phe

cte
Leu

gac
Asp

tee
Ser
45

tgg
Trp

gca
Ala

tct

Ser

gtg
val

Gly
125

tgg
Trp

tece
Ser
30

agt
Ser

tac
Tyr

tce
Ser

ggyg

Gly

gca
Ala
110

cag
Gln

gta
Val
15

ctg

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr

aca

Thr
95

gtt
val

g9g
Gly

tct
Ser

gct
Ala

age
Ser

cagq
Gln

aggy
Arg
80

gat

Asp

tac
Tyr

acc
Thr

48

-1

144

152

240

288

336

384

399



10

15

Met

Glu

Gly Ala

Val

Lys
65

Glu

Phe

Tyr

Lys

<210> 44
<211> 339
<212> ADN

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Len
130

<213> Artificial

<220>

Ser

Cys

Leu

35

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Gln

Ala

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Gln

Ile

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 44

Thr

Asp

Glu

Ser

Pro

Pro

85

Ile

His

Lys

ES 2 665341 T3

Gln

Ile

Arg

Asn

Pro

70

Ser

Tyr

Val

val

Ala

Gln

5%

Lys

Arg

Ser

Ser

Met

Thr

40

Lys

Leun

Phe

Leun

Thr
120

63

Met

Thr
25

Ile

Leun

Ser

Gln

105

Pro

Phe
10

Gln

Asn

Tyr

Val

Gly

920

Ala

Pro

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Leu

Pro

Lys

Ala

60

Phe

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser
45

Trp

Ala

Ser

Val

Gly
125

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gln

Vval

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

a5

Val

Gly

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr



10

gac
Asp

gag
Glu

agc
Ser

cct
Pro

cct
Pro
65

ate
Ile

cat
His

aaa
Lys

<210> 45

<211> 113

att
Ile

agg

aat
Asn

cct
Pro
50

gat
Asp

agce
Ser

tat
Tyr

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gtc
Val

gcc
Ala

caa
Gln
35

aaa

Lys

cgc
Arg

agt

Ser

agc
Ser

atg
Met

act
Thr
20

aag
Lys

ctt
Leu

tte
Phe

ctg
Leu

act
Thr
100

aca
Thr

atc
Ile

aac
Asn

ctg
Leu

agt

Ser

cag
Gln
85

cct
Pro

cag
Gln

aac
Asn

tat
Tyr

gte
Val

ggc
Gly

gct
Ala

ccc
Pro

ES 2 665341 T3

tect
Ser

tgc
Cys

ttg
Leu

tac
Tyr
55

agt

Ser

gaa
Glu

aca
Thr

cca
Pro

aag
Lys

gcc
Ala
40

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

gac
Asp

tece
Ser
25

tag
Trp

gca
Ala

tect
Ser

gtg
val

ggt
Gly
105

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 45

tce
Ser

agt
Ser

tac
Tyr

tce
Ser

999
Gly

gca
Ala
90

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr

aca
Thr
75

gtt
val

999
Gly

gct
Ala

agc
Ser

cag
Gln

agg
Arg
60

gat
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

gtg
Val

ctt
Leu

aaa
Lys
45

gaa

Glu

tte
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

tca
Ser

ctg
30
cca

Pro

tct
Ser

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu
110

ctg
Leu
15

aat
Asn

gga
Gly

g99
Gly

ctt
Leu

cag
Gln
95

gag
Glu

gga
Gly

agt
Ser

cag
Gln

gtc
vVal

acc
Thr

caa
Gln

atc
Ile

48

96

144

192

240

288

336

339

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
10

1

5

15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
25

20

64

30



10

15

20

25

ES 2 665341 T3

Ser Asn Gln Lya Asn Tyr Leu

as

Pro Pro Lya Leu Leu Val Tyr

50

55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Sar

65

70

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu
85

His Tyr Ser Thr Pro Pro Thr

Lys

100

<210> 46
<211> 435
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<400> 46

gctageacca
ggtgectgtg
gagagggcca
aactatttqgyg
gecatecacta
tteactetta

cattatagea

ccatggaatc

cagacattgt

ctatcaactg
cctggtacca
gggaatctgg
ccatcageag

ctecteceac

ttttititceg aattc

<210> 47
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 47
gaaccgtcag atcgecctgga gacg

<210> 48
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

acagaccecag
catgacacag
caagtccagt
gcagaaacca
ggtocctgat

tctgeagget

attecggtcag

24

Ala Trp Tyr Gln Gln

40

Phe Ala Ser Thr Arg

60

Gly Ser Gly Thr Asp

75

Agp Val Ala VvVal Tyr
80

Phe Gly Gln Gly Thr

105

gtectecatgt
tectecagact
cagagecctte
ggacagccte
cgetteagtyg
gaagatgtgg

gggaccaagc

65

ttettetget
ccectggetgt
tgaatagtag
ctaaacttect
gcagtggatc
cagtttacta

tggagatcaa

Lya Pro Gly Gln
45

Glu Ser Gly Val

Phe Thr Leu Thr
B0

Tyr Cys Gln Gln
35

Lya Leu Glu Ile

110

ctgggtatet 60
gtcactggga 120
caatcaaaaqg 180
ggtctacttt 240
tgggacagat 300
ctgtcagcaa 360
acgtaagtac 420

435



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<220>
<223> ADN sintético

<400> 48
tgaaagatga getggaggac 20

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

<220>
<223> ADN sintético

<400> 49
ctttettgtc cacettggtg 20

<210>50
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 50
getgtectac agtectcag 19

<210>51
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 51
acgtgccaag cateceteg 18

<210> 52
<211> 1413
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1413)

<400> 52

atg ggt tgg age tgt ate atc tte ttt ctg gta gca aca get aca ggt

ES 2 665341 T3

66

48



gtg
val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

ggce
Gly
145

ggc
Gly

gtg
val

ttec
Phe

gtg
Val

gtg
Val
225

aaa
Lys

Gly

cac
His

ggq
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gece
Ala

tac
Tyr

tgg
130

cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr

ccg
Pro

acc
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

Trp

tce
Ser

gte
Vval

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

tcg
Ser

gcg
Ala

gtg
val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

Ser

cag
Gln
20

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

geca
Ala

caa
Gln

gte
val

gcec
Ala

tcg
Ser
180

gte
Val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp

Cys

gte
Val

gtg
Val

atg
Met

gtt
Vval

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

tte
Phe

ctg
Leu
165

tgg
Trp

cta
Leu

tece
Ser

ccc
Pro

aaa
Lys
245

Ile

cag
Gln

aag
Lys

cac
His

att
Ile
70

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr

cce
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

age
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

ES 2 665341 T3

Ile

ctg
Leu

att
Ile

tgg
Trp

agt
Ser

gece
Ala

gece
Ala

gga
Gly

tca
Ser
135

ctg
Leu

tge
Cys

tca
Ser

tce
Ser

agc
Ser
215

aac

Asn

cac
His

Phe

cag
Gln

tece
Ser

gtg
Val

act
Thr

aca
Thr

aga
Arg

tta
Leu
120

gte
Val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

Phe

cag
Gln
25

tgc
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu
105

cga
Arg

ace
Thr

ccc
Pro

gte
val

gece
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

Leu
10

tect
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
90

aca
Thr

gag
Glu

gtc
val

tce
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

ctc
Leu

acc
Thr

gtg
Val

cca
Pro
250

67

Val

ggqg
Gly

ggt
Gly

agt
Ser

ggt
Gly
75

gta
Val

tet
Ser

tat
Tyr

tce
Ser

tce
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

ccg
Pro

Ala

cct
Pro

tce
Ser

cat
His
60

aat
Asn

gac
Asp

gag
Glu

tac
Tyr

teca
Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tce
Ser

ace
Thr
220

aag

Lys

tgc
Cys

Thr

gag
Glu

ggc
Gly

geca
Ala

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat

Tyr
125

gece
Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu
205

tac

Tyr

aaa
Lys

cca
Pro

Ala

ctg
30

tac
Tyr

aag
Lys

aac
Asn

tecc
Ser

tet
Ser
110

gct
Ala

tcc
Ser

acc
Thr

cce
Pro

gtg
val

190
agc

Ser

atc
Ile

gtt
Val

gca
Ala

Thr
15

gtg
Val

aca
Thr

agt

Ser

tac
Tyr

tece
Ser
95

gee
Ala

atg
Met

acec
Thr

tet
Ser

gaa
Glu
175

cac
His

agc
Ser

tgc
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

Gly

agg
Arg

tte
Phe

cta
Leu

aac
Asn
80

age
Ser

atc
Ile

gac
Asp

aag
Lys

999
Gly
160

ccg
Pro

acc
Thr

gtg
val

aac
Asn

cce
Pro
240

gaa
Glu

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



10

ES 2 665341 T3

cte ctg ggg gga cog tca gtec tte cte
Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
260 265

acc ctg atg atc tcc cgg acc cct gag
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
275 280

gtg age cac gaa gac cct gag gte aag
Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
290 295

gtg gag gtg cat aat goc aag aca aag
Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
305 310

age acg tac cgt gtg gtc age gte cte
Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
325

ctg aat ggc aag gag tac aag tge aag
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
340 345

gee ¢cc atc gag aaa acc atc tec aaa
Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Sar Lys
355 360

cca cag gtg tac acc ctg cec cca tec
Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
370 375

cag gte age ctg ace tge cotg gte aaa
Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
385 350

gee gtg gag tgg gag age aat ggg cag
Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
405

acg cct cecc gtg ctg gac tec gac gge
Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
420 425

ctc ace gtg gac aag age agg tgg cag
Leu Thr Val asp Lys Ser Arg Trp Gln
435 440

tce gty atg cat gag get ctg cac aac
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
450 455

tec ctg tet ceog ggt aaa tga
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 53
<211> 470
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

68

tte
Phe

gtc
val

tte
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
330

gte
Val

gee
Ala

cgg
Arg

ggce
Gly

ccg
Pro
410

tee
Ser

caqg
Gln

cac
His

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Azsn

cgg
Arg
315

gte
val

tee
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

tte
Phe
395

gag
Glu

tte
Phe

999
Gly

tac
Tyrx

cca
Pro

tgc
Cys

tgg
300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Asn

acg
Thr
460

aaa
Lys

gtg
val
285

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

ctg
Leu

cce
Fro

aac
Asn

cte
Leu

gte
val
445

cag
Gln

cce
Pro
270

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gee
Ala
350

cCC
Pro

acce
Thr

age
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

tte
Phe

aag
Lys

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

cte
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
aAsp

aag
Lys
415

agce
Ser

tca
Ser

agc
Ser

gac
Asp

gac
Asp

gge
Gly

aac
Asn
320

tag
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

ate
Ile
400

ace
Thr

aag
Lys

tge
Cys

cte
Leu

g8lé

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

13494

1392

1413



<400> 53

Met

1l

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

Val

PhLe

val

val
225

Gly

His

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Trp

Ser

val

35

Tyr

Ila

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

185

val

His

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Cys

Val

val

Mat

val

Gly

Glu

Arg

Gly

Phe

Lau

165

Trp

Len

Ser

Pro

ES 2 665341 T3

Ile

Gln

Lys

Hia

Ila

70

Lys

Leu

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Sar

Ser
230

Ile

Len

Ile

Trp

Ser

Ala

Ala

Gly

Ser

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Sar

215

Asan

Phe

Gln

Ser

40

val

Thr

Thr

Arg

Lau

120

val

Ala

Lau

Gly

Ser

200

Lau

Thr

69

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Tyr

Meat

Leu

105

Arg

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Thr

Glu

val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Val

Gly

Gly

Ser

Gly

75

val

Ser

Tyr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
235

Ala

Pro

Ser

Hia

€0

Asn

Asp

Glu

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lya

Thr

Glu

Gly

45

Ala

Thr

Lysa

Aap

Tyr

125

Ala

Ser

Pha

Gly

Leu

205

Tyr

Lysa

Ala

Leu

30

Tyr

Lya

Asn

Ser

Ser

110

Ala

Ser

Thr

Pro

val

190

Ser

Ile

val

Thr

15

Val

Thr

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

Met

Thr

Ser

Glu

175

Hia

Ser

Cys

Glu

Cly

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Ile

Asp

Lys

Gly

16C

Pro

Thr

val

Asn

Pro
240



Lys

Lau

Thr

vVal

val

305

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

<210> 54
<211> 723

Ser

Leu

Lsu

Ser

290

Glu

Thr

Aan

Pro

Gln

370

val

val

Pro

Thr

val

450

Leu

Cys

Gly

Mat

275

Hia

val

Tyr

Gly

Ile

355

val

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

Asp

Gly

260

Ila

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Tyr

Trp

Val

420

Asp

His

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

val

3235

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2 665341 T3

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

vVal

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

His

Val

Thr

Glu

295

Lya

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Leu
455

Thr

Phe

Pro

2890

val

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

val

Gly

Asp

Trp

440

His

70

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lya

Lys

345

Lya

Ser

Lys

Gln

Gly

425

Gln

Asn

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

410

Ser

Gln

His

Pro

Fro

Thr

Asn

Arg

315

val

Ser

Lya

Asp

Pha

395

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Fro

Cys

Trp

300

Glu

Aan

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Pro

Lya

val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

Ala

Pro

270

val

vVal

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Pro

255

Lya

val

Asp

Tyr

Asp

a3s

Leu

Arg

Lya

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ila

400

Thr

Lys

Cys

Leu



10

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(723)

<400> 54

ES 2 665341 T3

71



atg
Mat

gat
Gly

atg
Met

ctt
Leu

aaa
Lys
65

gaa
Glu

ttc
Phe

tte
Phe

aag
Lys

ceg
Pro
145

ctg
Leu

gat

gac

Lys

cag
Gln
225

tag

gaa
Glu

gce
Ala

tca
Ser

tta
Leu
50

cca
Pro

tect
Ser

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu
130

cca
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

age
Ser

gca
Ala
210

ggc
Gly

<210> 55
<211> 240

tca
Ser

tgt
Cys

gta
val
as

aat
Asn

dga
Gly

Gly

ctt
Leu

caqg
Gln
115

gag
Glu

tect
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aaqg
Lys
195

gac
Asp

ctg
Leu

cag
Gln

gca
Ala

Jgga
Gly

agt
Ser

cag
Gln

gte
val

acc
Thr
100

caa
Gln

ctg
Leu

gat
Asp

aac
AsSn

ctc
Leu
180

gac
Asp

tac
Tyr

agc
Ser

ace
Thr

gac
Asp

cag
Gln

agce
Ser

tct
Ser

cct
Pro
85

atc
Ile

cat
His

aaa
Lys

gag
Glu

tte
Phe
165

caa

Gln

agc
Ser

gag
Glu

teg
Ser

ES 2 665341 T3

cag gtc
Gln val

att gtg
Ile Val

aag gte
Lys Val

aat caa
Asn Gln
55

cct aaa
Pro Lys
70

gat cgc
aAsp Arg

agc agt
Ser Ser

tat agc
Tyr Ser

cga act

Arg Thr
133

cag ttg
Gln Leu
150

tat ccc
Tyr Pro

tcg ggt
Ser Gly

acc tac
Thr Tyr

aaa cac
Lys His
215

ccc gtc
Pro Val
230

ctc
Len

atg
Mat

act
Thr
40

aag
Lys

ctt
Leu

tte
Phe

atg
Val

act
Thr
120

gtg
Val

aaa
Lys

aga

aac
Asn

agc
Ser
200

daa
Lys

aca
Thr

atg
Meat

aca
Thr
25

atg
Met

aac
Asn

ctg
Leu

ata
Ile

cag
Gln
105

cct
Pro

gct
Ala

tect
Ser

gag
Glu

tce
Ser
185

cte
Leu

gtc
Val

aag
Lys

ttt
Phe
10

cag
Gln

age
Ser

tat
Tyr

gta
val

ggc
Gly

gct
Ala

ccc
Pro

gca
Ala

gga
Gly

geco
Ala
170

cag

Gln

agc
Ser

tac
Tyr

agc
Ser

72

ctt

tct
Ser

tge
Cys

ttg

tac
Tyr
%

Ser

gaa
Glu

acyg
Thr

Pro

act
Thr
155

Lys

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

ttc
Phe
235

ctg
Leu

cca
Pro

aag
Lys

gcc
Ala
60

tte
Phe

gga
Gly

gac

tte
Phe

tct
Ser
140

geo
Ala

gta
val

agt

Ser

acc
Thr

tgc
Cys
220

aac
Asn

cte
Leu

tece
Ser

tce
Ser
45

tag
Trp

gca
Ala

teot
Ser

ctg
Leu

Gly
125

gtc
val

tct
Ser

cag
Gln

gtc
Vval

ctg
Leu
205

gaa
Glu

agg
Arg

tag
Trp

tece
Ser
30

agt
Ser

tac
Tyr

tece
Ser

g9g9
Gly

gca
Ala
110

gct
Ala

tte
Phe

gtt
val

Trp

aca
Thr
1920

acqg
Thr

gtc
val

gga
Gly

gta
val
15

ctg

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr

aca
Thr
95

gat

999
Gly

atc
Ile

gtg
val

aag
Lys
175

gaqg
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

tct
Ser

gct
Ala

age
Ser

cag
Gln

agg
Arg
80

gat

tac
Tyr

aceo
Thr

ttc
Phe

tge
Cys
160

gtg
val

cag
Gln

age
Ser

cat
His

tgt
Cys
240

48

96

144

152

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

T20

723



<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2 665341 T3

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 55

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Phe

Lys

Pro

145

Leu

Glu

Ala

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Cys

Leu

130

Pro

Leu

Ser

Cys

Val

35

AsSn

Gly

Gly

Len

Gln

115

Glu

Ser

Asn

Gln

Ala

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Gln

Leu

Asp

Asn

Thr

Asp

Gln

Ser

Ser

Pro

85

Ile

His

Lys

Glu

Phe

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

150

Tyr

Val

Val

Val

Gln

55

Lys

Ser

Ser

Thr

135

Leu

Pro

Leu

Thr
40

Lys

Phe

Val

Thr

120

Val

Lys

Arg

73

Met

Thr

25

Met

AsSn

Leun

Ile

Gln

105

Pro

Ala

Ser

Glu

Phe

10

Gln

Ser

Tyr

Val

Gly

Ala

Pro

Ala

Gly

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Pro

Lys

Ala

60

Phe

Gly

Phe

Ser

140

Ala

Val

Leu

Ser

Ser
45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

125

val

Ser

Gln

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ala

val

Trp

val

15

Len

GIn

Gln

Thr

Thr

95

Asp

Gly

Ile

val

Lys

Ser

Ala

Ser

Gln

Thr

Phe

Cys
160

Val



10

15

Asp Asn Ala Leu

180

Asp Ser Lys AsSp

135

Lys Ala Asp Tyr

210

Gln Gly Leu Ser

225

<210> 56

<211> 1413
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1413)

<400> 56

atg
Met
1

gtg
val

cct
BPro

act
Thr

Jag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

ggt
Gly

cac
Hig

Gly

gat
Asp

tag
Tep

aag
Lys

gece
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp

tce
Ser

gce
Ala

tat
Tyr

att
Ile

LA o
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys

agc
Ser

caa
Gln
20

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca
Ala

tgt
Cys

gtc
val

gtg
Vval

atg
Met

gte
val

gac
Gly
85

gaa

Glu

aga
Axg

ES 2 665341 T3

165

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro
230

atc atc
Ile Ile

cag ctg
Gln Leu

aaa gtc
Lys Val

cac tgg
His Trp
55

att agt
Ile Sear
70

aag gcc
Lys ala

ctt agqg
Leu Arg

dJga gga
Gly Gly

Gly

Tyr

His
215

val

ttc
Phe

gtg
Vval

teco
Ser
40

gtg
Val

act
Thr

aca
Thr

age
Ser

ttg
Leu

Asn Ser

Ser Leu

170

185

200

Lys Val

Thr Lys

ttt
Phe

cag
Gln
25

tgc
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met
ttg
105

cga
Arg

ctg
Len
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
20

aga

Arg

gag
Glu

74

gta
Val

999
Gly

gct
Ala

gcc
Ala

ggt
Gly
75

gte
Val

tect
Ser

tat
Tyr

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe

175

Ser Val Thr Glu

190

205

220

235

gca
Ala

gct
Ala

teoco
Ser

cct
Pro

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

Jga
Gly

aca
Thr

aca
Thr

gat
Asp

tat
Tyr

gct
Ala

gtg
Vval

30

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tee
Ser

act
Thr
110

get
Ala

aca
Thr
15

aag

Lys

aca
Thr

Jggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr

gece
Ala

atg
Met

Thr Leu Thr Leu

Cys Glu Val Thr

Asn Arg Gly Glu

ggc
Gly

Lys

tte
Phe

ctg
Lau

aac
Asn

age
Ser

gtg
val

gac
hsp

Gln

Ser

Cys
240

48

144

192

240

288

336

384



tac
Tyr

gge
Gly
145

ggc
Gly

gtg
Vval

tto
Phe

gtg
val

gtg
val
225

Lys

cte
Leu

acc
Thr

val

gty
val
305

age
Ser

gcc
Ala

cCca

tgg
Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr

ccg
Pro

acec
Thxr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctyg
Leu

cte
Leu

agc
Ser
250

gaqg
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cCcC
Pro

cag

115

Gly

teg
Ser

gcg
Ala

gtg
val

got
Ala
195

gtg
val

His

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
275

cac

His

atg
val

tac
Tyxr

Gly

atc
Ile
355

agtg

caa
Gln

gte
val

gcc
aAla

tcg
Ser
180

gtc
val

ccc
Pro

aag
Lys

gac
Asp

qga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgt

Lys
340

gag
Glu

tac

gga
Gly

tte
Phe

Len

tece
Ser

cCcCc
Pro

aaa
Lys
245

cog
Pro

too
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
val

325

gag
Glu

aaa
Lys

acc

acc
Thr

cee
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

age
Ser

age
Ser
230

act

Thr

teca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gce
Ala
31¢

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg

ES 2 665341 T3

atg
Met
135

otg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser

tee
Ser

agc
Ser
215

aac

Asn

cac
His

gte
Val

acc
Thr

gag
Glu
295

aag
Lys

age
Ser

aaqg
Lys

atc
Ile

cco

120

gtc
val

gea
Ala

cty
Len

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

ace
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cet
Pro
280

gtc
val

aca
Thr

gte
val

tge
Cys

tce
Ser
360

cca

ace gtce
Thr val

coo toe
Pro Ser

gte aag
Val Lys

gee ctg
Ala Leu
185

gga cto
Gly Leu

ggo acco
Gly Thr

aag gty
Lys Val

tgc cca
Cys Pro
250

cte tte
Leu Phe
265

gag gtc
Glu val

aag tte
Lys Phe

aag ccg
Lys Pro

cte ace
Leu Thr
330

aag gte
Lys Val
345

aaa gcc

Lys Ala

tee cgg

75

toe
Ser

too
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

ccg

Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gte
Val

tee
Ser

adad
Lys

gat

tca
Ser
14¢

aag

Lys

tac
Tyr

age
Ser

toeo
Ser

acc
Thr
220
aag
Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tge
Cys

tgg

300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

g9y
Gly

gag

125

gce
Ala

age
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

cte
Leu
205

tac
Tyr

aaa
Lys

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
285

tac

Tyr

gag
Glu

cac
Hisg

aaa
Lys

cag
Gln
365

otg

tco
Ser

aco
Thr

cCcc
Pro

gtg
val
1380

agce
Ser

atec
Ile

gtt
val

gca
Ala

coe
Pro
270

gtg
val

gtg
val

cag
Gln

cag
Glin

gee
Ala
350

ccc
Proc

acc

acc
Thr

tot
Ser

gaa
Glu

cac
His

age
Ser

tge
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag

Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

ota
Teu

cga
Arg

aag

aag
Lys

ggg
Gly
160

ccg
Pro

ace
Thr

gty
val

aac
Asn

cce
Pra
240

gaa

Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tgg
Trp

aca
Pro

gaa
Glu

aac

432

480

528

576

€24

672

720

768

316

864

512

960

1008

1056

1104

1152



10

Pro Gln
370

cag gte
Gln Vval
385

gcc gtg
Ala Val

acg cet
Thr Pro

ctc ace
Leu Thr

tce gtg
Ser Val
4530

tece ctg
Ser Leu
465

<210> 57
<211> 470
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val Tyr

age ctyg
Ser Leu

gag tgg
Glu Trp

cec gtg
Pro val

420

gtg gac
Val aAsp

435

atg cat
Met His

tet cog
Ser Pro

Thr

ace
Thr

gayg
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

Leu

tgo
Cys
380

age
Ser

gac
Asp

ago
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

ES 2 665341 T3

Pro
378

oty
Leu

aat
Asn

tee
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
455

tga

Pro Ser

gtoe asaa
Val Lys

ggg cag
Gly Gln

gac ggc
Aap Gly
425

tgg cag
Trp Gln

440

cac aac
His Asn

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 57

Met
1

Val

Pro

Glu
65

Gln

Thr

Gly Trp

His Ser

Gly Ala
35

Asp Tyr

30

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

Ser

Gln

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

Val

Val

Met

val

Gly

Glu

70

Ile Ile

Gln Leu

Lys Val

His Trp

55

Ile Ser

Lys Ala

Leu Arg

Phe

Val

Ser

40

val

Thr

Thr

Ser

76

Arg

gge
Gly

ceg
Pro
410

tece
Ser

cag
Gln

cac
His

Phe

Gln

Asp

tta
Phe
ass

gag
Glu

ttc
Phe

ggg
Gly

tac
Tyr

Leu

Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac
Aan

acg
Thr
460

¢

25

Cys

Leu

Arg Gln

Lys

Tyr

Thr

Leu Thr

cco age
Pro Ser

aac tac
Asn Tyr

ctc tac
Leu Tyr
430

gto tte
Val Phe
445

cag aag
Gln Lys

Val Ala

Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro

60

Gly Asn

75

90

Val Asp

Arg Ser Asp

Lys

gac
Rap

aag
Lys
415

age

Ser

tca
Ser

age
Sar

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Aan

atec
Ile
400

acg
Thr

aag
Lys

tgo
Cys

ctc
Lau

Ala

Val
30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

Thr
15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr
95

Ala

1200

1248

1296

1344

1392

1413

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val



Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

val

Phe

val

val

225

Lys

Leu

Thr

val

val

305

Ser

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Fro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

250

Glu

Thr

Asn

Cys

115

Gly

Sar

Ala

val

Ala

185

val

His

Cys

Gly

Met.

275

Bis

Val

Tyr

Gly

100

Ala

Gln

val

Ala

Ser

180

val

Fro

Lys

Asp

Gly

260

Tle

Glu

His

Lys
340

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

ES 2 665341 T3

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Aan

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Gly

Met

135

Lau

Cye

Sar

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Thr

Glu

285

Lys

Ser

Lys

Leu

120

Val

Ala

Lau

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

77

105

Arg

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
345

Glu

val

Ser

Lye

170

Leu

Leu

Thr

Val

FPro

250

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

330

Val

Tyr

Ser

Sar

155

Asp

Thre

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Tyr

Ser

140

Lys

TYL

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Asn

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

285

Tyr

Glu

His

Lys

110

Ala

Ser

Thr

Pro

val

190

Ser

Ila

val

Ala

Pro

270

val

val

Gln

Gln

Ala
350

Mat

Thr

Sar

Glu

175

His

Ser

Cyn

Glu

Pro

255

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val

Aan

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
320

Trp

Pro
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15

ES 2 665341 T3

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
355 360 365
Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
370 378 380
Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
385 390 395
Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405 410 415
Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
420 425 430
Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
435 440 445
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
459 455 460
Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470
<210> 58
<211> 1413
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN recombinante
<220>
<221> CDS
<222>(1)..(1413)
<400> 58
atg ggt tgg agc tgt atc ate tte ttt ctg gta gea aca geot aca ggo
Met Gly Trp Ser Cys Ila Ila Phe Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1l 5 10 15
gtg cac tee caa gte cag ctg gtg cag tet ggg get gaa gtg aag aag
val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Rla Glu Val Lya Lya
20 25 30
cct ggg gec tca gtg aaa gtc tee tge aag get tec gge tac aca tte
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45
act gat tat get atg cac tgg gtg cga cag gee cet gga caa gge ctg
Thr Asp Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
50 55 60
gag tgg att gga gtt att agt act tac tat ggt aat aca aac tac aac

78

Glu

Asn

Ile

400

Thr

Lys

Cys

Leu

48

144

192

240



Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

gtg
val

tte
Phe

gtg
Val

gtg
Val

225

aaa
Lys

cte
Leu

acc
Thr

gtg
val

gtg
vVal

305

Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

tag
Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr

ceg
Pro

ace
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

cte
Leu

agc
Ser
290

gag
Glu

Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

tcg
Ser

gcg
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
275

cac

His

gtg
Val

Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gea
Ala

caa
Gln

gtc
Val

gcc
Ala

tcg
Ser
180

gte
Val

cece
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

val

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

tte
Phe

ctg
Leu
165

tag
Trp

cta
Leu

tcec
Ser

cce
Pro

aaa
Lys
245

ccg
Pro

tce
Ser

gac
Asp

aat
Asn

Ile
70

cga
Arg

ctt
Leu

gga
Gly

ace
Thr

cce
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agce
Ser

agc
Ser
230

act
Thr

teca
Ser

cgg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala
310

ES 2 665341 T3

Ser

gee
Ala

agg
Arg

gga
Gly

atg
Met
135

ctg

tgc
Cys

tca
Ser

tee
Ser

age
Ser
215

aac
Asn

cac
His

gtc
val

acc
Thr

gag
Glu
295

aag
Lys

Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg
Leu
120

gte
Val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
280

gtec
Val

aca
Thr

Tyr

atg
Met

ttg
Leu
105

cga
Arg

ace
Thr

cec
Pro

gtc
val

gcc
Ala
185

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

Tyr

act
Thr
20

aga
Arg

gag
Glu

gtc
val

tece
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

cte
Leu

acec
Thr

gtg
val

cca
Pro
250

ttc
Phe

gtec
val

ttc
Phe

ccg
Pro

79

Gly
75

gte
Vval

tct
Ser

tat
Tyr

tce
Ser

tce
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

ccg
Pro

ccc
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
140

aag

Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tece
Ser

acc
Thr
220

aag

Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys
tgg
300

gag
Glu

Thr

aca
Thr

gat
Asp

tat
Tyr
125

gce
Ala

agce
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

ctc
Leu
205

tac
Tyr

aaa
Lys

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
val

285
tac

Tyr

gag
Glu

Asn

tce
Ser

act
Thr
110

gct
Ala

tece
Ser

acc
Thr

ccc
Pro

gtg
val

190

age
Ser

ate
Ile

gtt
val

gca
Ala

ccc
Pro
270

gtg
val

gtg
Vval

cag
Gln

acc
Thr
95

gcc
Ala

atg
Met

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
175

cac
His

agc
Ser

tge
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag

Lys

atg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

Asn
80

agc
Ser

gtg
val

gac
Asp

aag
Lys

g9g9
Gly
160

ccg
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

cce
Pro
240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



10

agc
Ser

ctg

goc
Ala

cca
Pro

cag
Gln
385

gcc
Ala

acg
Thr

ate
Leu

tce
Ser

too
Ser
465

acyg
Thr

aat
Asn

cCco
Bro

cag
Gln
370

gtc
val

gtg
Val

cect
Pro

aco
Thr

gtg
Val
450

etg
Leu

<210>59

<211> 470
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tac
Tyr

ggc
Gly

atce
Ile
355

gtg
Val

agce
Ser

gag
Glu

cCcC
Pro

gty
Val

435

atg
Met

teot
Ser

cgt
Arg

aaqg
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Val

420
gac

Asp

cat
His

cog
Pro

gtg
Val
325

gag
Glu

aaa
Lys

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu
405

ctg

Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
390

agec
Ser

gac
Asp

ago
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

ES 2 665341 T3

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

ccc
Pro
375

ctg

Leu

aat
Asn

tceo
Ser

agg
Arg

ctg
Leu
455

tga

gtc
Val

tge
Cys

tceo
Ser
360

cca
Pro

gtc
Val

ggg
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
440

cac
His

cte
Leu

aag
Lys
345

aaa
Lys

tece
Ser

agaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
425

cag

Gln

aac
Asn

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 59

acec
Thr
330

gte
Val

goo
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
410

teceo

Ser

cag
Gln

cac
His

gtc ctg cac cag
Val Leu His Gln

tcc aac aaa gcoc
Ser Asn Lys Ala
350

aaa ggg cag ccc
Lys Gly Gln Pro
365

gat gag ctg acc
Asp Glu Leu Thr
380

ttc tat ccc agce
Phe Tyr Pro Ser
385

gag aac aac tac
Glu Asn Asn Tyr

ttec tte cte tac
Phe Phe Leu Tyr
430

ggg aac gte tte
Gly Asn Val Phe
445

tac acg cag aag
Tyr Thr Gln Lys
460

gac
Asp
335

cte

Leu

cga

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

agc

Ser

teca
Ser

agc
Ser

tgg
rp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
400

ace
Thr

aag
Lys

tgo
Cys

ctc
Leu

lo08

1056

1104

1152

1200

1248

1256

1344

1392

1413

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Phe Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

1¢

15

Val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
30

20

25

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
40 45

35

80



Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

val

Phe

val

vVal

225

Lys

Leu

Thr

vVal

Asp

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tep

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

Gly

Met

275

Hisg

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

val

ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

Met

Val

Gly

Glu

Arg

Gly

Phe

Leu
165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

ES 2 665341 T3

His

Ile

70

Arg

Leu

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Trp

Ser

Ala

Arg

Gly

Met

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

Thr

Glu

295

val

Thr

Thr

Ser

Leu

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

val

81

Arg

Tyzr

Met

Leu

108

Arg

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

263

Glu

Lys

Gln

Tyr

Thr

20

Glu

Val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Phe

Val

Phe

Ala

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Ser

155

Asp

Thrx

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Pro

60

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
300

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

FPro

Lys

val

285

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Vval

Ala

Pro

270

val

val

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Met

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Fro

255

Lys

val

Asp

Leu

Asn

80

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly
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15

Val
305

Ser

Ala

Pro

Gln

385

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
465

<210> 60
<211>723
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

Val

val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Val

Tyr

Gly

Ile

355

vVal

Ser

Glu

Pro

Val

435

Met

Ser

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(723)

<400> 60

atg gaa tca cag

1

Arg

lys

340

Glu

Tyr

Trp

Val
420

Pro

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

4G5

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2 665341 T3

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

Lys

Serx

lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Ser

Leu
455

Thr

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

440

Hig

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Lys

Gln

Gly

425

Gln

AsSn

Pro

Thr

330

Val

Ala

Arg

Gly

Bro

410

Ser

Gln

His

Arg

315

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

385

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

3890

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
460

Glu

His

Lys

Gln

365

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

445

Gln

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

430

Phe

Lys

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

acc cag gtc ctc atg ttt ctt ctg ctec tgg gta tet
Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Met Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser
10

5

82

15

Asn
320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Lys

Cys

48



ES 2 665341 T3

ggt gec tgt gea gac att gtc atg aca
Gly Ala Cys Ala Asp Ile Val Met Thr
20 25

gtg tca ctg gga gag agg gcc act atc
Val Ser Lau Gly Glu Arg Ala Thr Ile

ctt ctg aat agt age aat caa aag aac
Leu Leu Asn Ser Ser Asn Gln Lys asn
S0 55

aaa cca gga cag cct cct aaa ctt ctg
Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu
65 70

gaa tct ggg gtc cct gat cgec ttec agt
Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
85

ttec act ctt ace ate age agt ctg cag
Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
100 105

tac tgt cag caa cat tat agc act cct
Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro
115 120

aag ctg gag atc aaa cga act gtg gct
Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
130 135

ccg cca tct gat gag cag ttg aaa tet
Fro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
145 150

ctg ctg aat aac tte tat ccec aga gag
Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
165

gat aac gce cte caa teg ggbt aac tce
Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
180 185

gac agc aag gac agc acc tac agc ctc

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
195 200
aaa gca gac tac gag aaa cac aaa gtc
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
210 215

cag ggc ctg age teg cce gte aca aag
Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
225 230
tag

<210> 61

<211> 240

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

83

cag
Gln

aac
Asn

tat
Tyr

gte
val

ggc
Gly

gect
Ala

ccc
Pro

gca
Ala

gga
Gly

gco
Ala
170

cag

Gln

agc
Ser

tac
Tyr

agoc
Ser

tet
Ser

tgc
Cys

ttg
Leu

tac
Tyr
75

agt
Ser

gaa
Glu

aca
Thr

cca
Pro

act
Thr
155

aaa
Lys

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

tte
Phe
235

cca
Pro

aag
Lys

gece
Ala
60

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp

tte
Phe

tct
Ser
140

gcc

Ala

gta
val

Ser

acc
Thr

tgc
Cys
220

aac
Asn

gac
Asp

tecec
Ser
45

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser

gtg
Val

gat
Gly
125

gtc
Val

tct
Ser

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu
205

gaa
Glu

tee
Ser
30

agt
Ser

tac
Tyr

tce
Ser

999
Gly

gca
Ala
110

cag

Gln

tte
Phe

gtt
Val

Trp

aca
Thr
190

acg
Thr

gtec
val

gga
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

act
Thr

aca
Thr
95

gtt
Val

999
Gly

atc
Ile

gtg
Val

aaqg
Lys
175

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

gaqg
Glu

get
Ala

agc
Ser

cag
Gln

agyg
Arg
80

gat
Asp

tac
Tyr

ace
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys
160

gtg
val

cag
Gln

agc
Ser

cat
His

tgt
Cys
240

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

723



<400> 61

Met
1

Gly

Val

Lys

65

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

145

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

225

Glu

Ala

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

130

Fro

Leu

Asn

Ser

Ala

210

Gly

Ser

Cys

Leu

35

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

195

Asp

Leu

Gln

Ala

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

100

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

180

Asp

Tyr

Ser

Thr

Asp

Glu

Ser

Pro

Pro

85

Ile

His

Lys

Glu

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

ES 2 665341 T3

Gln

Ile

Arg

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

150

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Val

val

Ala

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

135

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

215

val

Met

Thr

40

Lys

Phe

Leu

Thr

120

val

Lys

Arg

Asn

Ser

200

Lys

Thr

84

Met

Thr

25

Ile

Asn

Ser

Gln

105

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

185

Leu

val

Lys

Phe

10

Gln

Asn

Tyr

Val

Gly

Ala

Pro

Ala

Gly

Ala

170

Gln

Ser

Tyr

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

235

Leu

Pro

Lys

ala

60

Phe

Gly

Asp

Phe

Ser

140

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

220

Asn

Leu

Asp

Sar

45

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

125

val

Ser

Gln

val

Leu

205

Glu

Arg

Trp

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gln

Phe

Vval

Trp

Thr

150

Thr

Val

Gly

Val

15

Gln

Gln

Thr

85

Val

Gly

Ile

val

Lys

175

Glu

Leu

Glu

Ser

Ala

Sar

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

160

Val

Gln

Ser

His

Cys

240
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15

<210> 62

<211> 1413
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1413)

<400> 62

atg
Met
1

gtg
Val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

gtg
Val

ggt tgg agc

Gly

cac
His

gg9g9
Gly

gat
Asp
50

tag
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

acg
Thr

Trp

tce
Ser

gecc
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tat
Cys
115

ggt
Gly

tcg
Ser

gcg
Ala

gtg
val

Ser

caa
Gln

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gea
Ala

caa
Gln

gtc
Val

gecc
Ala

teg
Ser

tgt
Cys

gte
Vval

gtg
val

atg
Met

gtt
Val

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

tte
Phe

ctg
Leu
165

tgg
Trp

atc
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr

ccc
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

ES 2 665341 T3

atc
Ile

ctg
Leu

gtc
val

tag
Trp
55

agt
Ser

gee
Ala

agg
Arg

gga
Gly

atg
Met
135

ctg
Leu

tge
Cys

tca
Ser

tte
Phe

gtg
val

tece
Ser
40

gtg
Val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg
Leu
120

gte
val

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

ttt
Phe

cag
Gln

tgc
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu
105

cga

Arg

acc
Thr

ccc
Pro

gtc
Val

gcc
Ala

ctg
Leu
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
90

aga
Arg

gag
Glu

gtc
val

tcec
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

85

gta
val

gg9g9
Gly

gct
Ala

gcec
Ala

ggt
Gly
75

gte
Val

tet
Ser

tat
Tyr

tce
Ser

tee
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

gca
Ala

gct
Ala

tece
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

agce
Ser

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr
125

gce

Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

gect
Ala

gtg
Vval

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tece
Ser

act
Thr
110

get
Ala

tee
Ser

acec
Thr

cce
Pro

gtg
Val

aca
Thr
15

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
95

gcec
Ala

atg
Met

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
175

cac
His

ggc
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
B8O

agc
Ser

gtg
Val

gac
Asp

aag
Lys

g9g9
Gly
160

ccg
Pro

acc
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



tte
Pha

oty
Val

gtg
val
225

aaa
Lys

cte
Lau

agcge
Thr

gty
val

gty
Val

305
agoe

Sar

g
Leu

gcec
Ala

cCa
Pro

cag
Gln
385

goo
Ala

acg
Thr

cte

cog
Fro

aon
Thr
210

aat
Asn

tot
Sar

atg
Leu

cte
Leu

age
Sar
2%0

gag
Glu

acy
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

gte
Val

9tq
Val

cot
Pro

acc

got
Ala
155

oty
Val

cagc
His

tgt
Cys

o999
Gly
atg
275
cac

His

gtg
val

tag
Tyr

ggc
Gly

ate
Ile
355

gtg
val

age
Sar

qag
Glu

cee
Pro

gtg

180

gre
Vval

[alals]
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

ate
Ile

gaa
Glu

cat
Hisg

cgt
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

org
Leu

tgg
Trp

qtg
Val
420

gaag

cta
Lau

teo
Sar

cece
Pro

aaa
Lys
245

cog
Pro

tece
Ser

gacg
ASp

ast
ASn

oty
Val

425

gag
Glu

aaa
Lya

ace
Thr

aco
Thr

gag
Glu
405

oty
Leu

sag

cag
Gln

age
Ser

age
Ser

230
act
Thr

tca
Ser

cgg

cet
Pro

gce
Ala
310

gte
Val

tac
Tyr

acce
Thr

oty
Leu

tge
Cys
390

age
Ser

gac
Asp

age

ES 2 665341 T3

toe
Sar

age
Ser
215

aac
AsSn

cac
His

gte
val

ace
Thr

gag
Glu
295

aag

Lys

age
Sar

aag
Lys

ate
Ile

falelad
Pro
375

ctg
Leu

aat
Asn

tee
Ser

agg

tca
Sear
200

ttg
Leu

ace
Thr

aca
Thr

tee
Phe

cct
Pro
280

gte
val

aca
Thr

gte
Val

tge
Cys

tce
Ser
360

cca
Pro

gte
Val

9949
Gly

gac
Asp

t9g

185

9ga
Gly

goc
Gly

aaq
Lys

tge
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

cte
Leu

aag
Lys
345

aaa

Lys

tee
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

93c
Gly
425

cag

ete
Leu

ace
Thr

grg
val

cea
Pro
250

tte
Phe

gte
val

tte
Phe

ccg
Pro

ace
Thr
330

gte
val

gce
Ala

<gg
Arg

ggc
Gly

ecg
Pro
410

tee
Ser

cag

86

tac
Tyr

cag
Gln

gac
RSP
235

ccg
Pro

ccce
Pro

aca
Thr

aac
AsSn

cgg
Argy
315

gte
Val

tee
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

tte
Phe
395

gag
Glu

tee
Phe

999

tee
Ser

ace
Thr
220

aag

Lys

tge
Cys

cca
Pro

tgce
Cys
tgg

300
gag
Glu

oty
Leu

aac
Asn

999
Gly

gag
Glu
380

tat
Tyr

aac
Asn

tte
Phe

aac

cte
Leu
205

tac
Tyr

aaa
Lys

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
285

tac

Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

ety

[alela]
Pro

aac
Asn

ete
Leu

gtc

150

age
Ser

acc
Ile

gtt
val

gca
Ala

cee
Pro
270

gty
Val

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln

gee
Ala
350

ccc

Pro

acc
Thr

age
Ser

tac
Tyr

cac
Tyr
430

tte

age
Ser

tge
Cys

gag
Glu

et
Pro
255

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
338

cte
Leu

cga
Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
415

age
Ser

tca

gtg
val

aac
Asn

cee
Pro
240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

gac
Gly

aac
RAsn
320

tgg
Trp

ceca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

ate
Ile
400

ace
Thr

aag
Lys

tge

624

672

720

768

81¢

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Leu

tece
Ser

tce
Ser
465

<210> 63

Thr

gtg
val

450

ctg
Leu

<211> 470
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val
435

atg
Met

tect
Ser

Asp Lys

cat gag
His Glu

ceg ggt
Pro Gly

Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

ES 2 665341 T3

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
440 445

ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
455 460

tga

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 63

87

1392

1413



Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

Gly

His

Gly

Asp

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Val

Ala

Cys

Val

Val

Met

Val

Gly

85

Glu

Arg

Gly

Phe

Leu

ES 2 665341 T3

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Ile

Leu

Val

Trp

55

Ser

Ala

Arg

Gly

Met

135

Leu

Cys

Phe

Val

Ser

40

Vval

Thr

Thr

Ser

Leu

1290

Val

Ala

88

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

105

Arg

Thr

Pro

Val

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Arg

Glu

Val

Ser

Lys

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Ser

155

Asp

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser

140

Lys

Tyr

Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Ala

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Ser

Thr

Pro

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Met

Thr

Ser

Glu

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

160

Pro



val

Phe

Val

Vval

225

Lys

Leu

Thr

Val

Val

305

Ser

Pro

Gln
385

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

370

val

val

val

Ala

195

val

His

Gly

Met

275

Bis

val

Tyr

Gly

Ile

ass

vVal

Ser

Glu

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Lys

340

Glu

Tyr

Leu

Tep

165

Trp

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

325

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
405

ES 2 665341 T3

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

3%0

Ser

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

375

Leu

Asn

Gly

Ser

200

Thr

Phe

Pro

280

Val

Val

Cys

Ser

360

Pro

Val

Gly

89

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Lys

345

Lys

Sar

Llys

Gln

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Phe

val

Phe

Pro

Thy

330

val

Ala

Arg

Gly

Pro
4190

Thr

Tyxr

Gin

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

val

Ser

Lys

Asp

Phe

395

Glu

Ser

Serx

220

Lys

Cys

Pro

Cys

300

Glu

Leu

Asgn

Gly

Glu

380

Tyr

Asn

Gly

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

2835

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

365

Leu

Pro

Asn

Val

190

Ser

Ile

val

Ala

Pro

270

val

Val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Thr

Ser

Tyr

175

His

Cys

Glu

Pro

255

Lys

Vval

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
415

Thr

val

Agn

Pro

240

Glu

asp

Asp

Gly

Asn
320

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

400

Thr
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15

Thr

Leu

Ser

Ser
465

<210> 64
<211> 1413
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1413)

<400> 64

atg
Met
1

gtg
val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac

ggt
Gly

cac
His

999
Gly

gat
Asp
50

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

tgg

Pro

Thr

vVal
450

Leu

tgg
Trp

tce
Ser

gcc
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

435

420

ES 2 665341 T3

425

440

445

430

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
455

Ser Pro Gly Lys
470

agc
Ser

caa
Gln
20

teca

Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca
Ala

caa

tgt
Cys

gtc
val

gtg
val

atg
Met

gtt
val

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga

atc
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

acc

atc
Ile

ctg
Leu

gtc
val

tag
Trp
55

agt
Ser

gcc
Ala

agg
Arg

gga
Gly

atg

ttc
Phe

gtg
Vval

tcc
Ser
40

gtg
val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg

120

gtc

ttt
Phe

cag
Gln
25

tgc
Cys

cga

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu
105

cga

acc

90

ctg
Leu
10

tct

Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
90

aga
Arg

gag
Glu

gtc

gta
Val

ggg
Gly

ggt
Gly

gcec
Ala

ggt
Gly
75

gtec
Val

tct
Ser

tat
Tyr

tce

gca
Ala

gct
Ala

tcc
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca

460

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr
125

gcc

gct
Ala

gtg
Val
30

tac

Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tcc
Ser

act
Thr
110

gct
Ala

tcc

aca
Thr
15

aag

Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr
95

gcc
Ala

atg
Met

acc

ggc
Gly

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

agc
Ser

gtg
val

gac
Asp

aag

48

96

144

152

240

288

336

384

432



Tyr

ggc
Gly
145

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

agtg
Val

gtg
Val
225

aaa

Lys

cte

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Vval

305
agc

Ser

ctg
Leu

gee
Ala

cca
Pro

Trp
130

cca
Pro

aca
Thr

acqg
Thr

ceg
Pro

ace
Thr
210

aat
Asn

tct
Ser

ctg

ctec
Leu

agc
Ser
290

gag
Glu

acg
Thr

aat
Asn

cce
Pro

cag
Gln
370

Gly

teg
Ser

gcg
Ala

gtg
Val

gct
Ala
195

gtg
Val

cac
His

tgt
Cys

gg99
Gly

atg
Met
275

cac
His

gtg
Val

tac
Tyr

ggc
Gly

ate
Ile
355

gtg
Val

Gln

gte
val

gce
Ala

tcg
Ser
180

gte
Vval

cce
Pro

aag
Lys

gac
Asp

gga
Gly
260

atc
Ile

gaa
Glu

cat
His

cgt
Arg

aag
Lys
340

gag
Glu

tac
Tyr

Gly

tte
Phe

ctg
165

tgg
Trp

cta
Leu

tce
Ser

ccc
Pro

aaa
Lys
245

ccg
Pro

tcec
Ser

gac
Asp

aat
Asn

gtg
Val

325

gag
Glu

aaa
Lys

ace
Thr

Thr

cce
Pro
150

ggc
Gly

aac
Asn

cag
Gln

agc
Ser

agc
Ser
230

act

Thr

teca
Ser

cgg

cct
Pro

gce
Ala
310

gte
Vval

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

ES 2 665341 T3

Met
135

ctg
Leu

tgce
Cys

tca
Ser

tce
Ser

agc
Ser
215

aac
Asn

cac
His

gte
Val

acc
Thr

gag
Glu
295

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

ccc
Pro
375

vVal

gca
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

tca
Ser
200

ttg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
280

gtc
Val

aca
Thr

gte
Val

tgc
Cys

tece
Ser
360

cca
Pro

Thr

cce
Pro

gtc
Val

gce
Ala
185

gga
Gly

gge
Gly

aag
Lys

tgc
Cys

cte
Leu
265

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

ctec
Leu

aag
Lys
345

aaa

Lys

tce
Ser

Val

tce
Ser

aag
Lys
170

ctg
Leu

cte
Leu

acec
Thr

gtg
val

cca
Pro
250

tte
Phe

gte
Val

tte
Phe

ccg
Pro

ace
Thr
330

gtc
Val

gce
Ala

cgg
Arg

91

Ser

tce
Ser
155

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp
235

ccg
Pro

cce
Pro

aca
Thr

aac
Asn

cgg
Arg
315

gte
Val

tcc
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

tce
Ser

ace
Thr
220

aag

Lys

tgc
Cys

cca
Pro

tgc
Cys

tagg
300

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

ggg
Gly

gag
Glu
380

Ala

agc
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

cte
Leu
205

tac
Tyr

aaa
Lys

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
285

tac
Tyr

gag
Glu

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln
365

ctg
Leu

Ser

ace
Thr

ccc
Pro

gtg
val
190

agc
Ser

atc
Ile

gtt
val

gca
Ala

cce
Pro
270

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gcec
Ala
350

ccec

Pro

ace
Thr

Thr

tet
Ser

gaa
Glu
175

cac
His

age
Ser

tge
Cys

gag
Glu

cct
Pro
255

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp
335

ctc
Leu

cga
Arg

aag
Lys

Lys

999
Gly
160

ccg
Pro

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

ccec
Pro
240

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn
320

tag
Trp

cca
Pro

gaa
Glu

aac
Asn

480

528

576

624

672

720

768

Blé

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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cag
Gln
385

gec
Ala

acyg
Thr

cte
Leu

tece
Ser

tee
Ser
465

gte
val

gtg
Val

cct
Pro

acc
Thr

gtg
val

450

ctg
Leu

<210> 65
<211> 470
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién

<400> 65

Met

1

val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

age
Ser

Jag
Glu

ccc
Pro

atqg
Val

435

atg
Mat

tet
Ser

Gly

Hism

Asp

Trp

Lys

Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
val

420
gac

Asp

cat
His

ccg
Pro

ace
Thr

gag
Glu
405

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

ggt
Gly

tgec
Cys
390

agce
Sar

gac
Asp

agce
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
470

ES 2 665341 T3

ctg gtc
Leu Val

aat ggg
Asn Gly

tce gac
Ser Asp

agg tgg

440
ctg cac
Leu His

455

tga

aaa ggc
Lys Gly

cag ccg
Gln Pro
410

gge tee
Gly Ser
425

cag cag

Gln Gln

aac cac
Asn His

sintética (proteina recombinante)

Trp Ser

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met
100

Cys Ile Ile Phe Phe
5

Val Gln Leu Val Gln
Val Lys Val Ser Cys
Met His Trp Val Arg
Val Ile Ser Thr Tyr

Gly Lys Ala Thr Met

85

Glu Leu Arg Ser Leu

55

70

tte
Phe
398

Jag
Glu

tte
Phe

q99
Gly

tac
Tyr

25

40

tat ccc
Tyr Pro

aac aac
Asn Asn

tte cte
Phe Leu

aac gtc
Asn Val
445

acg cag
Thr Gln
460

Leu Val

10

Ser Gly

Lys Gly

Gln Ala

Tyr Gly

75

Thr Val

a0

105

92

Arg Ser

agce
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr
430

ttc
Phe

aag
Lys

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Asp

gac
Asp

aag
Lys
415

age
Ser

tca
Ser

age
Ser

Thr

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

atc
Ile
400

acc

Thr

aag
Lys

tgce
Cys

cte
Leu

Ala

val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr
110

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr
95

Ala

1200

1248

1296

1344

1392

1413

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val



Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Phe

val

val

225

Lys

Leu

Thr

val

val

305

Ser

Leu

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Pro

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

val

His

Cya

Gly

Met

275

His

vVal

Tyr

Gly

Ile
355

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

Vval

Prgo

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

His

Arg

Lys

340

Glu

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Ly=s

245

Pro

Ser

Asp

Asn

val

325

Glu

Lys

ES 2 665341 T3

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Tyr

Thr

Gly

Met

135

Lau

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Vval

Thr

Glu

295

Lys

Ser

Lys

Ile

Leu

120

vVal

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Cys

Ser
360

93

Arg

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Len

265

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

345

Lys

Glu

val

Ser

lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Phe

val

Phe

Ero

Thr

330

Val

Ala

Tyr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ser

Lys

Pyr

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Giu

Leu

Asn

Gly

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
365

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

150

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

270

Val

val

Gln

Gln

Ala

350

Pro

Met

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

335

Leu

Arg

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

TZP

Pro

Glu



10

15

Pro Gln Val Tyr
370

Gln Val Ser Leu
385

Ala Val Glu Trp

Thr Pro Pro Val
420

Leu Thr Val Asp
435

Ser Val Met His
450

Ser Leu Ser Pro
465

<210> 66
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 66

atg ggt tgg agc tgt
Met Gly Trp Ser Cys
1 5

gtg cac tcc caa gtc
Val His Ser Gln Val

cct ggg gcc tca gtg
Pro Gly Ala Ser Val
35

act gat tat gct atg
Thr Asp Tyr Ala Met
50

gag tgg att gga gtt
Glu Trp Ile Gly Val
65

Thr

Thr

Glu
405

Leu

Lys

Glu

Gly

ate
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

ES 2 665341 T3

Leu

Cys
390

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
470

atc
Ile

ctg
Leu

gtc
val

tagg
Trp
55

agt

Ser

Pro Pro Ser

375

Leu Val Lys

Asn Gly Gln

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

Arg

Gly

Pro

Asp

Phe

Glua

380

395

410

425

440

Leu His Asn

455

ttc ttt
Phe Phe

gtg cag
Val Gln
25

tce tge
Ser Cys
40

gtg cga
Val Arg

act tac
Thr Tyr

ctg
Leu
10

tct

Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

94

gta
Val

ggg
Gly

ggt
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly

Ser

Gln

gca
Ala

gct
Ala

tcec
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

460

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

gct
Ala

gtg
val

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

Len

Pro

Asn

Leu

Val
445

Gln

aca
Thr
15

aag

Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

Thr

Ser

Tyr

Tyr
430

Phe

Lys

ggc
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aac
Asn

Lys

Asp

Lys

415

Ser

Ser

Ser

Aszn

Ile
400

Thr

Lys

Cys

Leu

48

96

144

192

240



10

15

cag aag ttt aag ggc aag gcc aca atg act gtc gac aca
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Thr
85 90
aca gcec tat atg gaa ctt agg age ttg aga tct gac gat
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp
100 105
tat tac tgt gca aga gga gga ttg cga gag tat tac tat
Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr
115 120 125
tac tgg ggt caa gga acc atg gtc acc gtc tece teca
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
130 135 140
<210> 67
<211> 140
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>
<223> Construccién sintética (proteina recombinante)
<400> 67
Mat Gly Trp Ser Cya Ile Ile Phe Phe Leu Val
1 5 10
Val His Ser Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly
20 25
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys lys Gly
35 40
Thr Asp Tyr Ala Met Hia Trp Val Arg Gln Ala
50 55
Glu Trp Ile Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly
65 70 75
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Met Thr Val
85 g¢
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser
100 105
Tyr Tyr Cysz Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr
115 120
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
130 135
<210> 68
<211> 363

ES 2 665341 T3

95

tce
Ser

act
Thr
110

gct
Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser
140

acc agc
Thr Ser
85

gcec gtg
Ala Val

atg gac
Met Asp

Thr Ala

Glu val
30

Gly Tyr
45

Gly Gln

Thr Asn

Thr Ser

Agp Thr

110

Tyr Ala
125

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

35

Ala

Mat

288

336

384

420

Gly

Lys

Phe

Lau

Asn

80

Ser

Val

Asp



10

15

20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 68

caa gtc
Gln Vval
1

tca gtg
Ser Val

gct atg
Ala Met

gga gtt
Gly val
50

aag ggc
Lys Gly
65

atg gaa
Met Glu

gca aga
Ala Arg

caa gga
Gln Gly

<210> 69
<211>121
<212> PRT

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His
35

att
Ile

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr
115

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 69

ctg
Leu

gte
Val
20

tagg
Trp

agt
Ser

gce
Ala

agg
Arg

gga
Gly
100

atg
Met

gtg
val

tce
Ser

gtg
Val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser
85

ttg
Leu

gte
Val

cag
Gln

tge
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met
70

ttg

cga

acc
Thr

ES 2 665341 T3

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr
55

act
Thr

aga
Arg

gag
Glu

gte
Val

999
Gly

ggt
Gly

gcc
Ala
40

ggt
Gly

gte
Val

tat
Ser

tat
Tyr

tce
Ser
120

gct
Ala

tce
Ser
25

cct
Pro

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr
105

tca
Ser

gaa
Glu
10

ggc
Gly

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr

gat
Asp
90

tat
Tyr

96

gtg
val

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tce
Ser
75

act

Thr

gct
Ala

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr
60

accec
Thr

gcec
Ala

atg
Met

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu
45

aac
Asn

agce
Ser

gtg
Val

gac
Asp

cct
Pro

act
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

999
Gly
15

gat
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr
95

tgg
Trp

gce
Ala

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Fhe

tat
Tyr
80

tgt
Cys

ggt
Gly

48

96

144

192

240

288

336

363
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15

Gln

Lya

His

35

Ila

Lys

Leu

Gly

Thr
115

Gln vVal
1
Ser Val
Ala Met
Gly Val
50

Lys Gly
€5
Met Glu
Ala Arg
Gln Gly

<210>70

<211> 420

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(420)

<400> 70

Lau

val
20

Trp

Ser

Ala

Arg

Gly

100

Met

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Leu

val

ES 2 665341 T3

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Arg

Thr

Ser

Lya

Gln

Tyr

55

Thr

Arg

Glu

val

Gly

Gly

Ala

40

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser
120

97

Ala

Ser
25

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr

105

Ser

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

30

Tyr

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Thr

Ala

Lya

Thr

Gly

Tyr

&0

Thr

Ala

Met

Lya

Fhe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Pro

Thr
30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ala

Tyr

Ile

Pha

Tyr

80

Cys

Gly



10

atg ggt
Met Gly

gtg cac
Val His

cct ggg
Pro Gly

act gat

Thr Asp
20

gag tgg
Glu Trp
65

cag aag
Gln Lys

aca gcc
Thr Ala

tat tac
Tyr Tyr

tac tgg
Tyr Trp
130

<210>71
<211> 140
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 71

tag
Trp

tece
Ser

gcc
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

agc
Ser

caa
Gln
20

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca
Ala

caa
Gln

tgt
Cys

gte
Val

gtg
val

atg
Met

gtt
Val

dJge
Gly

gaa
Glu

aga

Jgga
Gly

atc
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

ace
Thr

ES 2 665341 T3

atc
Ile

ctg
Leu

gtec
val
tgg
55

agt
Ser

gee
Ala

agy

gga
Gly

atg
Met
135

ttc
Phe

gtg
Val

tce
Ser
40

gtg
val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg
Leu
120

gte
Val

ttt
Phe

cag
Gln
25

tgc
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu
105

cga

ace
Thr

ctg
Leu
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
90

aga

Arg

gaqg
Glu

gte
Val

98

gta
Val

999
Gly

gct
Ala

gocc
Ala

ggt
Gly
75

gte
val

tct
Ser

tat
Tyr

tece
Ser

gca
Ala

gct
Ala

tcoc
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
140

aca
Thr

gaa
Glu

Gly
415

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr
125

gct
Ala

gtg
VvVal

30

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tece
Ser

act
Thr
110

gct
Ala

aca
Thr
15

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
95

gcc
Ala

atg
Met

ggc
Gly

Lys

ttc
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

age
Ser

gtg
Val

gac

144

152

240

288

336

384

420
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15

<210>72
<211> 363
<212> ADN

Val

Bro

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

<213> Artificial

<220>

Gly

His

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp
130

Trp

Ser

Ala
35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Ccys

115

Gly

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 72

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

val

val

Met

val

Gly

Glu

Gly

ES 2 665341 T3

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Len

Gly

Thr

Ile

Ieu

val

Trp

55

Ser

Ala

Arg

Gly

Met
135

Phe

val

Ser

40

val

Thr

Thr

Ser

Lau

120

Val

99

Phe

Gln
25

Cys

Tyr

Met

Leu

105

Arg

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

Arg

Glu

Val

val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser
190

Gla val
30

Gly Tyr
45

Gly Gln

Thr Asn

Lys Ser

Asp Thr

110

Tyr Ala
125

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Met

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Asp



10

caa gtc
Gln VvVal

tea gtg
Ser Val

gct atg
Ala Met

gga gtt
Gly Vval
50

aag ggc
Lys Gly
65

atg gaa
Met Glu

gca aga
Ala Arg

caa gga
Gln Gly

<210>73
<211>121
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 73

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

1

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

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His
35

att
Ile

aag
Lys

ctt
Leu

gga
Gly

ace
Thr
115

ctg
Leu

gto
val
20

tgg
Trp

agt
Ser

gce
Ala

agy

gga
Gly
100

atg
Met

gtg
val

teo
Ser

gtg
Val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser
85

ttg
Leu

gtc
val

20

cag
Gln

tgo
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met
70

ttg
Leu

cga
Arg

aco
Thr

5

ES 2 665341 T3

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr
55

act
Thr

aga
Arg

gag
Glu

gte
Val

gg99
Gly

get
Ala

gce
Ala
40

ggt
Gly

gte
val

tct
Ser

tat
Tyr

teo
Ser
120

gect
Ala

too
Ser
25

cct
Pro

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr
105

tca
Ser

gaa
Glu
10

ggc
Gly

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp
90

tat
Tyr

25

100

gtg
val

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

teco
Ser
75

act

Thr

gct
Ala

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr
60

acco
Thr

gcc
Ala

atg
Met

10

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu
45

aac
Asn

agc
Ser

gtg
val

gac
Asp

cct
Pro

act
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

ggg9
Gly
15

gat
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gca
Ala

tac
Tyr
95

tgg
Trp

gce
Ala

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr
80

tgt
cys

ggt
Gly

30

15

48

96

144

192

240

288

336

363
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15

35

Gly Val Ile

Lys Gly Lys
65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gln Gly Thr
115

<210> 74
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 74

ES 2 665341 T3

Ser Thr Tyr Tyr Gly
55

Ala Thr Met Thr Vval
70

Arg Ser Leu Arg Ser
85

Gly Leu Arg Glu Tyr
100

Met Val Thr Val Ser
120

101

Asn Thr Asn

Asp Lys Ser
75

Asp Asp Thr
90

Tyr Tyr Ala
105

Ser

45

Tyr Asn Gln
&0

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Met Asp Tyr
110

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly



10

atg
Met

gtg
val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag

Gln

aca
Thr

tat

Tyr

tac
Tyr

<210>75
<211> 140

ggt
Gly

cac
His

999
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gcc

Ala

tac

Tyr

tgg
130

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 75

tgg
Trp

tcc
Ser

gcc
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

agc
Ser

caa
Gln

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met

100

gca
Ala

caa
Gln

tgt
Cys

gtc
Val

gtg
Val

atg
Met

gtt
Val

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

ate
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile

aag
Lys

ctt
Leu

gga

Gly

acc
Thr

ES 2 665341 T3

atc
Ile

ctg
Leu

gtc
Val
tgg

55

agt
Ser

gce
Ala

agg
Arg

gga
Gly

atg
Met
135

tte
Phe

gtg
Val

tcc
Ser
40

gtg
val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg

120

gte
Vval

ttt
Phe

cag
Gln

tgc
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu

105
cga

Arg

acc
Thr

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
90

aga
Arg

gag

Glu

gte
Val

102

gta
val

999
Gly

ggt
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly

gte
val

tet

Ser

tat

Tyr

tece
Ser

geca
Ala

gct
Ala

tcc
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac

Tyr

tea
Ser
140

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr
125

gct
Ala

gtg
Val

30
tac

Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tecc
Ser

act
Thr

110

get
Ala

aca
Thr

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr
95

gcc
Ala

atg
Met

ggc
Gly

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

gtg
val

gac
Asp

48

96

144

192

240

288

336

384

420



10

15

Val

Pro

Glu
65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

<210>76
<211> 363
<212> ADN

Gly

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp
130

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 76

Trp

Ser

Ala
35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Val

Val

Met

Val

Gly

85

Glu

Gly

ES 2 665341 T3

Ile

Gln

Lys

His

Tle

70

Lys

Leu

Gly

Ile

Leu

Val

Trp
55

Ser

Ala

Gly

Met
135

Phe

Val

Ser

40

Vval

Thr

Thr

Ser

Leu

1290

Val

103

Phe

Gln
25

Cys

Tyr

Met

Leu
105

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

20

Glu

Val

Vval

Gly

Gly

Ala

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser
140

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr
125

Ala

Val
30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Met

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Val

Asp



10

ES 2 665341 T3

caa gtc cag ctg gtg cag tct ggg get gaa gtg aag aag cct ggg goc 48
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

tea gtg aaa gtec tee tge aag ggt tece gge tac aca tte act gat tat 96
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

get atg cac tgg gtg cga cag gee cct gga caa gge ctg gag tgg att 144
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

gga gtt att agt act tac tat ggt aat aca aac tac aac cag aag ttt 192
Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys FPhe
50 55 60

aag ggc aag gcc aca atg act gtec gac aaa tcc ace age aca gcc tat 240
Lys Gly Lys Ala Thr Met Thr val Asp Lys Ser Thr Ser Thr aAla Tyr
65 70 75 80

atg gaa ctt agg age ttg aga tct gac gat act goc gtg tat tac tgt 288
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

gca aga gga gga ttg cga gag tat tac tat gct atg gac tac tgg ggt 336
Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

caa gga acc atg gtc acec gtc tece tca 363
Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>77
<211>121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 77

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

104



10

15

Gly Val

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Gln Gly

<210>78
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 78

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr
115

Ser

Ala

Gly
100

Met

Thr

Thr

Ser

85

Leu

Val

ES 2 665341 T3

Tyr

Met

70

Arg

Thr

Tyr

55

Thr

Arg

Glu

Val

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser
120

105

Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
60

Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
75 80

Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
50 95

Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
105 110

Ser



10

atg

gtg
Val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag

Gln

aca
Thr

tat

Tyr

tac
Tyr

<210>79

ggt
Gly

cac
His

999
Gly

gat
Asp
50

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac

Tyr

tgg

130

<211> 140
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgg
Trp

tce
Ser

gcc
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt

Cys
115

aggt
Gly

agc
Ser

caa
Gln
20

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca

Ala

Caa
Gln

tgt
Cys

gte
Val

gtg
Val

atg
Met

gtt
val

ggc
Gly

gaa
Glu

aga

Arg

gga
Gly

atc
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

cga
Arg

ctt
Leu

gga

Gly

acc
Thr

ES 2 665341 T3

atc
Ile

ctg
Leu

gtc
vVal

tag
Trp
55

agt

Ser

gce
Ala

agg
Arg

gga

Gly

atg
Met
135

ttc
Phe

gtg
Val

tecc
Ser
40

gtg
val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg

Leu
120

gtc
Val

ttt ctg
Phe Leu
10

cag tct
Gln Ser
25

tgc aag
Cys Lys

cga cag
Arg Gln

tac tat
Tyr Tyr

atg act
Met Thr

ttg aga
105

cga gag

Arg Glu

acc gtc
Thr Val

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 79

106

gta
Val

999
Gly

ggt
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly
75

gtc
Val

tct
Ser

tat

Tyr

tece
Ser

gca
Ala

gct
Ala

tce
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac

Tyr

tca
Ser
140

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aca
Thr

gat
Asp

tat

Tyr
125

gct
Ala

gtg
Val

30
tac

Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tcec
Ser

act
Thr
110

gct

Ala

aca
Thr
15

aag

Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr
95

gcc
Ala

atg

Met

ggc
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

agc
Ser

gtg
val

gac

Asp

48

96

144

192

240

288

336

384

420



10

15

Val

Pro

Glu
65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

<210> 80

<211> 363
<212> ADN

Gly

His

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp
130

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 80

Trp

Ser

Ala
35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Cys

Val

Val

Val

Gly

85

Glu

Gly

ES 2 665341 T3

Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Len

Gly

Thr

Ile

Leu

Val

Trp

55

Ser

Ala

Arg

Gly

Met
135

Phe

val

Ser

40

Vval

Thr

Thr

Ser

Leu

120

val

107

Phe

Gln
25

Cys

Tyr

Met

Leu

105

Arg

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Arg

Glu

Val

Vval

Gly

Gly

Ala

Gly

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser
140

Gla

Gly

45

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr
125

Ala

Val
30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

95

Ala

Mat

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

VvVal

Asp



10

caa
Gln

teca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys
65

atg
Mat

gca
Ala

caa
Gln

<210> 81

<211>121

gte
Val

gty
val

atg
Met

gtt
Vval
50

gge
Gly

gaa
Glu

aga
Arg

Jgga
Gly

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile

cga
Arg

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr
115

ES 2 665341 T3

ctg gtg cag tct ggg get gaa gtg
Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

gte tee tge aag ggt tee gge tac
Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr
20 25

tgg gtg cga cag gec cct gga caa
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln

40

agt act tac tat ggt aat aca aac
Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn
55

gcec aca atg act gte gac aca tce
Ala Thr Met Thr Val Asp Thr Ser
70 75

agg agc ttg aga tct gac gat act
Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr

gga ttg cga gag tat tac tat gct
Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala
100 105

atg gte ace gte teo tea
Met Val Thr Val Ser Ser
120

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 81

Gln

1

Ser

Ala

Gly

vVal

val

Met

val
50

aag
Lys

aca
Thr

ggce
Gly

tac
Tyr
60

ace
Thr

gee
Ala

atg
Met

aag
Lys

tte
Phe
ctg
45

aac

Asn

agec
Ser

gtg
val

gac
Asp

cct
Pro

act
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

ggg gcc
Gly ala
15

gat tat
Asp Tyr

tgg att
Trp Ile

aag ttt
Lys Phe

gce tat
Ala Tyr
80

tac tgt
Tyr Cys
95

tgg ggt
Trp Gly

Gln Leu Val Gln Ser Gly Als Glu Val Lys Lya Pro Gly Ala

5 10

15

Lys Val Ser Cys Lya Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

20 25

30

His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
45

35 40

Tle Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
60

55

108

48

96

144

192

240

288

336

363



10

15

20

Lys Gly Arg Ala

€5

Met Glu Leu Arg

Ala Arg Gly Gly

100

Gln Gly Thr Met
115

<210> 82
<211> 420
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(420)

<400> 82

atg ggt
Met Gly
1

gtg cac
Val His

cct ggg
Pro Gly

act gat
Thr Asp
50

gag tgg
Glu Trp
65

cag aag
Gln Lys

aca gcc
Thr Ala

tat tac
Tyr Tyr

tac tgg

Tyr Trp
130

tgg
Trp

tee
Ser

gcec
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

gqgt
Gly

agc
Ser

caa
Gln
20

teca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca

Ala

caa
Gln

tgt
Cys

gtec
val

gtg
Val

atg
Met

gtt
val

ggc
Gly
85

gaa

Glu

aga
Arg

gga
Gly

Thr

Ser

Leu

Val

atc
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

cga

Arg

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr

ES 2 665341 T3

Met Thr Val Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
15

70

80

Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly

185

Thr Val Ser Ser

atc
Ile

ctg
Leu

gte
Val

tgg
Trp
55

agt
Ser

gce
Ala

agg
Arg

gga
Gly

atg
Met
135

tte
Phe

atg
vVal

tce
Ser
40

gtg
Val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg

120

gtc
val

120

ttt ctg gta
Phe Leu Val

cag tet ggg
Gln Ser Gly
25

tgc aag gct
Cys Lys Ala

cga cag gcc
Arg Gln Ala

tac tat ggt
Tyr Tyr Gly
75

atg act gtc
Met Thr Val
90

ttg aga tct
Leu Arg Ser
105

cga gag tat
Arg Glu Tyr

acc gtc tecc
Thr vVal Ser

109

gca
Ala

gcet
Ala

tcc
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
140

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr
125

gct
Ala

gtg
val

30

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tece
Ser

act
Thr
110

gct
Ala

aca
Thr
15

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

ace
Thr
95

gcc

Ala

atg
Met

110

ggc
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

age

Ser

gtg
val

gac
Asp

48

96

144

192

240

288

336

384

420



10

15

20

25

<210> 83
<211> 140
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2 665341 T3

<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 83

Met
1

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

<210> 84

<211> 363
<212> ADN

Gly Trp Ser Cys Ile

His

Gly

Asp

S0

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp
130

<213> Artificial

<220>

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Gln
20

Ser

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 84

5

val

Val

val

Gly

85

Glu

Gly

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Gly

Thr

Ile

Leu

Val

Phe

val

Ser
40

Trp Val

55

Ser

Ala

Arg

Gly

Met
135

Thr

Thr

Ser

Leu

120

val

110

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

105

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Arg

Glu

Val

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

75

val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp Asp

Tyr

Ser
140

Tyr
125

Ala

val

30

Tyr

Gln

Asn

Thr
110

Ala

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Met

Gly

Lys

Phe

Asn
80

Val

Asp



10

caa
Gln

tca
Ser

get
Ala

gga
Gly

aag
Lys
65

atg
Met

gca
Ala

caa
Gln

gte
Val

gtg
val

atg
Met

gt
val
50

ggc
Gly

gaa
Glu

aga
Arg

Jgga
Gly

<210> 85
<211>121
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 85

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His
35

atc
Ile

cga
Arg

ctt
Leu

gga
Gly

ace
Thr
115

ctg gtg cag

Leu

gtc
Val
20

tgg
Tcp

agt
Ser

gce
Ala

agg
Arg

gga
Gly
100

atg
Met

val

tece
Ser

gtg
val

act
Thr

aca
Thr

ago
Ser
85

ttg
Leu

gte
val

Gln

tgc
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met
70

ttg
Leu

cga
Arg

ace
Thr

ES 2 665341 T3

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr
L1

act

Thr

aga
Arg

gag
Glu

gte
Val

q99
Gly

gct
Ala

gce
Ala
40

ggt
Gly

gte
val

tet
Ser

tat
Tyr

tece
Ser
120

gct
Ala

tce
Ser
25

cct
Fro

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr
105

tca
Ser

gaa
Glu
10

ggce
Gly

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp
90

tat
Tyr

111

gtg
Vval

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tee
Ser
75

act

Thr

get
Ala

aag
Lys

aca
Thr

gge
Gly

tac
Tyr
60

acc

Thr

gee
Ala

atg
Met

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu
45

aac
Asn

age
Ser

gtg
Val

gac
Asp

cct
Pro

act
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

999
Gly
15

gat
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gce
Ala

tac
Tyr
95

tgg
Trp

gce
Ala

tat
Tyr

att
Ile

tte
Phea

tat
Tyr
80

tgt
Cys

ggt
Gly

48

96

144

192

240

288

33¢

363



10

15

Gln

Ser

Ala

Gly

Lys
65

Ala

Gln

<210> 86
<211> 420
<212> ADN

Val Gln

Val Lys

Met His
35

Val Ile
50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Gly

Gly Thr
115

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(420)

<400> 86

Leu

val
20

Trp

Ser

Ala

Gly
100

Met

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser
85

Leu

Val

ES 2 665341 T3

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Tyr Tyr

55

Met Thr
70

Leu Arg

Arg Glu

Thr Val

Gly

Ala
40

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser
120

112

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Tyr
105

Ser

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp
90

Tyr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Thr

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phea

Leu

45

Asn

Ser

Vval

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Trp

Ala

Tyr

Tle

Phe

Tyr
80

Cys

Gly



10

atg
Met

gtg
Val

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu
65

cag

Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr

ggt
Gly

cac
His

999
Gly

gat
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

tgg
Trp
130

<210> 87

<211> 140
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética (proteina recombinante)

<400> 87

tgg
Trp

tce
Ser

gcc
Ala
35

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr

tgt
Cys
115

ggt
Gly

agc
Ser

caa
Gln
20

tca
Ser

gct
Ala

gga
Gly

aag
Lys

atg
Met
100

gca
Ala

caa
Gln

tgt
Cys

gte
Val

gtg
val

atg
Met

gtt
Val

ggc
Gly
85

gaa
Glu

aga
Arg

gga
Gly

atc
Ile

cag
Gln

aaa
Lys

cac
His

att
Ile
70

cga

Arg

ctt
Leu

gga
Gly

acc
Thr
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atc
Ile

ctg
Leu

gtc
Val

tgg
Trp
55

agt
Ser

gcc
Ala

agg
Arg

gga
Gly

atg
Met
135

tte
Phe

gtg
val

tece
Ser
40

gtg
val

act
Thr

aca
Thr

agc
Ser

ttg
Leu
120

gtc
Vval

ttt
FPhe

cag
Gln
25

tgc
Cys

cga
Arg

tac
Tyr

atg
Met

ttg
Leu
105

cga

Arg

acc
Thr

ctg
Leu
10

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr
90

aga

Arg

gag
Glu

gtc
val

113

gta
val

999
Gly

ggt
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly
75

gtc
val

tct
Ser

tat
Tyr

tcec
Ser

gca
Ala

gct
Ala

tce
Ser

cct
Pro
60

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
140

aca
Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
45

gga
Gly

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

tat
Tyr
125

gct
Ala

gtg
val
30

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tcc
Ser

act
Thr
110

gct
Ala

aca
Thr
15

aag
Lys

aca
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

acc
Thr
95

gec
Ala

atg
Met

ggc
Gly

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
80

agc

Ser

gtg
val

gac
Asp

48

96

144

192

240

288

336

384

420
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15

Met

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

<210> 88

<211> 363
<212> ADN

Gly

His

Gly

Asp

Trp

Lysa

Ala

Tyr

Trp
130

<213> Artificial

<220>

<223> ADN recombinante

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 88

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Gly

Lya

Mat

100

Ala

Gln

Cys

Val

val

Met

val

Gly

85

Glu

Arg

Gly
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Ile

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Lsu

Gly

Thr

Ile

Leu

val

Trp

55

Ser

Ala

Arg

Gly

Met
135

Phe

Val

Ser

40

Val

Thr

Thr

Ser

Leu

1290

Val

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Tyr

Met

Leu

105

Arg

Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

20

Arg

Glu

val

val

Gly

Gly

Ala

Gly

75

val

Sar

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Asp

Tyr

Ser
140

Thr

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lya

Asp

Tyr
125

Ala

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Thr

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

35

Ala

Mat

caa gtc cag ctg gtg cag tct ggg gect gaa gtg aag aag cct ggg gcc

114

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

Asp

48
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys

tca gtg aaa gtc tcec tge aag ggt tcec gge tac aca
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr
20 25

gct atg cac tgg gtg cga cag gcc cct gga caa ggc
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
35 40

gga gtt att agt act tac tat ggt aat aca aac tac
Gly Val Ile Ser Thr Tyr Tyr Gly Asn Thr Asn Tyr
50 55 60

aag ggc cga gcc aca atg act gtc gac aaa tee ace
Lys Gly Arg Ala Thr Met Thr Val Asp Lys Ser Thr
65 70 75

atg gaa ctt agg agc ttg aga tct gac gat act gecc
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala

gca aga gga gga ttg cga gag tat tac tat gct atg
Ala Arg Gly Gly Leu Arg Glu Tyr Tyr Tyr Ala Met
100 105

caa gga acc atg gtec acc gtc tce tca
Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 89
<211>121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccién sintética (proteina recombinante)

<400> 89

115

Lys

ttec
Phe

ctg
Leu
45

aac
Asn

age
Ser

gtg
vVal

gac
Asp

Pro

act
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

aca
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

Gly
15

gat
Asp

tagg
Trp

aag
Lys

gce
Ala

tac
Tyr
95

tgg
Trp

Ala

tat
Tyr

att
Ile

ttt
Phe

tat
Tyr
80

tgt
Cys

ggt
Gly

96

144

192

240

288

336

363



Gln

Ala

Gly

Lys
65

Ala

Gln

Val

Vval

Met

Vval

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Gln

Lys

His

35

Ile

Leu

Gly

Thr
115

Leu

Val
20

Trp

Ser

Ala

Gly
100

Met

Vval

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

Leun

Val
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Gln

Tyr

Met

70

Len

Arg

Thr

Ser

Lys

Gln

Tyr
55

Thr

Glu

Val

Gly

Gly

Ala

40

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser
120

116

Ala

Ser

25

Pro

AsSn

Asp

Tyr
105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

30

Tyr

Vval

Tyr

Gln

AsSn

15

Thr

Ala

Lys

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

G1n

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ala

Tyr

Tle

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo contra la DIk-1 humana, en el que la secuencia de aminoacidos de la regiéon V de la cadena H
comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en una cualquiera de las SEQ ID NOS: 35, 40, 69, 73, 77,
81, 85y 89, y la secuencia de aminoacidos de la region V de la cadena L comprende la secuencia de aminoacidos
que se muestra en la SEQ ID NO: 45.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual:

(a) tiene una actividad antitumoral in vivo; y/o
(b) se une a al menos una porcién de una regién que comprende aminoacidos en las posiciones 24 a 91 en la
secuencia de aminoacidos de la DIk-1 humana que se muestra en la SEQ ID NO: 2.

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo
monoclonal.

4. Un complejo, que comprende el anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un
compuesto que tiene una actividad antitumoral y/o una actividad destructora de células.

5. Una composicién farmacéutica, que comprende al menos uno del anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 y el complejo de acuerdo con la reivindicacién 6.

6. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el complejo de acuerdo con la
reivindicacion 4 o la composicién de acuerdo con la reivindicacion 5, para su uso en un método de tratamiento o
diagnostico de un tumor.

7. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el complejo de acuerdo con la
reivindicacion 4 o la composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 5, para su uso en un método de induccion de
apoptosis en células tumorales.

8. El anticuerpo, composicion o complejo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en el que el tumor es al
menos uno de cancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de pancreas
humano, cancer de pulmén microcitico humano y neuroblastoma humano.

9. Un agente terapéutico antitumoral, que comprende al menos uno del anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 y el complejo de acuerdo con la reivindicacion 4.

10. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 o el agente terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 9,
gue no causa reduccién de peso como efecto secundario.

11. Un agente adecuado para inducir apoptosis en células tumorales, que comprende al menos uno del anticuerpo
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y el complejo de acuerdo con la reivindicacion 4.

12. Un kit adecuado para tratar, diagnosticar o detectar un tumor o para inducir apoptosis en células tumorales, que
comprende al menos uno del anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y el complejo
de acuerdo con la reivindicacion 4.

13. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2, el complejo de acuerdo con la reivindicacion 4, la composicion
de acuerdo con la reivindicacion 10, el agente terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, el agente inductor
de apoptosis de la reivindicacién 11 o el kit de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el tumor es al menos uno
de céancer de colon humano, cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de pancreas humano,
cancer de pulmon microcitico humano y neuroblastoma humano.

14. Un método para detectar un tumor, que comprende: permitir que al menos uno del anticuerpo de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y el complejo de acuerdo con la reivindicacién 4, reaccione con una
muestra recogida de un cuerpo vivo; y detectar una sefial o sefiales del anticuerpo y/o fragmento de anticuerpo
reaccionado.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el tumor es al menos uno de cancer de colon humano,

cancer de mama humano, cancer de higado humano, cancer de pancreas humano, cancer de pulmén microcitico
humano y neuroblastoma humano.
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Fig. 1

ATGGGTTCGAGCTGTATCATCTECTTITCTGCTACCAACACCTACAGETGTCCACTCCCAG
M 6 W s ¢ I I F F L VA TATGYV HSQ

GTCCAGCTGCAGCAGTCTGGECCTGAGCTCGTEAGGCCTGEEEGTCTCAGTGAAGATTTCC
v ¢ L ¢ 9 5SS ¢ P EL V R P G WV 8 Vv K I 8

TGCAAGGGTTCCGGCTACACATTCACTGATTATGCTATGCACTGEGEGTGAAGCAGAGTCAT
¢c K 6 8 6 Y ™ F T D_Y A M H W V K Q 8 H

GCAAAGAGTCTAGAGTGGAT TCGGAGCTI TAT TAGTACTTACTATGGTAATACAAACTACAAC
A K 8 L E W I G VvV I 8 T ¥ ¥ & N T N ¥ N

CAGAAGTTTAAGGGCAAGGCCACAATGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTATATG
Q K F K G K A T M T V D K 8§ 8 8 T A ¥ M

GAACTTGCCAGATTCACATCTGAGGATTCTIGCCATCTATTACTGTGCAAGAGGAGGATTA
E L A R L T 8 ED S A I ¥ ¥ C A R G _G L

CGAGAGTATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAARCGGAACCTCAGTCACCCTCTCCTCA
R E ¥ ¥ ¥y A M b ¥ W G @ G T 8 Vv 7 WV 8 8
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Fig. 2

APGGAATCACAGACCCAGGTCCTCATGTTTCTICTGCEICTGGGTATCTGGTGCCTGTECA
M E § QT ¢ V L M F L L L W V 8 G A C A

GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGECTATCTCAGTAGGACAGAAGGTCACT
p r v T ¢ S8 P 8§ 8§ L A M S V G Q KV T
ATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTI TARATAGTAGCAATCAAAAGAACTATTTGGCC
M 8 ¢ K 8 8 ¢ 8 1, L% N 8 8 N © K N ¥ I, A

TGGETACCAGCAGAAACCAGGACAGTICTCCTARACTTCTGEGTATACTTITGCATCCACTAGE
W Y ¢ g K P G Qg 8§ P KL L V Y EFE A § T R

GAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCATAGGCAGTGGATCT GGGACAGATTTCACTCTTACC
# 8 G v P D RP I G 8 G 8§ G T D F T L T

ATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGATTACTTCIGTCAGCAACATTATAGCACT
I 8 8 v o A E DL A DY F CQ OQ H ¥ 8 T

CCTCCCACGTITCCGTGCTGEGACCAAGCTGCGAGCTGAAL
P P T F G A G T K L B L K
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Fig. 3

Spel
ACTAGTACCACCATGEGTTGCAGCTGTATCATCTTCTTTCTGGTAGCARCAGCTACAGGT
M G WS ¢ I I FF L VAT AT G

GFGCACTCCCAGGTCCAGCTCCACCAGTCTEGECCTCAGC TCETCACGCCTEGGEETCTCA
vV H S @ V QL Q@ Q § G P ELV RP GV 8

GTGRAAGATTTCCTGCAAGEGTTCCGGCTACACATTCACTGATTATGCTATGCACTGGGTG
vV K I 8 C K ¢ 8 66 Y T VF T D ¥ A M B W V

AAGCAGAGTCATGCAAAGAGTCTAGAGTGGATTCGAGT TATTAGTACTTACTATGGTAAT
K ¢ 8 H A K 8 L BE W I G ¥v I 8 T ¥ ¥ G N

ACAAACTACAACCAGAACTTTAAGCGCAAGGCCACAATCGACTGTAGACAAATCCTCCAGC
T N ¥Y N Q K F K G K A T M T V D K 8 8 8

ACAGCCTATATGGAACTTGCCAGATTGACATCTGAGGATTCTGCCATCTATTACTGTGCA
T A ¥Y M E L A R L T 8 E D 8 A I Y ¥ C A

AGAGGAGGATTACGAGAGTATTACTATGCTATGGACTACTGGGETCARAGGAACCTCAGTC
R &£ G L, R K ¥ ¥ ¥ A M D ¥ W G Q@ G T &8 V

HindIII
ACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCAAGCTT
T VvV 8 8
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Fig. 4

Nhel

GCTAGCACCACCATGGAATCACAGACCCAGGTCCTICATGTTTCTTCTGCTCTGGGTATCT
M E 8§ Q T ¢ vV L. M F L L L W V §

GETGOCTGTGCAGACAT IGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTATEGTCAGTAGGA
& A C A D I V M T Q 8 P 8 83 L A M 5 V G

CAGAAGGTCACTATGAGCTECAAGTCCACTCAGAGCCTTTTAAATAGTAGCAATCAARAG
g K v T M 8§ C K 8§ 8 Q 8 L L N 8 8 N Q9 K

AACTATTTGECCTGETACCAGCAGAALCCAGCACAGTCTCCTARAACTTCTEGTATACTTT
N ¥ L. AW Y Q Q KP G ¢ 8§ P K L L V ¥ F_

GCATCCACTAGGGAATCTGECETCCCYGATCCGCTTICATAGGECAGTGGATCIGGGACAGAT
A 8§ T R E 8 G V. PDRVF I G 8 G 8 G T D

TTCACTCTTACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGATTACTTCTGTCAGCARA
F T L T I 8 8 V ¢ A BE D L A D Y F C Q @Q

CATTATAGCACTCCTCCCACGTTCGGEGCTIGEEGACCAAGCTGGAGCTCGAAACGTAAGTAC
H ¥ 8 T P P T F G A G T K L E L K

EcoRI
ACTTTTCTGAATTC
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Fig. 5

: Promotor
/ de
CMV
beta
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CHA
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CH3
Eagl

sitio de poli(A) Vector de expresion

de SV40

Uiy <l
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Fig. 6

1 2 3
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Fig. 8

Spel

ACTAGTACCACCATGEGETTGEAGCTGTATCATCITCETTCTCGGTAGCAACAGCTACAGEC
M 6 W §s ¢ I I F F L v A T A T G

GTGCACTCCCAAGTCCAGCTGETGCAGTCTCGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGEGGGCCTCA
VHS gV QLV Qg S8 G6 AEVKZ KZP G A S

GTGABRAGTCTICCTGCAAGGCT TCCGGCTACACATTCACTGATTATGCTATGCACTGGGTG
vV K v 8 C KA S GY T F T D ¥ A M H W V

CGACAGGCCCCTGGACAAGCCCTGCAGTGCGAT TGEGAGTTATTAGTACTTACTATGGTAAT
R 0 A P G Q G L E W I 6 V¥V I 8 T ¥ ¥ G N

ACAAACTACABMCCAGAAGTTTAAGGGCAAGGCCACAATCGACTGTCGACACATCCACCAGC
T N ¥ N ¢ K F K ¢ K A ¥ M T v b T § T 8

ACAGCCTATATGCAACTTAGGAGCT TGAGATCTGACGATACTGCCGTGTATTACTGTGCA
T A Y M £E L R 8 L R 8 DD T A V Y ¥ C A

AGAGGAGGATTGCGAGAGTATTACTATGCTATGGACTACTCEEETCARCEAACCATGETC
R G G L R E ¥ ¥ ¥ A M D Y W G §Q G T M V

HindIIT
ACCGTCICCTCACGIAAGATGGECTTTCCTAAGCTT
T V 8 8
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Fig. 9

Spel
ACTAGTACCACCATGGGTTGGAGCTGTATCATCTTCTTTCTGGTAGCAACAGCTACAGGT
M G W § ¢ I I F F L Vv A T A T G

GIGCACTCCCAAGTCCAGCTGGETGCACTCTGEEGCTCGAAGTGAAGAAGCCTGEEGCCTCA
vV H 58 Q V QL V Q8 G AEVYV KI KUPTGA S

GTGAAAGTCTCCTGCAAGGCTTCCGGCTACACATTCACTGATTATGCTATGCACTGGGTG
v K v 8 ¢ K A 5 ¢ Y T F T D Y A M H W V

CCGACAGCGCCCCTGRACAAGGCC TGEAGTGGATTGGAGTTATTAGTACTTACTATGSTAAT
R Q A P & O ¢ I E W I G V I 8 % ¥ ¥ 6 N

ACAMACTACAACCAGAACTTTAAGCGCCCGAGCCACAATGACTGTCGACACATCCACCAGC
T ¥ ¥ ¥ 9 K F K ¢ R A T M T V D T 858 T 8

ACAGCCTATATGGAACT TAGGAGCTTGAGATC TEGACCATACTGCCGTGTATTACTGETGCA
T A ¥ M E L R 8 L R 8 D D T A V ¥ ¥ C A

AGAGGAGGATTGCGAGAGTATTACTATGCTATGGACTACTGGGETCAAGGAACCATGGETC
R 6 6 L, R B ¥ ¥ Y A M D ¥ W G @ G T M V

HindIII
ACCGCICTCCICAGGTAAGATGGECTTTCCTAAGCTT
TV 8 B3
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Fig. 10

Nhel

GCTAGCACCACCATGEAATCACAGACCCAGGTCCTCATGTTTCTTCTGCTCTGGGTATCT
M E § ¢ T ¢ VI M F L L L W V 8

GETECCTGTGCAGACATTGTCATGACACAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCACTIGGGA
& A ¢ A DI VM T QS P D S L AV 8 L G

GAGAGCGCCACTATCAACTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTICTGAATAGTAGCAATCAAAAG
E R A T I N C K_ 8 858 Q 8 L L N 8 8 N Q K

AARCTATTTGGLCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAACTTCTGGICTACTIT

GCATCCACTAGCGGAATCTGGEEGTICCCTGATCGCTTCAGTGGCACGTGGATCTGGGACAGAT
A 8 T R E 8 & V P D R F 8 G & G 8 G T D

TTCACTCTTACCATCAGCAGTCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTACTACTGTCAGCAA
F T L ¢ 1 8 8 L Q A E D V A V Y Y C Q ¢

CATTATAGCACTCCTICCCACATTCGETCAGGGGACCAACCTGGACATCAAACGTAAGTAC
H ¥y 8. T 2P P T F G Q G T K L E I K

EcoRI
TTTTTTITCGAATTC

127



ES 2 665341 T3

Fig. 11
CMV2 GAACCCTCAGATCRCCTGRAGACG
JNTO026 TCGAAMNCATCGACCTEGACGAC
JNTO0S2 CTTTCTTGTCCACCTTGGTG
JNTO0S7 GCTGTCCTACAGTCCTCAG

JNT098 ACCGTGCCARGCATCCTCG
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Fig. 12

ATGGGTTCCACCTETATCATC TTCTTTCTGETAGCRACAGCTACACGTGEGCACTCCCAL
M @ Wse¢cI I FFULVYV ATTATTGU®YHSES Q
ATCCAGCTECAGCACTOTGGRECCTGAGCTEETEAGECCTEGEGTCTCAGTGARGATTTICS
v o L 9 Q §8 6 P E L V R P & V 8 V K I S
TGCAAGEGTTCCEGCTACACATTCACIGATTATGCTATGCACTCGETGARCCAGRGTCAT
¢C E G 8§ G Y T F T D Y A MHEWUVEKQ 8 H
GCARAGASTCTAGAGTGGATTGGAGITATTAGTACTTACTATGGTAATACRAAACTACARC
A K § I EW I G V I 8§ T Y Y 6 N T NJZY N
CAGAAGTT TAAGCGCARGGCCACAATGAC TG TAGACARATCCTCCAGCACAGCCTATATG
¢ E P K G K A T™ M T VD K 8 8 8 T A ¥ M
GAACTTECCAGATTGACATCTGAGGATTCTECCATCTAT TACTETGCAAGACGAGGATTA
E L A R L T 8 E D S A I Y Y CAURG G L
CRAGAGTATTACTATGCTATGHGACTACTEEEETCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA
R E ¥ ¥ ¥ AMD Y WG QG T S YV TV § 8
GCOTCCACCAACEECCCATCEEICT ICCCCCTEECACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGEE
A S T K GF 8§ VFPILAZPSSZEKASTS G
GGCRACRGCGECCCTGEECTECCTGETCAAGGRACTACTTCCCCGRACCGETEACGETGTCG
G 7T A A L & C L V XK DD Y F P E P vV T V 8
TGGAACTCAGGCECCOTGACCACCEECGETGUACACCTTCCOGGCTETCCTACAGTCCTCA
W N 8 @ AL T3 66 YV HTTFTZPAVYVILOQS 8
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCETGETEACCRTGCCOTCOAGCAGC TTEEGCACCCAGACC
¢ L ¥ &§ L &8 § VV T VPS8 8 8§ L G T ¢ v
TACATCTGCAACGCTGARTCACAAGCCCAGCARCACCARGGTCCACAAGARRGTTGAGCCC
Y I ¢ NV R HXUP S R T X VDZ KIEKTVEP
ARATCTTEPEACAAARCTCACACATGCCCACCGTECCCAGCACCTGAACTLCTRGEGEEA
K S ¢ b KT HTTCUP P CPATZPETULTILG G
COQTCAGTOTTCCTCTTCCOCOCARARCCCAAGEACACCCTCATGATCTCCCEGRACCCCT
P S vV F L F P P K P XKBDTILMTISRTTP
GACGTCACATGOETEETGETGEACGTERAGCOACGARGACCOTGAGETCARGTTCARCTEE
E v T C¢C v v ¥y D v 8 H ED P E V K F N W
TACGTEGACGEUETGEAGETECATARTECCARGACARRGCOCCGEGAGGAGCAGTACRAC
¥ v D G VEV H N A KT K PRTETEOQ Y N
AGCACGTACCATETEETCAGCATCCTOACCETCOTGOACCAGCACTGECTEAATGGCARG
s ? Y RV V § VLTV L HEQDWI EHLDNG K
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAMAGCCCECCCAGCCCCCATCGAGRAAACCATCTCC
E Y K C K vV 8 ¥ K A L P A P I E K T I 8
AMACGCOABACGECAGCCCCEAGARCCACAGSTETACACCCTECCCCCATCCCAGENTIGHE
K A K 6 Q PR EP QV YT IL P P S R D E
CTGACCRAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGETCARAGECTTCTATCCCAGCGACATC
L T K N Q V 8 L T ¢ L V K& F Y P 8 D I
GCCETEEACTEECACACCARTGGGCAGCCEGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCOGTE
AV F W E 8 N G ¢ P BE ¥ N Y K T T P P V
CTGGACTCCHBACGECTCCTTCTTCCTCTACAGCARGCTCRACCETGGACARGAGCAGETGE
L D 8 DG & F F L ¥ 8 KL T VDI KSR RW
CACCACCCCAACCTCTTCTCATECTCCETEGATECATGAGECTCTGCACAACCACTACACE
g 0 6 R VvV P 3 ¢ 8 VMHEEH ARTLUH HEHNETY?"T
CAGAAGAGCOTCTCCCTETCTCCGEGTABATGA
g K 8 L 8 L 8 P G K =
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Fig. 13

ATCGAATCACAGACCCAGGTCCTCATETTTCTTCTECTCTGGGTATCTGETGCCTETECA
M E S Q T  V L ¥ F L L L W V 8 G A C A
GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTATETCAGTAGGACAGAAGETCACT
D I VM T S P 8 8 L A M S8 VvV &6 Q KR V T
ATGAGCTGCARGTCCAGTCAGAGCCTTTTARATAGTAGCAATCARAARGAACTATTTGGCC
M 8 ¢ K & 8 9 &8 I L ¥ 8 8 W ¢ KN Y L &
TGGTACCAGCAGAARCCAGGACAGTCTCCTAAACTTCTGGTATACTTTGCATCCACTAGG
W Y Q @ K P ¢ Q §8 P KL L V Y FARS TR
GAATCTGGGETCCOTGATCGCT TCATAGGCAGT GGATCIGEGACAGATTTCACTCTTACC
E 8§ G V P D RF I ¢& 8 6 8 G TDF T L T
ATCAGCAGTETECAGECTEGAAGACCTAGCAGATTACTTCTGTCAGCARCATTATAGCACT
I 8§ $ Vv Q A ED L A D Y F C @ Q H Y s T
CCTCCCACHTTCEATGCTRGEACCARGCTGEAGCTGAMACGAACTETEGCCTECACCATCT
P P T F G A &G T K L B L K R T V A A P 8
GTCTTCATCTTCCCGCCATCTEATGACCAGTTGAAATCTEEAACTECCTCTCTTCTETCC
vV F I F P P 8 P E QLXK S G T A S V VvV C
CTGCTGAATAACTTCTATCCCAGRGAGGCCARAGTACAGTEGAAGGTGGATARCGCCOTC
L L. ¥ N F ¥ P R E & KV Q W XK V DNATL
CARTCGGGTARCTCCCAGGRAGAGTIGTCACAGAGCAGGACAGCARGGACAGCACCTACAGC
Q 8 6 N 8§ ¢ E B V T E QD S Kb & ¥ ¥ 8
CTCAGCAGCRCCCTEACCCTCAGCAARGCAGACTACGAGAARCACARAGTCTACGCCTGC
L 8 8 T L T L 8 X A DY E XK HZEKUVYATCL
GRAAGTCACCCATCAGGECCTGAGCTCECCCETCACARAGALCTTCARCAGGCEGRGAGTAT
E V T H Q 6 L § 8§ P V T K S P NRUG®EC

TAG
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Fig. 14

ATGGGTTGCAGCTGTATCATCTTCTTICTGGTAGCARCAGCTACAGGUGTGCACTCCCAL
M 6 W 8 ¢ I I F F L V A T AT G V H 8 Q
GTCCAGCTGETGCAGTCTGEGGCTCARGTGAAGRAGCCTGEEGCCTCACTGAAAGTCTCC
vV g L v ¢ 8 ¢ A E V K K P G A 38 V K V 8
TGECARGECTTCCGGCTACACATTCACTGATTATGCTATGCACTEGETGCGACAGGCCCCT
¢Cc K A 8 6 ¥ T F TD ¥ A M HWV R Q A P
GGACAAGGCCTGEGAGTGCGATTGEGAGCTTATTAGTACTTACTATGGTARTACAAACTACARC
6 0 G L EW I &V I & T Y Y @ NT N ¥ N
CAGARGTTTAAGGGCARGGCCACRATGACTGTCGACACRTCCACCAGCACAGCCTATATG
Q X ¥ K 6 K A T M T V D T 8 T 8 T A Y M
GAACTTAGGAGCTTGAGATCTGACCATACTGCCGTGTATTACTGTGCAAGAGBABGATTG
E L R 8 L R 8D DT AUV Y ¥ C ARG G L
CEAGAGTATTACTATGCTATGGACTACTGEGGTCAAGGARCCATGETCACCETCTCCTCA
R E ¥ ¥ ¥ A MDD Y WG QQ G T M WV T V 5 8
GCCTCCACCAAGGECCCATCEGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTLTGEE
A § ¥ K ¢ P 8 VvV ¥ P L A P 8 8 K s T 8 G
GGCACAGCGGCCCTGGECTECCTGETCAAGCACTACTTCCCCGAACCGGTGACCETGTCGE
¢ T A A L &8 C L V KD Y ¥FF P E P V T V 8
TGGAACTCRAGGCGCCCTGACCAGEGGCGTGCACACCTTCCCGECTGTCCTACAGTCCTCA
W NS G A LT S @V ETUF P AV L Q 5 8
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTHETEGACCETGCCCTCCAGCAGCTTGEGCACCCAGACT
& L ¥ 8§ L 8 8§ v v T vV p 8 8 8§ L 6 T Q T
TACATCTGCAARCGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCARGGTGGACAAGAARGTTEAGCCC
¥y I C N VN HKP? 3§38 N T XKV D KU XUV E P
ARATCTTGTGACARBACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGRARCTCCTGGEGEGA,
K 58 € b KT HT CP P CPAUPEILILG G
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARARCCCARGGACANCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
P 8§ vV F L F P P K P K DT LM I S R T P
GRGGTCACATGCGIGCETCGTGGACCTGAGTCACGAAGACCCTGAGGTCARAGTTCARCTEG
E VvV T ¢ v v VDV 8 HEUDPEUVZXKF N W
TACCTGGACGECGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGRGCAGTACARC
¥ vV D ¢V EV HNAZE KT K P? REEQ Y N
AGCACGTACCGTETGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCACGACTGGCTGAATCGCARAG
§ T ¥Y RV VvV 83V -~ T V L B @ P WL N & K
GAGTACARAGTGCAAGGTCTCCARCARAAGLCCTCCLAGCCCUCATCGALAAARCCATCTCE
E Y K ¢ K V 8 N K A L P a P I EKTTTI S
ARAGCCAAAGCGCAGCCCCGAGAACCACAGETETACACCCTECCCCCATCCOGEGATEAG
X A K e Qg P RE P QV Y T L P P 8 R D E
CTGACCAAGAACCAGGTCAGLCTGACCTECCTGETCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
L KN Q v § L T C L V X ¢ F Y P 8 D I
GCCGICEAGTGECACAGCARATGEECACGCCGEAGAACAACTACARGACCACGCCTCCCGTG
AV EW E 5 N G ¢ P E NN Y KT TP PV
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCEGTGGACAAGRGCAGETEE
L D8 B G B8 F F L ¥ § KL T VD XK S R W
CRGCAGGGCAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATCGAGGECTCTGCACRACCACTACACG
g 0 6 W VF § ¢C 8 VM HEATLHDNUHYT
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTICTCCGGGTARATGA
K 8 L 8 L. 8§ P G K »
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Fig. 15

ATGCOTTEEAGCTETATCATCTTCT FICTGETAGCAACAGCTACAGECEIGCACTCCCAR
M G W &8 ¢ T I F F L V AT ARTOG UV H S Q
GICCAGCI G IGCACTCTECEECTGARGTGAAGARGCOCTEGGECCTCAGSTGARLETCTCC
vV L V 0§ 8 6 A E V KX P G A 8 V K V 8
PECARGCCTPCCCECTACACATTCACTGATTATCC TATGCACTEEETECEACAGRLCCCT
¢ K A 8 G ¥ T F T D Y AMUHWTYVY R Q A P
GEACANGGCOIGEACTGEATTCCAGTTATTAGTACTTAC TATGITAATACARACTACALD
& 0 6L EW I 6 Vv I 8 T Y Y 6 N T N Y N
CAGAAGTTTAAGGECCOAGCCACAATGACTEICGACACATCCACCAGCACAGCCTATATE
¢ K F K & R A T™ M T V P T & T 8§ T A ¥ M
GAACTTAGGACGCTTGAGATC TRACGATACTECCATETATTACTATECARGAGCAGEATTS
E L R 8 . R S D DTTOAVYV ¥ ¥ C ARG G L
CGAGAGTATTACTATCC TATEGACTACTGEGCTCARGEARCCATGETCACCETCTRCTCA
R BE Y Y ¥ A MDY WG Q G T MV T V 8 8
GCCTCCACCARGEECCCATCAGTCTRCCCLCTEGECACCCTCCTCCAAGAGCRCCTOTEGE
A S T K @ P 8V F P LAUDP S S S K S8 T S5 G
BECACAGCGECCC T EEECTECOTCETC ARCGACTAC T ICCCCGRACCEETGRCEGTETICR
¢ T A A L ¢ ¢C L V KDY FPEUT PV TV §
TGGAACTCAGCCGCCCTEACCAGCEECETECACACCTTCCCEGCTGTCCTACAGTCCTCA
W N S 6 A LT S G V HTUVFPATYV L Q 8 8
GEACTCTACTCCCTCAGCAGCCTEETCACCETECCCTCCAGCAGCTTEGEECACCCAGACT
G L ¥ 8 L 8 8V VT VP S S S L 66 T g T
TACATOTGOAACGTGAATCACARGOCCAGCAACACCAAGETCGACARGARAGTTGAGCCE
¥y I ¢ N V¥V N H K P 8 N T K VvV D KK V E 7P
AAATCTTGTGACARARCTCACACATGUCCACCETECCCAGCACCTEAACTCOTERAGEGA
K 8§ ¢ D KT™HT CDP P CP AP EL L & @&
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARRCCCARGCACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
P 8 V F L, F P P KPP KDTTILMTIZ S 8URTPR
GAGGTCACATECOTCETGETEEACETCAGCCACCAAGACCCTRAGGTCAAGTTCARCTES
E vV T C V VY VDV 8 HEDPEV K F N W
TACGTGGACGECOTCEAGCTGCATARTGCCARGACAAAGCCGCEEGAGGAGCAGTACAAT
Y VD 6V E YV HEHN A KT XKUPUZRTETE R Y N
AGCACGTACCGTGTEETCAGCGTCCTCACCETCCTECACCAGGACTGECTCAATGECARG
8§ T Y R V V 8§ V L * vV L H Q9 D W L N G K
GAGTACARGTECAAGETCTCCALCARAAGCCCTCCCAGC CCCCATCEAGAARACCATCTCC
E ¥ XK C K ¥V 8 N KA L P A P I EEK T I 8
AAAGCCAAAGGGECAGCCCCEAGAACCACABGTETACAC CCTGCCCCCATCCCGERATGEAG
XK 2 K &6 §Q P REP Q V ¥Y T L P P 8 R D E
CTGACCARGAACCAGETCAGCCTGACCTECCTGETCARACECTTCTATCCCAGCGACATC
L T K N g v 8 L T C L VvV K G F ¥ P S D I
GCOGETEEAGTEEGAGAGCARTEEGECAGRCCGGAGRACRACTACAAGACCACGLOTCCCGTS
AV E W E 8 N ¢ Q P ENNUY X T T P P V
CTGEACTCCCACGECTCCTTCTTCCTCTACACCARGCTCACCCTECACARGAGCAGETEG
L b 8 D & 8% F FL ¥ 8 KL TV DI X S R W
CAGCRGGECARCETCTICTCATECTCCOTCATECATGAGGCTC TECACAACCACTACACG
D 0 ¢ N V F 8 ¢ 8 VM EE ATILU HUENU HTYT
CAGAAGACCCTCTCOCTETCTOOGCEETAMATGR
Q K 8 L 83 L 8 P G K =
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Fig. 16

ATGEAATCACAGACCCAGETCCTCATGT TTCTTCTGCTCTGGGTATC TGETGCCTETRECA
M E 8 0 F Q VI M P L L L WV¥ S8 GATUCA
GRCATTGTCATGACACAGTCTCCAGACTCCOTGGLTETETCACTGEEAGRGAGEGCCACT
p I v M " Q 8§ P D S L AV 8L 6 ERA T
ATCARCTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTCTGAATAGTAGCAATCARBAGAACTATTTGECC
I ¥ C K 8 $ @ 8 L L N 8 § N Q KE N ¥ . A
TGGTACCAGCAGARACCAGGACAGCCTCCTAAACTTCTCGTC TACTITGCATCCACTAGE
WY 0 QK PG Q P P KL L V ¥ FP A S TR
GAATCTGGGETCCCTGATCGCTTCAGTGECAGTGEATCTCGEACAGATTICACTCTTACT
E $ 6 VPDRTPFS G S € 8 G TDFTTIL T
ATCAGCAGTCTGCAGECTGAAGATGTGECAGT TTACTACTGTCAGCAACATTATAGCACT
I 8 8 L Q A E DV A V ¥ ¥ C Q Q H ¥ 8§ T
COTCCCRCAT TCGETCACGGEACCARGCTGRAGATCARRCGAACTGTGECTGCACCATCT
P P T F G Q G ™ KL E I KRTUV A R P S
GTCTTCATCTTCCCGOCATCTGATCAGCAGTTGARATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGC
v F I F P P 8D E QL K S8 T A 8§ V V C
CTGCTGARTARCTTCTATCCCAGAGAGGCCARAGTACACTCGRAGETGEGATARCGCCCTC
L L ¥ N F Y P REU BZZ KTV YVOQOWZ XV DN AL
CAATCGGGETAACTCCCAGGAGRGTETCACAGAGCAGEACAGCARGEACAGCACCTACAGT
8 ¢ N 8 Q E 8 VT E QD 8 X D 8 T Y 8
CTCAGCAGCACCCTGACCCTGAGCARAGCAGACTACGAGAARCACARAGTCTACGCCTGS
L 8 8 T L T L S KA D Y EUXTU HIETYV Y A C
GARGTCACCCATCAGGECCTEAGCTCECCCGTCACARAGAGCTTCARCAGEGGAGAGTGT
E VvV T # Q 6 L 8 8 P VT K S8 F N R G E C
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Fig. 17
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Fig. 18

Unién de hDIk-1-His
a los anticuerpos de prueba
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Fig. 19

Unidn a hDIk-1-His
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Fig. 20

Unidn a hDIk-1-His
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Fig. 21

Unidn a hDIk-1-His
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Fig. 22
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Fig. 23

Unidén a hDIk-1-His
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Fig. 24

ATGGATTGEAGCTSTATCATC TTCTTTCTEGTAGCAACAGCPACAGOCETECACTECCRAA
M ¢ W 8 ¢ I I F F L VAT ATOGUYV H 8 ¢
GTCCAGCTGETECACTCTGEGECTEARGTGARGAAGCCTGEEECCTCAGTGARMGTCTCC
¥ 0 L VvV O 8 ¢ A E V K X P G & 8 VvV K VvV 8
TGCAAGGCTTCCGGCTACACATTCACTGATTATGC TATGCACTEGCTGCGACAGGCCCCT
C K A 8 G ¥ TP T D Y A MHEWYV R QA P
GGACAAGGCCTGEAGTGCATTGEACTTATTAGTACTTACTATGGTAATACAARCTACAAC
6 g ¢ L E W I ¢ VvV I 8 T Y ¥ G N T N Y H
CAGAAGTTTAACCECAAGSCCACAATGACTETCCACAAATCCACCAGCACAGCCTATATG
Q K F XK G K A T M 7TV D K S T™ s T a2 7Y% M
GAACTTAGGAGC T TGAGATCTGACGATAC TGCCETETATTACTGTGCARGAGGAGEATTG
E L RS L R SSDODTTAV Y Y CARUGT G L
COAGAGTATTAC TATCOTATGGACT AN TGAGATCAAGGAACCATEETCACCETCTCOTCA
R E ¥ ¥ Y 2 MDY W& ¢ 66 T MV T V 8 8§
GCCTCCACCARGEECCCATCEETCTTCCCCCTEECACCOTCCTCCARGAGCACCTCTCEE
A 8 7T K & P 8 V F P L AP S 8 K 8 T 8 G
GECACAGCEGCICTEEGCTGCCTEETCARGGACTACTTCCOCGARCCGGTRACGETETLG
G T A AL GC UL V KDY F P EUPV TV §
TGGAACTCAGGIGCCCTGACCAGCGGLGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCTTCA
W N 8 ¢ A L T 8 GV HT PF P AV L Q 8 8§
GEACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGETGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGEGCACCCAGALC
G L ¥ 8 L &8 8 VV ®? V P 8 8 8L G T g T
TACATCTGCAACGTGAATCACARGCCCAGCARCACCARGGTGCGACARGARAGTTGABCCC
Yy I € ¥ v ¥ H XK P 8 N T K VY D K K vV E P
AAATCTTGTGACAARACTCACACATGCCCACCETECCCAGCACCTGAACTCCTGEEEGEA
K 8 ¢ D K THTOCPUP®PCUPHBAUPETILILG G
CCOBTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCT
P 8 V F L F P P KP KD TILMTISU®RTFP
GAGGTCACATGCGTGETGETEGACCTCAGCCACGAAGACCCTGAGCTCARGTTCAACTEG
E VvV T C v v v b V 8 HED P E V K F N W
TACGTGGACGECGTGEAGETGCATAATGCCARGACARAGCCGCGEEAGGAGCAGTACAAC
Y v D 86 vV EV H YN A X T XK PRTEUZ ESOJQUVY N
AGCACGTACCETATAATCAGCATCCTCACCETCCTECACCAGCACTAACTCARTGECARG
& T ¥ R V V 8§ V L T V L H @ D W L N G K
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCARCAAACCCCTCCCACCCCCCATCEZAGAARACCATCTCC
E Y K ¢ K VvV 8 N K A L. P B P I E K T I 8
ARAGCCARAGGGCAGCCCCGRGARCCACAGETGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEATGAG
K A K ¢ § P RE P @ VY T L P P S8 R D E
CTEACCAAGAACCRGETCAGCCTERACCTSCOTEETCARAGEGCTTCTATCCCAGCGACATC
L T K N o Vv 8 1L T ¢TL VvV KG F Y P 8 D I
GCCCTEEAGTGEGAGAGCAATGGECAGCCCGAGRACARCTACAAGACCACGCCTCCCETS
A VvV EWE S8 NG g P ENDNUYIXTTT P P V
CTGEACTCCEACGECTCOTTCTTCCTCTACAGC AAGCTCACCETGCACARCAGCAGETES
L D 8 P & &8 F F L ¥ 8 K L T™ VvV D ZX 8§ R W
CAGCAGGGGAACGTCITCTCATGCTCCETGATGUATGACGUTCTGCACARCCACTACACG
Q 9 6 N vV F 8 ¢ § VM HEA ATLUHUNHTY T
CAGARGAGCCTCTCCCTETCTCCGGETAARTGA
g ¥K &8 L 8§ L 8 P G K
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Fig. 25

ATGGGTTGGAGCTGTATCATCTTCT T TCTEGTAGCAACAGCTACAGGCEGTEGCACTCCCAA
M 6 W 8 ¢ I I FF L Y ATA ATOGTYVUHS Q
GTCCAGCTEETGCAGTCTEGEG TEAAGTGAAGARGCCTEEEECCTCAGTGAAAGTCTCC
VvV Q L V Q S 6 A EV KE KTU®POGATEV KTV 8
TGCARGGGTTCCGECTACACATICACTGATTATECTATGCAC TEEETGCGACAGRCOOOT
¢ K 6 8 6 ¥ TF TDYAMTETWTYTZRTDOA AP
GGACAARGGCCTGGAGTGEATTGEAGTTATTAGTACTTACTATGGTAATACAARCTACAAC
G Q 6 L EWIGV I S8 TY¥Y Y G N TUNTYTN
CAGAAGTTTAAGGGCARGECCACAATGACTGTCGACARATCOACCAGCACAGCCTATATG
C K F K 6 KA T M TV DX ST S T A XYM
GBACTTAGCAGCTTGAGATCTGACGATACTGCCGTGTATTACTGTECAACAGGAGGATTG
E L R SLRSODHDDT ARV Y Y CARGESEG L
CGAGAGTATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCRAGGRACCATGETCACCGTCTCCTCA
R E Y ¥ ¥Y AMDVYTW®EGOEGGTMVUV TV § 8
GCOTCCACCARGGECCCATCAETCTTCCCOCTGECACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGRE
R S TXK G P 5 V F P L AP S S KOS TS G
GGCACAGCGGECCCTEGECTECCTGETCAAGGACTACTTCCCCOAACCGETGACEGTGTCS
& T AALGTCTL VYV XDJVYTFU?PZETPVTTV S
TEEAACTCAGGCACCCTRACCAGCEECETECACACCTTCCCEECTETCCTACAGTCCTCA
W N S G AL T S GV HTF P AV L QS §
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Fig. 26
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Fig. 28
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Fig. 29
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Fig. 30
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Fig. 31
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Fig. 33
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Fig. 34
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